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" 'Porque hay que levantarse cotidianamente en las 

ma~anas, comer, beber y luego volver a la casa?" 

... "Si el individuo no piensa mucho, siente agrado 

al levantarse" y hacer estas cosas, porque "siente 

satisfacción y no piensa en cambiarlas" 

"Pero sino acepta las cosas tal y como vienen, busca 

con ansiedad y esperanza durante el curso del dia 

por hallar momentos de un verdadero concepto de la 

vida, cuyo esplendor le trae regocijo y borra la 

sensación del tiempo y todas las nociones que 

señalan el próposito de todas las cosas" 

Porque la esencia de la vida del hombre sea 

el encuentro consigo mi smo. 

Adaptado de H. Hess 

"Gertrude" 

" 'Porque hay que levantarse cotidianamente en las
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MS: 

SH: 

85: 

2,4-D: 

IAA: 

NAA: 

IPA: 

CLAR: 

CG: 

ml/min: 

atm: 

hr(s): 

ppm: 

rpm: 

lux: 

µH: 

µ: 

td: 

w/w: 

PF: 

PS: 

mg PS/expl: 

mg PF /callo: 

mg PS/callo: 

g/callo: 

ABREVIA TURAS 

Medio Murashige & Skoog, 1962. 

Medio Schenk & Hildebrandt, 1972. 

Medio Gamborg, Miller & Ojima, 1968. 

Acido 2,4-diclorofenoxiacético. 

Acido indolacético. 

Acido naftalenacético. 

Acido indolpropi6nico. 

Cromatografia liquida de alta resolución. 

Cromatografia de gases. 

Mililitros por minuto. 

Atmósferas. 

Hora(s). 

Partes por millón. 

Revoluciones por minuto. 

Iluminación en lux. 

Concentración micromolar. 

Velocidad especifica de crecimiento. 

Tiempo de duplicación. 

Peso en peso. 

Peso fresco. 

Peso seco. 

Miligramos de peso seco por explante. 

Miligramos de peso fresco por callo. 

Miligramos de peso seco por callo. 

Gramos por callo. 
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Medio Gamborg, Miller E Djima, 1963.

Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

Acido indolacético.

Acido naftalenacético.

Acido indolpropiónico.
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Hililitros

Atmósferas
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por minuto.
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Revoluciones por minuto.
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Tiempo de duplicación.

FEED ED PESO.

Peso fresco.

Peso seco.

Miligramos

Hilìgramos

Hiligramos

Gramos por

de peso seco por explante

de peso fresco por callo.

de peso seco por callo.

callo.
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g PS/l: 

mg PS/ml: 

ag/g PS: 

µg/g PS: 

CG/EM: 

CLARUV-AR: 

Creci: 

B-Sit: 

A-Sit: 

Est: 

Dios: 

Gramos de peso seco por litro. 

Miligramos de peso seco por mililitro. 

Miligramos por gramo de peso seco. 

Microgramos por gramo de peso seco. 

Cromatograf1a de gases acoplado a un 
espectrofot6metro de masas. 

Cromatograf1a liquida de alta resolución con 
arreglo de diodos. 

Crecimiento. 

p-si tos tero l. 

oc-Si tos tero l. 

Estigmasterol. 

Diosgenina. 
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RESUMEN 

Desde hace milenios, el reino Plantae por su gran 
versatilidad biosintética se ha utilizado como fuente de 
diversos compuestos que el hombre ha usado como fármacos, 
aromas, cosméticos, agroqu1micos, colorantes, saborizantes, 
insecticidas, etc. 

No obstante, su abasto y cultivo es cada vez más dificil 
debido a la creciente demanda de los productos naturales y a los 
problemas para el cultivo usando los métodos tradicionales. Las 
técnicas para el cultivo úi uWu:i de células, tejidos y órganos 
vegetales, es actualmente una alternativa viable para la 
propagación de muchas variedades de plantas, obteniendo también 
grandes avances en la obtención de sus productos naturales. 

As1, en este trabajo se estableció la metodolog1a para 
crecer células de ~ttlqanella /aeru.Un-cpia.ecwn L. (fenogreco) in 
uUrta evaluando su producción de trigonelina y sapogeninas. Esta 
planta es atractiva desde un punto de vista económico y de 
investigación en México, debido a que es importada para usarse 
en medicina tradicional como agente hipocolesterolémico e 
hipoglucemiante y en la industria alimentaria como saborizante 
en forma de extracto para imitar el sabor del maple. Esta planta 
contiene trigonelina, colina, a-sitosterol, ~-sitosterol, 
estigmasterol, diosgenina, entre otros compuestos biológicamente 
activos. 

Los estudios realizados con cultivos de callos indicaron 
que las concentraciones de 2,4-D y cinetina que soportaron bien 
el crecimiento fueron 13.5 µM y 11.6 µM, respectivamente. Cuando 
se estudió la influencia de los medios de cultivo, MS, SH y 85, 
sobre la inducción y crecimiento de callos, se observó que el 
crecimiento se incrementó en este orden; MS, 85 y SH, con 
respecto al peso fresco. En cuanto al peso seco el MS fue el que 
mostró mejor crecimiento, después el SH y finalmente el 85. Los 
resultados para el estudio de la influencia del tipo de explante 
sobre la inducción y crecimiento de callos, indicaron que los 
tres tipos de explantes, hipocotilo, cotiledón y ra1z fueron 
capaces de formar tejido calloso. De los tres el que mostro 
mayor crecimiento fue el cotiledón con poco más de 1 g de 
PF/callo, después fueron los explantes de ra1z con 332 mg 
PF/callo y al final los de hipocotilo con 250 mg PF/callo. Para 
el peso seco se presentó la misma relación que con el peso 
fresco: el cotiledón en primer lugar con 64. 7 mg PS/callo, 
después los explantes de ra1z con 23 mg PS/callo y finalmente el 
hipocotilo con 15 mg PS/callo. La cinética de crecimiento 
realizada con este tejido presentó la t1pica curva sigmoide 
obtenida para microorganismos; antes de los 2 O d1as hubo un 
incremento en el crecimiento y otro antes de los 50. A los 48 
d1as el crecimiento disminuyó para entrar a la fase 
estacionaria. La curva de producción de trigonelina mostró un 
pico máximo al inicio de la cinética, sin embargo, la 
concentración decreció en la fase exponencial, la producción 
máxima fue de 1, 500 µg/g PS. Los compuestos que se detectaron 
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RESUNEN

Desde hace milenios, el reino Plantae por su gran
versatilidad biosintetica se ha utilizado como fuente de
diversos compuestos que el hombre ha usado como fármacos,
aromas, cosmeticos, agroquimicos, colorantes, saborizantes,
insecticidas, etc.

No obstante, su abasto y cultivo es cada vez mas dificil
debido a la creciente demanda de los productos naturales y a los
problemas para el cultivo usando los métodos tradicionales. Las
técnicas para el cultivo ¿n cuco de células, tejidos y órganos
vegetales, es actualmente una alternativa viable para la
propagación de muchas variedades de plantas, obteniendo también
grandes avances en la obtención de sus productos naturales.

Así, en este trabajo se estableció la metodologia para
crecer células de Sfniqonelta fioerwm.-qfvcocum L. [fenogreco} in
eüao evaluando su producción de trigonelina y sapogeninas. Esta
planta es atractiva desde un punto de vista económico y de
investigación en México, debido a que es importada para usarse
en medicina tradicional como agente hipocolesterolémico e
hipoglucemiante y En: la industria alimentaria como saborizante
en forma de extracto para imitar el sabor del maple. Esta planta
contiene trigonelina, colina, a-sitosterol, B-sitosterol,
estigmasterol, diosgenina, entre otros compuestos biológicamente
activos.

Los estudios realizados con cultivos de callos indicaron
que las concentraciones de 2,4-D y cinetina que soportaron bien
el crecimiento fueron 13.5 un y 11.6 ufl, respectivamente. cuando
se estudió la influencia de los medios de cultivo, HS, SH y B5,
sobre la inducción y crecimiento de callos, se observó que el
crecimiento se incrementó en este orden; HS, B5 y SH, con
respecto al peso fresco. En cuanto al peso seco el HS fue el que
mostró mejor crecimiento, después el SH y finalmente el B5. Los
resultados para el estudio de la influencia del tipo de explante
sobre la inducción y crecimiento de callos, indicaron que los
tres tipos de en-rplantes, hipocotilo, cotiledón y raiz fueron
capaces de formar tejido calloso. De los tres el que mostro
mayor crecimiento fue el cotiledón con poco más de 1 g de
PF/callo, después fueron los explantes de raiz con 332 mg
PFƒcallo y al final los de hipocotilo con 250 mg PFƒcallo. Para
el peso seco se presentó la misma relación que con el peso
fresco: el cotiledón en primer lugar con 64.? mg PS/callo,
después los explantes de raiz con 23 mg Psfcallo y finalmente el
hipocotilo con 15 mg PS/callo. La cinética de crecimiento
realizada con este tejido presentó la 'tipica curva sigmoide
obtenida para microorganismos; antes de los ED dias hubo un
incremento en el crecimiento y otro antes de los 50. A los 48
dias el crecimiento disminuyó para entrar a la fase
estacionaria. La curva de producción de trigonelina mostró un
pico maximo al inicio de la cinética, sin embargo, la
concentración decreció en la fase exponencial, la producción
maxima fue de 1,5Dú Hqfq PS. Los compuestos que se detectaron
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cuando se realizó la cinética de producción de esteroles y 
sapogeninas fueron el a y ~-sitosterol, estigmasterol, 
colesterol y diosgenina, y el que se produjo en mayor 
concentración fue el ~-sitosterol. 

Con los cultivos de células en suspensión se encentro que 
el inóculo que presentó un buen indice de crecimiento, as1 como 
un crecimiento adecuado fue 1. 5 g PS/ 1. Cuando se estudió la 
influencia de los medios de cultivo MS, SH 85 sobre el 
crecimiento de células en suspensión y su producción de 
trigonelina y sapogeninas; las curvas de crecimiento obtenidas 
presentaron la sigmoide t1pica obtenida para microorganismos, la 
fase lag duró de 6-8 d1as y la biomasa obtenida para cada medio 
fue 10.43, 8.97 y 5.89 g PS/l, para MS, SH y 85, 
respectivamente. La máxima producción de trigonelina en biomasa 
en los tres medios de cultivo fue al inició de la cinética; en 
el medio de cultivo el patrón de acumulación fue practicamente 
constante, para los tres medios. La producción en biomasa para 
MS fue de 8,223 µg/g PS, para SH de 6,874 y para 85 de 7,180. En 
cuanto a la curva de producción de esteroles y sapogeninas, se 
observó que los cultivos produjeron: a y ~-sitosterol, 
estigmasterol y diosgenina, en general, ninguno de estos 
metabolitos alcanzó una concentración de un mg/l. En las curvas 
de consumo de nutrientes se observó que no hubo un consumo total 
de estos en ninguno de los tres medios de cultivo. 
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cuando se realizó la cinética de producción de esteroles y
sapogeninas- fueron. el cx y' B-sitosterol, estigmasterol,
colesterol Y diosgenina, y el que se produjo en mayor
concentración fue el B-sitosterol.

Con los cultivos de celulas en suspensión se encontro que
el inóculo que presentó un buen indice de crecimiento, asi como
un crecimiento adecuado fue 1.5 g PS,/1. Cuando se estudió la
influencia de los medios de cultivo HS, SH B5 sobre el
crecimiento de células en suspensión y su producción de
trigonelina y sapogeninas; las curvas de crecimiento obtenidas
presentaron la sigmoide tipica obtenida para microorganismos, la
fase lag duró de 6-8 dias y la biomasa obtenida para cada medio
fue 10.43, 8.97 y 5.89 g PS/1, para MS, SH y B5,
respectivamente. La máxima producción de trigonelina en biomasa
en los tres medios de cultivo fue al inició de la cinética; en
el medio de cultivo el patrón de acumulación fue practicamente
constante, para los tres medios. La producción en biomasa para
HS fue de 8,223 HQ/Q PS, para SH de 6,874 y para B5 de 7,180. En
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1. INTROOUC:Clot'-l 

Desde hace milenios, el reino Plantae por su gran 

versatilidad biosintética se ha utilizado como fuente de 

diversos compuestos qu1micos que el hombre ha usado como 

fármacos, aromas, cósmeticos, agroqu1micos, colorantes, 

saborizantes, insecticidas, etc., (Stafford, Morris y Fowler, 

1986). 

que 

Actualmente, 

permiten la 

producidos por 

contribuyendo en 

a pesar de los avances en qu1mica orgánica, 

obtención de compuestos idénticos a los 

las plantas, el 

forma importante a 

reino Plantae continúa 

la industria qu1mica en 

general. Por ejemplo, en la industria farmaceútica, las plantas 

contribuyen con un 25\ de todas las medicinas preescritas 

(Stafford, Morris y Fowler, 1986; Fowler 1981, 84; Petiard y 

Bariaud-Fontanel, 1985). 

No obstante, el abasto de plantas, de extractos, de 

resinas, u órganos, se ve afectado por las condiciones 

climáticas, económicas y pol1ticas del pa1s de origen (Yeoman y 

col., 1980; Petiard y Bariaud-Fontanel, 1985). Es en este 

contexto, que la técnica de cultivo de tejidos vegetales se 

presenta como una alternativa viable para la obtención de esos 

compuestos. 

Una planta atractiva, desde el punto de vista económico y 

de investigación, es la planta de ~~ /aefuun-Q!UU!CWll L. 

(fenogreco) que se usa en medicina tradicional, como agente 

hipocolesterolémico e hipoglucemiante; en la agroindustria, como 

forraje y en la industria alimentaria como saborizante en forma 

de extracto para · la imitación del sabor a maple. El valor 

medicinal de la planta de fenogreco, estriba en que las semillas 

de esta planta contienen trigonelina, diosgenina, colina, y 

sapogeninas, entre otras sustancias biológicamente a c t ivas 

(Radwan y Kokate, 1980) . De estos metabolitos , la trigonelina y 

las sapogeninas son los que revisten mayor importanc ia desde el 

punto de vista económico y de investigación. La trigone lina 
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1. INTRODUCCION

Desde hace milenios, el reino Plantae por su gran
versatilidad biosintética se ha utilizado como fuente de
diversos compuestos quimicos que el hombre ha usado como
fármacos, aromas, cósmeticos, agroquimicos, colorantes,
saborizantes, insecticidas, etc., (Stafford, Horris y Fowler,
leas).

Actualmente, a pesar de los avances en quimica orgánica,
que permiten la obtención de compuestos idénticos a los
producidos por las plantas, el reino Plantae continúa
contribuyendo- en forma importante a la industria quimica en
general. Por ejemplo, en la industria farmaceótica, las plantas
contribuyen con un 25% de todas las medicinas preescritas
(Stafford, Horris y Fouler, 1986; Fowler 1931, B4; Petìard y
Bariaud-Fontanel, 1955].

No obstante, el abasto de plantas, de extractos, de
resinas, u órganos, se ve afectado por las condiciones
climáticas, económicas y politicas del pais de origen (ïeoman y
col., 1930; Petiard y Bariaud-Fontanel, 1935). Es en este
contexto, que la 'técnica. de: cultivo -de 'tejidos 'vegetales se
presenta como una alternativa viable para la obtención de esos
compuestos.

Una planta atractiva, desde el punto de vista económico y
de investigación, es la planta de ïmbonaüo foewm-qncecimu L.
(fenogreco) que se 'usa en 'medicina tradicional, como agente
hipocolesterolémico e hipoglucemiante: en la agroindustria, como
forraje y en la industria alimentaria como saborizante en forma
de extracto para la imitación del sabor a maple. El valor
medicinal de la planta de fenogreco, estriba en que las semillas
de esta planta contienen trigonelina, diosgenina, colina, y
sapogeninas, entre otras sustancias biológicamente activas
(Radwan y Kokate, 193o). De estos metabolitos, la trigonelina y
las sapogeninas son los que revisten mayor importancia desde el
punto de vista económico y de investigación. La trigonelina
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tiene importancia en estudios básicos, en bioqu1mica y en 

taxonom1a, y es a este metabolito al que se le han atribuido las 

propiedades hipoglucemiantes de la planta. Las sapogeninas, por 

otro lado, son materia prima importante para la elaboración de 

hormonas esteroidales. 

Por lo anteriormente mencionado y debido a que México 

importa las semillas, as1 como el extracto de esta planta, en 

este trabajo se presenta una estrategia para establecer cultivos 

de callos y células en suspensión, como una alternativa 

biotecnol6gica para obtener algunos de los metabolitos 

secundarios de interes presentes en esta planta. 
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tiene importancia en estudios básicos, en bioquímica y en
taxonomía, y es a este metabolito al que se le han atribuido las
propiedades hipoglucemiantes de la planta. Las sapogenìnas, por
otro lado, son materia prima importante para la elaboración de
hormonas esteroidales.

Por lo anteriormente mencionado y debido a que México
importa las semillas, así como el extracto de esta planta, en
este trabajo se presenta una estrategia para establecer cultivos
de callos y células en suspensión, como una alternativa
biotecnológica para obtener algunos de los metabolitos
secundarios de interes presentes en esta planta.
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2. ANTECEDENTES 

2 .1 Cultivo de Tejidos Veqetales. 
Se calcula que existen de 250, 000 a 750, 000 especies de 

plantas sobre la tierra y continuamente se estan descubriendo 

nuevas especies. De las conocidas, solamente alrededor de 2,500 

han sido estudiadas con respecto a su actividad farmacológica, 

por lo que las posibilidades de hacer nuevos hallazgos de 

plantas interesantes comercialmente, debido a sus compuestos 

quimicos, son altas. Esto se manifiesta en el hecho de que cada 

año se descubren alrededor de 1,500 nuevos compuestos de las que 

más de la tercera parte pueden tener alguna actividad biológica 

(Fowler , 1984). 

Los compuestos provenientes de las plantas se han 

clas ificado para su estudio, en metabolitos primarios y 

secundarios. Los primarios son metabolitos esenciales para el 

crecimiento y reproducción de la planta (Rosenthal, 1986). Por 

otro lado, los metabolitos secundarios son aquellos compuestos 

no esenciales para la sobrevi vencia de las plantas (Fowler, 

1984), pero que, frecuentemente tienen una función ecológica 

importante, muchos de ellos proveen mecanismos de defensa contra 

infecciones bacterianas, virales y fungales, son atrayentes de 

polinizadores, algunos son de gran utilidad en taxonomia 

vegetal, sistemática y en estudios de evolución, como marcadores 

quimiotaxonómicos (Vikery y Vikery, 1981). 

Los metabolitos secundarios, biosintéticamente son 

derivados de l os metabo l itos primarios (Whitaker y Evans, 1987), 

pero su distr ibución esta limitada, a un grupo taxonómico 

particular (especies, géneros o grupos de familias relacionadas 

estrechamente) (Balandrin y col., 1985). Los metabolitos 

secundari os , contrario a los primarios, tienden a ser 

sintetizados en células especializadas, en fases de desarrollo 

definidas y generalme nte en bajas concentraciones. Como 

consecuenc i a , los metaboli tos secundarios usados c omercialmente 

son, normalmente , productos de alto valor agregado (Balandrin y 
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cultivo de Tejidos vegetales.
Se calcula que existen de 250,000 a 750,000 especies de

plantas sobre la tierra y continuamente se estan descubriendo
nuevas especies. De las conocidas, solamente alrededor de 2,500
han sido estudiadas con respecto a su actividad farmacológica,
por lo que las posibilidades de hacer nuevos hallazgos de
plantas interesantes comercialmente, debido a sus compuestos
quimicos, son altas. Esto se manifiesta en el hecho de que cada
año se descubren alrededor de 1,500 nuevos compuestos de las que
más de la tercera parte pueden tener alguna actividad biológica
[Fowler, 1984).

Los compuestos provenientes de las plantas se han
clasificado para su estudio, en metabolitos primarios y
secundarios. Los primarios son metabolitos esenciales para el
crecimiento y reproducción de la planta (Rosenthal, 1986). Por
otro lado, los metabolitos secundarios son aquellos compuestos
no esenciales para la sobrevivencia de las 'plantas (Fowler,
1984), pero que, frecuentemente; tienen. una función ecológica
importante, muchos de ellos proveen mecanismos de defensa contra
infecciones bacterianas, virales y fungales, son atrayentes de
pclinizadores, algunos son de gran utilidad en taxonomía
vegetal, sistemática y en estudios de evolución, como marcadores
guimiotaxonómicos (vikery y Vikery, 1981).

Los metabolitos secundarios, biosintéticamente son
derivados de los metabolitos primarios (Whitaker y Evans, lsaï),
pero su distribución esta limitada, a un grupo taxonómico
particular (especies, géneros o grupos de familias relacionadas
estrechamente) (Balandrin y col., 1985). Los metabolitos
secundarios, contrario a los primarios, tienden a ser
sintetizados en células especializadas, en fases de desarrollo
definidas y generalmente en tmjas concentraciones. Como
consecuencia, los metabolitos secundarios usados comercialmente
son, normalmente, productos de alto valor agregado (Balandrin y
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col., 1985). 

No obstante, el abasto de plantas, sus extractos, sus 

resinas, u órganos, se ve afectado por las condiciones 

climáticas, económicas y pol1ticas del pa1s de origen (Yeoman y 

col., 1980; Petiard y Bariaud-Fontanel, 1985). Es en este 

contexto , que la técnica de cultivo de tejidos vegetales se 

presenta como una alternativa viable para la obtención de esos 

compuestos. 

Ya desde hace mucho tiempo se sugirió que el cultivo de 

células y tejidos vegetales era una alternativa biotecnológica 

viable para la obtención de esos productos (Carew y Staba, 

1965). El término cultivo de tejidos vegetales, es muy amplio y 

se refiere al cultivo Ui ultrul de cualquier parte de la planta, 

ya sea como células libres, tejidos u órganos, bajo condiciones 

asépticas y controladas (Biondi y Thorpe, 1981). 

Gamborg y Shyluk, 1981, basandose en el material vegetal 

usado, dividen la técnica de cultivo de tejidos en cinco clases: 

1) cultivo de callos, 2) cultivo de células en suspensión, 3) 

cultivo de órganos , 4) cultivo de meristemos y morfogénesis, 

para el próposito de propagación y 5) cultivo de protoplastos. 

El cultivo de tejidos vegetales se basa en el principio de 

totipotencia, que establece que cada célula de una planta, tiene 

la información genética necesaria para regular la división y la 

diferenciación celular para el crecimiento y desarrollo de una 

nueva planta (Bidwell, 1979; Burgess, 1985). 

Las etapas fundamentales implicadas en la técnica son tres: 

1.- la parte vegetal o explante debe ser aislada de l resto del 

cuerpo de la planta, 2. - el explante debe ser colocado en un 

medio ambiente controlado, en el que, pueda expresar su 

potencial intrinseco o inducido y 3.- debe mantenerse en 

condiciones de asepsia. La mayor1a de los medios de cultivo 

usados para cultivo de células sostienen bien el crecimiento de 

microorganismos y s1 su presencia no se previene, pueden crecer 

junto con las células vegetales, inhibiendo el desarrollo de las 
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col., 1985).
No obstante, el abasto de plantas, sus extractos, sus

resinas, u órganos, se ve afectado por las condiciones
climáticas, económicas y políticas del pais de origen (ïeoman y
col., 1980; Petiard y Eariaud-Fontanel, 1985]. Es en este
contexto, que la técnica de cultivo de tejidos vegetales se
presenta como una alternativa viable para la obtención de esos
compuestos.

Ya desde hace mucho tiempo se sugirió que el cultivo de
células y tejidos vegetales era una alternativa biotecnológica
viable para la obtención de esos productos (Care:-f y Staba,
1965). El término cultivo de tejidos vegetales, es muy amplio y
se refiere al cultivo te uücc de cualquier parte de la planta,
ya sea como células libres, tejidos u órganos, bajo condiciones
asépticas y controladas ffliondi y Thorpe, 1981).

Gamborg y Shyluk, 1981, basandose en el material vegetal
usado, dividen la técnica de cultivo de tejidos en cinco clases:
1) cultivo de callos, 2] cultivo de células en suspensión, 3)
cultivo de órganos, -I] cultivo de meristemos y morfogénesis,
para el próposito de propagación y 5] cultivo de protoplastos.

El cultivo de tejidos vegetales se basa en el principio de
totipotencia, que establece que cada célula de una planta, tiene
la información genética necesaria para regular la división y la
diferenciación celular para el crecimiento y desarrollo de una
nueva planta (flidwell, 1979; Burgess, 1985).

Las etapas fundamentales implicadas en la técnica son tres:
1.- la parte vegetal o explante debe ser aislada del resto del
cuerpo de la çflanta, 2.- el explante debe ser colocado en un
medio ambiente controlado, en el que, pueda expresar su
potencial intrínseco o inducido y 3.- debe mantenerse en
condiciones de asepsia. La mayoria de los medios de cultivo
usados para cultivo de células sostienen bien el crecimiento de
microorganismos y si su presencia no se previene, pueden crecer
junto con las células vegetales, inhibiendo el desarrollo de las

ó



mismas (Biondi y Thorpe , 1981; Brown y Thorpe, 1984; Constabel, 

1984) . 

Existen diversos agentes desinfestantes que se pueden usar 

para el material vegetal. En la Tabla I se pueden ver las 

propiedades y efectividad de algunos de ellos. La selección de 

esta sustancia y el tiempo de exposición depende de la 

sensibilidad del material vegetal a ser desinfestado, ya que un 

agente desinfestante puede resultar letal para el tejido vegetal 

(Yeoman y Macleod, 1977). 

La técnica de cultivo de tejidos involucra el crecimiento 

de callos sobre un medio semis6lido. Un callo, puede definirse 

como una masa celular amorfa de células "indiferenciadas" y poco 

organizadas, obtenidas a partir de un fragmento de tejido u 

órgano diferenciado llamado explante. La fuente de explantes 

para la obtención de callos pueden ser piezas de tallo, hoja, 

ra1z, flores o frutos (Yeoman y Macleod, 1977). 

Las plantas jovenes proveen los mejores explantes para la 

inducción de callo, ya que la fase juvenil se caracteriza por un 

desarrollo vegetativo vigoroso y ausencia de estructuras 

reproductivas. Las plantas más viejas tienen el problema de ser 

fisiológicamente maduras y tener a veces mayor contenido 

sistémico de microorganismos (Seabrook, 1980). 

Durante la inducción de un callo, no todas las células de 

un explante responden de igual forma a los estimulas externos, 

solamente las células de las regiones externas del tejido son 

inducidas para dividirse y esto da como resultado una capa 

periférica que se divide activamente rodeando un núcleo de 

células o tejido que no se divide (Aitchison y col., 1977; 

Gamborg y Shyluk, 1981) . Una diferencia morfológica importante 

en los callos, es su grado de disgregación . Algunos callos son 

duros y compactos, otros son facilmente disgregables , éste tipo 

de c al los , es el más adecuado para la obtención de un cult ivo de 

células en suspens ión (Aitchison y col ., 1977) . 

Para el mantenimiento de un cultivo d e ca llos, es necesario 
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mismas (Biondi y Thorpe, 1981; Brown y Thorpe, 1984; Constabel,
1sz4).

Existen diversos agentes desinfestantes que se pueden usar
para el material vegetal. En la Tabla I se pueden 'ver las
propiedades y efectividad de algunos de ellos. La selección de
esta sustancia y el tiempo de exposición depende de la
sensibilidad del material vegetal a ser desinfestado, ya que un
agente desinfestante puede resultar letal para el tejido vegetal
(Yeoman y Hacleod, 1922].

La técnica de cultivo de tejidos involucra el crecimiento
de callos sobre un medio semisólido. Un callo, puede definirse
como una masa celular amorfa de células “indiferenciadas“ y poco
organizadas, obtenidas a partir de un fragmento de tejido u
órgano diferenciado llamado explante. La fuente de explantes
para la obtención de callos pueden ser piezas de tallo, hoja,
raíz, flores o frutos fïeoman y Macleod, 1977).

Las plantas jovenes proveen los mejores explantes para la
inducción de callo, ya que la fase juvenil se caracteriza por un
desarrollo vegetativo vigoroso y ausencia de estructuras
reproductivas. Las plantas más viejas tienen el problema de ser
fisiológicamente maduras y tener a veces mayor contenido
sistémico de microorganismos (Seabrook, 1980].

Durante la inducción de un callo, no todas las células de
un explante responden de igual forma a los estímulos externos,
solamente las células de las regiones externas del tejido son
inducidas para dividirse y esto da como resultado una capa
periférica que. se divide activamente rodeando un núcleo de
células o tejido que no se divide (Aitchison y col., 1977;
Gamborg yr Snyluk, 1931]. Una diferencia morfológica importante
en los callos, es su grado de disgregación. Algunos callos son
duros y compactos, otros son facilmente disgregables, este tipo
de callos, es el mas adecuado para la obtención de un cultivo de
células en suspensión {Aitchison y col., 1977).

Para el mantenimiento de un cultivo de callos, es necesario

7



subcultivarlos periódicamente . Las partes que se subcultivan 

deben ser visiblemente saludables, es decir, que no muestren 

señales de envejecimiento o necrosamiento . ~a vejez de un callo 

puede deberse a varios factores: 1) agotamiento de nutrientes, 

2) inhibición de la difusión de nutrientes, 3) evaporación de 

agua acompañada por un incremento en la concentración de algunos 

constituyentes del medio y 4) acumulación de metabolitos, 

algunos de los cuales, pueden ser tóxicos (Constabel, 1984). 

Dado que solo una parte del callo esta en contacto con el 

medio nutritivo, esto ocasiona desigualdades en el crecimiento y 

como consecuencia de esto se establecen gradientes de nutrientes 

entre el callo y el medio. También pueden formarse gradientes en 

el intercambio gaseoso y gradientes de productos de desecho 

(Yeoman y Macleod, 1977). A pesar de estas limitaciones, el 

callo sigue siendo adecuado para própositos de mantenimiento de 

lineas celulares y regeneración (Gamborg y Shyluk, 1981). 

Las razones para obtener cultivos de células en suspensión 

usualmente incluyen el querer producir rapidarnente cantidades 

grandes de material celular, muestrear una población celular 

homogénea, o simplemente para examinar cuantitativamente el 

crecimiento y/o producción de metabolitos secundarios en un 

cultivo homogéneo (King, 1984). 

Aunque tales cultivos generalmente se inician pasando 

porciones de un callo disgregable a un medio liquido con 

agitación, también se han obtenido a partir de explantes puestos 

en medio liquido (Street, 1977). Los cultivos de células en 

suspensión se usan ampliamente como modelo para el estudio de 

rutas del metabolismo secundario, inducción de enzimas y 

expresión genética, como una fuente de material para la 

purificación de enzimas y para la producción de metabolitos 

secundarios (Dixon,1985). 

Un aspecto importante en los cultivos de células en 

suspensión es el tipo de agitación. Las velocidades de agitación 

sobre agitadores orbitales cae en un rango de 30-150 rpm. El 
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subcultivarlos periódicamente. Las partes -que se subcultivan
deben ser visiblemente saludables, es decir, que no muestren
señales de envejecimiento o necrosamiento. la vejez de un callo
puede deberse a varios factores: 1) agotamiento de nutrientes,
2) inhibición de la difusión de nutrientes, 3} evaporación de
agua acompañada por un incremento en la concentración de algunos
constituyentes del medio y 4) acumulación de metabolitos,
algunos de los cuales, pueden ser tóxicos (constabel, 1984).

Dado que solo una parte del callo esta en contacto con el
medio nutritivo, esto ocasiona desigualdades en el crecimiento y
como consecuencia de esto se establecen gradientes de nutrientes
entre el callo y el medio. También pueden formarse gradientes en
el intercambio gaseoso yr gradientes de productos de desecho
(Yeoman y Hacleod, 1517?). A pesar de estas limitaciones, el
callo sigue siendo adecuado para própositos de mantenimiento de
lineas celulares y regeneración (Gamborg y shylux, 1931).

Las razones para obtener cultivos de células en suspensión
usualmente incluyen el querer producir rapidamente cantidades
grandes de material celular, muestrear una población celular
homogénea, o simplemente para examinar cuantitativamente el
crecimiento yjo producción de metabolitos secundarios en un
cultivo homogéneo (King, 1934).

Aunque tales cultivos generalmente se inician pasando
porciones de un callo disgregable a un medio líquido con
agitación, también se han obtenido a partir de explantes puestos
en medio liquido (Street, 1977). Los cultivos de células en
suspensión se usan ampliamente como modelo para el estudio de
rutas del metabolismo secundario, inducción de enzimas y
expresión genética, como una fuente de material para la
purificación de enzimas y para la producción de metabolitos
secundarios (Dixon,l9s5].

Un aspecto importante en los cultivos de células en
suspensión es el tipo de agitación. Las velocidades de agitación
sobre agitadores orbitales cae en un rango de 30-150 rpm. El

B



movimiento del medio liquido originado por la agitación sirve 

para mantener las células y agregados celulares uniformemente 

distribuidos y promover adecuadamente el intercambio gaseoso 

(Street, 1977). 

Cuando se inicia un cultivo de células en suspensión a 

partir de porciones de un callo, es recomendable que el inóculo 

inicial sea grande para asegurar de esta forma la proliferación 

del cultivo. Los cultivos de células en suspensión requieren 

subcultivo regular a intervalos más frecuentes que los cultivos 

de callos de los cuales ellos se derivaron (Dixon, 1985). Para 

cada cultivo de células hay un tama~o de in6culo mlnimo abajo 

del cual el cultivo no crece. Un inóculo correspondiente a 0.5-

1.5 mg PS/ml, generalmente es suficiente (Gamborg y Shyluk, 

1981). 

Cuando las células se subcultivan en medio fresco, muestran 

las fases tlpicas de un ciclo de crecimiento microbiano. El 

crecimiento de un cultivo de células en suspensión se puede 

seguir, midiendo uno o más de los siguientes parámetros (Dixon, 

1985): 

1) Volumen celular empacado (paquete celular). 
2) Número de células. 
3) Peso fresco y seco. 
4) Contenido de protelna y/o DNA. 
5) Conductividad del medio. 
6) Viabilidad celular. 

Un factor importante en el éxito que se tenga en la 

aplicación de cultivo de tejidos y células vegetales, es el 

medio de cultivo. Los componentes del medio para el crecimiento 

de callos y células en suspensión pueden clasificarse en seis 

grupos, de acuerdo a la preparación de soluciones "stock": 
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movimiento del medio liquido originado por la agitación sirve
para mantener las células 3; agregados celulares uniformemente
distribuidos- y promover adecuadamente el intercambio gaseoso
(street, isïïy.

Cuando se inicia un cultivo de células en suspensión a
partir de porciones de un callo, es recomendable que el inóculo
inicial sea grande para asegurar de esta forma la proliferación
del cultivo. Los cultivos de células en suspensión requieren
subcultivo regular a intervalos mas frecuentes que los cultivos
de callos de los cuales ellos se derivaron (Dixon, l9B5}. Para
cada cultivo de células hay un tamaño de inóculo minimo abajo
del cual el cultivo no crece. Un inóculo correspondiente a 0.5-
l.5 mg Psƒml, generalmente es suficiente (Gamborg' y' Ehyluk,
1sz1}.

Cuando las células se subcultivan en medio fresco, muestran
las fases tipicas de un ciclo de crecimiento microbiano. El
crecimiento de un cultivo de células en suspensión se puede
seguir, midiendo uno o más de los siguientes parametros (Dixon,
1ss5)=

1] Eolumen celular empacado (paquete celular).
2] Número de células.
3] Peso fresco y seco.
4] Contenido de proteina yƒo DNA.
51 Conductividad del medio.
E] viabilidad celular.

Un factor importante en el éxito gue se tenga en la
aplicación de cultivo de tejidos y células vegetales, es el
medio de cultivo. Los componentes del medio para el crecimiento
de callos y células en suspensión pueden clasificarse en seis
grupos, de acuerdo a la preparación de soluciones "stock":
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1) Nutrientes inorgánicos . 
2) Elementos traza. 
3) Fuente de Hierro. 
4) Vitaminas. 
5) Fuente de carbono. 
6) Reguladores del crecimiento vegetal. 

Los nutrientes inorgánicos de un cultivo de células 

vegetales son los mismos requer idos por la planta en condiciones 

naturales. Las concentraciones óptimas de cada uno, varia 

considerablemente para cada especie o variedad vegetal. 

Algunas fuentes de nitrógeno utilizadas para el crecimiento 

son: N0
3
-, NH

4
•, urea, glutamina e hidrolizado de case1na. 

El potasio se requiere en concentraciones de 20 mM o más y 

es generalmente abastecido junto con el nitrato o como cloruro 

(Gamborg y Shyluk, 1981) . 

Las concentraciones de P, Ca, S y Mg, para el crecimiento 

celular var1an de 1 a J mM. 

Los nutrientes esenciales, requeridos en concentraciones 

micromolares incluyen : Fe, Mn, Zn, B, cu y Mo . El fierro y 

algunas veces el Zn son abastecidos en forma de complejo. 

Los medios para cult i vo de tejidos vegetales, de uso 

general, contienen vitaminas del grupo B, por ejemplo, tiamina, 

ácido nicotinico, piridoxina y ácido pantot énico. La Tabla II 

muestra las vitaminas empleadas en diferentes medios de cultivo. 

La fuente de carbono más usada es la sacarosa y la glucosa . 

Otros carbohidratos utilizados son la lactosa, mal tosa, 

galactosa y almidón. La sacarosa generalmente se usa en 

concentraciones de 2 a 3\. La mayor1a de los medios contienen 

también mioinos i tol, aunque no se ha demostrado un requerimento 

absoluto de este compuesto, la inclus i ón en el medio de cultivo 

de 1 00 mg/l ha mejorado el crecimiento en algunos casos (Gamborg 

y Shy l uk, 1981). 

Los reguladores del crecimiento vegetal, actuan para 

coordinar l os procesos que conducen al desa rro l lo normal de la 

p l anta . El crecimiento, como la diferenciación de tejidos y 
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1] Nutrientes inorgánicos.
2] Elementos traza.
3] Fuente de Hierro.
l] vitaminas.
5] Fuente de carbono.
6] Reguladores del crecimiento vegetal.

Los nutrientes inorgánicos de un cultivo de células
vegetales son los mismos requeridos por la planta en condiciones
naturales. Las concentraciones óptimas de cada uno, varia
considerablemente para cada especie o variedad vegetal.

Algunas fuentes de nitrógeno utilizadas para el crecimiento

son: HDJQ HH:} urea, glutamina e hidrolizado de caseina.

El potasio se requiere en concentraciones de 20 mH o mas y
es generalmente abastecido junto con el nitrato o como cloruro
(Gamborg y Shyluk, 1931).

Las concentraciones de P, Ca, S y Hg, para el crecimiento
celular varian de l a 3 mH.

Los nutrientes esenciales, requeridos en concentraciones
micromolares incluyen: Fe, Hn, Zn, B, Cu y Ho. El fierro y
algunas veces el En son abastecidos en forma de complejo.

Los medios para cultivo de tejidos vegetales, de uso
general, contienen vitaminas del grupo B, por ejemplo, tiamina,
acido nicotinico, piridoxima y acido pantoténico. La Tabla II
muestra las vitaminas empleadas en diferentes medios de cultivo.

La fuente de carbono més usada es la sacarosa y la glucosa.
otros carbohidratos. 'utilizados son la lactosa, maltosa,
galactosa y almidón. La sacarosa generalmente se usa en
concentraciones de 2 a 3%. La mayoria de los medios contienen
también mioinositol, aunque no se ha demostrado un requerimento
absoluto de este compuesto, la inclusión en el medio de cultivo
de 100 mgƒl ha mejorado el crecimiento en algunos casos (Gamborg
y Shyluk, 1931].

Los reguladores del crecimiento vegetal, actuan para
coordinar los procesos que conducen al desarrollo normal de la
planta. El crecimiento, como la diferenciación. de tejidos y
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células, as1 como el metabolismo secundario, esta influenciado 

por estos compuestos, que se pueden dividir en los siguientes 

grupos: auxinas, citocininas, giberelinas, ác i do absc1sico y 

etileno. De estos, las auxinas y las citoc i ninas son de 

especial importancia en cultivo de tejidos vegetales. Una 

caracter1stica de las auxinas es la de inducir la elongación 

celular (Gamborg, 1984). La auxina producida naturalmente es el 

ácido indolacético (IAA), que se usa en concentraciones de 10-s 

a 10-10 H. Dentro de las auxinas sintéticas usadas en cultivo de 

tejidos, está el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). otros 

compuestos con actividad de auxina son: el ácido indol-3-

but1rico (IBA) y el ácido p-clorofenoxiacético. La auxina más 

utilizada es el 2,4-D y en muchos casos es activo en 

concentraciones de 10~ a 10~ M (Seabrook, 1980). 

Las citocininas son derivados de la adenina. Las más 

frecuentemente usadas son la cinetina, benziladenina (BA), 

zeatina e isopentiladenina (IPA). 

otro grupo de reguladores del crecimiento 

giberelinas, muy utilizadas en la regeneración de 

después de la formación de primordios (Gamborg, 1984). 

son las 

plantas, 

Algunas veces se incluyen en los medios de cultivo 

complejos naturales de composición indefinida. Ejemplos de estos 

son los siguientes : 

COMPLEJO 

Pulpa de plátano 
Endospermo de coco 
Emulsión de pescado 
Extracto de malta 
Jugo de naranja 
Hidrolizados proteicos 
(case1na, lactoalbumina, 
peptona y triptona) 
Jugo de tomate 
Extracto de levadura 

fuente : Merino, 1987 . 
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CANTIDAD 

150 g/l 
10 a 20\ 

1 cu/l 
500 mg/l 
3 a 30\ 
3 a 30\ 

30\ 
50 a 5000 mg/l 

células, así como el metabolismo secundario, esta influenciado
por estos compuestos, que se pueden dividir en los siguientes
grupos: auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscisico y
etileno. De estos, las auxinas y las citocininas son de
especial importancia en cultivo de tejidos vegetales. Una
característica de las auxinas es la de inducir la elongacidn
celular (Gamborg, 1934). La auxina producida naturalmente es el
acido indolacetico (IAA), que se usa en concentraciones de lo*
a 10'” H. Dentro de las auxinas sintéticas usadas en cultivo de
tejidos, esta el acido 2,4-diclorofenoxíacetico (2,4-D). otros
compuestos con actividad de auxina son: el ácido indol-3-
butírico (IBA) y el ácido p-clorofenoxiacetico. La auxina mas
utilizada es el 2,4-D y en muchos casos es activo en

concentraciones de 105 a 101 H (Seabrook, 1980).
Las citocíninas son derivados de la adenina. Las más

frecuentemente usadas son la cinetina, benziladenina (Ba),
zeatina e isopentiladenina (IFA).

ütro grupo de reguladores del crecimiento son las
giberelinas, muy utilizadas en la regeneración de plantas,
después de la formación de primordios {Gamborg, 1984).

Algunas veces se incluyen en los medios de cultivo
complejos naturales de composición indefinida. Ejemplos de estos
son los siguientes:

COMPLEJO CANTIDAD

Pulpa de plátano 150 gil
Endospermo de coco lu a 20%
Emulsión de pescado 1 cufl
Extracto de malta 500 mg/1
Jugo de naranja 3 a 30%
Hidrolisados proteïcos 3 a 30%
[caseina, lactoalbumina,
peptona y triptona)
Jugo de tomate 30%
Extracto de levadura 50 a 5000 mgƒl

Fuente: Merino, 1987.
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Los hidrolizados proteicos se emplean principalmente como 

fuente de aminoácidos . El jugo de naranja contribuye con el 

ácido citrico. La pulpa de plátano y la emulsión de pescado se 

usan principalmente en los medios para cultivo de orquideas, 

mientras que el endospermo de coco , extr acto de levadura y 

extracto de malta tienen un uso más general. 

Se han llevado a cabo muchas investigaciones con el fin de 

encontrar medios que satisfagan las necesidades de diferentes 

plantas, esto ha originado la formulación de varias mezclas de 

sales, en la Tabla II se dan algunos ejemplos de ellas . 

El pH del medio de cultivo generalmente se ajusta de 5 . 0 ~ 

6.0 previo a la adición de agar y a la esterilización. 

Las aplicaciones de la técnica de cultivo de tejidos son 

diversas. En la agricultura, por ejemplo, esta técnica puede ser 

aplicada en: a) propagación de plantas en peligro de extinción o 

de plantas económicamente valiosas, b) producción comercial de 

plantas libres de virus, producción de nuevas variedades 

genéticas y preservación de germoplasma. También muy a menudo, 

la técnica se usa como un modelo, para investigar problemas 

fisiológicos, bioquimicos, genéticos y estructurales 

relacionados a las plantas y en general, como una herramienta de 

gran valor en investigación básica y aplicada (Biondi y Thorpe, 

1981). 

del cultivo de tejidos Otra 

vegetales, 

importantes. 

aplicación importante 

es en . _la producción 

Los cultivos de 

de sustancias económicamente 

tejidos vegetales 

manipularse adecuadamente 

extraerse de la biomasa 

para que ciertas sustancias 

o del medio en el cual se 

pueden 

puedan 

crecen 

(Seabrook , 1980). Algunas ventajas que ofrecen los sistemas de 

cultivo de tejidos vegetales, con respecto a la producción de 

metabolitos secundarios, sobre el cultivo convencional de 

plantas, s on 

producirse en 

células estan 

las siguientes: a) los compuestos útiles pueden 

cond iciones medioambientales controladas, b) las 

libres de microorganismos y e) pueden producir 
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Los hidroliaados proteicos se emplean principalmente como
fuente de aminoácidos. El jugo de naranja contribuye con el
acido cítrico. La pulpa de platano v la emulsión de pescado se
usan principalmente en los medios para cultivo de orquídeas,
mientras que el endospermo de coco, extracto de levadura v
extracto de malta tienen un uso mas general.

Se han llevado a cabo muchas investigaciones con el fin de
encontrar medios que satisfagan las necesidades de diferentes
plantas, esto ha originado la formulación de varias mezclas de
sales, en la Tabla II se dan algunos ejemplos de ellas.

El pH del medio de cultivo generalmente se ajusta de 5.o a
o.o previo a la adición de agar Y a la esterilización. ¬_**

Las aplicaciones de la técnica de cultivo de tejidos son
diversas. En la agricultura, por ejemplo, esta técnica puede ser
aplicada en: al propagación de plantas en peligro de extinción o
de plantas económicamente valiosas, b] producción comercial de
plantas libres de virus, producción de nuevas variedades
genéticas v preservación de germoplasma. Tambien muy a menudo,
la técnica se usa como un modelo, para investigar problemas
fisiológicos, bioquímicos, genéticos v estructurales
relacionados a las plantas y en general, como una herramienta de
gran valor en investigación basica v aplicada {Hiondi v Thorpe,
1931].

otra aplicación importante del cultivo de tejidos
vegetales, es en. la producción de sustancias económicamente
importantes. Los cultivos de tejidos vegetales pueden
'manipularse adecuadamente para gue ciertas sustancias puedan
extraerse de la biomasa o del medio en el cual se crecen
[Seabrook, 195o). Algunas ventajas que ofrecen los sistemas de
cultivo de tejidos vegetales, con respecto 2: la producción de
metabolitos secundarios, sobre el cultivo convencional de
plantas, son las siguientes: al los compuestos útiles pueden
producirse en condiciones medioambientales controladas, bl las
células estan libres de microorganismos v c] pueden producir
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metabolitos espec1ficos con un control automatizado del 

crecimiento y una regulaci6n racional de los procesos 

metabolicos . Esto puede contribuir, a la reducci6n de costos y 

al mejoramiento de la productividad (Tabata, 1977). 

2.2 !rU.<¡an.ella ~-~ L. (fenogreco). 

La planta de L.' conocida 

comunmente como "fenogreco", "methy", "helba" o "alholva", es 

una herbácea anual, originaria al Oeste de Asia, crece y se 

distribuye principalmente en la parte oriental de la regi6n del 

Mediterráneo, extendiendose desde el centro al norte de Europa, 

Norte de Africa y partes templadas de Asia, donde crece en forma 

silvestre (Agan.'al y Gupta, 1983, Fazli y Hardman, 1971 y 

Casamada, 1977). 

En América, se ha reportado que el fenogreco sólo crece en 

Argentina y E.U.A., en éste último crece en las partes templadas 

de California, en huertos (Santos, Dos y col., 1983). Los 

principales pa1ses exportadores de fenogreco son India, Francia, 

L1bano, Egipto y Argentina (Sankarikutty y col . ,1978). 

El fenogreco, pertenece a la familia Leguminosae (Fabacea), 

subfamilia Papilionaseae. El género !rU.<¡an.ella pertenece a la 

tribu Trifolieae y esta representado por cerca de 100 especies 

(Agan.'al y Gupta, 1983). 

Esta herbácea robusta tiene hojas verde encendido, es de 

30-60 cms de alto y produce vainas puntiagudas y delgadas de 10-

15 cms de largo. Cada vaina contiene de 10-20 semillas, duras de 

color amarillo-café, las cuales son lisas y oblondas, alrededor 

de 5 mm de largo, cada una es estriada, lo cual da una 

apariencia de gancho. El fenogreco crece mejor en suelos bien 

drenados, en climas templados con una precipitación pluvial de 

20-60 pulgadas . Las semillas son poliédricas, de forma 

irregular, c uadrangulares y trapezoidales. Recubiertas por un 

tegumento de color variable, de amarillo a pardo. Pequeña 
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metabolitos especificos con un control automatizado del
crecimiento y una regulación racional de los procesos
metabólicos. Esto puede contribuir, a la reducción de costos y
al mejoramiento de la productividad (Tabata, 1977).

2.2 Íf'L¿4«o-r1e›!¿a {-0-erxum-çnaeclun L. (fenogreco).

La planta de ïequmeüe pumum-gmuum L., conocida
comunmente como "fenogreco“, “methy”, ”he1ba" o “alholva", es
una herbácea anual, originaria al Oeste de Asia, crece y se
distribuye principalmente en la parte oriental de la región del
Mediterraneo, extendiendose desde el centro al norte de Europa,
Norte de Africa y partes templadas de Asia, donde crece en forma
silvestre (Agarwal y Gupta, 1933, Fazli y Hardman, 1971 y
Casamada, 1977).

En América, se ha reportado que el fenogreco sólo crece en
argentina y E.U.a., en éste último crece en las partes templadas
de California, en huertos (Santos, Dos y col., 1983). Los
principales países exportadores de fenogreco son India, Francia,
Líbano, Egipto y Argentina {Sankarikutty y col.,1978).

El fenogreco, pertenece a la familia Leguminosae (Fabacea},
subfamilia Papilionaseae. El género ïwqmmeue pertenece a la
tribu Trifolieae y esta representado por cerca de 100 especies
iagarval y Gupta, 1983).

Esta herbácea robusta tiene hojas verde encendido, es de
3o-oo cms de alto y produce vainas puntiagudas y delgadas de 10-
15 cms de largo. cada vaina contiene de 10-20 semillas, duras de
color amarillo-café, las cuales son lisas y oblondas, alrededor
de 5 mm de largo, cada una es estriada, lo cual da una
apariencia de gancho. El fenogreco crece mejor en suelos bien
drenados, en climas templados con una precipitación pluvial de
2o-oo pulgadas. Las semillas son poliédricas, de forma
irregular, cuadrangulares y trapezoidales. Recubiertas por un
tegumento de color variable, de amarillo a pardo. Pequeña
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depresión central, conteniendo el hilo y el micrópilo. Tienen un 

surco profundo que divide la semilla en dos porciones desiguales 

(Wallis, 1960 y Casamada, 1977). En corte transversal del 

exterior al interior, la semilla 

tegumentarias, espermodermo de tres 

esclerosada tipo empalizada, la media, 

cortas de forma de base de columna y 

presenta : a) células 

series: la externa, 

compuesta por células 

la interna, de células 

poliédricas rectangulares de fuerte membrana; b) e ndospermo de 

células de paredes gruesas con grasa y aleúrona, capa de glúten 

y debajo, células de cavidad grande, cuyas paredes estan 

transformadas casi 1ntegramente en mucilago; e) los cotiledones, 

de células pequeñas irregulares, con grasa, aleúrona y fécula, 

figura 1 (Casamada, 1977). 

Los usos que se le dan a la planta son diversos y se pueden 

agrupar como medicinales y alimenticios. En cuanto a los 

medicinales, se usa en cólicos, hinchazones, disenteria, 

diarrea, tos crónica, ensanchamiento de hlgado y bazo, útil en 

el tratamiento de la hidropesla y en la calda de pelo (Varshney 

y Sharma, 1966 y Shankaracharya y Natarajan, 1972). Además se ha 

encontrado que tanto las semillas c omo las hojas tienen efectos 

hipoglucemiantes e hipocolesterolémicos (Singhal y col., 1982; 

Madar, 1984 y Sharma, 1986). 

En cuanto a su uso en alimentos, las hojas se usan como 

legumbre y acompañadas de las semillas se incluyen en platos 

vegetarianos. En la práctica culinaria, el fenogreco se usa para 

sazonamiento, para hacer el "curry" y para dar sabor a los 

alimentos (Sharma, 1984). El extracto de las semillas de 

fenogreco se usa para l a imitación del sabor de maple, muy útil 

en composiciones de vainilla, r on, confite o jarabe de azúcar y 

mantequilla, regaliz (oruzuz y alcazuz), encurtidos y 

condimentos para quesos (Arctander, 1960 y Merory, 1968). El 

extracto de fenogreco también se usa en: bébidas no alcohólicas 

y alcohólicas, helados, dulces, gelatinas y budines, goma de 

mascar, jarabes y carnes (Furia y Bellanca, 1975). La o leoresina 
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depresión central, conteniendo el hilo y el micrópilo. Tienen un
surco profundo que divide la semilla en dos porciones desiguales
(Wallis, 1960 y Casamada, 1977). En corte transversal del
exterior al interior, la semilla presenta: a] células
tegumentarias, espermodermo de tres series: la externa,
esclerosada tipo empalizada, la media, compuesta por células
cortas de forma de base de columna y la interna, de células
poliedricas rectangulares de fuerte membrana; b) endospermo de
celulas de paredes gruesas con grasa y aleúrona, capa de glüten
y debajo, células de cavidad grande, cuyas paredes estan
transformadas casi integramente en mucilago; c] los cotiledones,
de células pequeñas irregulares, con grasa, aleúrona y fecula,
figura 1 (oasamada, 1977).

Los usos que se le dan a la planta son diversos y se pueden
agrupar como medicinales y alimenticios. En cuanto a los
medicinales, se usa en cólicos, hinchazones, disenteria,
diarrea, tos crónica, ensanchamiento de higado y bazo, útil en
el tratamiento de la hidropesia y en la caida de pelo (varshney
y Sharma, 1966 y Shankaracharya y Natarajan, 1972). además se ha
encontrado que tanto las semillas como las hojas tienen efectos
hipoglucemiantes e hipocolesterolémicos (Singhal y col., 1982;
Hadar, 1934 y Sharma, 1956).

En cuanto a su uso en alimentos, las hojas se usan como
legumbre y acompañadas de las semillas se incluyen en platos
vegetarianos. En la práctica culinaria, el fenogreco se usa para
sazonamiento, para hacer el "curry" y para dar sabor a los
alimentos fãharma, 1984). El extracto de las semillas de
fenogreco se usa para la imitación del sabor de maple, muy útil
en composiciones de vainilla, ron, confite o jarabe de azúcar y
mantequilla, regaliz (oruzuz y alcazuz), encurtidos v
condimentos para quesos (Arctander, 1960 yr Herory, 1968]. El
extracto de fenogreco también se usa en: bebidas no alcohólicas
'v alcohólicas, helados, dulces, gelatinas yr budines, goma de
mascar, jarabes v carnes (Furia y Bellanca, 1975). La oleoresina
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de fenogreco se usa en: bébidas no alcohólicas, helados, dulces, 

gelatinas, budines y jarabes. 

La semilla fresca es inodora y tiene un sabor agrio, en 

cambio las semillas maduras tienen un aroma fuerte, agradable y 

se asemeja al aroma del azúcar quemada, las semillas molidas 

liberan un aroma dulce intenso (Arctander, 1960). La producción 

anual de semilla de fenogreco es de miles de toneladas, pero 

solamente una fracción pequef\a se usa en perfumes y sabores 

(Arctander, 1960). 

El análisis bromatológico de las semillas se puede ver en 

la Tabla III, la composición de ácidos grasos en la Tabla IV y 

la composición de minerales en la Tabla V. Esta leguminosa es 

tan rica en prote1nas (26 \) como el frijol de soya (30 \), y 

tiene una proporción baja de lisina/arginina (Sharma, 1984). El 

fenogreco, como otras leguminosas, es rico en arginina, alanina 

y glicina, pero pobre en contenido de lisina en comparación con 

case1na (Tabla VI). 

El mucilago de fenogreco, es rico en manosa, menos en 

galactosa y pobre en xilosa, su viscosidad relativa es de 13.7 

centipoises, valor que se puede considerar relativamente alto. 

Su viscosidad lo hace buen agente emulsificante para ser usado 

en industrias farmacéuticas y alimentarias. Resulta ventajoso, 

también, debido a sus propiedades neutras, que lo hacen 

compatible con muchos fármacos o compuestos sensibles a ácidos 

(Karawya y col., 1980). 

Otros compuestos de importancia considerable para la 

industria farmacéutica, presentes en semillas, tallos y hojas de 

fenogreco son las sapogeninas, estas se encuentran unidas 

glucosidicamente. Son precursores de fármacos esteroidales, 

incluyendo corticosteroides y anticonceptivos (Saunders y col., 

1986). En la Tabla VII se presenta un resumen de la distribución 

de sapogeninas presentes en difer e ntes partes de la planta de 

fenogreco . Las principales, obtenidas por hidrolisi s ácida de 

las semillas de fenogreco, son la diosgenina y su epimero 
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de fenogreco se usa en: bebidas no alcohólicas, helados, dulces,
gelatinas, budines y jarabes.

La semilla fresca es inodora y tiene 1n1 sabor agrio, en
cambio las semillas maduras tienen un aroma fuerte, agradable y
se asemeja al aroma del azúcar quemada, las semillas molidas
liberan un aroma dulce intenso (Arctander, 1950]. La producción
anual de semilla de fenogreco es de miles de toneladas, pero
solamente una fracción pequena se usa en perfumes y sabores
(Arctander, 1960].

El análisis bromatológico de las semillas se puede ver en
la Tabla III, la composición de acidos grasos en la Tabla Iv y
la composición de minerales en la Tabla V. Esta leguminosa es
tan rica en proteinas {26 t) como el frijol de soya (Io t), y
tiene una proporción baja de lisina/arginina {Sharma, 1984). El
fenogreco, como otras leguminosas, es rico en arginina, alanina
y glicina, pero pobre en contenido de lisina en comparación con
caseina (Tabla VI).

El mucilago de fenogreco, es rico en manosa, menos en
galactosa y pobre en xilosa, su viscosidad relativa es de 13.7
centipoises, valor que se puede considerar relativamente alto.
Su viscosidad lo hace buen agente emulsificante para ser usado
en industrias farmacéuticas y alimentarias. Resulta ventajoso,
tambien, debido a sus propiedades neutras, que lo hacen
compatible con muchos fármacos o compuestos sensibles a acidos
(Karawya y col., 19ao}.

otros compuestos de importancia considerable para la
industria farmaceutica, presentes en semillas, tallos y hojas de
fenogreco son las sapogeninas, estas se encuentran unidas
glucosidicamente. Son precursores de fármacos esteroidales,
incluyendo corticosteroides y anticonceptivos [Saunders y col.,
1986). En la Tabla VII se presenta un resumen de la distribución
de sapogeninas presentes en diferentes partes de la planta de
fenogreco. Las principales, obtenidas por hidrólisis ácida de
las semillas de fenogreco, son la diosgenina y su epimero
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yamogenina, en una proporción 3:2 (Cornish y col., 1983). la 

semilla de fenogreco puede producir de 1-1. 5% de diosgenina 

(w/w) (Saunders y col., 1986). Ensayos para diosgenina en 

diferentes variedades de semillas de fenogreco, muestran que el 

contenido de este compuesto varia de acuerdo al lugar de origen 

y que aunque la diosgenina puede obtenerse de semillas de 

fenogreco, la explotación comercial de estas resulta incosteable 

(Bakshi y Hamied, 1971). 

Un compuesto relacionado con las sapogeninas es el 

compuesto conocido 

sapogenina-péptido, 

como "fenogrequina", que es un complejo 

al que se le han atribuido actividades 

farmacológicas significativas que incluyen acciones 

cardiovasculares, diuréticas y antiflogisticas (Ghosal y col., 

1974) (figura 2). 

otro compuesto que se ha aislado de fenogreco es el 

alcaloide trigonelina (figura 2). Este alcaloide es interesante 

no sólo desde el punto de vista terapéutico, sino también debido 

a su signif icancia en estudios básicos de bioquimica y taxonomia 

(Radwan y Kokate, 1980 y Martidale, 1982). Siendo un derivado 

del ácido nicotinico, se considera un producto de detoxificación 

de las células (Radwan y Kokate, 1980) y puede servir corno una 

forma de almacenamiento del ácido nicotinico (Antony y col., 

1975). 

La exclusiva ocurrencia de trigonelina y/o ácido N-L

arabinosido en cultivos de células de plantas superiores se ha 

sugerido como un criterio quimiosistemático para identificación 

a nivel de subclase y orden, por ejemplo, el arabinosido 

solamente se encontró en cultivos de células de la subclase 

Asteridae y en ordenes superiores de la subc l ase Ros idae y 

Dilleniidae, mientras todos los cultivos de células 

pertenecientes a las Dicotiledoneas, las Monocotiledoneas y las 

Gimnospe r ma s formaron trigonelina (Willeke y col., 1979). 

La tr igonelina también se ha detectado en muchas o t ra s 

planta s y a ni ma l e s. 
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yamogenina, en una proporción 3:2 (Cornish y col., 1983). la
semilla de fenogreco puede producir de 1-1.5% de diosgenina
[u¡w) (Saunders y col., 1986]. Ensayos para diosgenina en
diferentes variedades de semillas de fenogreco, muestran que el
contenido de este compuesto varia de acuerdo al lugar de origen
y que aunque la diosgenina puede obtenerse de semillas de
fenogreco, la explotación comercial de estas resulta incosteable
(saxshi y Hamied, 1971).

Un compuesto relacionado con las sapogeninas es el
compuesto conocido como “fenogrequina", que es un complejo
sapogenina-péptido, al que se le han atribuido- actividades
farmacológicas significativas que incluyen acciones
cardiovasculares, diuréticas y antiflogisticas (Ghosal y col.,
1974) (figura 2).

Otro compuesto que se ha aislado de fenogreco es el
alcaloide trigonelina (figura 2]. Este alcaloide es interesante
no sólo desde el punto de vista terapéutico, sino también debido
a su significancia en estudios basicos de bioquímica y taxonomía
(Hadwan y Kokate, 1980 y Hartidale, 1982). Siendo un derivado
del acido nicotinico, se considera un producto de detoxificación
de las células (Radwan y Kokate, lado] y puede servir como una
forma de almacenamiento del acido nicotinico (Antony y col.,
1975).

La exclusiva ocurrencia de trigonelina y/o ácido N-L-
arabinosido en cultivos de celulas de plantas superiores se ha
sugerido como un criterio quimiosistemático para identificación
a nivel de subclase y orden, por ejemplo, el arabinosido
solamente se encontró en cultivos de celulas de la subclase
Asteridae y emi ordenes superiores de la subclase Rosidae y
Dilleniidae, mientras todos los cultivos de células
pertenecientes a las Dicotiledoneas, las Honocotiledoneas y las
Gimnospermas formaron trigonelina fwilleke y col., 1979).

La trigonelina también se ha detectado en muchas otras
plantas y animales.
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El fenogreco también contiene un aminoácido en forma libre 

identificado como 4-hidroxiisoleucina. Este se ha propuesto como 

un posible precursor del componente saborizante caracteristico 

de fenogreco y representa aproximadamente el 80\ de los 

aminoácidos libres de las semillas secas (Sauvaire y col., 

1984). En una fracción con sabor tipico, obtenida por extracción 

con solventes, se identificó un compuesto dominante y 

caracteristico como 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona, éste 

compuesto presentó el aroma caracteristico de las semillas de 

fenogreco, cuando se diluyó (Girardon y col., 1986). 

Algunos de los compuestos anteriormente mencionados que la 

planta produce en condiciones naturales, también se han obtenido 

por la técnica de cultivo de tejidos vegetales. Estos compuestos 

incluyen sapogeninas (Brain y Lockwood, 1976, Hardman y Stevens, 

1978, Jain y col., 1977, Khana y Jain, 1973 y Khanna y 

col.,1975), trigonelina (Radwan y Kokate, 1980 y Antony y col., 

1975) y mucilago (Kokate y Radwan, 1979). La Tabla VIII presenta 

en más detalle los compuestos obtenidos en callos y células en 

suspensión. 

Algunos aspectos de investigación Ui uW-u:l relacionados con 

la producción de sapogeninas por ~~ /oellwn-qrw,ecum L. 

incluyen, tanto cultivo de callos como células en suspensión. Un 

trabajo al respecto es el de Khanna y Jain, 1973; en este 

trabajo se aisló e identificó diosgenina, gitogenina y 

tigogenina, asi como los esteroles ~-sitosterol y estigmasterol. 

De estos compuestos el que se produjo en mayor cantidad fue la 

diosgenina, con un 1.82\, continuando con ese trabajo Khanna y 

col. , 197 5; estudiaron el efecto de diferentes concentraciones 

de colesterol, sobre la producción de sapogeninas en cultivos en 

suspensión de ~rt.i..qon.eUa /oellwn-~ L. , encontrando que el 

colesterol estimuló la producción de sapogeninas, aumentandola 

de 1.82 a 2.23 \. En otro trabajo Brain y Lockwood, 1976, 

estud iaron el efecto del 2,4-D, cinetina y agua de coco, sobre 

la producción de esteroles y sapogeninas en callos y células en 
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El fenogreco también contiene un aminoácido en forma libre
identificado como 4-hidroxiisoleucina. Este se ha propuesto como
un posible precursor del componente saborizante característico
de fenogreco y representa aproximadamente el 80% de los
aminoácidos libres de las semillas secas [Sauvaire y col.,
1984). En una fracción con sabor tipico, obtenida por extracción
con solventes, se identificó un compuesto dominante y
característico como 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H]-furanona, éste
compuesto presentó el aroma característico de las semillas de
fenogreco, cuando se diluyó [oirardon y col., 1936).

Algunos de los compuestos anteriormente mencionados que la
planta produce en condiciones naturales, también se han obtenido
por la técnica de cultivo de tejidos vegetales. Estos compuestos
incluyen sapogeninas (Brain y Lockwood, 1976, Hardman y Stevens,
1973, Jain y col., 19??, Khana y Jain, IST3 y Khanna y
col.,lS75), trigonelina [Radwan y Kokate, 1980 y Antony y col.,
1975) y mucilago {Kokate y Radwan, 1979). La Tabla VIII presenta
en mas detalle los compuestos obtenidos en callos y celulas en
suspensión.

Algunos aspectos de investigación.¿n sumo relacionados con
la producción de sapogeninas por Hndpvmflo kmmum-gmmmum L.
incluyen, tanto cultivo de callos como celulas en suspensión. Un
trabajo al respecto es el de I-(hanna y Jain, 1973; en este
trabajo se aisló e identificó diosgenina, qitogenina y
tigogenina, asi como los esteroles B-sitosterol y estigmasterol.
De estos compuestos el que se produjo en mayor cantidad fue la
diosgenina, con un 1.32%, continuando con ese trabajo Khanna y
col., 1975; estudiaron el efecto de diferentes concentraciones
de colesterol, sobre la producción de sapogeninas en cultivos en
suspensión de dcqxmmflo kmnem-gncembn L., encontrando que el
colesterol estimuló la producción de sapogeninas, aumentandola
de 1.82 a 2.23%. En otro trabajo Brain y Lockuood, 1976,
estudiaron el efecto del 2,4-D, cinetina y agua de coco, sobre
la producción de esteroles y sapogeninas en callos y celulas en
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suspensión. En general, tanto la cinetina como el agua de coco, 

estimularon el crecimiento pero no la producción. 

La trigonelina, se ha usado en estudios de 

quimiosistemát i ca (Willeke y col., 1979). Dichos estudios 

consistieron en "alimentar" células en suspensión con ácido 

nicot1nico marcado (compuesto precursor de la trigonelina y del 

arabinosido) para formar trigonelina o arabinosido, dependiendo 

a la subclase que perteneciera el grupo vegetal. Otro estudio, 

enfocado exclusivamente a la producción de trigonelina por 

cultivo de células fue el de Radwan y Kokate, 1980. En éste, se 

investigó el efecto de diferentes reguladores del crecimiento, 

as! como, el tipo y edad del cultivo y el efecto de precursores, 

sobre la producción de trigonelina. Los resultados obtenidos 

mostraron que los callos produjeron 3 a 4 veces más trigonelina 

que las semillas y de 12 a 18 veces más que las ralees y brotes 

de esta planta y los cultivos en suspensión produjeron 

aproximadamente el doble de trigonelina que los callos. 

Por último, se tiene un trabajo en el que se estudió la 

producción de mucilago por cultivo de callos (Kokate y Radwan, 

1979) . En este trabajo los cultivos de callos de '~ 

{a.e.rv..un-~ L. fueron capaces de producir un 21.2\, las 

semillas un 20.3 y las plántulas un 10.8\. 

De acuerdo a los antecedentes antes mencionados, y debido a 

que México importa las semillas , as! como el extracto de esta 

planta, en este trabajo se presenta una estrategia para 

establecer cultivos de callos y células en suspensión, como una 

alternativa bitecnol6gica para obtener algunos de los 

metabolitos secundarios de interes presentes en esta planta. 
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suspensión. En general, tanto la cinetina como el agua de coco,
estimularon el crecimiento pero no la producción.

La trigonelina, se ha usado en estudios de
quimiosistematica [Hilleke y col., 1979). Dichos estudios
-consistieron, en "alimentar" células en suspensión con ácido
nicotinico marcado fcompuesto precursor de la trigonelina y del
arabinosido} para formar trigonelina o arabinosido, dependiendo
a la subclase que perteneciera el grupo vegetal. otro estudio,
enfocado exclusivamente a la producción de trigonelina por
cultivo de celulas fue el de Raduan y Kokate, 1930. En este, se
investigó el efecto de diferentes reguladores del crecimiento,
asi como, el tipo y edad del cultivo y el efecto de precursores,
sobre la producción de trigonelina. Los resultados obtenidos
mostraron que los callos produjeron 3 a 4 veces mas trigonelina
que las semillas y de 12 a 18 veces más que las raices y brotes
de esta planta y los cultivos en suspensión produjeron
aproximadamente el doble de trigonelina que los callos.

Por último, se tiene un trabajo en el que se estudió la
producción de mucilago por cultivo de callos (Kokate y Radwan,
1979). En este trabajo los cultivos de callos de ïfuìqonetta
pumum-qnsemun L., fueron capaces de producir un 21.2%, las
semillas un 20.3 y las plántulas un 10.8%.

De acuerdo a los antecedentes antes mencionados, y debido a
que Mexico importa las semillas, asi como el extracto de esta
planta, en este trabajo se presenta una estrategia para
establecer cultivos de callos y células en suspensión, como una
alternativa bitecnológica para obtener algunos de los
metabolitos secundarios de interes presentes en esta planta.
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OBJETIVO GENERAL 

ESTABLECER LOS CULTIVOS DE CALLOS Y CELULAS EN SUSPENSION 

DE ~~ (.aeru.un-QIW.&J..WI L. EVALUANDO 

LA PRODUCCION DE TRIGONELINA 

1) ESTABLECER 
SUSPENSION 

Y SAPOGENINAS 

OBJETIVOS PARTICLlARES 

LOS CULTIVOS DE CALLOS Y CELULAS EN 

2) ESTABLECER LOS METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION 
DE TRIGONELINA Y SAPOGENINAS EN CALLOS Y CELULAS EN 
SUSPENSION 

3) ESTUDIAR LAS CINETICAS DE CRECIMIENTO DE CALLOS Y 
CELULAS EN SUSPENSION Y SU PRODUCCION DE TRIGONELINA Y 
SAPOGENINAS 
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OBJETIVO GENÍ-ÍRAL

ESTABLECER LOS CULTIEOS DE CALLOS Y CELULAS EN SUSPENSION

DE ïnlqnrieflc fos-ruun-gnceoum L. EVALUAHDD

LA PRODUCCION DE TRIGONELINA

Y SAPOGENINA5

UBITIVUS PARTICLLARES

1) ESTABLECER LOS CULTIVOS DE GALLOS Y CELULAS EN
SUSPENSION

2) ESTABLECER LOS NETODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION
DE TRIGONELIN1. Y SAPOGENINAS EN GALLOS Y CELULAS EN
SUSPENSION

3] ESTUDIAR LAS CINETICAS DE CRECINIENTO DE CALLOS Y
CELULAS EN SUSPENSION Y SU PRODUCCION DE TRIGONELINA Y
SAPOGENINAS
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4. PLAN DE TRABAJO 

FUENTE VEGETAL 

SEMILLAS 

GERHINACION 

PLANTULAS 

INDUCCION DE CALLO 

MANTENIMIENTO DEL CALLO 

ESTABLECIMIENTO DE CELULAS 
EN SUSPENSION 

EFECTO DEL BALANCE 2,4-D/CINETINA 

EFECTO DEL MEDIO MS, SH Y B5 

EFECTO DEL TIPO DE EXPLANTE 
(HIPOCOTILO, COTILEDON Y RAIZ) 

CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCIO 
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(tr1qonellna y •apoqenlna•) 

EFECTO DEL TAMAÑO DE INOCULO 
SOBRE EL CRECIMIENTO 

EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO MS, 
SH Y B5 SOBRE EL CRECIMIENTO, 
PRODUCCION <t r l qo ne l lna y 

aapoqe n lnaa) y CONSUMO DE 
NUTRIENTES < • a caro • a , P O 

4 
, "º 

y NH 
4 

3 

4. PLAN DE TRABAJO

FUENTE YEGETAL

SENILLAS

I J
I I E El I

I
GERHINACION 1

PLANTULAS I P-{ EFECTO DEL BALANCE 2,1-D/CINETINA I

l INOUCCION DE GALLO r---{“EEECTO OEL-HEEIO HS, SH Y B5 I

f a EFECTO DEL TIPO DE EIPLANTE
IHIPOCOTILO, COTILEDON Y EAIZ]

HANTENIHIENTO DEL CALLO CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCIO
--i N {Lr1qonallna y Ilpognnlnall gi

ESTABLECIMIENTO DE CELULAS
EN SUSPENSION i

SOBRE EL CRECIMIENTO
-{HÍFECTO DEL TAMAÑO DE INOCULO 1

EFECTO DEL HEDIÚ DE CULTIVO HS,
' SH Y E5 SÚBRE EL CRECIEIENTÚ,

_ PRÚDUCC-ION (trigonelina y -
--1 ¡apogeninall y CÚNSUHÚ DE * _

- NUTEIENTES (cacerola, PD.-, ¡O3

numY 4
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5. MATERIALES Y METODOS 

5.1 Material biolóqico. 
Fueron plántulas de L. 

(fenogreco) que se obtuvieron a partir de semillas 

desinfestadas, que se germinaron en 25 ml de medio Murashige & 

Skoog (MS), suplementado con 1.6 g/l de "gel-rite" y 30 g/l de 

sacarosa, en frascos de 12 5 ml e incubados a 27+-l ºe en 

oscuridad. 

utilizaron 

callo. 

Las 

como 

plántulas 

fuente de 

se crecieron por 10 d1as, y se 

explantes para la inducción de 

5.2 Preparación del material biol6qico. 

5.2.1 Desinfestación. 
Las semillas se sumergieron en agua destilada, por 30 

minutos, posteriormente en H SO 0.5 N, por 30 minutos. Se 
2 4 

lavaron 3 veces con HO 
2 

destilada estéril y se colocaron en 

etanol al 70\ por 30 segundos, luego se lavaron 3 veces con H
2
0 

destilada estéril y finalmente se colocaron en una solución de 

hipoclorito de sodio al 5\ más 3 gotas de "Tween-20" por 20 

minutos y se lavaron 5 veces con agua destilada estéril (figura 

3). La semillas, as1 desinfestadas, se incubaron para su 

germinación como se indicó en el punto 5.1. 

5 . 3 Medios de cultivo. 

5.3.1 Medio para inducción de callos. 
Se usó el medio MS suplementado con 1.6 g/1 de "gel-rite", 

30 g/ 1 de sacarosa y diferentes concentraciones de 2, 4-D y 

cinetina según el dise~o factorial de la Tabla XI. 

5.3.2 Medio para establecimiento de cultivos en suspensión. 
Fue el medio MS suplementado con 30 g/l de sacarosa más 

13.5 µ.M de 2 , 4-D y 11.6 µ.M de cinetina . 
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Haterial biológico.
Fueron plántulas de 5'fu'4o.rLef-la ¿dawn-gnaecum L.

(fenogreco) que se obtuvieron a partir de semillas
desinfestadas, que se germinaron en 25 ml de medio Hurashige E
Skoog (HS), suplementado con 1.6 g/l de "gel-rite“ y 3D gƒl de

sacarosa, en frascos de 125 ml e incubados a 27+-1 “C en
oscuridad. Las plántulas se crecieron por lo dias, y se
utilizaron como fuente de explantes para la inducción de
callo.

5.2 Preparación del material biológico.

5.2.1 Desinfestación.
Las semillas se sumergieron en agua destilada, por 30

minutos, posteriormente en H2SO¿ 0.5 H, por 30 minutos. Se

lavaron 3 veces con I-lao destilada estéril y se colocaron en
etanol al 70% por 30 segundos, luego se lavaron 3 veces con RJ)

destilada estéril y finalmente se colocaron en una solución de
hipoclorito de sodio al 5% más 3 gotas de “Tween-2o" por 20
minutos y se lavaron 5 veces con agua destilada estéril [figura
3). La semillas, asi desinfestadas, se incubarcn para su
germinación como se indicó en el punto 5.1.

5.3 Hedios de cultivo.

5.3.1 Hedio para inducción de callos.
Se usó el medio HS suplementado con 1.6 g/1 de “gel-rite“,

3D gƒl de sacarosa y diferentes- concentraciones de 2,4-D y
cinetina según el diseño factorial de la Tabla XI.

5.3.2 Hedio para establecimiento de cultivos en suspensión.
Fue el medio HS suplementado con 30 g/1 de sacarosa más

13.5 un de 2,4-D y 11.6 un de cinetina.
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5.4 Ensayos. 

5.4.1 Determinación de peso fresco de callos (PF). 
Se determinó por triplicado y calculando el promedio de la 

biomasa de un callo pesado inmediatamente después del muestreo 

en charolas de aluminio previamente llevadas a peso constante en 

una estufa de vacio a 0.5 atm por 24 hrs y a 65 ºc. La 

diferencia entre el peso de la charola y el de la misma con la 

biomasa correspondió al peso fresco del callo. 

5.4.2 Determinación de peso seco de callos (PS). 

Las charolas en las que se determinó el peso fresco de los 

callos se llevaron a peso constante como se describió en 5.4.1. 

La diferencia entre los pesos constantes de las charolas más la 

biomasa y de las charolas, constituyó el peso seco de los 

callos. 

5.4.3 Determinación de peso seco en cultivos en suspensión 

(PS). 

Se llevó a cabo por triplicado filtrando un volumen 

conocido de cultivo con un embudo "Buchner" y un papel filtro 

Whatman No 4 previamente puesto a peso constante a 65 ºe y O. 5 

atm de vacio. El papel filtro más la biomasa se llevó a peso 

constante bajo las mismas condiciones. El peso seco se calculó 

como el promedio de las tres evaluaciones y la diferencia entre 

el peso de la biomasa más el papel, menos el peso del papel 

puesto a peso constante. 

5.5 Técnicas Analiticas. 

5.5.1 Equipo. 

Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolución (CLAR). 
Se usó un equipo Tracor 970A, acoplado a un detector U.V. 

de longitud de onda variable. El integrador fue un Hewlett 

Packard 3392A¡ integrado por una bomba LDC Analytical Consta 

Metric 3200. 
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5.4 Ensayos.

5.4.1 Determinación de peso fresco de callos (PF).
Se determinó por triplicado y calculando el promedio de la

biomasa de un callo pesado inmediatamente despues del muestreo
en charolas de aluminio previamente llevadas a peso constante en

una estufa de vacio a o.5 atm por 24 hrs. y a S5 °C. La
diferencia entre el peso de la charola y el de la misma con la
biomasa correspondió al peso fresco del callo.

5.4.2 Determinación de peso seco de callos (PS).
Las charolas en las que se determinó el peso fresco de los

callos se llevaron a peso constante como se describió en 5.4.1.
La diferencia entre los pesos constantes de las charolas más la
biomasa y de las charolas, constituyó el peso seco de los
callos.

5.4.3 Determinación de peso seco en cultivos en suspensión
(PS).
Se llevó a cabo por triplicado filtrando un volumen

conocido de cultivo con un embudo "Buchner" y un papel filtro

Whatman Na 4 previamente puesto a peso constante a 65 °C y 0.5
atm de vacío. El papel filtro más la biomasa se llevó a peso
constante bajo las mismas condiciones. El peso seco se calculó
como el promedio de las tres evaluaciones y la diferencia entre
el peso de la biomasa más el papel, menos el peso del papel
puesto a peso constante.

5.5 Tecnicas Analiticas.

5.5.1 Equipo.

Equipo de Cromatografía Liquida de Alta Resolución {CLAR).
Se usó un equipo Tracor STDA, acoplado a un detector U.V.

de longitud de onda variable. El integrador fue un Hewlett
Packard 3392A_: integrado por una bomba LDC Analytical Consta
Metric 3200.
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Equipo de Cromatografia de Gases (CG). 

Se usó un equipo Hewlett Packard 5710A acoplado a un 

detector de ionización de flama y a un integrador Hewlett 

Packard 3392A. 

Espectro fotómetro 

Se usó un equipo Perkin Elmer Lambda 3A UV/VIS. 

5. S. 2 Determinación de trigonelina en callo y células en 
suspensión. 

El método de extracción que se utilizó para trigonelina fue 

una modificación al propuesto por Trugo y col., 1983. La biomasa 

seca, correspondiente a un cultivo (callo o suspensión) se 

maceró en un mortero y se colocó en 20 ml de agua destilada a 80 

ºe por 30 minutos. La mezcla obtenida se filtró sobre papel 

Whatman No 1, después se pasó por un cartucho "Sep-Pak", el 

liquido recuperado se aforó a 10 ml con agua desionizada, de ahi 

se tomó 1 ml y nuevamente se aforó a 10 ml con agua desionizada. 

De esta dilución se tomaron muestras de 20 µl para su análisis 

por CLAR. La fase móvil consistió de una mezcla de metanol

"buffer" de citrato de potasio pH 4, 60: 40 con un flujo de 

0.2ml/min. Se utilizó una columna supelcosil Cl8, a 45 e con un 

detector UV a una longitud de onda de 265 nm (figura 4). Para la 

dete r minación de trigonelina en el medio de cultivo liquido, se 

tomo 1 ml del medio y se aforó a 10 ml con agua desionizada y se 

proced i ó a analizar las muestras por CLAR, bajo las condiciones 

de análisis anteriormente descritas. 
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Equipo de Cromatografía de Gases (CG).

Se usó un equipo Hewlett Packard 5710A acoplado a un
detector de ionización de flama y a un integrador Hewlett
Packard 3392A.

Espectrofotómetro

Se usó un equipo Perkin Elmer Lambda 3A UV/UIS.

5.5.2 Determinación de trigonelina en callo y celulas en
suspensión.

El metodo de extracción que se utilizó para trigonelina fue
una modificación al propuesto por Trugo y col., 1933. La biomasa
seca, correspondiente a un cultivo (callo o suspensión) se
maceró en un mortero y se colocó en 20 ml de agua destilada a 80

°C por 30 minutos. La mezcla obtenida se filtró sobre papel
Whatman No 1, después se pasó por un cartucho "Sep-Pak", el
liquido recuperado se aforó a 10 ml con agua desionizada, de ahi
se tomó 1 ml y nuevamente se aforó a 10 ml con agua desionizada.
De esta dilución se tomaron muestras de 20 ul para su análisis
por CLAR. La fase móvil consistió de una mezcla de metanol-
"buffer" de citrato de potasio pH 4, 60:40 con un flujo de

D

0.2mlƒmin. Se utilizó una columna supelcosil ola, a 45 C con un
detector Uv a una longitud de onda de 255 nm (figura 4). Para la
determinación de trigonelina en el medio de cultivo liquido, se
tomo l ml del medio y se aforó a 10 ml con agua desionizada y se
procedió a analizar las muestras por CLAR, bajo las condiciones
de analisis anteriormente descritas.
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5.5 . 3 Determinación de sapogeninas y esteroles en callo y 
células en suspensión. 

A la biomasa seca de un cultivo se le adicionaron 40 ml de 

KOH O. 5 N preparada en metanol y se calentó a 68 ºe hasta 

sequedad. El residuo se resuspendió en una mezcla de eter 

etilico-eter de petroleo 50:50, se filtró y el filtrado se 

evaporó a sequedad a temperatura ambiente. El residuo se aforó 

con cloroformo a O .1 ml de los cuales se tomaron 5 µl para 

inyectarlos en un Cromatógrafo de Gases (CG). Se utilizó un 

cromatógrafo con detector de ionización de flama, empleando como 

gas acarreador nitrógeno a un flujo de 30 ml/min. La columna 

empleada fue la OV17-3\ en Cromosorb W 80/100 M, a 270 ºc. Las 

temperaturas del detector y del inyector fueron 350 y 300 ºe, 
respectivamente (figura 5). 

5.5.4 Determinación de sacarosa residual. 

Fue el reportado por Loewis, F.A., 1952. Se utilizaron 3 µl 

de medio de cultivo y las muestras se leyeron a 620 nm. Para 

determinar la concentración de sacarosa se realizó una curva 

patrón con sacarosa grado reactivo (Merck) en un rango de 0-150 

µg. 

5.5.5 Determinación de fosfato residual. 

Se usó el método de Berenblum y Chain, reportado por 

Lindeverg y Ernst L., 1957. Se usó 1 ml de medio de cultivo. Las 

muestras, se leyeron en un espectrofotómetro a 724 nm. Para la 

determinación de la concentración de fosfato, se realizó una 

curva patrón en el rango de 0-25 µg. 
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5.5.3 Determinación de sapogeninas y esteroles en callo y
células en suspensión.

A la biomasa seca de un cultivo se le adicionaron 40 ml de

EOI-I 0.5 N preparada en metanol y se calentó a 155 "C hasta
sequedad. El residuo se resuspendió en una mezcla de eter
etílico-eter de petroleo 50:50, se filtró y -el filtrado se
evaporó a sequedad a temperatura ambiente. El residuo se aforó
con cloroformo a 0.1 ml de los cuales se tomaron 5 ul para
inyectarlos en un Cromatógrafo de Gases (CG). Se utilizó un
cromatógrafo con detector de ionización de flama, empleando como
gas acarreador nitrógeno a un flujo de 30 núƒmin. La columna

empleada fue la ovn-3% en cromosurb W auyiuo x, a 210 °c. Las
temperaturas del detector y del inyector fueron 350 y 300 °C,
respectivamente [figura 5).

5.5.4 Determinación de sacarosa residual.

Fue el reportado por Loevis, F.A., 1952. Se utilizaron 3 ul
de medio de cultivo y las muestras se leyeron a 520 nm. Para
determinar la concentración de sacarosa se realizó una curva
patrón con sacarosa grado reactivo (Herck) en un rango de 0-150
U9*

5.5.5 Determinación de fosfato residual.

Se usó el metodo de Berenblum y Chain, reportado por
Lindeverg y Ernst L., 1957. Se usó 1 ml de medio de cultivo. Las
muestras, se leyeron en un espectrofotómetro a 724 nm. Para la
determinación de la concentración de fosfato, se realizó una
curva patrón en el rango de 0-25 ug.
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5.5.6 Determinación de amonio y nitrato residuales. 

Se usó el método de la aleación de Devarda, 

Bremer, J.M., 1965. Se usaron 2 ml de medio de 

diluyó con agua desionizada a 10 ml. Corno 

reacción, se utilizó un matraz bola de 125 ml, 

sistema de destilación por arrastre de vapor y un 

adición de la aleación. 

5.6 Modelo estadistico 

µ+ai+~j+7ij+cijk y 
ljk 

0=1,2, ... ,a¡ J=l ,2, ... ,b¡ k=l,2 1 ... ,k) 

donde: 

publicado 

cultivo y 

recipiente 

acoplado a 

embudo para 

por 

se 

de 

un 

la 

Y ;Valor de la K-ésima observación para el i -ésirno 
1 Jk 

µ= 

nivel de A y el j-ésimo nivel de B. 

Media general o gran media. 

a= 
1 

Efecto medio del i-ésimo nivel debido al factor 

auxina. 

~ = Efecto medio del j-ésimo nivel debido al factor 
J 

citocinina. 

Efecto medio del i-ésimo nivel de auxina/J. -ésimo 7,J= 

nivel de citocinina debido al factor de 

interacción auxina/citocinina. 

e Error experimental (variación debida al azar) . 
1 Jk 

1= niveles de auxina (i=l,2, ... ,I) donde I=5. 
J= niveles de citocinina (j=l,2, ... ,J) donde J=4. 

~= K-ésirna replica (K=l,2, ... ,r) donde r=3. 
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5.5.6 Determinación de amonio y nitrato residuales.

Se usó el metodo de la aleación de Devarda, publicado por
Bremer, J.H., 1955. Se usaron 2 ml de medio de cultivo y se
diluyó con agua desionizada a 10 ml. como recipiente de
reacción, se utilizó un matraz bola de 125 ml, acoplado a un
sistema de destilación por arrastre de vapor y un embudo para la
adición de la aleación.

5.6 Hodelo estadístico

Y = + + .+ .. .1a “ “1 H; '1¡+“1jx
Íl='l,2,...,a¡ _¦=`I.,2,...,b¡ k=`.I,2,,...,kl

donde:
Yu¡='Valor de la K-éslma observación para el i_éSlmü

nivel de A y el j-èsìmü nivel de S.
u= Hedia general o gran media.
df= Efecto medio del i_è51mQ nivel debido al factor

auxina.

Bƒ= Efecto medio del j_ëSimQ nivel debido al factor

citocinina.

1U= Efecto medio del i-ésímo nivel de auxinaƒj_é5im°

nivel de citocinina debido al factor de

interacción auxina/citocinina.
c|h= Error experimental (variación debida al azar).

±= niveles de auxina (i=1,2,...,I) donde I=5.
J= niveles de citocinina (j=l,2,...,J) donde J=4.
n= H_ésima replica (K=1,2,...,r) donde r=3.
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6. RESULTADOS 

6.1 Obtención de material biológico. 

6. 1.1 Obtención de plántulas asépticas. 

La metodolog1a utilizada, para desinfestar las semillas de 

'.1rUqon.ella taerwm-~ L. (fenogreco), se muestra en la 

figura 3. De 20 frascos de cultivo con 5 semillas cada uno, sólo 

4 se contaminaron y la frecuencia de germinación fue del 89%. 

Los frascos se dejaron incubando para la obtención de plántulas 

asépticas en condiciones de luz y oscuridad, por un tiempo total 

de 10 d1as, registrando periódicamente la frecuencia de 

germinación en ambas condiciones (Tabla IX) . El factor luz

oscuridad no tuvo influencia sobre la germinación, sin embargo, 

hubo diferencias en cuanto a coloración y tamaño de las 

plántulas. Las obtenidas en luz fueron completamente verdes y 

relativamente pequeñas, en contraste, las que crecieron en 

oscuridad fueron más altas y mostraron hipocotilos hialinos y 

cotiledones ligeramente pigmentados. En otro experimento en 

relación con esto, se determinó el peso promedio de explantes de 

hipocotilo de aproximadamente 1 cm de tamaño obtenidos de 

plántulas germinadas en diferentes intensidades luminosas. Las 

intensidades, asi como los pesos promedios por explante en cada 

una de ellas se presentan en la Tabla X. Como se puede apreciar, 

no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los 

explantes obtenidos a diferentes intensidades luminosas. 

En base a estos resu ltados, se decidió seguir propagando 

plántulas para posteriores experimentos en oscuridad, dado que 

el núme ro de explantes de hipocot i lo por planta fue mayor bajo 

estas condiciones. 
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5. RESULTADOS

6.1 obtención de material biológico.

5.1.1 obtención de plántulas asepticas.

La metodologia utilizada, para desinfestar las semillas de
Hnommsüc óumum-gmmmum. ll (fenogreco), se muestra en la
figura 3. De 20 frascos de cultivo con 5 semillas cada uno, sólo
4 se contaminardn y la frecuencia de germinación fue del 09%.
Los frascos se dejaron incubando para la obtención de plántulas
asópticas en condiciones de luz y oscuridad, por un tiempo total
de 10 dias, registrando periódicamente la frecuencia de
germinación en ambas condiciones [Tabla Iäl. El factor luz-
oscuridad no tuvo influencia sobre la germinación, sin embargo,
hubo diferencias en cuanto a coloración y tamaño de las
plántulas. Las obtenidas en luz fueron completamente verdes y
relativamente pequeñas, en contraste, las que crecieron en
oscuridad fueron más altas y mostraron hipocotilos hialinos y
cotiledones ligeramente pígmentados. En otro experimento en
relación con esto, se determinó el peso promedio de explantes de
hipocotilo de aproximadamente 1 cm de tamaño obtenidos de
plántulas qerminadas en ddferentes intensidades luminosas. Las
intensidades, asi como los pesos promedios por explante en cada
una de ellas se presentan en la Tabla H. como se puede apreciar,
no hubo diferencias estadísticamente significativas entre los
explantes obtenidos a diferentes intensidades luminosas.

En base en estos resultados, se decidió seguir propagando
plántulas para posteriores experimentos en oscuridad, dado que
el número de explantes de hipocotilo por planta fue mayor bajo
estas condiciones.
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6.2 Estudios con cultivos de callos. 

6.2.1 E!ecto del balance 2,4-D/cinetina sobre la inducción 
y crecimiento de callos de ,.~ taeruun-qriaecum 
L. 

Para este experimento se usaron explantes de hipocotilo de 

10 mm de longitud, que se colocaron en frascos de cultivo (3 por 

frasco) de 125 ml con 25 ml de medio MS, suplementado con las 

combinaciones de 2,4-D y cinetina indicadas en la matriz de la 

Tabla XI. Los tratamientos se realizaron aleatoriamente y por 

triplicado. A los 31 dias de iniciado el experimento se sacaron 

los callos obtenidos y se les determinó peso fresco y seco. 

Los resultados de este estudio se pueden observar en la 

figura 6, donde se muestran las superficies de respuesta 

obtenidas con el PF(A) y con el PS(B). Como se puede apreciar en 

estas figuras, cuando no se usó ningún regulador, el crecimiento 

fue pobre, la misma situación se presentó cuando sólo se usó 

2,4-D o cinetina individualmente. Sin embargo, cuando ambos 

reguladores se combinaron el crecimiento se incrementó 

notablemente con un pico máximo alrededor de 11 µM de cinetina 

con 11-13 µM de 2,4-D, tanto para el peso fresco, como para el 

peso seco. Para estudiar concentraciones de 2, 4-D y cinetina 

alrededor de ese pico se realizó otro experimento usando un 

diseño factorial de 5x5 donde los niveles de 2,4-D fueron: 4.5, 

9, 13.5, 18 y 22.5 y los de cinetina; 2.32, 6.96, 11.6, 16.24 y 

20.88 µM de reguladores del crecimiento. Los resultados de 

crecimiento, evaluados como peso fresco y seco se muestran en la 

figura 7 . En la figura 7A de peso fresco, se observa que a 

concentraciones mayores de 11 µM de cinetina y 10 µM de 2,4-D el 

crecimiento aumentó y hubo un pico máximo de crecimiento a 

concentraciones entre 15-20 µM de cinetina y 20 µM de 2,4-D. En 

cuanto al peso seco si bien no se observó una tendencia clara 

hacia donde estaba el mejor crecimiento, vemos que al i gual que 

en la gráfica de peso fresco, en las concentraciones más altas 

de cinetina y 2, 4-D hubo buen crecimiento. En este estudio se 
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6.2 Estudios con cultivos de callos.

6.2.1 Efecto del balance 2,4-D/cinetina sobre la inducción
y crecimiento de callos de Swìodnetio §oen.um-qfwecwn
L.

Para este experimento se usaron explantes de hipocotilo de
10 mm de longitud, que se colocaron en frascos de cultivo (3 por
frasco) de 125 ml con 25 ml de medio HS, suplementado con las
combinaciones de 2,4-D y cinetina indicadas en la matriz de la
Tabla XI. Los tratamientos se realizaron aleatoriamente y por
triplicado. A los 31 dias de iniciado el experimento se sacaron
los callos obtenidos y se les determinó peso fresco y seco.

Los resultados de este estudio se pueden observar en la
figura 6, donde se muestran las superficies de respuesta
obtenidas con el PF[A} y con el PS(B). Como se puede apreciar en
estas figuras, cuando no se usó ningún regulador, el crecimiento
fue pobre, la misma situación se presentó cuando sólo se usó
2,4-D o cinetina individualmente. Sin embargo, cuando ambos
reguladores se combinaron el crecimiento se incrementó
notablemente con un pico máximo alrededor de ll DH de cinetina
con li-13 un de 2,4-D, tanto para el peso fresco, como para el
peso seco. Para estudiar concentraciones de 2,4-D y cinetina
alrededor de ese pico se realizó otro experimento usando un
diseño factorial de 5x5 donde los niveles de 2,4-D fueron: 4.5,
9, 13.5, 13 y 22.5 y los de cinetina; 2.32, 6.95, 11.5, 15.24 y
20.33 uH de reguladores del crecimiento. Los resultados de
crecimiento, evaluados como peso fresco y seco se muestran en la
figura 7. En la figura 'FA de peso fresco, se observa que a
concentraciones mayores de ll uH de cinetina y 10 uH de 2,4-D el
crecimiento aumentó y hubo un pico máximo de crecimiento a
concentraciones entre 15-20 uH de cinetina y 20 uH de 2,4-D. En
cuanto al peso seco si bien no se observó una tendencia clara
hacia donde estaba el mejor crecimiento, vemos que al igual que
en la gráfica de peso fresco, en las concentraciones más altas
de cinetina y 2,4-D hubo buen crecimiento. En este estudio se
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repitieron los resultados mostrados en la figura 6 con respecto 

a que nuevamente hubo un pico máximo alrededor de 11 µm de 

cinetina con 11-13 µm de 2,4-D. El análisis estad1stico de los 

datos de ambos experimentos indicaron que tanto el 2,4-D como la 

cinetina, as1 como la interacción entre ellos, tuvieron efectos 

significativos en el crecimiento. Debido a ello, y en base a las 

superficies de respuesta, se decidió seleccionar como niveles de 

trabajo, para los siguientes experimentos 13. 5 µM de 2, 4-D y 

11.6 µM de cinetina, que fue donde se obtuvo el máximo 

crecimiento. 

6.2.2 Efecto de los 
la inducción y 
taeruun-~ L. 

medios de cultivo HS, SH y 85 sobre 
crecimiento de callos de '~ 

Para este experimento se tomaron explantes de hipocotilo de 

10 mm de longitud, obtenidos de plántulas asépticas de 10 d1as 

de edad y se colocaron en frascos de cultivo de 125 ml con 25 ml 

de medio MS, SH o B5 suplementados con 13.5 µM de 2,4-D y 11.6 

µM de cinetina más 30 g/l de sacarosa. A los 33 d1as después de 

inocular los cultivos, se tomaron los callos completos y se les 

determinó peso fresco y seco, para cada medio de cultivo. Los 

resultados se presentan en la figura 8, e indican que en cuanto 

al peso fresco el mayor crecimiento fue en el medio B5 después 

en el SH y finalmente en el MS. En cambio, con el peso seco, la 

respuesta fue totalmente opuesta, aunque con esta variable de 

respuesta la diferencia en el crecimiento no fue 

estad1sticamente significativa. Es interesante hacer notar que 

los callos inducidos en los medios SH y B5 acumularon mayor 

cantidad de agua que los del MS. 
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repitieron los resultados mostrados en la figura 5 con respecto
a que nuevamente hubo un pico máximo alrededor de ll um de
cinetina con 11-13 um de 2,4-D. El análisis estadístico de los
datos de ambos experimentos indicaron que tanto el 2,4-D como la
cinetina, así como la interacción entre ellos, tuvieron efectos
significativos en el crecimiento. Debido a ello, y en base a las
superficies de respuesta, se decidió seleccionar como niveles de
trabajo, para los siguientes experimentos 13.5 ¿di de 2,4-D y
11.5 uH de cinetina, que fue donde se obtuvo el máximo
crecimiento.

6.2.2 Efecto de los medios de cultivo HS, SH y B5 sobre
la inducción y crecimiento de callos de ïniçonelta
foeruun-gnoecum L.

Para este experimento se tomaron explantes de hipocotilo de
10 mm de longitud, obtenidos de plántulas asepticas de 10 dìas
de edad y se colocaron en frascos de cultivo de 125 ml con 25 ml
de medio MS, SH o B5 suplementados con 13.5 uH de 2,4-D y 11.6
pH de cinetina más 30 gƒl de sacarosa. A los 33 días después de
inocular los cultivos, se tomaron los callos completos y se les
determinó peso fresco y seco, para cada medio de cultivo. Los
resultados se presentan en la figura B, e indican que en cuanto
al peso fresco el mayor crecimiento fue en el medio B5 después
en el SH y finalmente en el HS. En cambio, con el peso seco, la
respuesta fue totalmente opuesta, aunque :uni esta variable de
respuesta la diferencia en el crecimiento no fue
estadísticamente significativa. Es interesante hacer notar que
los callos inducidos en los medios SH y B5 acumularon mayor
cantidad de agua que los del HS.
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6.2.3 Efecto del tipo 
crecimiento de 
L. 

de explante sobre la inducción y 
callos de '5~ /aelwm-~ 

Se utilizaron explantes de hipocotilo, cotiledón y raiz, de 

plántulas de 16 dias de edad, crecidas en condiciones de 

oscuridad. Los explantes se inocularon en frascos de cultivo de 

125 ml con 25 ml de medio MS, suplementado con 13.5 µM de 2,4-D 

y 11. 6 µM de cinetina más 30 g/ 1 de sacarosa. Cada 4 dias se 

tomaron 3 frascos de cada tipo de explante y se les determinó 

peso fresco y seco durante un ciclo de crecimiento. Los 

explantes de hipocotilo al inicio del experimento, tuvieron un 

peso fresco de 27 mg y 1.5 mg de peso seco; los de cotiledón, un 

cotiledón completo, tuvo un peso fresco promedio de 10 mg y 1.4 

mg de peso seco y finalmente los de raiz tuvieron un peso fresco 

de 52 mg y un peso seco de 3. 3 mg. Los valores indicados 

representan la media de 10 explantes. 

Los resultados de peso fresco y seco de las cinéticas de 

inducción de callos a partir de esos explantes (figura 9) 

indicaron que, en general, el cotiledón fue el que presentó 

mayor crecimiento. Sin embargo, desde el inicio del cultivo 

hasta aproximadamente los 14 dias no hubo diferencias 

considerables en el crecimiento entre los tres tipos de 

explantes. No obstante, el cotiledón a partir de los 14 dias 

incrementó su crecimiento hasta los 21 dias, a partir de aqui 

hubo una serie de fluctuaciones hasta los 32 dias después de las 

cuales, el crecimiento volvió a incrementarse hasta alcanzar 

poco más de 1 g de peso fresco por callo. Después del cotiledón, 

fueron los explantes de raiz los que mostraron un crecimiento 

considerable con 332 mg PF/callo y al final los provenientes de 

hipocotilo con 250 mg PF/callo. En cuanto al peso seco, hubo un 

comportamiento muy similar entre los tres tipos de explantes; 

nuevamente el cotiledón fue el que registró mayor crecimiento 

con 64 . 7 rng PS/callo, le siguió la raiz (23 mg PS/callo) y 

finalmente e l h i pocotilo (1 5 mg PS/callo). 
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6.2.3 Efecto del tipo de explante sobre la inducción y
crecimiento de callos de TM-igonellc Loeluun-gnoecum
L.

Se utilizaron explantes de hipocotilo, cotiledón y raiz, de
plántulas de 16 días de edad, crecidas en condiciones de
oscuridad. Los explantes se inocularon en frascos de cultivo de
125 ml con 25 ml de medio HS, suplementado con 13.5 uH de 2,4-D
y 11.6 uH de cinetina más 30 g/l de sacarosa. Cada 4 dias se
tomaron 3 frascos de cada tipo de explante y se les determinó
peso fresco y seco durante un ciclo de crecimiento. Los
explantes de hipocotilo al inicio del experimento, tuvieron un
peso fresco de 27 mg y 1.5 mg de peso seco; los de cotiledón, un
cotiledón completo, tuvo un peso fresco promedio de 10 mg y 1.4
mg de peso seco y finalmente los de raíz tuvieron un peso fresco
de 52 mg y un peso seco de 3.3 mg. Los 'valores indicados
representan la media de 10 explantes.

Los resultados de peso fresco y seco de las cinéticas de
inducción de callos a partir de esos explantes (figura 9)
indicaron que, en general, el cotiledón fue el que presentó
mayor crecimiento. Sin embargo, desde el inicio del cultivo
hasta aproximadamente los 14 dias no hubo diferencias
considerables en el crecimiento entre los tres tipos de
explantes. No obstante, el cotiledón a partir de los 14 dias
incrementó su crecimiento hasta los 21 dias, a partir de aquí
hubo una serie de fluctuaciones hasta los 32 dias después de las
cuales, el crecimiento volvió a incrementarse hasta alcanzar
poco más de 1 g de peso fresco por callo. Después del cotiledón,
fueron los explantes de raiz los que mostraron un crecimiento
considerable con 332 mg PFƒca1lo y al final los provenientes de
hipocotilo con 250 mg PFƒcallo. En cuanto al peso seco, hubo un
comportamiento muy similar entre los tres tipos de explantes;
nuevamente el cotiledón fue el que registró mayor crecimiento
con 54.7 mg Psƒcallo, le siguió la raíz (23 mg PS/callo) y
finalmente el hipocotilo (15 mg PS/callo).

33



6.2.4 Perfil de producción de trigonelina y sapogeninas 
en callos de ~~ {aelu.un-QJW-€.CUm L. 

Una vez determinadas las concentraciones de reguladores de 

crecimiento adecuadas para la inducción y mantenimiento de 

callos, se determinó la producción de trigonelina y sapogeninas 

en esos cultivos. 

Este estudio se llevó a cabo en frascos de cultivo de 125 

ml con 25 ml de medio MS suplementado con 13. 5 µM de 2, 4-D y 

11.6 µM de cinetina mAs 30 g/l de sacarosa. El inóculo inicial, 

para éste estudio, fue 1 gramo de callo fresco por frasco de 

cultivo. Los callos tenian 8 resiembras mensuales incubados a 

una intensidad luminosa de 1600 lux y a 27+-1° C. 

Periódicamente, se tomaron 3 frascos de cultivo y se les 

determinó peso fresco y seco, al tejido seco se le trató para la 

cuantificación de su contenido de trigonelina y sapogeninas. Los 

resultados de crecimiento se representan grAficamente en la 

figura 10. Se puede observar que hubo un incremento en el 

crecimiento antes de los 20 dias y otro antes de los 50, lo que . 
indica que probablemente hubo un crecimiento diAuxico. La fase 

lag de crecimiento fue muy larga (8-9 dias) y durante ésta hubo 

una serie de fluctuaciones. A los 48 dias el crecimiento 

disminuyó para entrar a la fase estacionaria. En cuanto a la 

producción de trigonelina (figura lOA), se puede ver que al 

inicio del cultivo hubo un pico mAximo de este alcaloide y que a 

partir de ahi la concentración decreció notoriamente, sin 

embargo, se observaron dos incrementos que coincidieron con el 

momento en que la biomasa iniciaba un incremento exponencial. A 

partir de los 34 dias la concentración disminuyó gradualmente 

hasta mantenerse practicamente constante, en 1,500 µg/g PS. Como 

se observa en la figura 10, la disminución en la concentración 

coincidió con un aumento en el crecimiento. 

La cinética de producción de esteroles y sapogeninas en 

callo se presenta en la figura lOB. Corno se puede ver, el 

colesterol se detectó en muy bajas concentraciones hasta el dia 
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6.2.4 Perfil de producción de trigonelina y sapogeninas
en callos de ïmlçonella ¿oe-num-oncecurn L.

Una vez determinadas las concentraciones de reguladores de
crecimiento adecuadas para la inducción y mantenimiento de
callos, se determinó la producción de trigonelina y sapogeninas
en esos cultivos.

Este estudio se llevó a cabo en frascos de cultivo de 125
ml con 25 ml de medio HS suplementado con 13.5 uH de 2,4-D y
11.6 un de cinetina más 30 g/l de sacarosa. El inóculo inicial,
para este estudio, fue 1 gramo de callo fresco por frasco de
cultivo. Los callos tenian 8 resiembras mensuales incubados a
una intensidad luminosa de 1600 lux y a 27+-1° c.

Periódicamente, se tomaron 3 frascos de cultimo y se les
determinó peso fresco y seco, al tejido seco se le trató para la
cuantificación de su contenido de trigonelina y sapogeninas. Los
resultados de crecimiento se representan gráficamente en la
figura 10. Se puede observar que hubo un incremento en el
crecimiento antes de los 20 dias y otro antes de los 50, lo que
indica que probablemente hubo un crecimiento diáuxico. La-fase
lag de crecimiento fue muy larga (8-9 dias) y durante esta hubo
una serie de fluctuaciones. A los 48 dias el crecimiento
disminuyó para entrar a la fase estacionaria. En cuanto a la
producción de trigonelina (figura 10A), se puede ver que al
inicio del cultivo hubo un pico máximo de este alcaloide y que a
partir de ahi la concentración decreció notoriamente, sin
embargo, se observaron dos incrementos que coincidieron con el
momento en que la biomasa iniciaba un incremento exponencial. A
partir de los 34 dias la concentración disminuyó gradualmente
hasta mantenerse practicamente constante, en 1,500 ugƒg PS. como
se observa en la figura 10, la disminución en la concentración
coincidió con un aumento en el crecimiento.

La cinética de producción de esteroles y sapogeninas en
callo se presenta en la figura 10B. Como se puede ver, el
colesterol se detectó en muy bajas concentraciones hasta el dia
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48 desaparec i endo el d1a 55 , momento e n que el cultivo estaba en 

la fase estacionaria. El a-sitosterol, se detectó a partir del 

d1a 48 y se prolongó hasta e l 58, en general la producción f ue 

mucho mayor, en comparación con la del colesterol. Para el 

estigmasterol, la producción varió con las fases de crecimiento 

del cultivo, siempre se observaron picos de máxima concentración 

cuando el cultivo presentaba una µ=O. El ~-sitosterol, fue el 

que se produ j o en mayor cantidad, y su relación con la curva de 

crecimiento fue muy similar a la del estigmasterol. En el caso 

de la diosgenina, la curva de producción mostró tres picos 

máximos, exactamente al inicio de las mesetas donde la µ era 

i gual a cero en la primera y segunda fase estacionaria de la 

diáux i ca. 

Habr 1a que hacer notar que los niveles de producción más 

altos en el caso de los esteroles y sapogeninas se presentaron 

en las mesetas de las fases estacionarias, mientras que las de 

trigonel i na fue cuando los cultivos iniciaron su fase 

exponencial de crecimiento . 

6.3 Estudios con cultivos de células en suspensión. 

6 . 3.1 Efecto del tamafto de inóculo sobre el mantenimiento 
de cultivos de células en suspensión de 'JrUqonefta 
t-=rwm-~ L. 

En este estudio se usaron matraces de 125 ml con 25 ml de 

medi o MS cada uno, sup l ementado con 13 .5 µM de 2,4-D y 11.6 µM 

de cinet i na y 30 g/l de sacarosa. Los cultivos se incubaron a 

27+- 1 ºe , con una intensidad luminosa de 8400 lux, en una 

agitadora orbital a 90 rpm con una amplitud de 1 pulgada. 

Los resul t ados se evaluaron a los 15 d1as y se repres e ntan 

gráf i cament e en la figura 11 . Como se puede a prec i a r a 

concent r aciones de inóc ulo menor es de 1 . 5 g de PS /l el 

crec imiento fue lineal e inversame nt e proporcional al i nd i ce de 
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48 desapareciendo el dia 55, momento en que el cultivo estaba en
la fase estacionaria. El d-sitosterol, se detectó a partir del
dia 48 y se prolongó hasta el 53, en general la producción fue
mucho mayor, en comparación con la del colesterol. Para el
estigmasterol, la producción varió con las fases de crecimiento
del cultivo, siempre se observaron picos de máxima concentración
cuando el cultivo presentaba una u=0. El S-sitosterol, fue el
que se produjo en mayor cantidad, y su relación con la curva de
crecimiento fue muy similar a la del estigmasterol. En el caso
de la diosgenina, la curva de producción mostró tres picos
máximos, exactamente al inicio de las mesetas donde la u era
igual a cero en la primera y segunda fase estacionaria de la
diáuxica.

Habría que hacer notar que los niveles de producción más
altos en el caso de los esteroles y sapogeninas se presentaron
en las mesetas de las fases estacionarias, mientras que las de
trigonelina fue cuando los cultivos iniciaron su fase
exponencial de crecimiento.

6.3 Estudios con cultivos de células en suspensión.

6.3.1 Efecto del tamaño de inóculo sobre el mantenimiento
de cultivos de células en suspensión de flniqoruetta
kumum-guuxum L.

En este estudio se usaron matraces de 125 ml con 25 ml de
medio MS cada uno, suplementado con 13.5 un de 2,4-D y 11.6 un
de cinetina y 30 gƒl de sacarosa. Los cultivos se incubaron a

27+-1. °o, con una intensidad luminosa de 0400 lux, en una
agitadora orbital a S0 rpm con una amplitud de 1 pulgada.

Los resultados se evaluaron a los 15 dias y se representan
gráficamente en la figura ll. Como se puede apreciar a
concentraciones de inóculo menores de 1.5 g de PS/l el
crecimiento fue lineal e inversamente proporcional al indice de
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crecimiento. Pero cuando el inóculo fue mayor de 1.5-2 g de PS/l 

el incremento de biomasa disminuyó gradualmente, lo que se vió 

reflejado en un indice de crecimiento cada vez menor. En base a 

estos resultados se decidió utilizar l. 5 g PS/ l como inóculo 

para el mantenimiento de los cultivos. 

6.3.2 Efecto de los medios de cultivo MS, SH y BS sobre el 
crecimiento de células en suspensión de ~l\lq.all.eU.a 
{oe.n.u.m-~ L. y su producción de trigonelina y 
sapogeninas. 

Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 ml 

con 25 ml de medio MS, SH y B5, que se inocularon con 5 ml de 

una suspensión de 18 dias de edad (1-1.5 mg PS/ml). Los matraces 

se incubaron a 27+-1 ºe, a una intensidad luminosa de 8400 lux, 

en una agitadora orbital a 90 rpm. Los medios fueron 

suplementados con 13.5 µM de 2,4-D y 11.6 µM de cinetina más 30 

g/l de sacarosa. 

En la figura 12 se representan las cinéticas de crecimiento 

obtenidas con los tres medios de cultivo utilizados para este 

experimento. Como se puede apreciar, en los tres casos la fase 

lag fue semejante (6-8 d1as), a partir de ese tiempo el 

crecimiento evolucionó a diferentes velocidades para cada medio 

(Tabla XII) hasta alcanzar su máximo alrededor de los 20-24 días 

en los tres casos. Estas curvas de crecimiento se apegan a las 

curvas tipicas sigmoides obtenidas para microorganismos. Debe 

hacerse notar que la cantidad final de biomasa fue diferente 

para cada medio; 10.43 en MS, 8.97 en SH y 5.89 g PS/l en B5. Es 

posible que al igual que con la inducción de callos, las curvas 

sean diáuxicas, en tal caso la de SH estarla un poco desfasada 

de las de los medios MS y B5. 

En cuanto a la producción de trigonelina en cultivos en 

suspensión (figura 13) se observó que para el medio MS (13A) la 

concentración en el medio de cultivo fue practicamente constante 
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crecimiento. Pero cuando el inóculo fue mayor de 1.5-2 g de Psƒl
el incremento de biomasa disminuyó gradualmente, lo que se vió
reflejado en un índice de crecimiento cada vez menor. En base a
estos resultados se decidió utilizar 1.5 g PSƒl como inóculo
para el mantenimiento de los cultivos.

6.3.2 Efecto de los medios de cultivo HS, SH y B5 sobre el
crecimiento de células en suspensión de Snbçnnella
gaenum--gnceoum L. y su producción de trigonelina y
sapogeninas.

Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 ml
con 25 ml de medio HS, SH y B5, que se inocularon con 5 ml de
una suspensión de la dias de edad (1-1.5 mg PSƒm1). Los matraces

se incubaron a 2?+-1 °c, a una intensidad luminosa de 0400 lux,
en una agitadora orbital a 90 rpm. Los medios fueron
suplementados con 13.5 pH de 2,4-D y 11.5 uH de cinetina más 30
gjl de sacarosa.

En la figura 12 se representan las cineticas de crecimiento
obtenidas con los tres medios de cultivo utilizados para este
experimento. Como se puede apreciar, en los tres casos la fase
lag fue semejante (5-B dias), a partir de ese tiempo el
crecimiento evolucionó a diferentes velocidades para cada medio
(Tabla XII) hasta alcanzar su máximo alrededor de los 20-24 dias
en los tres casos. Estas curvas de crecimiento se apegan a las
curvas tipicas sigmoides obtenidas para microorganismos. Debe
hacerse notar que la cantidad final de biomasa fue diferente
para cada medio; 10.43 en HS, 5.97 en SH y 5.59 g Psƒl en B5. Es
posible que al igual que con la inducción de callos, las curvas
sean diáuxicas, en tal caso la de SH estaria un poco desfasada
de las de los medios HS y B5.

En cuanto a la producción de trigonelina en cultivos en
suspensión (figura 13) se observó que para el medio HS (13A) la
concentración en el medio de cultivo fue practicamente constante
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a lo largo de toda la cinética, registrando ligeras 

fluctuaciones, mientras que para la producción en la biomasa, 

ésta presentó un punto máximo al inicio del cultivo pero después 

declinó. La producción de trigonelina en el medio de cultivo no 

guardó ninguna relación aparente con las diferentes fases de 

crecimiento de la cinética. Lo. que se observó con el medio SH 

(figura 138), fue muy semejante a lo ocurrido en el medio MS. La 

concentración en el medio de cultivo también fue prácticamente 

constante durante toda la cinética y tampoco se observó una 

relación entre la concentración en el medio de cultivo y las 

diferentes fases de la curva de crecimiento. En cuanto a la 

concentración en la biomasa se observó un máximo al inicio de la 

cinética y una ca1da gradual de ésta conforme avanzó el 

crecimiento. Finalmente, en la figura 13C se muestran las curvas 

de crecimiento y distribución de trigonelina en el medio y 

biomasa de cultivos crecidos en el medio 85. El comportamiento 

fue similar al de los otros dos medios de cultivo usados, pero 

en este caso, 

tres medios 

hubo mayor número de variaciones. As1, en los 

se observó una ca ida en la concentración 

intracelular de trigonelina cuando hubo un incremento gradual en 

la biomasa. 

Debe hacerse notar que la cantidad de trigonelina producida 

con los tres medios, fue similar, tanto en el medio como en la 

biomasa. 

En la figura 14, se presentan los resultados de producción 

de esteroles y sapogeninas por células en suspensión crecidas en 

los medios MS(A), SH(8) y B5(C). En los tres medios el compuesto 

que se produjo en mayor concentración fue el ¡3-sitosterol. La 

máxima producción de este compuesto en los tres medios fue 

durante la fase exponencial, aunque para el medio SH (figura 

148) el perfil de producción indica que este máximo se alcanzó 

en la segunda fase exponencial del crecimiento diáuxico. En este 

caso se presentaron mayor número de fluctuaciones durante toda 

la cinética correspondiendo a las observadas en la curva de 
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a lo largo de toda la cinética, registrando ligeras
fluctuaciones, mientras que para la producción en la túomasa,
esta presentó un punto máximo al inicio del cultivo pero despues
declinó. La producción de trigonelina en el medio de cultivo no
guardó ninguna relación aparente :xxi las diferentes fases de
crecimiento de la cinética. Lo que se observó con el medio SH
[figura 130), fue muy semejante a lo ocurrido en el medio HS. La
concentración en el medio de cultivo también fue prácticamente
constante durante toda la cinética y tampoco se observó una
relación entre la concentración en el medio de cultivo y las
diferentes fases de la curva de crecimiento. En cuanto a la
concentración en la biomasa se observó un máximo al inicio de la
cinética y una caida gradual de esta conforme avanzó el
crecimiento. Finalmente, en la figura 13C se muestran las curvas
de crecimiento y distribución de trigonelina en el medio y
biomasa de cultivos crecidos en el medio B5. El comportamiento
fue similar al de los otros dos medios de cultivo usados, pero
en este caso, hubo mayor número de variaciones. Así, en los
tres medios se observó una. caída en la concentración
intracelular de trigonelina cuando hubo un incremento gradual en
la biomasa.

Debe hacerse notar que la cantidad de trigonelina producida
con los tres medios, fue similar, tanto en el medio como en la
biomasa.

En la figura 14, se presentan los resultados de producción
de esteroles y sapogeninas por celulas en suspensión crecidas en
los medios HS(A), SH{B) y B5(C). En los tres medios el compuesto
que se produjo en mayor concentración fue el B-sitosterol. La
máxima producción -de este compuesto en los tres medios fue
durante la fase exponencial, aunque para el medio SH (figura
14B] el perfil de producción indica que este máximo se alcanzó
en la segunda fase exponencial del crecimiento diáuxico. En este
caso se presentaron mayor número de fluctuaciones durante toda
la cinética correspondiendo a las observadas en la curva de

37



crecimiento. En el d1a 18 hubo un pico de producción de todos 

los compuestos, coincidiendo con la segunda fase exponencial en 

el crecimiento y posteriormente en la fase lineal, una 

disminución clara de todos ellos. En el caso del medio 85 

(figura 14C) la máxima concentración de ~ y a sitosterol también 

fue en la fase exponencial. En el caso del estigmasterol y 

diosgenina, la concentración fue constante durante todo el ciclo 

de crecimiento. 

En cuanto al consumo de nutrientes por los cultivos de 

células en suspensión, en la figura 15 se muestran los 

resultados obtenidos. Se observó que para MS(l5A), las curvas de 

sacarosa, fosfatos, nitratos y amonio muestran una disminución 

t1pica en su concentración. Debe notarse que al inicio de la 

cinética durante la fase lag, hubo una ligera alza en la 

concentración de nutrientes residuales, arriba del 100\. Al 

final del cultivo ninguno de los nutrientes evaluados se 

consumió totalmente: la sacarosa sólo se consumió en un 75%, el 

fosfato se consumió en un 80\ aunque en el ültimo punto de la 

cinética se registró una alza de fosfato residual hasta el 65\; 

para el caso del nitrato las células consumieron el 60\ de la 

concentración total. Por otro lado, para el amonio no hubo un 

perfil definido, aunque el consumo máximo fue del 85\. Al final 

del cultivo hubo una alza en el porcentaje de amonio residual, 

subió hasta un 33\ y se incrementó al final hasta un 111\. En el 

caso del medio SH, también al inicio de la cinética, se registró 

una ligera alza en los porcentajes de nutrientes. 

Posteriormente, las células en éste medio, consumieron 

aproximadamente un 60\ de la sacarosa y fosfato total. En tanto 

que el nitrato se consumió casi en su totalidad, sin embargo, 

hubo una alza del nitrato residual hasta del 50%. El amonio 

residual casi al final de la cinética (22 d1as) desapareció y al 

final de ésta aumentó hasta el 75\. En el medio 85, los perfiles 

de las curvas de los nutrientes no cambió demasiado con respecto 

a los otros dos medios, observandose que los porcentajes de 
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crecimiento. En el dia 18 hubo un pico de producción de todos
los compuestos, coincidiendo con la segunda fase exponencial en
el crecimiento y posteriormente en la fase lineal, una
disminución clara de todos ellos. En el caso -del 'medio 1B5
(figura 14€) la máxima concentración de B y c sitosterol también
fue en la fase exponencial. En el caso del estigmasterol y
diosgenina, la concentración fue constante durante todo el ciclo
de crecimiento.

En cuanto al consumo de nutrientes por los cultivos de
células en suspensión, en la figura 15 se muestran los
resultados obtenidos. Se observó que para HS(15A), las curvas de
sacarosa, fosfatos, nitratos y amonio muestran una disminución
tipica en su concentración. Debe notarse que al inicio de la
cinética durante la fase lag, hubo una ligera alza en la
concentración de nutrientes residuales, arriba del 100%. A1
final del cultivo ninguno de los nutrientes evaluados se
consumió totalmente: la sacarosa sólo se consumió en un 75%, el
fosfato se consumió en un 80% aunque en el último punto de la
cinética se registró una alza de fosfato residual hasta el 65%;
para el caso del nitrato las células consumieron el 60% de la
concentración total. Por otro lado, para el amonio no hubo un
perfil definido, aunque el consumo máximo fue del 85%. A1 final
del cultivo hubo una alza en el porcentaje de amonio residual,
subió hasta un 33% y se incrementó al final hasta un 111%. En el
caso del medio SH, también al inicio de la cinética, se registró
una ligera alza en los porcentajes de nutrientes.
Posteriormente, las células en este medio, consumieron
aproximadamente un 60% de la sacarosa y fosfato total. En tanto
que el nitrato se consumió casi en su totalidad, sin embargo,
hubo una alza del nitrato residual hasta del 50%. El amonio
residual casi al final de la cinética (22 dias) desapareció y al
final de esta aumentó hasta el 75%. En el medio BS, los perfiles
de las curvas de los nutrientes no cambió demasiado con respecto
a los otros dos medios, observándose que los porcentajes de
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sacarosa y fosfatos consumidos fueron 

respectivamente. El nitrato residual desde 

40% , y 

el inicio 

70%. , 

de la 

cinética aumentó hasta el d1a 15, en este caso las células 

consumieron aproximadamente el 50\ del nitrato inicial en el 

medio, al f i nal de la cinética el porcentaje residual de éste 

aumentó hasta el 94\. El amonio, desde el inicio de la cinética 

mostró una disminución hasta el d1a 11 de la cinética a partir 

del cual aumentó hasta el d1a 20 para después disminuir hasta 

llegar a cero de amonio residual. En ninguno de los tres medios 

hubo una correlación clara entre el consumo de nutrientes y la 

producción de esteroles y sapogeninas. Sin embargo, con respecto 

a la trigonelina se pudo observar que su concentración 

intracelular disminuyó conforme los nutrientes en su conjunto, 

se iban agotando del medio de cultivo. 
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sacarosa y fosfatos consumidos fueron 40%, y 70%.,
respectivamente. El nitrato residual desde el inicio de la
cinética aumentó hasta el dia 15, en este caso las células
consumieron aproximadamente el 50% del nitrato inicial en el
medio, al final de la cinética el porcentaje residual de este
aumento hasta el 94%. El amonio, desde el inicio de la cinética
mostró una disminución hasta el dia 11 de la cinética a partir
del cual aumentó hasta el dia 20 para después disminuir hasta
llegar a cero de amonio residual. En ninguno de los tres medios
hubo una correlación clara entre el consumo de nutrientes y la
producción de esteroles y sapogeninas. Sin embargo, con respecto
a la trigonelina se pudo observar que su concentración
intracelular disminuyó conforme los nutrientes en su conjunto,
se iban agotando del medio de cultivo.
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7. ANALISIS Y DISCUSION 

7.1. Obtenci6n de material biol69ico. 
Para la desinfestaci6n de las semillas de ~rúQ.atl.ella 

lovwm-~ L. , en la literatura se han reportado diferentes 

sustancias, as! como técnicas. Entre, ellos hay tratamientos con 

H
2
0

2 
(Brain y Lockwood, 1976), ~-Propiolactona (Hardman y 

Stevens, 1978) e hipoclorito de sodio a diferentes 

concentraciones y a diferentes tiempos de exposici6n (Radwan y 

Kokate, 1980 y Jain y col., 1977). Estos autores reportan el uso 

individual de estas sustancias, obteniendo buenos resultados. No 

obstante, aqu1 se tuvo que contemplar la combinaci6n de 

pretratamientos f!sicos y qu!micos, previos al tratamiento con 

el desinfestante debido a la dureza y rugosidad de las semillas 

de ~~ ya que en pruebas preliminares que se realizaron 

se observ6, que s1 se usaba s6lo el hipoclorito de sodio, la 

frecuencia de contaminaci6n era bastante alta (algunas ocasiones 

hasta 100% de los cultivos) y los que no se contaminaban 

tardaban en germinar de 3-4 semanas, cuando las semillas en esta 

especie germinan normalmente en 10 d!as. El uso de 

pretratamientos con H
2
0 y H

2
S0

4
, contribuyeron sustancialmente 

al reblandecimiento de la testa, la cual es muy dura en esta 

especie, para que finalmente el método adoptado para la 

desinfestaci6n permitiera una frecuencia de contaminaci6n del 

20% y de germinaci6n del 89%, a los 10 d!as de incubaci6n. Cabe 

mencionar que s1 el tiempo para evaluar la frecuencia de 

germinaci6n hubiera sido mayor (15 d!as), probablemente hubiera 

aumentado hasta un 95%\ de las semillas. 

Tal y como se esperaba, en la evaluaci6n del efecto 

luz/oscuridad sobre la frecuencia de germinaci6n, se observ6 que 

las plántulas crecidas en luz fueron completamente verdes y 

relativamente más pequeftas, en comparaci6n con aquellas que 

crecieron en oscuridad, que fueron ligeramente pigmentadas y 

mucho más grandes. Esto corrobora la incapacidad de la planta 
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7. ANALISIS Y DISCUSION

1.1. obtención de material biológico.
Para la desinfestación de las semillas de Snuumeüc

§o-enum-grulecum L. , en la literatura se han reportado diferentes
sustancias, asi como técnicas. Entre, ellos hay tratamientos con
Ego: (Brain y Lockvood, 1976), B-Propiolactona (Hardman y
Stevens, 1973) e hipoclorito de sodio a diferentes
concentraciones v a diferentes tiempos de exposición (Raduan y
Kokate, 1980 y Jain y col., 1917). Estos autores reportan el uso
individual de estas sustancias, obteniendo buenos resultados. No
obstante, aqui se tuvo que contemplar la combinación de
pretratamientos fisicos y quimicos, previos al tratamiento con
el desinfestante debido a la dureza y rugosidad de las semillas
de Jniçaneua ya que en pruebas preliminares gue se realizaron
se observó, que si se usaba sólo el hipoclorito de sodio, la
frecuencia de contaminación era bastante alta (algunas ocasiones
hasta 100% de los cultivos) y los que no se contaminaban
tardaban en germinar de 3-4 semanas, cuando las semillas en esta
especie germinan normalmente en 10 dias. El uso de
pretratamientos con lao y'I%S0¿, contribuyeron sustancialmente
al reblandecimiento de la testa, la cual es muy dura en esta
especie, para que finalmente el método adoptado para la
desinfestación permitiera una frecuencia de contaminación del
20% y de germinación del 89%, a los 10 dias de incubación. Cabe
mencionar que si el tiempo para evaluar la frecuencia de
germinación hubiera sido mayor (15 dias), probablemente hubiera
aumentado hasta un Qóìïde las semillas.

Tal y como se esperaba, en la evaluación del efecto
luz/oscuridad sobre la frecuencia de germinación, se observó que
las plántulas crecidas en luz fueron completamente verdes y
relativamente mas pequeñas, en comparación con aquellas que
crecieron en oscuridad, que fueron ligeramente pigmentadas y
mucho más grandes. Esto corrobora la incapacidad de la planta
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para producir clorofila en ausencia de luz y el efecto 

inhibitorio de esta sobre la elongación de las plantas. (Wain, 

1980 y Goodwin y Mercer, 1983) 

Inicialmente, se decidió trabajar con explantes de 

hipocotilo y no de cotiledón o de raiz, debido a que la 

facilidad con la que se manipulan es mayor que con los otros 

órganos y a que el número de explantes que se obtuvieron por 

planta fue también mayor que con cotiledón o raíz, aprovechando 

el material vegetal más eficientemente. 

7.2. Estudios con cultivos de callos. 

Al estudiar el efecto de los reguladores del crecimiento, 

2,4-D y cinetina, sobre la inducción y crecimiento de callos de 

':frilq,onella ~-cpia.eaun L. (figura 6), se observó, que ni el 

2, 4-D ni la cinetina individualmente dieron buenos resultados 

para el crecimiento. Dichos resultados no concordaron con los 

reportados por otros investigadores como Khanna y Jain, 1973 y 

Khanna y col., 1975; quienes usando sólo 2,4-D en una 

concentración de 1 y 0.1 ppm, respectivamente, obtuvieron buenos 

resultados para crecer callos de ':frúq,on,ella /-Oeru.un-~ L. en 

medio MS. Por otra parte, en el presente trabajo se observó que 

cuando ambos reguladores se combinaron, el crecimiento mejoró 

notoriamente, comprobandose de esta manera , que . hay un efecto 

potenciado entre las auxinas y citocininas y que ese efecto, tal 

y como lo indicó el análisis estadistico de los datos, puede ser 

positivo para el crecimiento dependiendo de la combinación de 

ellos con respecto a su concentración en el medio de cultivo. 

Dichos resultados concuerdan con lo encontrado por otros 

investigadores que han visto que la adición de cinetina y 2,4-D 

al medio puede resultar beneficioso para el cultivo de callos y 

células en suspensión (Gamborg y Shyluk, 1981). 

De este estudio, aunque hay varios máximos relativos en la 

superficie de respuesta, debido a las interacciones entre el 
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para producir clorofila en ausencia de luz y el efecto
inhibitorio de esta sobre la elongación de las plantas. (Wain,
1980 y Goodwin y Mercer, 1983]

Inicialmente, se decidió trabajar con explantes de
hipocotilo y no de cotiledón o de raiz, debido a que la
facilidad con la que se nmnipulan es mayor que con los otros
órganos y a que el número de explantes que se obtuvieron por
planta fue también mayor que con cotiledón o raiz, aprovechando
el material vegetal más eficientemente.

7.2. Estudios con cultivos de callos.

Al estudiar el efecto de los reguladores del crecimiento,
2,4-D y cinetina, sobre la inducción y crecimiento de callos de
ïfwgonelba fioerwm-qfmeown L. (figura ó}, se observó, que ni el
2,4-D ni la cinetina individualmente dieron buenos resultados
para el cmecimiento. Dichos resultados no concordaron con los
reportados por otros investigadores como Khanna y Jain, 1973 y
Khanna y col., 1975; quienes usando sólo 2,4-D en una
concentración de 1 y 0.1 ppm, respectivamente, obtuvieron buenos
resultados para crecer callos de Eeigonelbe ¿oenum-qfmecum L. en
medio HS. Por otra parte, en el presente trabajo se observó que
cuando ambos reguladores se combinaron, el crecimiento mejoró
notoriamente, comprobandose de esta manera, que hay un efecto
potenciado entre las auxinas y citocininas y que ese efecto, tal
y como lo indicó el análisis estadístico de los datos, puede ser
positivo para el crecimiento dependiendo de la combinación de
ellos con respecto a su concentración en el medio de cultivo.
Dichos resultados concuerdan con lo encontrado por otros
investigadores que han visto que la adición de cinetina y 2,4-D
al medio puede resultar beneficioso para el cultivo de callos y
celulas en suspensión (Gamborg y Shyluk, 1981).

De este estudio, aunque hay varios máximos relativos en la
superficie de respuesta, debido a las interacciones entre el
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2,4-D/cinetina más que a errores experi menta l es, se pudo 

apreciar que el crecimiento se centraba alrededor de un pico 

localizado a los 11 µM de cinetina con 11-13 µm de 2,4-D . Estas 

concentraciones en comparación con las que usaron otros 

investigadores, son notablemente más altas. Como este estudio no 

dió información respecto a que ocurrió a concentraciones más 

altas de cinetina ya que el efecto debido a la interacción 2,4-

D/cinetina no permite extrapolaciones a rangos de 

concentraciones fuera de los evaluados, fue necesario realizar 

otro estudio en el que se contemplaron concentraciones de 

cinetina hasta de 20.88 µM estrechando también el rango para el 

2, 4-D. Los resultados indicaron que estas concentraciones de 

reguladores no fueron tóxicas al tejido, y nuevamente sostuvo un 

pico máx i mo de crecimiento localizado alrededor de 11 µM de 

cinetina con 11-13 µM de 2,4-D. Esta reproducibilidad de 

resultados comprobó la capacidad para la inducción y 

mantenimiento de callo por estos reguladores. 

Una vez definidas las concentraciones de 2,4-D (13.5 µM) y 

de cinetina ( 11. 6 µM) se procedió a estudiar el efecto de los 

medios de cultivo: MS, SH y B5, sobre el crecimiento de callos. 

Este experimento se planteó en base a que en diversos trabajos 

se ha demostrado la importancia del medio mineral sobre el 

desarrollo de los cultivos de células vegetales lti uW1.0 y su 

producción de metabolitos secundarios (Kato y col., 1972; 

Wescott y Henshaw, 1976 y Fukui y col., 1983). En este trabajo, 

la composición de los medios no se alteró, siendo la que 

originalmente reportaron sus autores respectivos. Los resultados 

obtenidos mostraron que con el medio B5 se obtuvo mayor peso 

fresco , sin embargo, con respecto al peso seco, el que mostro 

mejores resultados de crecimiento fue el MS. Esta diferencia 

indicó claramente que la capacidad de captación de agua y por 

tanto la compactibilidad y friabilidad de los callos, está en 

función del medio mineral en el cual se desarrollaron. Estos 

resultados también han sido observados por varios autores en 
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2,4-Dfcinetína más que a errores experimentales, se pudo
apreciar que el crecimiento se centraba alrededor de un pico
localizado a los 11 uH de cinetina con 11-13 um de 2,4-D. Estas
concentraciones en comparación con las que usaron otros
investigadores, son notablemente mas altas. Como este estudio no
dió información respecto a que ocurrió a concentraciones más
altas de cinetina ya que el efecto debido a la interacción 2,4-
D/cinetina no- permite extrapolaciones a rangos de
concentraciones fuera de los evaluados, fue necesario realizar
otro estudio en el que se contemplaron concentraciones de
cinetina hasta de 20.88 pH estrechando también el rango para el
2,4-D. Los resultados indicaron que estas concentraciones de
reguladores no fueron tóxicas al tejido, y nuevamente sostuvo un
pico máximo de crecimiento localizado alrededor de 11 ul-1 de
cinetina con 11-13 ufl de 2,4-D. Esta reproducibilidad de
resultados comprobó la capacidad para la inducción y
mantenimiento de callo por estos reguladores.

Una vez definidas las concentraciones de 2,4-D (13.5 um] y
de cinetina (11.6 uH) se procedió a estudiar el efecto de los
medios de cultivo: HS, SH y B5, sobre el crecimiento de callos.
Este experimento se planteó en base a que en diversos trabajos
se ha demostrado la importancia del medio :mineral sobre el
desarrollo de los cultivos de celulas vegetales «in uótno y su
producción de metabolitos secundarios (Rato y col., 1972;
Wescott y Henshau, 1976 y Fukui y col., 1933). En este trabajo,
la composición de los medios no se alteró, siendo la que
originalmente reportaron sus autores respectivos. Los resultados
obtenidos mostraron que con el medio B5 se obtuvo mayor peso
fresco, sin embargo, con respecto al peso seco, el que mostro
mejores resultados de crecimiento fue el HS. Esta diferencia
indicó claramente que la capacidad de captación de agua y por
tanto la compactibilidad y friabilidad de los callos, está en
función del medio mineral en el cual se desarrollaron. Estos
resultados también han sido observados por varios autores en
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otras variedades de plantas. Aparentemente los callos originados 

sobre medio MS deberlan de haber sido compactos y duros, para 

que de esta manera se pudiera explicar su mayor peso seco con 

respecto a los otros dos medios. Sin embargo, cualitativamente 

no se observaron tales diferencias morfológicas entre los callos 

obtenidos en los diferentes medios usados en este estudio que 

indicaran que esta habla sido la causa de las diferencias de 

peso en los medios. 

Por otro lado, diversos 

la importancia del explante sobre 

estudios han 

la inducción 

demostrado 

y crecimiento 

de callos y la capacidad biosintética de los cultivos ln. ultrw. 

Este estudio resulta de particular interés debido a que el 

éxito que se tenga en el establecimiento de un tejido calloso 

depende en parte de la fuente vegetal usada y de las 

condiciones de cultivo empleadas. En el presente trabajo los 

explantes que se 

(figura 9). Todos 

buena respuesta 

probaron fueron hipocotilo, ralz y cotiledón 

los tipos de explantes examinados dieron 

respecto al crecimiento y pudieron formar 

tejido calloso. Otros autores para esta misma especie, han 

reportado el uso de meristemos de ralz (Antony y col., 1975) 

y el uso de cotiledones (Hardman y Stevens, 1978), obteniendo 

buenos resultados, pero el uso de explantes de hipocotilo no se 

ha reportado. Un dato interesante que presentó este estudio 

fue que, a pesar que el cotiledón al inicio de la cinética 

tenla menor peso fresco y seco, al final del experimento mostro 

mayor crecimiento que los explantes de ralz e hipocotilo, 

resultados semejantes fueron encontrados para cultivos 

de~~ (Calva, 1989). Los explantes de ralz e hipocotilo 

en cierta forma guardaron una relación de crecimiento de acuerdo 

con su peso fresco y seco inicial ya que después del cotiledón 

los explantes que mostraron un crecimiento considerable fueron 

los de ralz y finalmente los de hipocotilo. El hecho de que los 

callos provenientes de cotiledón alcanzaran al final del 

estudio, mayor peso fresco y seco, podrla explicarse en base a 
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otras variedades de plantas. Aparentemente los callos originados
sobre medio HS deberian de haber sido compactos y duros, para
que de esta manera se pudiera explicar su mayor peso seco con
respecto a los otros dos medios. Sin embargo, cualitativamente
no se observaron tales diferencias morfológicas entre los callos
obtenidos en los diferentes medios usados en este estudio que
indicaran que esta habia sido la causa de las diferencias de
peso en los medios.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado
la importancia del explante sobre la inducción y crecimiento
de callos y la capacidad biosintética de los cultivos ¿n suas.
Este estudio resulta de particular interés debido a que el
éxito que se tenga en el establecimiento de un tejido calloso
depende en parte de la fuente vegetal usada y de las
condiciones de cultivo empleadas. En el presente trabajo los
explantes que se probaron fueron hipocotilo, raiz y cotiledón
(figura 9). Todos los tipos de explantes examinados dieron
buena respuesta respecto al crecimiento y pudieron formar
tejido calloso. Otros autores para esta misma especie, han
reportado el uso de meristemos de raiz (Antony y col., 1975)
y el uso de cotiledones {Hardman y Stevens, i9?8], obteniendo
buenos resultados, pero el uso de explantes de hipocotilo no se
ha reportado. Un dato interesante que presentó este estudio
fue que, a pesar que el cotiledón al inicio de la cinética
tenia menor peso fresco y seco, al final del experimento mostro
mayor crecimiento que los explantes de raiz e hipocotilo,
resultados semejantes fueron. encontrados para cultivos
de Eooubum (Calva, 1939]. Los explantes de raiz e hipocotilo
en cierta forma guardaron una relación de crecimiento de acuerdo
con su peso fresco y seco inicial ya que después del cotiledón
los explantes que mostraron un crecimiento considerable fueron
los de raiz y finalmente los de hipocotilo. El hecho de que los
callos provenientes de cotiledón alcanzaran al final del
estudio, mayor peso fresco y seco, podria explicarse en base a
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su contenido de agua y biomasa efectiva y debido también a que 

tienen mayor área superficial con respecto al hipocotilo y 

raiz. La primera hipótesis se ve apoyada por los siguientes 

datos de l a relación de agua y de biomasa efectiva, la cual 

fue de 95:5, 94:6 y 86:14 para los callos provenientes de 

hipocotilo, raiz y cotiledón, respectivamente. Una vez 

establecidos los cultivos de callos, se procedió a estudiar su 

cinética de crecimiento y su producción de trigonelina, 

esteroles y sapogeninas. Los resultados de este estudio se 

muestran en la figura 10. En esta gráfica, se observó que el 

cultivo presentó una fase lag de 12 dias, tanto para el peso 

fresco como para el peso seco. La meseta presente entre los 12-

35 dias, aproximadamente, indican un claro crecimiento 

diáuxico en este cultivo, por otra parte, en los 4 últimos 

puntos de la cinética, el aumento de peso que se 

presentó no necesariamente se debió a la acumulación de 

biomasa, sino la causa pudo haber sido la acumulación de 

agua por el tejido, provocando un aumento en el volumen 

celular en la fase final del cultivo. 

En cuanto al alcaloide trigonelina, en la literatura se han 

reportado estudios que incluyen: biosintesis (Antony y col., 

1975), quimiotaxonomia (Willeke y col., 1979) y producción por 

cultivos Ui. u.Urw (Radwan y Kokate, 1980), aspecto del que se 

ocupó este trabajo. Estos autores estudiaron la producción de 

trigonelina por tejido calloso, pero sólo reportan estudios que 

se l imitan a evaluarla en un tiempo determinado del ciclo de 

crecimiento. En el presente estudio se monitoreo la producción 

de trigonelina durante todo el ciclo de crecimiento de este 

tejido; revelando que la máxima producción de trigonelina se 

encontró al inicio del ciclo (fase lag), manifestando 

posteriormente una disminución sin tendencias a recuperarse 

(figura lOA), es decir, se observó que hubo una relación inversa 

entre el incremento de biomasa y la concentración intracelular 

de este compuesto. Este comportamiento en la producción de 
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su contenido de agua y biomasa efectiva y debido también a que
tienen mayor area superficial con respecto al hipocotilo y
raiz. La primera hipótesis se ve apoyada por los siguientes
datos de la relación de agua y de biomasa efectiva, la cual
fue de 95:5, 94:6 'y 86:14 para los callos- provenientes «de
hipocotilo, raiz y' cotiledón, respectivamente. Una vez
establecidos los cultivos de callos, se procedió a estudiar su
cinética de crecimiento y su producción de trigonelina,
esteroles y sapogeninas. Los resultados de este estudio se
muestran en la figura 10. En esta gráfica, se observó que el
cultivo presentó una fase lag de 12 dias, tanto para el peso
fresco como para el peso seco. La meseta presente entre los 12-
35 dias, aproximadamente, indican un claro crecimiento
diäuxico en este cultivo, por otra parte, en los 4 últimos
puntos de la cinética, el aumento de peso que se
presentó no necesariamente se debió a la acumulación de
biomasa, sino la causa pudo haber sido la acumulación de
agua por el tejido, provocando un aumento en el volumen
celular en la fase final del cultivo.

En cuanto al alcaloide trigonelina, en la literatura se han
reportado estudios que incluyen: biosintesis [Antony y col.,
1975), quimiotaxonomia {Hilleke y col., 1979) y producción por
cultivos in sum (Radvan y Kokate, 1980), aspecto del que se
ocupó este trabajo. Estos autores estudiaron la producción de
trigonelina por tejido calloso, pero sólo reportan estudios que
se limitan a evaluarla en un tiempo determinado del ciclo de
crecimiento. En el presente estudio se monitoreo la producción
de trigonelina durante todo el ciclo de crecimiento de este
tejido; revelando que la máxima producción de trigonelina se
encontró- al inicio del ciclo (fase lag), manifestando
posteriormente una disminución sin tendencias a recuperarse
(figura IOA), es decir, se observó que hubo una relación inversa
entre el incremento de biomasa y la concentración intracelular
de este compuesto. Este comportamiento en la producción de
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trigonelina puede ser debido al efecto de dilución producido 

cuando se transfiere un cultivo a un medio nuevo, provocando, 

en algunos casos liberación de metaboli tos secundarios lo 

cual ha sido observado por diversos autores para otros 

como 

y 

capsaicinoides (Calva, 1989), 

Vogelman, 1977) y nicotina 

metabolitos secundarios, 

ácido rosmar1nico (Wagner 

(Ogino y col., 1978). Podr1a suceder también que el cultivo 

haya estado biosintetizando precursores en otra fase de 

crecimiento (fase estacionaria, por ejemplo) y que al pasar 

el cultivo a un medio nuevo la transformación a trigonelina se 

halla llevado a cabo, como sucede por ejemplo, para diosgenina 

(Tal y col., 1984). 

La concentración máxima de trigonelina encontrada bajo 

estas condiciones experimentales (12.6 mg/g PS), es comparable 

con la que encontró, Radwan y Kokate, 1980, para esta misma 

especie y para el mismo tejido, pero bajo otras condiciones; en 

este caso utilizaron el medio B5 modificado y sólo cuantificaron 

a las 4 semanas donde la concentración que encontraron fue de 

14.2 mg/g PS. 

Respecto a la producción de esteroles y sapogeninas, en 

general, se observaron una serie de fluctuaciones para todos los 

metabolitos evaluados, no se encontró un patrón de acumulación 

definido. Sin embargo, se observaron ciertas tendencias de 

acumulación alrededor del d1a 50, más o menos al inicio de la 

fase estacionaria. No obstante, el nivel de acumulación fue 

pobre, ya que, ninguno de los metabolitos evaluados alcanzó 1 

mg/g PS, en comparación con la encontrada por otros autores; 

quienes han reportado producciones de 18.20 mg/g PS para 

diosgenina, 10.70 para gitogenina, 11.70 para estigmasterol, 

13. O para tigogenina y 8. 70 para ¡3-sitosterol (Khanna y Ja in, 

1973). En otro estudio, Khanna y col., 1975, se incrementó la 

producción de diosgenina de 1. 82% a 2. 23% en cultivos 

suplementados con colesterol, como una estrategia de 

biotransformación. 
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trigonelina puede ser debido al efecto de dilución producido
cuando se transfiere un cultivo a un medio nuevo, provocando,
en algunos casos liberación de metabolitos secundarios lo
cual ha sido observado por diversos autores 'para. otros
metabolitos secundarios, como capsaicinoides (Calva, less),
acido rosmarinico [Wagner y vogelman, l9?'?} y nicotina
(ogino y col., 1H?E}. Podria suceder también que el cultivo
haya estado biosintetizando precursores en otra fase de
crecimiento (fase estacionaria, por ejemplo) y que ¿al pasar
el cultivo a un medio nuevo la transformación a trigonelina se
halla llevado a cabo, como sucede por ejemplo, para diosgenina
(Tal y col., 19541.

La concentración máxima de trigonelina encontrada bajo
estas condiciones experimentales [12.ó mgƒg PS), es comparable
con la que encontró, Raduan y 1-Iokate, 1930, para esta misma
especie y para el mismo tejido, pero bajo otras condiciones; en
este caso utilizaron el medio B5 modificado y sólo cuantificaron
a las 4 semanas donde la concentración que encontraron fue de
14.2 mgƒg PS.

Respecto a la producción de esteroles y sapogeninas, en
general, se observaron una serie de fluctuaciones para todos los
metabolitos evaluados, no se encontró un patrón de acumulación
definido. Sin embargo, se observaron ciertas tendencias de
acumulación alrededor del dia 5D, mas o menos al inicio de la
fase- estacionarias Ho obstanteg el :nivel de acumulación fue
pobre, ya que, ninguno de los metabolitos evaluados alcanzó l
mgƒg PS, en comparación con la encontrada por otros autores;
quienes han reportado producciones de 18.2o mgƒg PS para
diosgenina, lu.TD para gitogenina, 1l.?D para estigmasterol,
13.o para tigogenima y a.?ü para B-sitosterol [Hhanna y Jain,
1973). En otro estudio, Khanna y col., 1915, se incrementó la
producción de diosgenina de 1.82% a 2.23% en cultivos
suplementados con colesterol, como una estrategia de
biotransformación.
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7.3. Estudios con cultivos de células en suspensi6n. 

Dado que la cantidad de in6culo para iniciar un cultivo en 

suspensi6n varia para cultivos de diferentes especies y depende 

de la planta y condiciones de cultivo, los experimentos con 

células en suspensi6n se inciaron realizando un estudio con el 

objeto de encontrar el tamaño de inoculo 6ptimo para establecer 

los cultivos de células en suspensi6n de ~~ 

{oerwm-<pi.aecu.m L. Como se observa en la figura 11, el 

crecimiento fue muy bajo con inóculos de 0.5 y 1 mg PS/ml, pero 

a partir de 1.5 hasta 5 mg PS/ml la cantidad final de biomasa se 

mantuvo practicamente constante al final de los cultivos. En 

cuanto al indice de crecimiento, este fue más alto con in6culos 

de O. 5 y 1 mg PS/ml, pero el crecimiento fue más bajo. Sin 

embargo, cuando el inóculo fue de l. 5 mg PS/ml no hubo una 

diferencia considerable en el indice de crecimiento, no obstante 

que la cantidad de biomasa se vió notoriamente incrementada. 

Asi, de este estudio se seleccionó un tamaño de inóculo (1-1.5 g 

PS/l) que presentó un buen crecimiento, asi como un adecuado 

indice de crecimiento. 

Posteriormente, teniendo como antecedente estos resultados, 

se procedieron a realizar las cinéticas de crecimiento y 

producción con células en suspensión en los medios MS, SH y 85. 

En la figura 12 se muestran las curvas de crecimiento con los 

tres medios usados. Estas curvas en términos generales son las 

tipicas de un perfil de crecimiento microbiano. Por otro lado, 

en esta figura se observ6 también que el medio MS fue el que 

provoc6 mayor crecimiento (10.43 g PS/l), después el SH (8.97 g 

PS/l) y al último el 85 (5 . 89 g PS/l). Este comportamiento 

indica un claro efecto por el tipo de medio de cultivo sobre 

esta especie. 

Respecto a la producci6n de trigonelina por las células en 

suspensi6n, se observ6 el mismo patr6n que el obtenido con 

callos, las posibles explicaciones para tal comportamiento s on 

las mismas que se dieron para callos . En este caso, t a mbién se 
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7.3. Estudios con cultivos de células en suspensión.

Dado que la cantidad de inóculo para iniciar un cultivo en
suspensión varia para cultivos de diferentes especies y depende
de la planta y condiciones de cultivo, los experimentos con
células en suspensión se inciaron realizando un estudio con el
objeto de encontrar el tamaño de inoculo óptimo para establecer
los cultivos de células en suspensión de Hboprmflc
pmmum-wummwm L. Como se observa en la figura 11, el
crecimiento fue muy bajo con inóculos de 0.5 y 1 mg PS/ml, pero
a partir de 1.5 hasta 5 mg PS/ml la cantidad final de biomasa se
mantuvo practicamente constante al final de los cultivos. En
cuanto al indice de crecimiento, este fue mas alto con inóculos
de 0.5 y 1 mg PS/ml, pero el crecimiento fue más bajo. Sin
embargo, cuando el inóculo fue de 1.5 mg PS/ml no hubo una
diferencia considerable en el indice de crecimiento, no obstante
que la cantidad de biomasa se vió notoriamente incrementada.
Asi, de este estudio se seleccionó un tamaño de inóculo (1-1.5 g
PSƒl) gue presentó un buen crecimiento, asi como un adecuado
indice de crecimiento.

Posteriormente, teniendo como antecedente estos resultados,
se procedieron a realizar las cinéticas de crecimiento y
producción con células en suspensión en los medios HS, SH y B5.
En la figura 12 se muestran las curvas de crecimiento con los
tres medios usados. Estas curvas en términos generales son las
tipicas de un perfil de crecimiento microbiano. Por otro lado,
en esta figura se observó también que el medio HS fue el que
provocó mayor crecimiento (lO.43 g PS/1), despues el SH (8.97 q
PS;'l} y al último el B5 (5.89 g PSII). Este comportamiento
indica un claro efecto por el tipo de medio de cultivo sobre
esta especie.

Respecto a la producción de trigonelina por las celulas en
suspensión, se observó el mismo patrón que el obtenido con
callos, las posibles explicaciones para tal comportamiento son
las mismas que se dieron para callos. En este caso, también se
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realizaron evaluaciones en el medio de cultivo, y como 

previamente se indicó en los resultados, la excreción del 

metabolito al medio fue practicamente constante, en cambio, la 

cantidad en la biomasa, si presentó variaciones. Este 

comportamiento en conjunto con el porcentaje del metaboli to 

encontrado en biomasa (que fue alrededor del 90% para los tres 

medios) y el porcentaje en el medio (que fue alrededor del 10% 

para los tres medios), indican que el metabolito es 

predominantemente intracelular, lo que puede representar un 

problema para la extracción del metabolito si el proceso se 

quiere escalar con fines de producción masiva, tal y como lo han 

indicado Mavituna y col., 1987. Cabe mencionar que otros autores 

(Radwan y Kokate, 1980) reportan porcentajes de trigonelina 

intra y extracelulares diferentes a los obtenidos en este 

trabajo; para el medio de cultivo reportan un porcentaje del 30% 

y para la biomasa del 70%. 

Las curvas de producción de esteroles y sapogeninas, as1 

como las curvas de crec i miento obtenidas en los tres medios 

utilizados se pueden observar en la figura 14. En ésta, se 

observaron claramente picos máximos de producción para MS (8 

dias) y SH (18 dias), no as1 para 85, lo que indica qu el medio 

de cultivo ejerce un efecto significativo sobre la biosintesis y 

acumulación de estos metabolitos. En el medio 85 no se observó 

una curva de crecimiento tan definida como para MS y SH, aspecto 

que podria afectar el patrón de acumulación de metabolitos. En 

los tres medios la producción de estos compuestos fue 

considerablemente muy baja en comparación con la obtenida por 

otros autores, como Khanna y col., 197 5 que lograron obtener 

producciones de hasta 3.54%, PS para diosgenina, a través de la 

adición de colesterol a los medios de cultivo. 

Como se sabe, el medio ambiente nutricional ejerce una 

fuerte influencia sobre el crecimiento y producción de 

metabolitos secundarios en cultivos de células vegetales, y la 

manipulación de éste puede dar como resultado cambios en la 
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realizaron evaluaciones en el medio de cultivo, y como
previamente se indicó en los resultados, la excreción del
metabolito al medio fue practicamente constante, en cambio, la
cantidad en la Ibiomasa, si presentó variaciones. Este
comportamiento en conjunto con el porcentaje del metabolito
encontrado en biomasa [que fue alrededor del Sot para los tres
medios) y el porcentaje en el medio (que fue alrededor del 10%
para los tres medios), indican que el metabolito es
predominantemente intracelular, lo que puede representar un
problema para la extracción del metabolito si el proceso se
quiere escalar con fines de producción masiva, tal y como lo han
indicado Havituna y col., 1987. Cabe mencionar que otros autores
{Radwan y Kokate, 1930] reportan porcentajes de trigonelina
intra y extracelulares diferentes a los obtenidos en este
trabajo; para el medio de cultivo reportan un porcentaje del 30%
y para la biomasa del Tot.

Las curvas de producción de esteroles y sapogeninas, asi
como las curvas de crecimiento obtenidas en los tres medios
utilizados se pueden observar en la figura 14. En ésta, se
observaron claramente picos máximos de producción para MS (8
dias) y SH (18 dias), no asi para B5, lo que indica qu el medio
de cultivo ejerce un efecto significativo sobre la biosintesis y
acumulación de estos metabolitos. En el medio B5 no se observó
una curva de crecimiento tan definida como para HS y SH, aspecto
que podria afectar el patrón de acumulación de metabolitos. En
los tres medios la producción de estos compuestos fue
considerablemente muy baja en comparación con la obtenida por
otros autores, como Khanna. y col.,19?5 que lograron obtener
producciones de hasta 3.54%, PS para diosgenina, a traves de la
adición de colesterol a los medios de cultivo.

Como se sabe, el medio ambiente nutricional ejerce una
fuerte influencia sobre el crecimiento y producción de
metabolitos secundarios en cultivos de células vegetales, y la
manipulación de éste puede dar como resultado cambios en la
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pocos datos respecto a las condiciones nutricionales del cultivo 

en el momento de la formación del producto (Eknambul y Ellis, 

1984). Es por estas razones, que en este trabajo se monitoreó la 

cinética de consumo de nutrientes con respecto al crecimiento y 

producción de los cultivos. Este estudio permitió dilucidar que 

bajo las condiciones experimentales utilizadas, ninguno de los 

nutrientes evaluados, se puede considerar limitante ni para el 

crecimiento ni para la producción de trigonelina y sapogeninas, 

ya que en ningún caso hubo un consumo total por las células. 

Debido a ello, las concentraciones de estos compuestos se 

podr1an disminuir en el medio de cultivo reduciendo de esta 

manera los costos del proceso. Otro aspecto igualmente 

importante que arrojó este estudio, fue el hecho que no se 

observó ninguna relación entre la producción de los metabolitos 

evaluados y el consumo de nutrientes. Las fluctuaciones por 

arriba del 100% al inicio de la cinética de consumo de 

nutrientes se podr1a deber a que el inóculo llevaba consigo 

cantidades de nutrientes que aumentaran el porcentaje inicial o 

a que las células liberaran al medio sus "pozas" almacenadas 

intracelularmente como respuesta a la tensión producida por el 

cambio de su medio ambiente nutricional o por efecto de 

dilución. Las otras fluctuaciones durante la cinética se podr1an 

deber a cuestiones de errores experimentales (figura 15). 
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pocos datos respecto a las condiciones nutricionales del cultivo
en el momento de la formación del producto (Eknambul y Ellis,
1934]. Es por estas razones, que en este trabajo se monitoreó la
cinética de consumo de nutrientes con respecto al crecimiento y
producción de los cultivos. Este estudio permitió dilucidar que
bajo las condiciones experimentales utilizadas, ninguno de los
nutrientes evaluados, se puede considerar limitante ni para el
crecimiento ni para la producción de trigonelina y sapogeninas,
ya que en ningún caso hubo un consumo total por las células.
Debido a ello, las concentraciones de estos compuestos se
podrian disminuir en el medio de cultivo reduciendo de esta
manera los costos del proceso. Otro aspecto igualmente
importante que arrojó este estudio, fue el hecho que no se
observó ninguna relación entre la producción de los metabolitos
evaluados y el consumo de nutrientes. Las fluctuaciones por
arriba del 100% al inicio de la cinética de consumo de
nutrientes se podria deber a que el inóculo llevaba consigo
cantidades de nutrientes que aumentaran el porcentaje inicial o
a que las células liberaran al medio sus "pozas" almacenadas
intracelularmente como respuesta a la tensión producida por el
cambio de su medio ambiente nutricional o por efecto de
dilución. Las otras fluctuaciones durante la cinética se podrian
deber a cuestiones de errores experimentales (figura 15).
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8. CONCLUSIOf\ES 

l. El 2,4-D y cinetina tienen un efecto sinérgico sobre 

la inducción y crecimiento de callos. Las concentraciones de 

2,4-D (13.5 µM) y de cinetina (11.6 µM) seleccionadas, 

resultaron adecuadas para el crecimiento de callos y células en 

suspensión. 

2. No se encontraron diferencias considerables entre los 

cultivos crecidos en los medios MS, SH y 85 sobre la inducción y 

crecimiento de callos, pero para cultivo de células en 

suspensión el MS dió mejor resultado. 

3. Los explantes de hipocotilo, raiz y cotiledón tuvieron 

capacidad para formar callos, y ninguno presentó estructuras 

diferencidas. De los tres, el que di6 mejor crecimiento fue el 

cotiledón, después la raiz y finalmente el hipocotilo. 

4. Los cultivos de callos fueron capaces de producir 

trigonelina en concentraciones de 12.6 mg/g PS, que fueron 

comparables con las encontradas por otros autores ( 14. 6 mg/q 

PS). 

5. Las concentraciones de esteroles y sapoqeninas 

encontradas, fueron mAs bajas, menos de 1 mq/q PS, que las 

encontradas por otros autores. El metabolito encontrado en mayor 

concentración fue p-sitosterol (24.5 y 27.9 µq/g PS para callo y 

células en suspensión, respectivamente en medio MS. 

6. La producción mAxima de triqonelina en cultivos 

de células en suspensión se obtuvo en el medio MS (8.2 mg/l) 

después en el SH (6.9 mg/l) y finalmente en el 85 (5.9 mg/l). 

7. La trigonelina fue predominantemente intracelular 

(90\). Las concentraciones de triqonelina obtenida en estos 
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8. CONCLUSIONES

1. El 2,4-D y cinetina tienen un efecto sinérgico sobre
la inducción y crecimiento de callos. Las concentraciones de
2,4-D (13.5 Lüfl Y de cinetina (11.6 HH) seleccionadas,
resultaron adecuadas para el crecimiento de callos y células en
suspensión.

2. Ho se encontraron diferencias considerables entre los
cultivos crecidos en los medios HS, SH y B5 sobre la inducción y
crecimiento de callos, pero para cultivo de células en
suspensión el HS dió mejor resultado.

3. Los explantes de hipocotilo, raiz y cotiledón tuvieron
capacidad para formar callos, y ninguno presentó estructuras
diferencidas. De los tres, el que dió mejor crecimiento fue el
cotiledón, despues la raiz y finalmente el hipocotilo.

l. Los cultivos de callos fueron capaces de producir
trigonelina en concentraciones de 12.6 mg/g PS, que fueron
comparables con las encontradas por otros autores (14.6 mgƒg
Psàl

5. Las concentraciones de esteroles y sapogeninas
encontradas, fueron mas bajas, menos de 1 mg/g PS, que las
encontradas por otros autores. El metabolito encontrado en mayor
concentración fue B-sitosterol (24.5 y 27.9 ug/9 PS para callo y
células en suspensión, respectivamente en medio HS.

6. La producción maxima de trigonelina en cultivos
de células en suspensión se obtuvo en el medio HS (3.2 mgƒl)
despues en el SH (6.9 mg/1) y finalmente en el B5 (5.9 mgƒlj.

1. La trigonelina fue predominantemente intracelular
(90%). Las concentraciones de trigonelina obtenida en estos
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estudios 

medios), 

(0 . 39\). 

con los cultivos in uU!LO de 1rU..Q.onella (en los tres 

fueron más altas que las encontradas para semillas 
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estudios con los cultivos in mimo de ïniqoraeüa (en los tres
medios), fueron más altas que las encontradas para semillas
[Ú.39ì}.
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9. RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACIONES FUTURAS 
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9. RECOl/if:NDACIONES PARA INVESTIGACIONES FUTURAS 

l. Probar otros reguladores como IAA, NAA y IPA y 

observar su influencia sobre el crecimiento y producción. 

2. Obtener lineas de callos y células en suspensión de 

explantes de hipocotilo, cotiledón y raiz, y realizar cinéticas 

de crecimiento y producción de cada uno de ellos. 

3. cuantificar producción de aroma y sabor, tanto en la 

biomasa como en medio de cultivo. 

4. Se sugiere que se siga trabajando con el medio MS, y 

que en éste se hagan estudios de manipulación de medio, 

observando su influencia sobre el crecimiento y producción. 

5. Iniciar estudios a nivel de biorreactor. 

6. Evaluar los metabolitos obtenidos por técnicas 

analiticas más especificas como CG/EM y CLAR UV arreglo de 

di6dos. 
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9. RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACIONES FUTURAS

1. Probar otros reguladores como IAA, NAA y IPA y
observar su influencia sobre el crecimiento y producción.

2. obtener lineas de callos y células en suspensión de
explantes de hipocotilo, cotiledón y raiz, y realizar cinéticas
de crecimiento y producción de cada uno de ellos.

3. cuantificar producción de aroma y sabor, tanto en la
biomasa como en medio de cultivo.

4. Se sugiere que se siga trabajando con el medio HS, y
que en éste se hagan estudios de manipulación de medio,
observando su influencia sobre el crecimiento y producción.

5. Iniciar estudios a nivel de biorreactor.

6. Evaluar los metabolitos obtenidos por técnicas
analíticas más especificas como CG/EH y CLAR UV arreglo de
diódos.
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TABLA I 

AGENTES DESINFESTAHTES UTILIZADOS EN CULTIVO DE TEJIDOS 

VEGETALES. 

AGENTE C ONCENTAA C I O N fACILIDAD TIEMP O DE 

EFECTIVIDAD (X 1 DE ELIMlllACION EXPOSICION 

Hlpo c l o rtto de C a 9 - 1 o xxxx 5-30 MIN. 

Muy Buena 

Hl po clorlt o d. Na 2 xxxx 5-15 M 1 N. 

Muy Buena 

Pe r 6xido de Htdr&qeno 1 o - 1 2 XXX 5 - 1 5 M 1 N . 

Buena 

A qua de br o ao 1 - 2 xxxx 2-10 M 1 N . 

Muy buena 

MI trato de Plata XXX 5-30 MIN. 

Buena 

C l oru r o MercÓrlc o o . 1 - 1 XX 2-10 M 1 N. 

Sa t lafact o r\a 

AntlblÓtlc os 4-50 • Q / 1 X 30-60 M 1 N • 

Reqular 

~uente : Modificado de Yeoaan y Macleod, 1977 . 
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TABLA I

LGEHTE5 DESIHFESTLHTES UTILIZLDDS EH CULTIUÚ DE TEJIDOS

?EGETlLE5.

lDEHTE CDHCEITELCIDH FlEIL!DaD TIEHPD DE

EFEETIïIDAD Iìi DE ELIHIIAÉIDH EHPDEICIDH

Hlpoclerlto de Ca 9-lo ¡III 5-HD III.
huy Buena

Hlpoclerlto de Ha 2 III! 5-15 IIH.
huy Buena

Feróxido de Hldrógeno ID-12 IIR 5-15 HIH.
Buena

agua de bruno 1-2 KIIH 2-ID HIH.
Huy buena

Iltrato de Flats 1 ìïfl 5-ED HIH.
Buena

cloruro nereürlea o.1-1 xx z-lo nin.
Satlsfacterla

Antlblóticoa 4-SD sgfl I 3D-óü HIH.
Regular

Fuente: Hodlflcldo de ïeelan y Iacleod, 1971.
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TABLA II 

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS PARA EL CULTIVO DE TEJIDOS 
VEGETALES. 

COMPONENTE CONCENTRACION EN EL MEDIO DE CULTIVO (mg/l) 
SH(l) B5(2) MS(3) 

Ca ( NO ) 
3 2 

lNO 
3 

2500 3000 38 000 

Na NO 
3 

NH 110 33000 
4 3 

11 H H PO 300 
4 2 4 

( 11 H ) so 1 3 4 
4 2 4 

11 g so 4 7H o 400 500 7400 
2 

c" c 1 2H o 200 150 8800 
2 2 

l c 1 166 

lH PO 3400 
2 4 

Na H PO H o 150 
2 4 2 

llnSO H o 10 10 
4 2 

llnS O 4H o 4460 
4 2 

l l 0 . 75 166 
H 80 5 3 1240 

3 3 

ZnSO 7H o 2 1720 
4 2 

cuso o. 2 0.025 
4 

cuso SH o 5 
4 2 

"" lloO 2H o o. o . 2 5 50 
2 4 2 

c o c 1 6H o o. 0 . 025 5 
2 2 

f" e SO 7H o 1 5 5560 
4 2 

Sequeetreno 330 f" e 28 

"" EDTA 2H o 20 7460 
2 2 

Mlo-lno•llol 1000 1 o o 20000 

Tla•lna-HCI 5 1 o 1 o o 

A e 1 do n1eot1nlco 5 100 
Ptrldoxtna-HCl o . 5 100 

e 1 1 e 1 na 400 

Sa c a r o•a 30000 20000 30000 

pH 5 . 9 5 . 5 5 . 7 

( 1) . S H: Schenk & Htldeb r ant, 1972 . 

( 2) . B Ca•bo r q , 111 1 1 e r & o J 1 .... 1968 . 
5 

( 3) . ll S : Mu r a•hlqe & Sk o o9, 1962 . 

Fuente : M o dlft c ado de 0 1X O n 1 1985 . 
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HEDIÚS DE CULTIVD UTILIZADOS PARA EL CULTIVO DE TEJIDOS
VEGETALES

TLBLA II

_.L

coxrouesrz concsimuciox en er. xsmo oe cuurxvo (mg/1)
seu) ss(z) 1-:sra I

Cetflü

[U0
3

IaI0
3

IH I0
4 3

I 2 l
(HH

Cafil 2H 0
2 2

ECI

› so4 z 4
xqso Tx o4 z

2500

300

400

200

[H FD -
2 I

HIH F0 H 0 -
2 I 2

3000

130

500

150

150

In50 H 0 10 10
I 2

Hn5D ¡H 0 -4 z
r: 1
H BG 5

1 3

z se es o 1" 4 z
c se o.z" 4

" 4 ze se es o -
1 H u es o u.:°z ° 4 z
cat: en u 0.1z z
raso vn o is4 z
Sequestreno 330 Fe -
Ie2E0TA 2H20 20

Hle-Inesltel 1000
Tlaelna-HC] 5
acido nicetlnlco 5
Plrldexlna-HC! 0.5
Gllelna -
Sacaroaa 30000
pH 5.9

0.75
3

2

0.025

0.25

0.025

EB

100
10
1

1

20000
5.5

33000

I

-4-4-

33000

7400

8000

106

3100

óló0

lóó
1210

1120

5

50

5

5560

7160

20000
100
100
100
l00

30000
5.?

ill. SH: Schenk I Hlldebrant, 1
(2}. B5: Genborg, Killer E Djlla, 1960.

[3I. HS: Huraehlge l Stoog, 196
Fuente: Hodlflcado de Dixon, 19

51'
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TABLA III 

COMPOSICION DE LAS SEMILLAS DE ~~ taen.wn-~ L. 

COMPONENTES 

Húmedad 

Cenizas 

L1pidos 

Prote1na (nx 6.25) 

Almidón 

Fibra 
Mucilago 
Hemicelulosa 
Celulosa 
Lignina 

Saponinas 

Trigonelina 

Fuente : S haraa., 1984 . 

58 

9.0 

3.2 

7.0 

26.0 

l. 6 

48.0 
20.0 
17.3 
8.2 
2.5 

4.8 

0 . 37 

TÄBLL III

COMPOSICION DE LIS SEMILLAS DE ïfïigorueflo ¦o.e¡wm-gfvolecum L

 _- ¡_

COMPONENTES R

Hfimedad

Cenizas

Lipidos

Proteina (nx 6.25)

almidón

Fibra -- -
Hucilago ~ -
Hemicelulosa
Celulosa -
Lignina -- -

Saponinas

Trigonelina

Fuente: Sh-arla, 198-I.

58

9.0

3.2

7.0

26.0

1.5

45.0
20.0
12.3
3.2
2.5

4.3

0.37



TABLA IV 

COMPOSICION DE 
SEMILLAS 

ACIDOS GRASOS EN ACEITE FIJO 
DE'~~-~L. 

ACIDO GRASO 

Acido Palm1tico 

" 

" 
" 
" 
" 
" 

Esteárico 

Araqu1dico 

Behénico 
Oleico 
Linoleico 
Linolénico 

fuente : Shanlr.arac harya y llataraja.n , 1972 . 

59 

9.68 

4.92 

2.00 

0.90 
35.11 
33.72 
13 .80 

DE 

TABLA IV

COHPOSICIDH DE ACIDOS GRASOS EH ACEITE FIJO DE
SEHILLAS DE íoqumsüo pumum-gmumum.L.

_ __; ___ì§ QE í ì____ _1 _ É l _

ACIDO GRASO ü

Acido Palmitico 9.68

I à L_'† _ _. __ __ '_|_' “ “_“† “"'_'_'l-__†' jm-|_ -'__'

Esteárico

Araquidico

Behénico
Oleico
Linoleico
Linolénico

4.92

2.00

0.90
35.11
33.72
13.80

Fuente: Shankaracharya y Iatarajan, 1972.
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TABLA V 

COHPOSICION DE MINERALES DE 
/aerwm-~ L. 

MINERAL 

Minerales total 

Calcio 

Fosf oro total 

Hierro total 

Sodio 

Potasio 

SEMILLAS DE 

CONTENIDO EN 
MINERALES/100 g 

3.00 g. 

160.00 mg. 

370.00 mg. 

14.10 mg. 

19.00 mg . 

530.00 mg. 

Fuente : Shanlc.ara. charya. y Nata.rajan, 1972. 
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TABLA V

CDHPOSICIDII DE MINERALES DE SEMILLAS DE 3'-'u'.go:|.e¿lo
pumum-gmmxum L.

CONTENIDO EH
HIHERAL MINERALES/100 g

Minerales total 3.00 g.

Calcio 160.00 mg.

Fosforo total 370.00 mg.

Hierro total 14.10 mg.

Sodio 19.00 mg.

Potasio 530.00 mg.

Fuente: Shankaracharya y Ietarajan, l9'T2.
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TABLA VI 

COHPOSICION DE AMINOACIOOS DE CASEINA Y FENOGRECO 
(g/100 g proteina). 

AMINOACIDO CASEINA FENOGRECO 

Lisina 8 . 11 5.66 

Histidina 2.91 2.10 

Arginina 3.74 9.47 

Acido aspartico 7.12 9.3 0 

Treonina 4.65 3.28 

Serina 6.03 4.66 

Acido glutámico 22.03 14.96 

Glicina l. 97 4.34 

Alanina 3.07 3.70 

Valina 7.05 2. 72 

Metionina 2.78 

Isoleucina 5.40 4.44 

Leucina 9.51 5.52 

Tirosina 5.81 2.50 

Fenilalanina 3 .14 3.90 

fuente : S haraa, 1984. 
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TABLA VI

COMPOSICION DE AHINOACIDOS DE CLSEIHL Y FENOGRECO
(g/100 g proteina).

LHIHOLCIDO CASEIHL FENOGRECO

Lisina 8.11

Histidina 2.91

Arginina 3.74

Acido aspartico 7.12

Treonina 4.65

Serina 6.03

Acido glutâmico 22.03

Glicina 1.97

Alanina 3.07

valina 7.05

Hetionina 2.78

Isoleucina 5.40

Leucina 9.51

Tirosina 5.81

Fenilalanina 3.14

5.66

2.10

9.47

9.30

3.28

4.65

14.96

4.34

3.70

2.72

4.44

5.52

2.50

3.90
- __ “I-

Fuente: Sharm.: , 1904.
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TABLA VII 

S>.POGENINAS PRESENTES EH DIFERENTES PARTES DE LA 
PLANTA DE 'J~ (-Oeruun-cpt.a.ecum L 

SAPOGENINA TALLO HOJA SEMILLA 

Diosgenina X X X 

Yamogenina X 

Tigogenina X X 

Neotigogenina X 

Gitogenina X X 

Neogitogenina X 

Yucagenina X 

Lilagenina X 

Esmilagenina X 

Sarsasapogenina X 

62 

TABLA VII

SAPOGEHIHAS PRESENTES EN DIFERENTES PARTES DE LA
PLAHTL DEfPm¢umüc pmmum-quumsm L

"S Si SlÍ'PosE:iiSÍEi¡"iÍEE S 'ÍALLD Dacia E "sei-:SILLA

Diosgenina

Yamogenina

Tigogenina

Neotigogenina

Gitogenina

Neogitogenina

Yucagenina

Lilagenina

Esmilagenina

Sarsasapogenina

H X

X

X
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TABLA VIII 

COMPUESTOS OBTENIDOS EN CULTIVOS DE CALLOS Y CELULAS EN 
SUSPENSION DE ,-~ taen.um-~ L. 

COMPUESTO CALLO CELULAS EN SUSPENSION 

Trigonelina X X 

Mucilago X 
(galactosa-manosa) 

Diosgenina X X 

Gitogenina X X 

Tigogenina X X 

¡3-sitosterol X X 

Estigmasterol X X 

Colesterol X 

Campesterol X 

No t a : - Dato• no reportad os . 

6 3 

CDHPUESTOS OBTENIDOS EN CULTIVOS DE CALLOS 1' CEI.-ULAS EN
SUSPENSION DE Eïfúqonetto foenum-qfuoeown L.

TABLA VIII

mn' COMPUESTO “ __ _ GALLO __CELULAS EÑ SUSPENSION

Trigonelina

Hucilago

X

X
(galactosa-manosa)

Diosgenina

Gitogenina

Tigogenina

B-sitosterol

Estigmasterol

Colesterol

Campesterol

X

K

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

_ _ _ __.. _. _ __ _ __

lote: - Dates no reportados.
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TABLA IX 

FRECUENCIA DE GERMINACION (\) DE SEMILLAS DE 
~l'Llqonella /oenwn-qriaecum L. A DIFERENTES TIEMPOS EN LUZ 

Y OSCURIDAD EN MEDIO MS. 

TIEMPO (dias) 

o 4 6 10 

Oscuridad o 77.77 86.66 88.88 

Luz* o 73.91 84.78 89. lJ 

* Eate estudio •e llev6 a cab o a 27+-1 ºe y S.400 l u x . 
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TABLA IX

FRECUENCIA DE GERHINACIOH (K) DE SEHILLAS DE
ïflilgonelfc loenum-gocecum L. A DIFERENTES TIEMPOS EN LUZ

V OSCURIDAD EH MEDIO HS.

E S 'r1s:Ís>oE (ans) I
0 fl G 10

Luz* O 73.91 54.78 $9.13

Oscuridad * O 77.77 36.66 53.35

'S Este estudia se llevó a cabo e 274-1 QC y 5.-¡OO Iux.
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TABLA X 

PESO PROMEDIO DE EXPLAHTES DE HIPOCOTILO DE PLAHTULAS 
OBTENIDAS EN DIFERENTES INTENSIDADES DE LUZ EN MEDIO MS. 

INTENSIDADES LUMINOSAS (lux) 

A B e D 

8,400 5,400 1,600 OSCURIDAD 

mg/PS 
27. 56 l l) ------- 38.02 31. 33 29.69 

EXPL. 

(1) La• plántula• e•pleadas •e crecieron por 10 dfaa , de 

esta s ae obtuvieron explante• de hlpocot1lo de 10 

de lonqltud, loa valorea preaenladoa 

representan la aedla 

l le vc5 a c abo a 27+-1 

de 10 explantea . 
o 

c. 

65 

la tabla 

E 1 eatudlo •e 

TABLA X

PESO PROMEDIO DE EIPLANTES DE HIPOCOTILO DE PLANTULAS
OBTENIDAS EN DIFERENTES INTENSIDADES DE LUZ EN HEDIO HS.

Inressioaoes Lunisosas (lux)
A B C D I

_ _ _. _ __ '_ _ _ _ _ _"'_l

z,4oo 5,400 1,eoo oscuxioin

---_ '_ _L___ _Í__ ___.. _ _

III------- 21.56 1 3a.oz 31.33 29.69
EXPL. 1

|
_ i I

Ill: Las plintulae empleadas le crecieron por lO dias, de
eaten se obtuvieron explantes de hipocotilo de 10 es
de longitud, lol valores presentados en la tabla
representan le media de 10 explantes. El estudio le
llevó a cabe e 2T+-I DC.
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TABLA XI 

ARREGLO EXPERIMENTAL EMPLEADO PARA ESTUDIAR EL EFECTO DEL 
BALANCE 2,4-D/CINETINA SOBRE LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO 

EN MEDIO MS A PARTIR DE HIPOCOTILO DE ~~lqanella l aenum-q~aecum L 

c 
i 
n 
e 
t 
i 
n 
a 

(µM) 

Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (µH) 

o 0.45 4.5 11. 2 5 22.5 

o 1 2 3 4 5 

o. 46 6 7 8 9 10 

2.32 11 12 13 14 15 

11. 60 16 17 18 19 20 

Los trala•lento& &e real Izar o n alea tori amente y 
o 

por lr1pll ca do por 31 día• a 27+-1 e y 1 600 l ux . 

6 6 

TABLA XI

ARREGLO EXPERIMENTAL EHPLEADO PARA ESTUDIAR EL EFECTO DEL
BALANCE 2,1-D/CINETINA SOBRE LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO

EN HEDIO HS A PARTIR DE HIPOCOTILO DE Údiqonella fioenum-qdcecum L

.I

I isla; 2,4;n±ESi¿}¿še±.L.§¿¿¿¢é±nm nm)
r
I

šebwfinãwfl

| ' ' -_ |'“- -, .
I

. O ' 0.45 4.5 11.25 ' 22.5
I-

: . , l
| I

O 1 2 3 | 4 5
I-

O.4ó 5 7 B 9 IO
H

-_ _. _ , T ____ __
2.32 ll 12 I 13 14 15

1 I ¬ 1 ' -
11.60 16 17 18 ' 19 20

' Lo
po r triplicado por 31 días a 274-1 OC y ió-OD lux
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TABLA XII 

PARAMETROS CINETICOS DE CELULAS EN SUSPENSION DE 
~ ~L 9anella laenwn-9~aecum L. EN DIFERENTES 

MEDIOS DE CULTIVO. 

MEDIO DE CULTIVO 

PARAMETRO MS SH 85 

µ ( ! )( d(-1» 0.1010 0.0586 o. 0712 

Td < 
2 

> (d) 6.8600 11.8200 9. 7200 

biomasa máxima 10.41 8.97 5.89 
(g PS/l) 

tiempo (dias) 22 25 25 

( 1 ) : IJ. = v el . eapecÍflca de c re c l•lenlo, 
- 1 

( d ) . 

f 2) : Td = Tle•p o de dupl1 c a c l6n, (d). 

E s te eatudl o ae 11 ev& a cabo a 27+-t
0 c a 8400 lux. 
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TABLA XII

PARAHETROS CINETICOS DE CELULAS EN SUSPENSION DE
foigoneffc foenwm-gooecum L. EN DIFERENTES

HEDIOS DE CULTIVO.

HEDIO DE CULTIVO

PARAHETRO HS SH B5
1

III Iu fa “1') o.1o1o o.oeee ¦ 0.0212
I-
I

Ta fa) a
-_ ~ --- 1

'EI ' .esoo 11.ezoo e.?zoo
_..

biomasa maxima 10.43 9.9? 5.99
'E9 P5:'1I

I

I-

tiempo (dias) 22 25 25
_ _1__ ___.. __

1- 1
Ill: H= vel. especifica de crecimiento, Id I.
2I: Td= Tleopo de duplicación, (di.

Eile estudio se IIevS a cebo e 2?*-IDC e SIDO 1

GT
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cutlculo 

~- empalizado 

(---- portocélulo 

~copo de celulos de gluten 

~endospermo 

FIGURA l. CORTE TRANSVERSAL DE LA SEMILLA DE 
~ rr..i..q.an..el /aefuun-~ L. 
Adaptad o de Casam.ada, 1977 
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 IIIII ía f
Df _ f-;'_)I-f ¬1(_`_ *lÍ--'- F'¢'||'Ifi€IUIfI'I0
CW DE-åff mi :¬.-ì:_ìL TIL-;'Jt' ':;~t;.:›r1Jc' *
ã 4%-copa de oelicd glienF sa del

B3 ®  fl jís--.ndaipifmfl

FIGURA 1. CORTE TRANSVERSAL DE LA SEMILLA DE
ïeicorteflc gïoemlm-gncecum L.
Adaptado de Caea.l4ada,1|9"T'I"
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CH3 
I+ o coo 

Tr i9onelino Fenogrequino 

Diosgenino 

FIGURA 2 . ESTRUCTURAS DE LA TRIGONELINA, FENOGREQUINA 
Y DIOSGENINA. 
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.:-SE
UI

coo R
pepfid-o -C -0

Tìigonehno Fenogreqmno

H

CH: 3 JP CH3

¢"'3
C":

HO
Diosgenina

FIGURA 2. ESTRUCTURAS DE LA TRIGONELINA, FENOGREQUINA
Y DIOSGENINA.
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SEMILLAS 

REMOJO CON H
2

0 

DESTILADA 

30 MINUTOS 

TRATAMIENTO CON 

H SO 0.5 N 

1-----1 30 MINUTOS 

2 ' 

ENJUAGAR CON H O DESTILADA1------1 
2 

ETANOL 70\ 1--------< 30 SEGUNDOS 

ENJUAGAR CON H O DESTILADA>------< 
2 

HIPOCLORITO DE SODIO 5\ 
3 GOTAS "TWEEN-20" 

ENJUAGAR CON H
2

0 

DESTILADA ESTERIL 

GERMINACION 

~-----< 20 MINUTOS 

3 VECES 

FIGURA 3. DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DESINFESTACION DE 
SEMILLAS DE 1~lqonella /oenu.m-q~aecum L. 
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SEHILLAS

RENOJO CON N20 30 MINUTOS

DESTILADA

TRATAMIENTO CON ¦¦I¦¦¦¦¦¦¦I

0.5 N4H S0z

ENJUAGAR CON N20 DESTILADA

ENSUAGAR CON HEO DESTILADA
¡,_._l_..

SÉOL 70* †---j30 SEGUNDOS

HIPOCLORITO DE SODIO 595
3 GOTAS "TNEEN-20"

ENJUAGAR CON N20 3 VECES

DESTILADA ESTERIL

I GERHINACION I

FIGURA 3. DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DESINFESTACION DE
SEHILLAS DE ì'I'f1¿.qonef te foenum-gooecum L.
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CALLO/CELULAS EH SUSPEHSION 

AGUA DESTILADA CALIENTE soº c 30-45 HIN 

FILTRAR Elf WHATHAN Nº 1 

PASAR POR UN CARTUCHO "SEP-PAK" 

AFORAR 10 ml H
2

0 DESIONIZADA 

Condiciones del análisis: 

Columna: supelcosil (Cl8) a 45° c. 
Fase móvil: MeOH-Buffer de citrato de potasio 

(60:40) a pH=4. 
Flujo: 0.2 ml/min. 
Longitud de onda: 265 nm. 

FIGIJRA 4, DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE TRIGONELINA 
EN CALLO Y CELULAS EN SUSPEHSION DE ~nlqonella 

lo e num-qnaecum L. 
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ICALLOICELULAS EN_SUSPENSIONl

|.u.mi nm-nrmi. airis-n-E in”C

Iritreae zx vxarxis H" ii

[PASAR POR UN CARTUCHO "SEP-PAN"

IAFORAR 10 ml N20 DESIONIEADAI

condiciones del analisis:
columna: supelcosil (018) a 45° C.
Fase móvil: HeOH-Buffer de citrato de potasio

{óO¦40] N pH=4.
Flujo: 0.2 mlƒmin.
Longitud de onda: 255 nm.

FIGURA II.. DIAGRAHA DE FLUJO PARA LA DETERHINACION DE TRIGONELINA
EN CALLO Y CELULAS EN SUSPENSION DE Saigoneffo
foenum-gocecum L.
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CALLO/CELULAS EN SUSPENSION 

KOH 0.5 NEN MeOH 1 HORA 

ETER ETILICO/ETER DE PETROLEO 1:1 

[ FILTRAR 

EVAPORAR A SEQUEDAD 

AFORAR CON CLOROFORMO 

CROMATOGRAFIA DE GASES 

Condiciones del análisis: 
Detector: ionización de flama 
Gas acarreador: nitrógeno 30 ml/mn 
Columna: OV17-3% en cromosorb W 80/lOOM 
Temperatura: Columna: 280 ºc 

Detector: 350 º c 
Inyector: 300 ºc 

FIGURA 5: DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERHINACION DE ESTEROLES 
Y SAPOGENINAS EN CALLO Y CELULAS EN SUSPENSION DE 
1~l q ane lla lo enum-q~aecum L. 
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I CALLO/CELULAS EN SUSPENSION I

| ¿ná 0.5 4 En «she 1 Hari |

IETER ETILICO/ETER DE PETROLEO 1:1]

[ FILTRAR

I nvipofiin I šsqusnin I

IAFORAR CON CLOROFORHOI

ICROHATOGRAFIA DE GASESJ

Condiciones del análisis:
Detector: ionización de flama
Gas acarreador: nitrógeno 30 ml/mn
columna: OV17-3% en cromosorb H B0/10oH
Temperatura: Columna: 230 "C

Detector: 350 “C
Inyector: 300 "C

FIGURA 5: DIAGRAHA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE ESTEROLES
ï SAPOGENINAS EN CALLO Y CELULAS EN SUSPENSION DE
ïoigonello foendm-gncecum L.
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FIGURA 6. INFLUENCIA DEL BALANCE 2,4-D/CINETINA SOBRE 
LA INDUCCION Y CRECIMIENTO DE CALLOS DE 
~~ ~-QIUUCWTI L. 
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