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RESUMEN 

RESUMEN 

,de sus inicios el desarrollo cultural de la humanidad ha estado ligado al uso y 
ocimiento de las planras. En la lucha diaria por su supervivencia las primeras 
lUnidades aprendieron a distinguir ftutos, follajes, semillas y raíces de plantas 
lestibles de aquellas, que no le aportaban ningún beneficio o incluso le 
titaban perjudiciales. el hallazgo más importante para los primeros hombre 
, sin duda el surgimiento de la agricultura, donde se dio inicio; al 
.ocimiento de! ciclo de vida de las plantas y un proceso de selección de 
ecies; que hoy constituyen, uno de los más grandes acervos de la humanidad. 

nuestro país se han realizado estudios con plantas usadas en la medicina 
iicional en e! intento de curar diversos padecimientos. De estudios 
obotánicos, donde se registra e! uso de plantas, a partir de la cuales se obtienen 
uciones jabonosas, utilizadas para combatir infecciones dérmicas producidas 
: hongos; se encuentra la Beschorneria yuccoides C. Kom. Planta valiosa 
mómi=ente para al menos; en algunas poblaciones indígenas, por la variedad 
usos que presenta como: alimento, jah6n narural y planta medicinaL 

lSra mora, se ha logrado esrablecer un método biorecnológico, que enfoca e! 
) del Cultivo de Tejidos Vegetales, para la propagación y cultivo in vitro de 
rchorneria yuccoides. Que muestra, un control efectivo de la carga microbiana, 
los explantes de rallo; con el uso de un mezcla de antibiótico-fungicida, previo 
tratamiento de desinfestación. El inóculo de mejor respuesta morfogenética la 
, el botón floral (inmaduro) de una inflorescencia, seguido de! tallo. Esros 
)lantes responden a la formación de callo y raíz con la relación 
<inalcitocinina: AlAiK y ANN6-BAP respectivamente. El botón floral a 
erentes concentraciones y el tallo a concentraciones de 10.0 mg/L y 3.0 mg/L. 
control de la oxidación se lleva acabo con la adición de ácido ascórbico a la 
:zcla de antibiótico-fungicida previo a la siembra, y con la exposición de los 
)lames en una solución de jugo de limón antes y después de las siembra; 
)srrando mayor control, éste último. La biotecnología vegetal de esta fotma, se 
"vierte en una alternativa mSs para la preservación y restauración de los 
:ursos nalllralcs, y así luismo la biodivcrsidad. 
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esde tiempos remotos, el hombre ha utilizado a las plantas para satisfacer sus 
'cesidades más apremiantes como son la alimentación y la salud; para ello se ha 
lido de la selección de especies naturales y/o silvestres. De las plantas de mayor 
lportancia para él, se encuentran aquellas con importantes propiedades 
edicinales, cuyo conocimiento y empleo se han transmitido de generación en 
neración constituyendo hasta nuestros días un significativo sostén de la 
edicina moderna. 

,cientemente se han realizado notables hallazgos en países desarrollados 
ferentes a ptoductos naturales de otigen vegetal, que se emplean exitosamente 
l el tratamiento de ciertas enfermedades y de las cuales han hecho patente en 
:as la presencia de sustancias con actividad fumacológica. En nuestro país, se 
Lfl realizado estudios similares con plantas usadas en la medicina tradicional en 
intento de curar diversos padecimientos. Tales el caso de la familia Agavaceae 
en particular el género Beschorneria; de la cual la especie más utilizada por 
,munidades indígenas es Beschorneria yuccoides C. Koch conocida comúnmente 
'n el nombre de "amole" o "amolli"por sus propiedades jabonosas en Nabuátl.'· 
r' 

e la fumilia Agavaceae se han aislado entre otros, compuestos esteroidales; 
lcontrándose en forma de saponinas que por hidrólisis, dan origen a sustancias 
)res de azúcares llamadas sapogeninas, dichas sustancias se consideran 
rapéuticamenre activas, debido a que los extractos de B. yuccoides C. Koch han 
~mostrado ser efectivos en el tratamiento de micosis cutánea. l.2y3. 

l necesidad de enconrrar plantas medicinales con propiedades antimicóticas, y la 
illtidad de compuestos esteroidales presentes en forma de saponinas; que 
presentan un :unplio potencial comercial como mctaboliro de interés en la 
Idusrria Farmacéutica, ha llevado a centrar la atcnci6n en esra especie. Ya que es 
la materia prima difícilmcIllc rccmplaz.lblc en la obtención de hormonas 
c-.:roídic.\s como: anticonG.:~ptivos, :m.tiinf1:mutorio$, anaboliz.al1tcs, Ctc." 
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La biotecnolog!a Vegetal forma parte importante de la llamada Tercera 
Revolución Industrial y que adquiere mayor importancia cuando se aplica a la 
preservación de los recursos naturales, la biodiversidad, as! como en el 
tratamiento de la contaminación ambiental y en los procesos de biorremediación 
de los ecosistemas alterados. Ofrece además alternativas diferentes en la 
producción de sustancias de interés farmacológico; siendo un puntO estratégico 
más, en ios materiales económicos que comúnmente ayudan a construir una 
Industria Farmacéutica en los paises del Primer Mundo. 6 

El objetivo de este trabajo fue establecer un método Biotecnológico para la 
propagación y cultivo "in vitro" de B. yuccoides por Cultivo de Tejidos Vegetales; 
que consistió en: conrrolar la contaminación sistémica de la planea con una 
mezcla de antibiótico-fungicida previo a los tratamientos de desinfestación, donde 
el inóculo de mejor respuesta morfogenética la da, el botón floral ( inmaduro) de 
una inflorescencia, seguido del tallo. Estos explantes responden a la formación de 
callo y raiz. El botón floral en la relación de auxinal citocinina -AWK- a 
diferentes concentraciones; el tallo a la relación de -ANN6-BAP- a 
concentraciones de 10.0 mglL y 3.0 mglL. El control de la oxidación se lleva 
acabo con la adición de ácido ascórbico a la mezcla de antibiótico-fungicida 
previo a la siembra, y con la exposición de los explantes en una solución de jugo 
de limón antes y después de la siembra, mostrando mayor control, éste último. 
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l. ANTECEDENTES 

1.1. BIOTECNOLOGÍA VEGETAL 

La Biotecnología se define desde e! punto de vista industrial, como e! conjunto de 
tecnologías nuevas y ttadicionales que involuctan la aplicación de los procesos de 
los sistemas biológicos y/o las capacidades metabólicas de los seres vivos, en la 
producción de bienes 3T servicios que repercuten en una mejoría en la calidad de 
vida de! hombte, en sectotes tales como la agricultura, e! medio ambiente y las 
industrias: farmacéutica, de alimentos y química.

7 

La Biotecnología ofrece alternativas interesantes y novedosas para producir 
alimentos, fármacos, técnicas para la protección y restauración del ambiente. En 
los últimos 20 años ha tenido un desarrollo impresionante, por lo que no es raro 
hoy en día ver la aplicación de las tecnologías de punta, tales como e! ácido 
desoxirribonucleico (DNA) recombinanre y la fusión celular a procesos 
biotecnológicos convencionales como: la producción de vinos, cerveza o el 
mejoramiento de especies vegetales y animales. 7)'8 

Es por, eso que se considera que la biotecnología forma parte importante de la 
llamada Tercera Revolución Indumial, lo que la coloca de manera preponderante 
dentro de los planes estratégicos de la indumia de procesos, en la aplicación de la 
preservación de los recursos naturales, la biodiversidad, así como en el 
trdtamienro de la contaminación ambiental y en los procesos de biorremediación 
de los ecosistemas alterados. ('Jl' ~ 

México, ocupa uno de los primeros lugares a nivel mundial en cuanro a 1.1 
divcr:,idad de sus recursos naturales, lo que le brinda el calificativo internacional 
de país con nlegabíodizJersidad hecho que desde el punto de visrd de la ingeniería 
genéricl, representa bancos de genes indispensables p.:ua la nueva y naciente 
dgrobioindustria bas:lda en los avances biorccnológícos. (, 

t'SIL' hecho (k gr,l!l tf.lSCl'lldl'llCi.l, h.1 sido cOIl:.idcLhio deJltro d,:l sector 
.lL',llklllico y U<.'lllíflco dcl p,lí'\, pcm l.llllbiéll d<.'h<.' Sl'l .1JLlli/Jt!O y u)IlsidcLldo 

L'UIl cO!Hximic!l!() y cuid'¡L1t) dClllJO del "<.'dOf ClllPJ(:",lIi,¡J, del ~ubll'l1ll) y 
k¡':l\Llli\"{) del p,lís, Cll UIl Jl1011lCIJI0 dnlh1~' Ll rC~lILl\.·Il)!l lk 1.1 propinLld 
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intelectual y la posibilidad de patentar la vida se halla en el centro del debate a 
nivel internacional. 9 

Dentro del campo de la biotecnologia vegetal, los avances recientes en el 
conocimiento de genes, así como el funcionamiento bioquímico y fisiológico de 
las plantas, han abierto áreas relevantes aplicadas a la obtención de variedades 
vegetales con mayor adaptabilidad a su ambiente, productividad y resistencia a 
plagas o enfermedades. " 

La biotecnología vegetal es un campo de! saber que se encuentra en creCimientO 
muy dinámico, donde los científicos buscan entender mejor, para manejar tanto 
los aspectos benéficos como los perjudiciales que afecten la vida de las plantas y 
su apiicación hacia los procesos productivos de bienes y servicios. 10 

En este contexto, e! Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV), es una herramienta de 
la biotecnología vegetal: bajo este nombre, se agrupa un amplio conjunto de 
técnicas que permiten e! manejo in vitro de células, tejidos y órganos proveniemes 
de plantas, logrando: la propagación masiva de plantas de ornato en peligro de 
extinción y de importancia ecológica, la obtención de plantas libres de patógenos 
(virus, bacterias, etc), la producción de compuestos de imerés para la industria de 
procesos ( colorantes, aditivos, fragancias, principios activos, etc), la generación 
de plantas toleranres o resisremes a determinadas condiciones anlbiemales 
(sequías, salinidad, estrés, ere), la obrención de variedades mejoradas; por 
mencionar algunas de las aplicaciones de este carn po. " 

Um gran diversidad de especies han sido estudiadas por Cultivo de Tejidos 
Vegetales, el enorme potencial que presenta, el uso de esta técnica y la relevante 
contribución hecho al conocimiento, funcionamiento y manejo del reino vegetal 
muestra en las últimas décadas, el desarrollado de modelos biológicos que han 
aportado información muy valiosa acerca de la fisiología)' bioquímica de las 
1 " p amas 

El CTV así como la transformación genérica de plantas, constituyen actualmenlc, 
1.1 base de la Biotecnologb. VegetaL El Cultivo d.: Tejidos Vegelales, puede 
definirse como: un conjunro de técnicas que utilizan b capacidad de rcp,<..'rICraCiÓll 
y biosímc:,is que poseen bs pLll1LlS, P,U;! c::-Llhlcn:¡ cultivos de cduLb, tejidos y 
órf"lI1os en condiciones asépl iel:; y COlll rohd,ts de tcm pCLl1 ti el, hlIll1<..'d,ld, 

llutrienres, pi L fotopcríodo, cntre 01L15, Ohlt'J11Clldo .... e ,lsí pLIll1.1S c()lllplcr:l~ o lo:, 
prodtJc(ü~ de: clulquicn de ¡,J~ lll{,b binquimil,J:-, qlle Se CIlCl¡CntLlll COc!¡J1C.ld:1S ell 

el ~en()m:l de una pLIllLl. " \ 
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Sueet (I977) ajinna que el ténnino solo debe ser usado para referirse a tejidos que se 
originan por proliforación de segmentos (explantes) de órganos de una planta. Otra 
definición, se refiete al cultivo in vitro de cualquiet parte de una planta, ya sea 
una sola célula, un tejido o un ótgano, bajo condiciones asépticas. 

Esta técnica esrá basada en la teoría de la totipotencialidad celular, propuesta por 
ptimera vez por Schleiden y Shwanm (1839) que menciona: cada célula de una 
planta, tiene la infonnación genética para regular la división J la diforenciación 
celular, para el crecimiento J regeneración de una planta nueva." 

El alemán G. Haberlandt a principios de este siglo (1902) retoma este término, y 
aunque no tiene éxito en sus investigaciones. menciona que: es posible manipular 
los tejidos vegetales in vitro si se les proporciona las condiciones adecuadas. " 

En 1932 ].P.White obtiene por ptimera vez el cultivo indefinido de talz usando 
extremidades tomadas de la raíz de tomare, que coloca en un medio líquido que 
contenía sales minerales, extracto de levadura y azúcar, sin duda este éxito dejó 
lugar a esfuerzos renovados por el CTV. En 1934 R.].Gautheret obtuvo a partit 
de meristemos de árbol, proliferación de tejidos que no vivieron más de ocho 
meses. 

Sin embargo, no fue sino hasta 1939 cuando Nobercurt y Gaurherer reportan que 
los tejidos de raíz de zanahotia proliferan como una masa de tejido 
desorganizado, cuando se colocan en un medio nutritivo que contenía minerales, 
glucosa, cisteína, sales yel regulador de crecimiemo ácido indolacérico (AlA), esta 
proliferación conocida como callo, se podía mantener en un cultivo por tiempo 
indefinido mediante el subcultivo de pequeños fragmentos de callo a medio 
fresco. 11 

En el mismo aílO Whitc, independientemente, reporta cultivos de tejido calloso, 
provcniC:I11Cs del procambi1l7l1 de segmcmos de ullo de una especic de Nicoúmlfl. 
A partir de estc rnomclHo la l~cnica de CTV (ue ronLllldo gran imporc1J1cia lJclra 
rC.llií':¡r investigaciOllcs, no SÓlO ,1 nj"d dL compon;1l1licl1IO cdubr, :..ino ('11 
din.'rS,lS ,1re:l.S de! conocimiento. L' En L1 T.1bi.l 1 se mencionalJ ,llgtln:ls 

,lpll(,l(iolll'~ dd Culli\'o de Tejidos Vcgcuks. 
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TABLA l. APLICACIONES ACTUALES Y FUTURAS DEL CULTIVO DE TEJIDOS 
VEGETALES. 15 

I TECNOLOGIA APLICADA 

• Micro propagación 
.. Embriogénesis somática 

.. Eliminación de virus 

.. Recuperación de embriones 
• Producción de haploides 
• Manipulación de la haploidia 
-Almacenamiento y transporte 
germoplasma . 

de 

.. Producción de compuestos químicos 
, por células cultivadas. 

TECNOLOGIA EN DESARROLLO 

.. Modificación por variación somoclonal 

.. Transferencia de genes vegetales por 
fusión de protoplastos 
.. Introducción de genes por Agrobacterium 
o por otros medios (las consecuencias 
incluyen la introducción de resistencia. a 
enfermedades, plagas y herbicidas, así 
como el control del desarrollo vegetal) 

1.1.1 PROPAGACIÓN DE PLANTAS. 

La generación de plantas, a través de cidos relativamente cortos, bajo condiciones 
controladas y asépticas, con caracrerÍsticas superiores, como alta productividad, 
resistencia a plagas y condiciones ambientales adversas o bien, la producción de 
alguna sustancia específica, son los objetivos que se persiguen ,J trabajar esta 
técnica, tamhién conocida como micropropagación o propagación donal.

1
(} 

El primer paso consiste, en seleccionar ala planta que se desea propagar y buscar 
bs condiciones que permil<u1 d establecimiento del cuhivo en el labor,lcorio; un 
cultivo en condiciones as~ptjcas, para 10 c\I:11 se luce uso de ditcrcnrcs agentes 
dcsinfectallu..'s quC' eliminan la cargJ de microorp;;lllisrnos prCSCIHe$ en la 
superficie de 1.1 pbma () lcjido. \, 
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A la pane de tejido de la planta que se cultiva en medios de cultivos adecuados se 
le denomina "explante" o inóculo, que puede ser desde un fragmento de hoja, 
tallo, raíz, hasta embriones, semillas e incluso la planta completa. 

Una vez establecidos los cultivos en condiciones asépticas, se evalúa d efecro de 
los diferentes componentes dd medio (tratamiento de desinfestación 
porcentajes de contaminación en medios de cultivo-, la oxidación de tejidos), así 
como de las condiciones de incubación. " 

Uno de los factores que mayor influencia tienen sobre d tipo respuesta in 
vitro de las plantas son los reguladores de crecirnimto vegetal, también conocidos 
como hormonas veg~tales) las cuales son sustancias que en baja concentración 
ejercen gran influencia sobre la diferenciación y d desarrollo de las células 

al 
¡7yts veget es. 

Actualmente, se reconocen cinco tipos básicos de sistemas qUlffilCOS de 
reguladores de crecimiento vegetal, lS divididos en tres grupos principales: 

a) Promotores de! crecimiento: auxinas, citocininas y gibere!inas. (Tabla II y 
Figura 1 ) 

b) Inhibidores dd crecimiento: ácido abscísico. 

cl Etileno. 

De los cinco sisremas qUl1nlCOS incluidos en este grupo, las giberelinas 
promueven la germinación, jUllW con las auxinas estimulan principalmente la 
elongación celular y las cirocininas estimulan la división celular. IX 

TABLA 11. REGULADORES DE CRECIMIENTO MÁS UTILIZADOS EN 
CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES. 17'<" 

. AUXINAS CITOCININAS I GIBERILlNAS 
I Ac Indal-3-acético (AlA) 6-B,,~~¡",-,,~~p~_,ri_"a (Il~P_)~¡/\C Giberilico (G"',."iI.!.,)'--__ _ 
l Ac IndoI-3-butlrico (AlB) .!.s.9p-",-,-til(!Clel\ill"-.í2ilJ_~ __ -L~------_. 
, ~~_~[~~e~1_~~~!i~?J~~~~}. ?C~~~~l~ . .<Z) 
Ac 2A-Diclofen(l\'¡acético, Cinctina (K) 
(2+])) 



Ácido naftalenacético 
(ANA) 

oeH2eOOH 

el 

HI,-, 

ÁCido 2,4-<:liclorofenoxiacético 
(2,4-D) el 

Ácido 3-indolbutírico (AIB) 

""'r-------¡(' 

H 

o Ácido giberélico (GA3) 

OH 

eH3 eOOH eHz 

fuCH,CfuCOOH 

N.gura 1, f-:M17lcturru CjuÍ!1llcas de a/gulJos reguladores de crea!1uel1to 
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El ácido abscÍsico es el único grupo químico que penenece a los inhibido res, y 
provoca la cúda de hojas, flores y fruros en las plomas) El (rileno regula el 
crecimiento vegeral. su producción es mayor en yem,l.s lJrerales y decrece 
lelltd1lleIllC en hojas y flores en expansión; existe un incremenro en su producción 
dUL1ll1C b senecencia y 1.1 abscisión de tejido nor.ll y foliar, indic.mdo que el 
et¡[cno juega un p.lpd accivo en la reRulación de la ctÍlh de hüj~b y flores. I~ 



1.1.1.1 RESPUESTA MORFOGENÉTICA 

Cuando se cultiva en ellaboratorío una especie, se busca un tipo de respuesta o se 
persigue un objetivo predeterminado en función del tipo de proceso 
biotecnológico que va a desarrollarse, por ejemplo si se cultiva un meristemo, se 
busca obtener plantas libres de virus, el meristemo al ser una zona de activo 
crecimiento no permite el establecimiento de patógenos, por lo que al ser 
extraído y cultivado in vitro existe la posibilidad de obtener plantas libres de virus 
o patógenos, o si se cultivan anreras, se busca generar plantas haploides (con un 
.. d )19 r 20 Juego Impar e cromosomas . 

En orros casos se cultivan brotes y yemas para lograr la multiplicación de los 
mismos, estableciendo procesos de propagación en varias etapas, sin embargo 
existen limitaciones, algunas impuesras por el mismo materíal vegetal, por 
ejemplo, no siempre es posible mantener la estabilidad genotípica y en 
consecuencia la fenotípica en cada subcultivo, en los dos procesos mencionados se 
busca la proliferación de estructulas ya diferenciadas. " 

Otras alternativas, consisten en i.nducir nuevos estados de diferenciación en las 
células cultivadas, es decir, dirigirlas hacía procesos conocidos como la 
organogéttesís mismo que consisre en la formación de órganos aislados, como 
brotes ó raíces a partir del inócuJo sembrado, el cual se encuentra demro de la 
planta en un estado de diferenciación determinado que) una vez en cuirivo, puede 
ser dirigidoa otro destino, lo que de manera natural sería prácticaJ.uem:c 
imposible y que se reconoce como embriogénesis somática. 7',,), 

Una alternativa más, consiste en generar estructuras de células desorganizadas, de 
g,ran potencial biotecnológico. que recibe el nombre de callos. La callogénesis es la 
reproducción de células para dar una masa 'lmorfa, originada por sucesivas 
divisiones Initóticas. La cual puede originar la formación de brotes o raíz -
organogénesis indirecta-cuando cste proceso no llena una fase inrermedia de callo 
se le conoce como: organogénesis directa; eH ambos casos Sé' busca llegar ;1 formar 
1.1 pbnu compkía con L1 inducc;ún de Llí7. o brotes sc?,{¡n sea el caso, de l<l misma 
j~HIlU que Ollm l'SljUClll.l.\. SV debt, t·~!.lhlcc('r cicb" de prop:lg.lCión y 
Jlwlrip]¡c1Cióll " 
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La embrioginesis somática consiste en la inducción y formación de estructuras 
bipolares, muy semejantes a los embriones sexuales, con la diferencia de que no 
son producto de fusión g-amética, existe una gran canridad de estudios para 
establecer líneas, semejanzas y diferencias a nivel morfológico, fisiológico y 
bioquímico; principalmente por el amplio potencial biotecnológico que implica el 

24 
proceso. 

Teóticamente cada célula de un tejido tiene la capacidad de producir un 
individuo completo, la existencia de miles de células en un pequeño fragmento de 
tejido, plantea la posible producción de miles de plantas a partir de miligramos de 
tejido. 

Cuando la prod ucción de plantas por embriógenesis somárica ocurre por un paso 
intermedio de callo se le denomina embrioginesis somática indirecta, en el caso 
contratio se le llama embriogénesis somática directa. El proceso de embriogénesis 
plantea un potencial de producción de plantas mucho mayor, que otros procesos 
en donde la tasa de multiplicación real es de cientos o miles; no obstante se deben 
de superar varios retos, uno es el escalamiento en la producción de embriones 
somáticos con cultivos en suspensión ó en bicrreactor, el desarrollo de la 
tecnología de producción de "semillas artificiales". Donde tendrá un gran 
impacto en la agricultura, primero en especies de alto valor unitario y 

. . . '4 
posterIormente en Otras espeCIes lmpOrtantes. 

La aplicación del proceso no termina con la producción masiva de plantas, 
independientemente de la rura de propagación, es necesario llevar a cabo la 
aclimatación y establecimiento de plantas de invernadero Ó campo, en esta etapa 
se requiere de una gran canridad de trabajo manual. En la adaptación se puede 
perder una gran cantidad de phnras por su sensibilidad a las nueVdS condiciones, 
también es necesario evaluar las car<lcrerÍsriCdS de productividad de las plan ras 
obtenidas in vitro, asoci.adas con estudios económicos-adrninistrattvos que 
permiran gan;lncias económic<ls y otros bene-ficios.)1 

En el dia~r,-un,l 1 se resumen los diferentes procesos y rutas morf0F:c¡léricas parJ 
L1 propagación clonal C011 la T l-cnica dc Cultivo de Tejidos. 
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DIAGRAMA 1. PROPAGACIÓN CLONAL POR CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES. 

I Planta Madre ! 

Método de 

~ 
Desinfestación 

~ 
Embriogénesis 

1 
Organogénesis I Somática Directa Directa 

Desdiferenciación de t 

l Teiido I 

Embriogénesis Organogénesis 
Somática Indirecta Indirecta 

i 
Multiplicación de 

Producción masiva de 
L, embriones 

brotes o raíces !+-

Enraizamiento 
1. 

r 
Encapsulación -¡ 
(s. artificial) I 

I Secado 

~I Conversión t 

I 
Plantula 

¡\climalación en Invernadero 

P¡tlducción C(lJl1erciJI 

-------



1.1.2 OBTENCIÓN DE SUSTANCIAS CON APLICACIÓN 
INDUSTRIAL 

12 

Las plantas son fuente de una amplia divetsidad de substancias, muchas de ellas 
de uso cotidiano en difetentes industrias ó para diferentes procesos. En una célula 
vegetal existe una gran maquinaria bioquímica que permite la síntesis de 
substancias, que por Détodos químicos, en muchos casos no es posible obtener, 
dichos compuestos han existido en las plantas por miles de años son producto de 
la evolución, y aún no se sabe exactamente cuál es su función que desempeñan 
dentro de la planta. 25 

Sin embargo, de manera general se considera que tienen un papel ecológico y que 
son un medio que permite a la planta mayor adaptación y supervivencia respecto 
a su entorno, pero que el hombre usa para aumentar su calidad de vida." 

La obtención de estas substancias -denominadas metabolitos- a partir de las 
plantas, del cultivo de células vegetales y su producción a nivel cometcial se 
empezó a vislumbrar desde hace ya varias décadas. El primer producto a nivel 
comercial fue la Shikonina, sustancia con aplicación doble, en la ind ustria 
farmacéutica y en la cosmética cuya producción se realiza en Japón. En la 
actualidad existen diferentes procesos ya escalados ó en proceso de escalamiento a 
nivel industrial para la producción de substancias a partir de células 
vegetales. (Tabla 1lI). " 

Los primeros pasos de la metodología para la obtención de un metabolito por 
cultivo de tejidos son similares a la propagación clona!, se selecciona una planta 
con base en su potencial biorecnológico y se establece el cultivo en condiciones 
asépticas. Una condición muy general es la inducción de callo con el uso de 
reguladores del crccimienro en medio con agar, después viene el cultivo ell 

suspensión en matraces de vidrio pJra cvalu;lf b cinética de cn.:cimiento de Lu. 
cduL1S, rlempos de duplicación, los Glctores que controLm el des<\rronO d<..: tos 
ctll!ivos y b idl'llliflc:lción del o los l1lcLlholiLO~ de illlcrés. '0"0 
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TABLA 111. _ FÁRMACOS OBTENIDOS POR CULTIVO DE CÉLULAS DE 
PLANTAS SUPERIORES. 2& 

I COMPUESTO I 
Díosgenina para 

esteroides 
Codeína 

Morfina 

Atropina 

Hioscyamina 

Scopolamina 

Digoxina 

Digitoxina 

Quinina 

Quinidina 

Reserpina 

ESPECIE 
DE 

PLANTA 

Dioscorea 
de/toidea 
Papaver 

somniferum 
Papaver 

somniferum 
Atropa 

belladonna 
Duboisio 

leichhardtii 
Dubolsia 

leichhardlil 
Digitalis 
¡anata 

Digilalis 
lanala 

Cinchona 
ledgeriana 
Cinchona 
ledgerial1a 
Rauwolfia 
serpentina 

RENDIMIENTO I 
ESPECÍFICO 

(% MASA SECA) 

7.8 

0.1 

0.1 

0.4 

0.5 

1.2 

0002 

001 

0.01 

0.03 

0.5 

RENDIMIENTO I 
TOTAL 
(mg/L) 

150 

4 

5 

-

15 

40 

<1 

<1 

<1 

<1 

6 

TIPO 
DE 

CULTIVO 

Suspensión 

Suspensión 

Suspensión 

Raíces 
transformadas 
Cultivo de raíz 

Cultivo de raíz 

Cultivo liquido 

Cultivo líquido 

Raíces 
transformadas 

Raíces 
transformadas 

Suspensión 

Todas las productividades se calcularon con base al tamaño y forma del experimento sin 
exceder un vol lImen de cultivo de l00rnL. 

Es caraclCnStlca de muchas lineas celulares de plamas que la producci6n del 
met<. .... bolito no este asociada al crecimiento, es decir primero ocurre la producción 
de biomasa y posteriormeme la dd rnetabolito, también que los melabolilos de 
interés se almacenan en estructuras intracelulares, lo que conlleva al desarrollo de 
procesos en dos etapas~' la nt':ccs,uia \i~is (ciubr p.lra la obtención dd metabolico, 
incremenr;Índosc los riempos de proceso y los cO,,{QS de producción. Evaluando d 
comporumicnro del cultivo, COWlllllO de ll111ricIHc's, cfcuo ele promotores l' 

illhibidores, condiciones de :U:?,iLlC'IÓll, lllí', f()\()l'nínt1o, .H.:,It'g.1Ción y di"grc~,lCión 
<.k Lb ("-:!U1.1S, elC ". In ' , , 

i 
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En los primeros cultivos de células a nivel de biorreactor se utilizaron aparatos 
diseñados para células bacterianas, no obstante las diferencias son muy grandes, 
una célula vegetal es 10-20 veces más grande que una bacteria, lo que las hace 
más sensibles a las fuerzas de corte en un biorreactor, el tiempo de duplicación es 
de 2-4 días en comparación con bacterias que es de horas ó decenas de minutos 
en condiciones óptimas, al duplicarse una célula bacteriana no permanece en 
agregados como 10 hacen las células vegetales, la sensibilidad a variaciones en 
parámetros como pH, concentración de substancias, etc. en las condiciones de 
cultivo es mayor en células vegetales que en bacterias y como se menciono las 
células vegetales almacenan en sus vacuolas a los metabolitos, en bacterias muchas 
substancias se excretan al medio. 18,2"y30 

Además de 10 anterior, existen pumos críticos a considerar, uno es la estabilidad 
de las líneas celulares, en ocasiones se obtienen líneas con una productividad 
mucho mayor que la planta en condiciones naturales, sin embargo la alta 
producción se puede perder por causas poco conocidas en el tercer ó cuarro 
subcultivo y en muchas ocasiones no se tienen contemplados procesos de 
recuperación del metabolito que sean eficiemes."" 32 En el diagrama 2. se muestra 
la producción de metabolitos por cultivo de tejidos vegetales." 

La amplia variedad de sustancias en el reino vegetal, los altos COStoS de diferentes 
metabolitos, el desartollo de procesos biotecnológicos que causan menor impacto 
en el ambiente y el conocimiento cada vez mayot de la diferenciación y el 
metabolismo de las células vegetales preveén que este tipo de tecnología irrumpirá 
necesariamente en nuestra vida diaria. l<Jr3~ 



15 

DIAGRAMA 2. PRODUCCIÓN DE METABOLlTOS POR CULTrvO DE CÉLULAS 
VEGETALES. 

Selección de Establecimiento de 1. Selección del 
germoplasma cultivo aséptico l' metabolito 

I 
Desdiferenciación I 

I : 

Callo en medio 
semisólido 

I , 
Cultivo en suspensión f 

I ~ Optimización de 
r-- Selección de líneas condiciones Biorreactor sobreproductoras 

(Biomasa) , 

I 
Biorreactor 

Procesos de (Producción) 
recuperación 

¡ 
F"c:;:.¡l;¡mi(':nto J ¡ 

I Producción continua ¡ 
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1. 1.3. TRANSFORMACIÓN DE PLANTAS 

Las aplicaciones comerciales del cultivo de tejidos vegetales, se verán potenciadas 
en gran escala con el uso de las técnicas de la ingeniería genética de plantas, 
Actualmente existen una gran cantidad de reportes en donde se ha logrado 
expresar material genético de otros organismos en las plantas confiriéndoles 
características como resistencia a sequías, insectos, salinidad etcétera, lo que 
planrea una revolución en la agricultura. 21 

El impacto del cultivo de rejidos y la ingeniería geneflca dependerá de su 
complemenrariedad y desarrollo conjunto, exisren miles de especies que pueden 
ser propagadas con éxito por culrivo de tejidos y muchas más que aún no han 
sido estudiadas, curiosamente algunas de las especies de leguminosas y cereales 
sobre las que descansa la alimentación humana, no han sido posible propagarlas 
de manera eficiente, de la misma forma del lado de la ingeniería genérica aún 
cuando existen ya diferentes métodos para transformar a un individuo, en este 
caso transferir y expresar un gen en una planra, su aplicación a la fecha es 
limitada. 34 

Así, si se cuenta con plantas de cultivos importantes en donde se tienen bien 
establecidos sistemas de propagaci6n donal y por arra lado un adecuado sistema 
de rransformación genética, entonces hay grandes posibilidades de lograr una 

l"ó 'al 20 Y Ji ap lcael n comerCIo . 

El método de rransformación genética más utilizado es el uso de diferemes cepas 
de Agrobacterium tumefociens, la cual se co-cultiva in vitro en d ¡feremes 
concentraciones con los tejidos que se desea transformar, eSta bacteria 
titopatógena tiene de manera natural la capacidad de infectar y transferir parte de 
su infonnaci6n ~enética a la planta que infecta, esta última incorpora a su 
genoma dicha información y puede expresarla de manera estable.:

n 

La transformación genérica de plantas (ambién plantea su uso, para la obtención 
de metaboliros secundarios a rravés de b. inducción de raíces vdlos<1s ("bairy 
ro()[s") y su cultivo en suspensión. En grupos de investigación se ha tenido éxito 
en la ¡ransfornución y obtención de r.1Íccs vellosas dc AnJlorrJ({,¡¡ !flp¡¡rhd{¡!ia 
(ho[scr:ldish) y Perezirl (utrlltl1J!lrtma (p'¡PÜZ:lhU:l), 1.1s ctules producen 
n:spcc¡i\';U1tcnlC, l.t t'nzim,¡ pcroxid,lS,l, C1c gr,ln impon.lIJei,l c.:n pnJ<.:b,]:-, dc.: tip() 
inlllunológico y un co!oLlmc v\:~cLl1 qllC ¡ien",' .1plic,lCit'm Cll 1.1 CLll)oI.H.ióll. de 
¡inus pJLl h iIldu~[ri,l de hs :lflCS gJ.í!ic,lS. >\ 
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1.2 PLANTAS CON PROPIEDADES ANTIFÚNGICAS. 

En los últimos años han aparecido trabajos sobre divetsas familias de plantas 
superiores, las cuales han hecho patente en ellas la presencia de substancias con 
actividad farmacológica. En especial aquellas con propiedades antimicóticas, 
debido a que son escasos los antifiin~icos comerciales, así como poco accesibles y 
con efectos colaterales incovenientes. En la tabla N se muestran solo algunas, de 
las que han sido estudiadas, el microorganismo de prueba y el compuesto 
aislado.~s 

TABLA IV. ALGUNAS PLANTAS CON PROPIEDADES ANTIFÚNGICAS y SUS 
SUBSTANCIAS AISLADAS, DESCRITAS DESDE 1982_1993.38 

FAMILIA ESPECJE URGANO COMPUESTO (S) MICROORGANISMO 
AISLADO DE PRUEBA 

Anacan1accac Mang:fira :ndica Cáscara y carne 5-( 12-cIs-Heptadocenil)- Aiternaritt aiumatd 
(mango) dd fruto rcsorcinol 

Inmaduro 

BllrSl.:rac¡;ae Comm¡phora CorterA dd {allo 2-dccanona, Especies de Aspcrgr./lus y 
rostrrttl1 

2-undccanona, 
Pm:crlllUm 

2·dod.ccanona 

Cannabldac:eac Humulus ¡upu{¡~\ R~'~ina 6-ho¡x:l1tcniln:mogcnina T rtchIJp!J.yron rubrum 

xantohuffiol T mmtagrop/~yte; 

EuplwrhlJ<:"c,¡C I Croton 14cnfirus R:J.i, 2,6-dim~'wxll1t'nzoqumona CfddosportUm , 
I ___ l, cI{{do~or:OldeJ 

\ GramJ!lJ<.' (T¡¡t'(Um {U'tullan VJltl:1 Cl4dosporlum 

I ) (tnf:o) 
u-m nÚ'Il.l, ('\-tn tic~ na 

CI/(UJ'1crtnum 

i (;r:101II)(':1\' Fl,¡V;Hl-4-(lk,., Fu.:,tlrtum mont!tformt, 

~SOI.""" .. , 
CUf/rULrlritl Irtnnttl 

, 

i Lyroper<lrOIl Fruto, H¡dl" TOlnltlll,l FII<lfT/Um 1/t/l1m 

~ t'Ir,,/n/rtall 
I r (rom:n.) 
, , 

I 

I 

i ,'#- O""~ I';:"=-
¡--<;~::;-( ~;¡;-:;,-;';- -i-jf,:'~7)-,--;;,-;'; ~;;~~~ri'~J-;-;'(1 n lIn:~J~ r-r;'l<!,I1\ldll1.1 POhm<TIc.1 l:rm;prllr l !'t'm:no';;-l 
i I « tlC(n) un I',l-r.l!,!<l 

.' .', . I '"..., .. ' ... -- '---- -. .. ,--- "--1 \ h'j[ 1" 1 /,'1(/11011 i \'\1111 )-hlill\!\-.).-I (, [¡¡llld¡O'd' RJ".'otlo"í'l <olm11. 

"<'1'11."/(::""".' I dI< j¡ldl 11, 11.11(('11.1 
I ¡ ¡,.¡'n:n:lw,!,,>! mil! (,'/,', ! , 
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1.3 GENERALIDADES DEL GÉNERO Beschorneria 

El género Beschorneria fue establecido por Kunth en 1850, basándose en una 
especie previamente descrita en 1847 por él y Bauche como Fourcroya tubiflora. La 
planta en la cual se basó Kunth fue enviada por Ehrenberg de México y floreció 
en e! jardín Botánico de Berlín en 1844. 

El género y la mayoría de las especies fueron descritas de plantas vivas exportadas 
a Europa como novedades ornamentales en e! siglo XIX, desconociéndose las 
localidades exactas donde fueron colectadas y los años en que ocurrió esto. Las 
plantas se enviaron de México en forma de semilla por Ehrenberg y Roezl. Los 
sitios de introducción principales fueron e! Jardín Botánico de Berlín y los 
Jardines Botánicos de Kew en Inglaterra; de ahí las plantas pasaron a un sin 
número de jardines, tanto públicos como privados en los paises de! norte y centro 
de Europa, como Holanda, Inglaterra, Alemania, Bélgica, Austria, Rusia y Suiza; 
se les cultivó en invernaderos y en contadas ocasiones a la intemperie con 
protección durante el invierno. 1) 3 

El género se 10 dedicó Kunth a su amigo Friedrich \Vilhe!m Christian Beschorner 
('23.I1I.1806 - 20.xn.1873), Director de! manicomio en Owinsk cerca de 
Posen) actualmente Polonia. Posteriormente a eSta primera descripción, la 
historia de las especies se vuelve complicada, apareciendo los nombres 
subsecuentes en revistas de horticultura de varios paises de Europa. 2 d 

Koch (1860) describió brevememc B. yuccoldes que a decir de él, ya se había 
propagado por los jardines de Europa varios años ards, junto con orra planta que 
[cnía el nombre de B. multiflora. En el mismo año y pocos meses después que 
Koch. Hooker describió con el mismo epíteto, una planta di[erente a la de este 
botánico y, que man(enÚl el mismo nombre en los jardines de Inglaterra. La 
confusi6n se dio por ser pbnus muy semejamcs y, sólo al?,uicn que lAS viera 
juntas podría difcrcnciarbs. AP;lfCl1(Cmcntc Ehrcabcrg illlwdujo Ll plalltJ 
dcscrit:l por Koch en ~os :1.lWS de 1832-1839 Y R()C'J,l il\\ rodujo L pLH1L\ d~.:scri\.\ 
por Hooker en lB')7 de Z.lcnUn, Puebla. 
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Schlechtendal (1863), basándose en la descripción y dibujo de B. yuccoides, 
Hooker dio más datos acerca de la caracterización de! género, detallando 
cuidadosamente las flores y partes de! fruto que no se conocían. Este hecho 
motivó una discusión entre él y Koch acerca de la verdadera B. yuccoides. En e! 
mismo año , Koch durante una exhibición de plantas en bruse!as, vió la planta 
descrita por Hooker, señalando que su análisis no deja en duda de la diferencia 
entre las dos especies, por lo que decide cambiar el nombre de B. yuccoides por el 
de B. dekosteriana. 2

,3 

Beschomeria a lo largo de todos los sisremas de clasificación y de los esrudios 
sobre morfología, citología, anatomía y palinología, ha estado siempre ligada a los 
géneros Agave, Menfreda, Furcraea, Polianthes y Yucca. Acrualmente forma parte 
medular de la familia Agavaceae. Por las características que presenta este género y 
por la metodología taxonómica, la clasificación botánica se muestra en la Tabla 
V. 

TABLA V. CLASIF1CACION BOTÁNICA 35 

Reino Vegetal 
División Angiospennas 
Clase Monocotiledónea 
Orden Asparagales 
Suborden Agavacea 
Familia Agavaceae 
Subfamilia AgavOIdeae 

Género l3eschornena 
Especie Yuccoides 

~~. _.~ ~~~~-
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1.3.1 DESCRIPCIÓN BOTÁNICA 

Beschornma yuccoides es una planta herbácea, perenne, presenta hojas arrosetadas 
verde glauco de 30 a 100 cm de longitud linear y lanceoladas, inflorescencia de 
1.5 a 2.0 m de largo ponículadas y púrpuras casi en su totalidad, con 80 o más 
ramillas florales bracteado desde la base, sus flores son péndulas de 5 cm de 
longitud en promedio, su fruto es subgloboso de 3-5 cm (Figuras 2 y 3), con 
numerosas semillas blancas y negras." 

F¡gura 2. Fotografía de Beschorneria yuccoides e Koch. con inflorescencia. 
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Figura 3 Fruto maduro de Beschorneria yuccOIdes e Koch. 

1.3.2 DISTRIBUCIÓN 

El género Beschomma cuenta con siete especies y una subespecie, distribuidas en 
México y en algunas regiones de Centro América. El género se presenta a lo 
lar¡;o de la Sierra Madre Oriental y pequeñas sierras aledañas del mismo origen, 
desde los limites entre Nuevo León y, a través de San Luis Potosí, Guanajuato, 
Hidalgo, Puebla y Veracruz, hasta el Pico de Orizaba, sobre el eje Neovolcánico. 
En Guatemala se localiza en las zonas montaÍlosas. B. yuccoides crece en el none 
de Puebla, este de Hidal¡;o y centro de Vcracruz. ',1' 
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Algunas especies del género colonizan principalmente regiones rocosas, proregidas 
o expuesras dentro de los bosques de pino-encino. Todas las especies crecen 
invariablemente en las grietas de las rocas, sobre acumulaciones de suelo que 
existen entre ellas, o en pocos casos sobre substratos más o menos profundos; en 
todas los casos el suelo es rico en materia orgánica. Las especies son rípicas de las 
partes altas de las sierras, por arriba de los 1600 hasta los 2400 msnm. 

1.3.3 USOS 

Algunas especies de BeschomeTÍa son plantas valiosas económicamente al menos 
para algunas poblaciones indígenas en México y Guatemala. Las planras del 
género tienen una variedad de usos, ranto del rizoma como de las hojas, flores y 
en ocasiones el péndulo floral. La especie más utilizada es B. yuccoides y los usos 
más importantes que se le dan se muestran en la Tabla VI. 

2 Y 35 TABLA VI. USOS TRADICIONALES DE Beschoroeria yuccoides. 

PARTE DE LA PLANTA USO 

Planta completa • Delimitar terrenos 
• Ornamental 

Tallo • Alimento 

Eje de la mf1oresencl3 • Alimento 

Flores • AlImento 

HOjas • Macerada en agua se emplea para lJmpeza de 
utensilJOs de COCina, ropa, etc, en el aseo personal, así 
como el de algunos al1l11lales domésticos 

• ExtraCCión de fibra para hacer huaraches 

1° 

tera[7éulico: para CUIJr golpes y enfc!llledadcs de la 
piel como la casp3 ;- bs del matontoslS o tiñas en 
humanos;. .:l!lIf1laks 
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1.3.4 FIToQufMICA 

Los compuestos predominantes en la familia Agavacea son de tipo esteroidal, 
encontrándose en forma de saponinas, que por hidrólisis dan origen a las 
substancias libres de azúcares llamadas sapogeninas. En la indusrria además de ser 
indispensables como fuente de obtención de productos hormonales, lo son para 
sintetizar gluocósidos cardíacos, corticoides y precursores de la vitamina 02' 9 

Hallándose además de saponinas esreroidales (Tabla VII), ácido quelidonico y las 
hojas pueden COntener cierra cantidad de ácido ascórbico y aceites esenciales en 

35 36 algunas especies con flores fragantes. ,. 

TABLA VII. METABOLITOS AISLADOS DEL GÉNERO Beschomeria. 35 y 36 

TIPO DE METABOLITO COMPUESTO 
SECUNDARlO 

SAPOGENINAS HECOGENINA 
SARSASAPOGENINA 
MANOGENINA 
TIGOGENINA 
YUCAGENINA 
SISALAGENINA 
AGAVOGENINA 
ESMILAGENINA 
mOSGENINA 
BESIlONINA 
BESCHORNOSIDO 

AZÚCARES GALACTOSA 
GLUCOSA 
RHAMNOSA 



24 

lA ESTUDIOS ETNOBOTÁNICOS, MICROBIOLOGfCOS y 
EDAFOLOGfCOS DE B. yuccoides C. Koch 

La última revisión bibliográfica realizada a B yuccoídes, se encuentra un estudio 
multidisciplinario, realizando investigaciones en las áreas de etnobotánica, 
microbiología y edafología, estableciéndose de esta manera que B. yuccoides está, 
abora más que nunca, en peligro de extinción y necesita de una propagación 
masiva para su conservación y uso futuro. 

A través del estudio etnobotánico se precisó el área de distribución y localidades 
de estudio, se obtuvo información firosociologíca y de morfología de la especie; 
relaciones con el hombre: condiciones de habitat, propagación, usos, importancia 
para la comunidad, siendo fundamental la obtención de muestras para ejemplares 
de herbario, para análisis firoquímico, plantas completas y semillas para siembra 
en suelo y para cultivo de tejidos, así como la recolección de dieciochos muestras 
de suelo de localidades donde habita esta planta. 4 

Está relacionada con las comunidades nahuas, totonacas y mestizas; no existen 
evidencias prácticas de cultivo; generalmente se encuentra formando colonias y su 
propagación es vegetativa. Esta especie ya no existe en algunas localidades de la 
pequeña área de distribución notificada por Garda en 1987 y se enCUCllua en 
peligro de extinción. 

Los exrracros acuosos y et(lnólicos de las hojas presentan, entre otros 
componentes, saponin~ls, que pueden ser responsables de la activid;;Ld amimicótic<l 
en v.lrios hongos derm;ltofllOs.' 

Los resultados del esmdio microbiológico muCStr,Ul que el exrr;lCtO ,lCllOSO de 
hOj;ls tuvo UILl lCli\-id,ld ~1I11dtíngicl sobre seis hOIl~{)" de prueba, (TahLl VIII), 
mielltLls que el l'X1L1ClO Il1I'LÍllolico de ullo t'lIliCJllIClllC inhibió t'¡ crtyilllieJllO 
dtl hOIlOO /l'l(TO!!/¡"'{I ¡inl'I(1'/¡'¡(I. (:OIl rcl.lCj(')Jl .1 1,1 C01HCillr.1Cit)!l l11íllilll.l 

illlllbilOJ;.l (:;\11)~ 1.1 Ill.í\ h::j.1 lc::.i..,lLltLt jlll· lk O 70S lllg/!lll p.1!.l J, mbrum J 
de 1 .::¡() Illr,/llli p.lf.l :\j {,liI!1 l'nJl 10\ do ... l';"'II.lll(\~ de lwj.l\ 



25 

TABLA VIII. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA y DE LA 
CONCENTRACIÓN MfNIMA INHIBITORlA DE EXTRACTOS CRUDOS DE 
Beschorneria yuccoideS. 4 

HONGO DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA CMI(mglmL) 
PRUEBA 

EMH EMT EAH EMH EMT EAH 

M.gypseum + - + 3.13 - 0.39 
M.canis + - + 1.56 - 1.56 
T rubrum + - + 0.78 - 0.78 
C. carrioni + - + 25.00 - 25.00 
C. a/J/cans - - + - - 1.56 
A. fumigatus + + + 6.25 25 313 

EMH: Extracto metanólico de hojas. EMT: Extracto metanólico d~ tallos y EAH: Extracto acuoso de hojas 

Los resultados del estudio edafo16gico muestran que la planta crece en suelos ricos 
en nlatcria orgánica, con pH ácido y alto contenido de humedad, así como ricos 
en calcio y con textura de suelo franco o franco-arenoso. Beschorneria yuccoides 
no requiere de prácticas especiales de cultivo 

La importancia de propagar a esta especie no solo recae por ser una planta en 
peligro de extinción, el uso medicinal como anrifúngico es Otro facror de interés. 
Sin embargo, la razón más dpremiame y a la cual se le atribuyen el efecto 
dlllifungico es la cantidad de compuestos eSteroidales presemcs en fonna de 

" sapOlllna.s. 

Las sapo ni nas son hcterósidos con gcnina esreroídica o rrirerptnicl, caracterizada 
princip;l.lmcmc por sus propiedades tcnSOJCriV,15: se disudve ell agua formando 
(.,puma, ,IUIllCnU,I\ Lt pcrml"lhiliebd de LIS paredes cdllbr('~ y destruyen Jos 
hem,llícs por hClllólisis,' Por llldrólisis C1c LIS sJpOnín:l;, se oblienell (~lrbohidr:l!o.s 
y U1l,l J~Jil()I"l 1l:l!ll.HL gl'lléllc'1!lll'1l1t' ;'.lpogl'lliIU. 
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El interés terapéutico e industrial de los triterpenos y de los esteroides, es el 
siguiente: 

a) Los glucósidos cardiorónicos, los cuales no se han podido todavía sustituir 
por ningún producto sintético. 

b) Las sapogeninas espirostánicas, sitoesteroles, estigmaesterol, que son 
materias primas difícilmente reemplazables para cubrir las necesidades de la 
industria farmacéutica en hormonas esteroídicas (anticonceptivos, 
anriinflamarorios, anabolizantes, ... ). 

e) Numerosas drogas con saponósidos, utilizadas para extraer sustancias 
activas (escina, glicirrina) o para obtenet preparados galénicos, utilizados 
con frecuencia. 

d) Importancia económica del regalíz, edulcorante no azucarado y 
aromatizante. 

d) Importancia económica de los saponósidos, en cuanto a que su presencia 
puede disminuir de manera importante el valor nutritivo de forrajes como 
la alfalfa. 

f) Posible interés de los cuasinoides antitumorales.' 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Desde sus inicios, el desarrollo cultural de la humanidad ha estado ligado al uso y 
conocimiento de las plantas. En la lucha diaria por su supervivencia, las primeras 
sociedades aprendieron a distinguir frutos, follajes y raíces de plantas comestibles 
de aquellas que no 'e aportan ningún beneficio, o incluso le resultaban 
perjudiciales. El hallazgo más importante para los primeros hombres fue, sin duda 
el surgimiento de la agricultura, donde se dio inicio, al conocimiento del ciclo de 
vida de las plantas y así mismo un proceso de selección de especies y variedades de 
ellas que hoy constituyen uno de los más grandes acervos de la humanidad. 39 

Sin embargo, esta selección no ha respondido eficientemente, ya que en muchos 
casos se han modificado tanto sus características, que han perdido la capacidad de 
crecer normalmenLe en su hábitat o bien esta capacidad se ha visto limitada. La 
pérdida de esta caracrerísrica puede ser atribuida principalmente a la explotación 
irracional y a los cambios ecológicos provocados por el hombre. Originando en io 
últimos años grandes problemas anlbientales que han pasado a ocupar un sitio 
relevante en las preocupaciones de las colectividades de diversas regiones del 
mundo y del país. 

Las plantas empleadas en la medicina tradicional, no cscapan a estos problé'mas. 
Tal es el C~1S0 de Beschonzeria yuccoides C. Koch, plama valiosa económicamente, 
para algunas comunidades indígenas, por los usos que presenta como' alimento, 
jabón natural y plama medicinal. Empleada en el rrat"mienro de micosis dúmicJ 
N'o existe t'videnciJ p¡Jcrica de culrivo, por 10 que est<l. especie debe Ser 
primer,ullcnte protegida y propagada n:asiVJlHel1!C, p;,ua incrementar sus 
pübbciont'S n:,Huraks exislentes, y as{ obicner in(onn,Kión y ~crmopLlsnL1 como 

recurso POtCllCl,U par,1 el flllUro. 

F] :1l111h.'Il(O .lCdCf.ldo dc la PObl.1Ciúll lllllIH1Ld ) h dI'\I,linuc¡ÓIl de las superfiCies 
de ,:,HllpO ,-'H d l)n.'~,,-'IHI.' ..,i~l(), \O¡l mI{)'" CtCl()ln q\l(' j',1 tOIldllndo ,1 ,¡j hombre 
11.1(1,1 1.1 büsquul,l l1c I111CV,l!- -tllcrn;l[lv,b p.l!.l ~,1!i~:,;lt'r ",ti.., Ill'lC<.,id.1dt'~ Jll.í~ 

1jlIl'llli.l!lll'\ l ¡l.l dI..' "-'~l.l~ ,1l1"Tll.l¡Í\.l:-' C.., L1 i~i()tl'C1)()\(l,<-:í,l \"C~~l'U'I, ,pll" n(¡n l' un,) 

c':]()lIllC jlo'\ihil:,11d 1',:í,1 l.l pro,lut'ci()ll de IllCí.lho]I:,l,\ dc 111[('1(":-., .l'd ,01110 Ll 
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propagaclOn in vitro de plantas de importancia hortícola y medicinal. Donde 
toma un pape! importante en la preservación de los recursos naturales y la 
biodiversidad, así como en e! tratamiento de la contaminación ambiental y en los 
procesos de biorremediación de los ecosistemas alterados. 

Por lo anterior, se pretende establecer un método biotecnológico viable, que 
enfoque e! uso del cultivo de tejidos vegetales para la propagación y cultivo in 
vitro de B. yuccoides, estableciendo en primer instancia un método adecuado de 
desinfestación que reduzca la contaminación sistémica de la misma planta y de 
diferentes explantes; seleccionando así mismo, el inóculo de mejor respuesta 
morfogénerica que conduzcan a la formación de una plántula. Para lo cual deberá 
de determinarse en segundo caso la concentración y los reguladores de 
crecimiento que favorezcan más rápido la inducción de tejido desdiferenciado. Y 
finalmente establecer cuales son las condiciones óptimas de siembra, incubación 
y mantenimiento de! cultivo in vitro de B. yuccoides. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETNO GENERAL 

• Desarrollar un mérodo biotecnológico, por Cultivo de Tejidos Vegetales, para 
el Cultivo y Propagación in vitTo de Beschomeria yuccoide C.Koch. 

3.2 OBJETNOS PARTICULARES 

a) Establecer el método de desinfestación más adecuado para obtener material 
aséptico en diferemes explantes de Beschomeria yuccoides. 

b) Seleccionar el explame de mejor respuesta morfogenérica, que conduzca a la 
formación de plántula. 

e) Determinar los reguladores de crecimiento y su concentraClón que favorezcan 
más rápido la respuesta morfogcnética pa!'a la inducción de tejido dcsdiferenciado 
en difcre!ltes explantes de Beschorneria }uccoid.es. 

d) Establecer las condiciones óptimas para la siCI1lbrc(, incubación y 
manrcnimicl1w del cultivo m 7Jitro de 13eschornaÍtl'yucCOld:.-'). 
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4. HIPÚTESIS 

Con base a estudios anteriormente realizados en el laboratorio de CTV de la 
ENCB, con agentes desinfestantes como: etanol al 70%, hipocloriro de sodio e 
hipoclotíro de calcio a concenttaciones de 4,10 Y 20%, se espeta que los 
explantes de hoja, tallo, raíz y botón flotal -inmaduro- de una inflotescencia, al 
ser expuestos con estos agentes, eliminen la carga microbiana de dichos explantes. 
De igual manera se espera que los teguladores de crecimiento: ANA, ALA, 6-BAP, 
IBA, K Y 2,4-D en concenttaciones de 0.5, 1.0, 2.0, 10.0 Y 20.0 mg/L 
determinen una respuesta motfogenética que induzca la desdiferenciación del 
tejido; con las condiciones de incubación de: temperatura 25°C ±. 3 oC y 
fotopetiodo de 16/8 hotas de luz/oscuridad. 



5. METODOLOGÍA 

MATERIAL 
• Cajas Petri 
• Vasos de precipitado 
• Probetas 
• Lámparas de alcohol 
• Pinzas de disección 
• Bisturí 
• Matraces Erlenmeyet 
• Matraces Afotados 
• Rociador o aspersor 
• Mechero 
• Frascos Gerber 

REACTIVOS 

• Alcohol etílico al 70% (Alcoholes Mena S.A de c.v.) 
• Hipoclotito de sodio J.T. Baker L:C23154 
• Hipoclorito de calcio J.T. Baker L: l1MC04 
• Agar Sigma L: 1462 
• Sacarosa J.T. Baker L:C87945 
• ANA Sigma L:0369 
• 6-BAP Sigma L:52l1 
• AlA Sigma L:200 1 
• Kinetina Sigma L:8l24 
• lBA Sigma L:2145 
• 2,4-0 Sigma L:65G6 
• Amortiguadora pH 7 Beckm"-Il L: 12475 
• Amortiguadora pH 4 Beckman L: 14582 

EQUIPO 

• POlc!lcic)!1lc¡rn Or'!óll-Rl'. \l'rch, Modelo COl/\., Scr'¡c:7,) 1 17 
.. Al.l\ocLwl' AFSA. ~iodd() (~V/2:::"O, S,-'ri,,: Nom-l-l O(/vi 
• C.lmp,u1:1 de f1l1io Lr1Iin,ll' AF.SA. ~1odclu ¡:P'hO, Snic: j-l)1251 

31 
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5.2 MATERIAL BIOLÓGICO y SELECCIÓN DE 
EXPLANTES 

Para el presente estudio se utilizarón Plantas de B. yuccoides C.Koch recolecradas 
en el jardín botánico de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del Instiruto 
Politécnico Nacional, identificada por la Bióloga Marina Villegas y de Gante del 
Departamento de Botánica, laboratorio de Etnobotánica. 

El material biológico del que se dispuso fue: 
al Vástagos a través de la reproducción vegetativa de la planta 
b) Planta adulta. 
el Botón floral (inmaduro) de una inflorescencia. 
Del marerial biológico proporcionado, se optó por utilizar todos los explantes 
posibles como son: hoja, tallo, raíz y botón floral (inmaduro) como tal. 

5.3 OBTENCIÓN DE MATERIAL BIOLÓGICO EN 
CONDICIONES ASÉPTICAS 

Para conocer el mejor tratamiento de desinfesración del material biológico; se 
realizaron pruebas utilizando distintos agentes desinfestantes. En primer 
instancia agentes desinfcstanrcs: etanoL hipoclorito de sodio e hipoclorito de 
calcio a diferentes concentraciones y diferentes tiempos de exposici6n con el 
Ilurerial biológico ~\\, '1, como lo mueStra la T.1bla IX. 



TABLA Ix.. MÉTODOS DE DESINFESTACIÓN DE TALLO Y HOJA DE B. 
yuccoides. 

1 

T.E. (min) 
ETANOL 
Ca(C10), 

NaCIO ... 
T. E. - TIempo de e"1XlSIClQU. 
Cone = Concentración. 

2 
15 
10 

METODOS 

2 

Conc: (%) T.E(min) Conc:(%l. 
70 2 70 
4 5 10 
lO 10 20 
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TABLA x.. MEZCLA DE ANTIBIÓTICO Y FUNGICIDA UTILIZADAS COMO 
PRE-TRATAMIENTO DE DESINFESTACIÓN DE B. yuccoides. 

N.C. P.A. 

A Garamicina Genramicina 

F PrornyI Beoornyl 

A Anitrin Trimetroprim 
Sulfametoxazol 

F Promyl Benomy\ 

A Tetrex T erracicl ina 

F Promyl Benomyl 
N.e ~ Nombre ComcrclJ.1 
r.A := PrincIpio ActIVO 
F F "" Forma Farm:.lcéutJca 
CO~T = Col1tcmdo 
CONC '"" Concen\r:lC1on 

F.F. CONT. 

Ampolleta 20mgl2mL 

Polvo 50gll00g 

Suspensión 240mgl30mL 
1200mgl30mL 

Polvo 50g1l00g 

Cápsulas 500mg/cap 

Poho 50gll00g 
A - AnliblOIlCO 
f =- FUllglcid.1 

I CONC. IMEZCLAI 

40mcglL 
1 

5glL 

7.2mg/L 
36mg/L II 

5glL 

500mglL 
III 

5g/L 

En un segundo caso, $l' procedió d LHilizar und mezcla de anribiótico y fUllgicieb 
COIl un periodo de exposición de 24 hOlas COIl el n1.l!cri:l1 biológico (Tabla X), y 
iln,ümcmc Ploccdl'r COl) la ,~pliclCiún de los rLILlmlClltoS de d<..'S\{\!csLlct<'m 
pft)pUl"((}~ ell b,<, T:tbb, XL Xl] Y XIJI. :~'llC IlCCCS.lllO ir climill,tlldo ;t1~1lJ10's 

,lf.l'lHe,<, de dc"ink'sl.lción pJf.l l'\'jt.lI tjlll' d lLH,lI11icll{o fuer:l mll:--; ,l~rcsiv() con el 
¡ejido. 
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TABLA XI. TRATAMIENTOS DE DESINFESTACIÓN-OXlDACIÓN 
PROPUESTOS PARA TALLO Y HOJA DE B. Juccoides. 

3 

T.E. (min) CONC (%) 

ETANOL 2 
Ca(CIO), 15 
N.CIO 10 

AC.ASC. 5 

MEZCLA 
T.E. - Tiempo de Exposición 
Conc:= Concentración 
AC. ASe = ÁCido ascórbico 

70 
4 
50 
0.1 

METODOS 

4 

T.E. (min) CONC (%) 

3 70 
- . 

20 50 
24 h 0.1 

5 

T.E. (min) CONC (%) 

3 70 
- -

20 60 
24 h 01 

I 

TABLA XI!. TRATAMIENTOS DE DESINFESTAClÓN-OXIDAClÓN 
PROPUESTOS PARA TALLO Y HOJAS DE B. Juccoides. 

6 

T.E (min) CONC(%) 

ETANOL -
C.(CIO), -
N.C10 20 

Ae. ASe. 24 h 

I MEZCLA I 
T E .- Tiempo de ExposIción 
Cone;::o Concentración 
AC ASe '-~ ACl(\O ascoTblCO 

-
-

80 
01 

METO DOS 

7 

T.E. (mio) CONC (%) 

- -
- -

20 60 
24 h 0.1 

11 

8 

T.E. (mio) CONC(%) 

- -
- -

30 60 
24 h 0.1 

11 
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TABLA XIII. TRATAMIENTO DE DESINFESTACl6N-OXIDACI6N 
PROPUESTOS PARA TALLO Y HOJA DE B. yuccoides. 

ETANOL 
Ca(CLO), 

NaCIO 
AC.ASC. 

MEZCLA 
T.E. - Tiempo de Exposición 
Conc.:::;; Concentración 
AC ASe.::: ÁCIdo ascórblCO 

5.4 EVALUACIÓN 
CONTAMINACIÓN 

MÉTODOS 

9 

T.E. (min) CONC. (%) 

- -

- -
30 60 

24h 0.1 

III 

DEL PORCENTAJE DE 

Para conocer la mejor respuesta y/o efectividad del tratamiento de desinfestación 
del material biológico, se valoró el porcentaje de contaminación de cada medio 
de cultivo sembrado. 

% de contaminación = Frascos contaminados X 100 
Total de frascos sembrados 

Los explantes de cada material. biológico se sembraron en condici0nes asépücas, 
en medios de culriyo con diferentes reguladores de crecimiento. Distribuyendo en 
la superficie del medio de -' a 4 explamcs y sembrando Un promedio de 5 a 6 
frascos por cada medio di[cre!l[e de cultivo. Sometiendo un testigo y/o blanco 
para cvaluJ.f las condiciones óptimas de siembra. Los medios de: culrivo fueron 
rcvis.1dos pcnódicamcme, caeb tcrcer día en la primcrd semana y después cada 
. ..,cmallJ, parJ conocer el erecto de cada trat.uníCIllO ~1. lOS que fueron someTidos. 
u:gislr.lI1do b presenci.l y auscnci,) de ClT~;l lllicrohi.m;l O ftíIl~ic,L 
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5.5 MEDIOS DE CULTNO y REGULADORES DE 
CRECIMIENTO 

En esta parte se describen los tratamientos que fueron utilizados para conocer el 
efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre diferentes explantes. Como 
primera parte se procedió a conocer la relación de auxina/citocinina utilizando los 
medios de cultivo de Murashige y Skoog -MS- (Anexo 1 y I1).41 

Complementados con 5.0 mg/L de clothidrato de tiarnina , 100 mg!L de mio
inositol, y diferentes reguladores de crecimiento (ANA, AlA, IBA, 6-BAP, K Y 
2,4-D) a concentraciones de 2mg!L para auxinas y 0.2 a 0.5 mg/L para 
citocininas (Tabla XIV). 

Las concentraciones y los reguladores de <..recimiento se emplearon, por ser las, de 
mejor respuesra en otros estudios realizados en el Laboratorio de Culrivo de 
Tejidos Vegetales de la ENCB, donde se han obtenido diferentes tipos de 
respuesta morfogenética. 31 

y11 

TABLA XIV. DISEÑO EXPERIMENTAL CON DIFERENTES 
REGUlADORES DE CRECIMIENTO PARA CONOCER LA RELACIÓN DE 
AUXINA/CITOCININA. 

AUXINAS 
2mg!L 

AlA ANA IBA 2,4-D 
e 
I 

0.2 A B e D 
T K rng/L o 
e 

0.5 E F G H 
I 
N mg/L 

I 

'T' ···--'-1 N 02 1 
B .. !~2¿!~ A ----

s I 
.\ 

1" o P l' OÓ M I 

:~,.=/~~~~ __ ~_i _______________ L_. ___ I I , ____ J .. _--
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La concentración de sacarosa en los medios de cultivo fueron de 30glL, con un 
pH 5.8 ± 0.1 ajustado con He! ó NaOH O.IN. La gelificación se realizó con 
agar a una concentración de 8 giL Se sembraron fragmentos de hoja tallo y raíz 
a panir de vástagos obtenidos de la reproducción vegetativa de la planta y la 
planta adulta; así como botón floral (inmaduro) de una inflorescencia. 

El segundo experimento consistió en conocer las concentraciones óptimas de la 
relación de auxinalcitocinina que indujeran una mejor repuesta morfogenética. 
Conocida la relación de auxina/citocinina se procedió de la siguiente manera: 
Auxinas 

i) AIA a concentraciones de 0.5,2.0 y 13.0 mglL 
ii) ANA a concentraciones de 0.1,5.0, y 10.0 mglL 

Citocininas: 
i) K a concentraciones de 0.5,1.0 y 10.0 mglL 
ii) 6-BAP a concentraciones de 1.0,3.0 Y 5.0 rnglL (TablaXV). 

TABLA xv. DISEÑO 
AUXINNCITOCININA 
MORFOGENÉTICA. 

K 
mgIL 

EXPERIMENTAL 

0.5 

LO 

10.0 

QUE INDUZCA 

0.5 

A' 

D' 
G' 

AlA 
mg/L 

! 
2.0 

! 
B' 

I 
E' 

I 
il' 

ANA 
mglL 

DE LA 
UNA 

15.0 

C' 

F' 

l' 

RELACIÓN 
RESPUESTA 
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Sembrando fragmentos de hoja y tallo de la planta adulta y joven 
(vástagos obtenidos de la reproducción vegetativa de la planta). En todos los 
casos, las siembras se realizaron en condiciones asépticas en una campana de flujo 
laminar, sometiendo siempre un testigo ylo blanco para evaluar las condiciones 
óptimas de siembra. El número de inóculos sembrados en cada medio fue de 3 a 
4 fragmentos de 1 cm aproximadamente. Sembrando un total de 5 a 6 frascos por 
medio cultivo diferente. 

La primera observación se registró a las 72 horas (tres días) después de la siembra, 
posteriormente se realizaron observaciones con intervalos de 8, 12, 20 Y 28 días 
con la finalidad de recavar los cambios en el desarrollo del explante, registrando 
los parámetros cualitativos que se describen en la evaluación del tipo de respuesta. 

Se esterilizan los medios de cultivo, agua destilada y material de vidrio, en una 
autoclave a una presión de 20 Ib/pulg' a 120 o e de temperatura durante un 
período de 20 a 25 minutos. El material no esterilizado se limpio 
superficialmente con etanol 70%, las pinzas y el bisturí eran flameados con 
etanol antes de la siembra y en diferentes ocasiones de la misma. 

5.6 EVALUACIÓN DEL TIPO DE RESPUESTA 

Para evaluat la tespuesta morfogenética que pcovocan los teguladores de 
crecimiento en diferentes explantes, se romaron parámetros cualitativos como: <1) 
tipo de respuesta del inóculo, b) color, c) textura, d) forma y e) tamaño. 

a) Tipo de respuesta del inóculo empIcado. 
1) ~o hay respuesta. 
2) Oxidación del (ejido, coloración café oscuro 

-"Sin crecimiento de tcjid,)- . 
.1) rO! rnación de etilo, bl"{)lt'$. r.llo:,:s () embriones. 



b) Del tejido obtenido ( callo) se valora. 
i) Textura del tejido: friable o compacto, es decir, si es duro o muy 

blando al cone del tejido. 
ii) Coloración que puede ser desde crema- amarillento hasta 

pigmentación verde ó rojizo." 

% Respuesta ~ No. de explantes sembrados con respuesta XIOO 
No. explantes sembrados 

5.7 CONTROL DE LA OXIDACIÓN 
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A la par; mientras los mérodos de desinfestación estaban a prueba, se realizaron 
algunos experimentos para controlar la oxidación del tejido. U no de los 
experimentos consistió en utilizar un agente antioxidante como: el ácido 
ascórbico, formando parte de la mezcla de antibiótico-fungicida al 0.1 %, antes 
de la siembra (Tabla XI, XII Y XIII). 

Orra prueba, fue la de utilizar un antioxidante natural como el jugo de limón, 
que consistió en: lavar perfectamente con detergeule y estropajo el timón, 
enjuagando con agua corriente yagua destilada. Dentro de la campana de flujo 
laminar, se aspcrso con alcohol etílico y se flameó, se corró a la mitad y COll la 
ayuda de unas pinzas de disección se exprimió cada una de las mitades, 
colectando el jugo en una caja perrí estéril que contenía aproximadanlCnte 20 
mL de agua eStériL Una vez obtenida las solución se procedió de la siguielllc 
manera: 

A. Antes de la siembra. Obtenido los cxplantcs en condiciones asépticas se 
expusieroll en dicha solución dur;lI1r(." 3 mintHOS par<l proceder a la sicm~)fa en los 
dircrcmcs medios de cultivo. 
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B. De$j"'és de la siembra. Este procedimiento se realizó con explantes de un 
período de incubación de 3 semanas. Los explantes eran enjuagados con agua 
estéril para eliminar restos del medio del cultivo y posteriormente ser expuestos 
en la solución. 

Fue necesario someter antes un testigo y/o blanco con esta solución para asegurar 
las condiciones asépticas de manejo; en medios de cultivo sin hormonas de 
crecimiento que se incubaron durante 3 días y que no mostraron ningún 
crecimiento pero aseguraron la confiabilidad de la técnica ptopuesta para el 
co,'ttol de la oxidación. 

5.8 CONDICIONES DE INCUBACIÓN. 

La respuesta del explante con diferentes reguladores de crecimiento y métodos de 
desinfestacion, así como control de la oxidación, se valoran en este periodo. Los 
medios de cultivos fueron incubados a 25°C ± 3°C, con fotoperiodo de 16/8 
horas (luz/oscuridad), la iluminación se obtuvo con lámparas fluorescentes de luz 
blanca de 39 watts colocadas a 25-30 cm de distancia de los cultivos. La 
temperatura del cuarto de cultivo fue controlada con aire acondicionado. 
(Diagrama 3) 
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DIAGRAMA 3. METODOLOGíA GENERAL PARA EL CULTIVO In vUro DE B. yuccoides. 

Material Biológico 

• 
Selección del Explante 

Lavar con jabón y enjuagar al 
chorro de agua 

Desinfestación 
Sumergir en agentes desinfestantes 

(etanol, hipoclorito de sodio e hipoclorito 
de calcio) a diferentes concentraciones y 

tiempos de exposición 

Control del oxidación 

Decantar agente -Ácido ascórbico (0.1%) 

desinfestante y enjuagar -Jugo de limón. 

tres veces con agua estéril a) Antes de la siembra 
b) Después de la 

siembra. 

Reguladores de crecimiento 
Sembrar en medios de cultivo con diferentes 
regu!adores de crecimiento (ANA AlA, 6-BAP, -IBA K Y 2,4-D) a concentraciones 2mglL para 
auxinas y O 2 a O 5mg/L para citocinas 

Eva!uacion del % de Contammación , Respuesta morfogenética y periodo de 
mcubaclón 

l 



42 

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 SELECCIÓN DE EXPLANTES 

De los explantes sembrados: hoja, tallo, raíz y botón floral (inmaduro) de una 
inflorescencia la mejor respuesta morfogenética la da el tallo cercano a la raíz. 
Este tejido por encontrarse totalmente embebido en la tierra originó dar 
tratamientos de desinfestación severos y agresivos. 

El tallo con un periodo de incubación de cuatro semanas mostró formación de 
callo que culminó a las oebo semanas con la presencia de raíz. Pasado este 
periodo no hubo crecimiento del mismo, el tejido se oxida y muere. Por la 
sensibilidad del callo y la raíz a la manipulación durante la resiembra. 

TABLA XVI. RESPUESTA MORFOGENÉTICA DE DlFERENTES 
EXPLANTES SEMBRADOS. 

EXPLANTE RESPUESTA (días) 
8 12 

Hoja -- -

Talio -- --

Raíz - --

Botón floral -- I 
++ 

++ Rcspuc.-'\ta a la formaclon de cano 
-- Sin ninguna respuesta 

--------------------------------

20 
--

--

--

++ 

28 
--

++ 

--

++ 
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En la Tabla XVI se observa que, el botón floral (inmaduro) de una inflorescencia 
es otro de los explantes que ofrece una repuesta mucho más rápida a la 
formación de callos (2 semanas). Sin embargo, llegó un periodo en e! que no 
muestra más crecimiento, ni formación de tejido desdiferenciado y la 
disgregaci6n de! callo ocasiona la oxidaci6n y pérdida del tejido, (Tabla XVI). 
No obstante, una de las desventajas que existe para trabajar este material, es que 
no se puede contar con él en todo e! año, debido a que la planta solo presenta un 
periodo de florescencia en el mes de abril y e! obtener este material implica 
suprimirse e! desarrollo de las semillas que se generan en e! mismo botón floral; 
de manera que son resguardadas y cuidadas valiosamente. 

6.2 MÉTODOS DE DES INFESTACIÓN 

El hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio son los agentes desinfestantes más 
utilizados para obtener material aséptico en diversas especies; diminan, agentes 
contaminantes de! inóculo, instrumental y material que se uriliza durante el 
cultivo in viITo. El tiempo de exposición de ambos agentes son muy variados, 
porque dependen en gran parte de la sensibilidad de los tejidos para evitar 
dañarlos o matarlos. 

El etanol al 70% se urilizó previo al tratamiento del hipoclorito de sodio e 
hipoclorito de calcio, para eliminar las grasas de hojas y tallos; permitiendo una 
mejor penetración del agente desinfestanre en el marerial. Así que se procedió 
solo, variar las concentraciones y los tiempos de exposición de estos tres agentes 
desinfestantes (Tablas XI, XII Y YJII). 

En un periodo de incubación, de 1 a 3 semanas, se observó que la contaminación 
de los medios de cultivos fue drástica, no sólo por la presencia de hongos, sino 
por la presencia de una gran carga microbiana, llegándose a contanlinar el 100% 

de los medios de cultivo sembrados (Figura 4). Todos los medios de cultivo 
presenran aIras concentración de nutrientes, que los hace susceptibles al desarrollo 
de divCfsos microorganismos tanto del medio <llIlbieIHC como los presente!:. de la 
pLll1r:l miSJl1;l. 



MÉTODO DE DESINFESTACIÓN 

100% 

1er 

MÉTODO 

2do 

11 ETANOL 

I!I Ca(HCIO)2 

IilNaHCIO 

Figura 4. Porcentaje de crecimiento microbiano correspondiente a los dos primeros 
métodos de desinfestaclón, donde se vana la concentración y el tiempo de exposiCión del 
hipoclonto de sodio e hljJoc!on{o de calcio COn el material bio!ÓgKO. 

Este hecho nlostrÓ; que los tratamientos de desinfestación no eran los adecuados 
y que la contaminación microbiana era originada por el mismo inóculo de la 
planta, debido a que en rodos los experimentos se sometió un testigo y/o blanco 
que, no IllOstró crecimiento alguno, y que permitió conocer las condiciones 
óptimas de siembra. 

Como el problema de contaminación se presentó en rodos los casos de siembra, 
se optó utilizat una mezcla de antibiótico y fungicida (Tabla X) para controlar la 
contaminación sistémica. Esta contaminación es b. más difícil de eliminar ya que 
al cnCOI1fr~lrSe los patógenos en el interior de la planta, no es posible que los 
trararnicmos a nivel superficial eliminen completamente la COIuID1inación; las 
consecuencias de eSte tipo de comanlÍnación son más costosas, porque cuando no 
se dcrccr:l se puede crccr en un principio que no hay contaminación y csra se 
expresa después de vari~l.s semanas ó cuando se pasa a las ctapas de multiplicación, 
y la pérdida de nUlcrial es por lo l~H1to m~ís considerable. 
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El material biológico fue expuesto a la mezcla, con 24 horas de amicipación a la 
siembra, para proseguir finalmente, con los tratamientos de desinfestación 
descritos en las Tablas XI, XI! Y XI!!. 

Con los métodos de desinfestación propuestos en estas tablas se observó UIl 

control muy efectivo de la carga microbiana y fúngica, El fungicida 
comercialmeme conocido como benomyl presentó una efectividad del 100% con 
los tres antibióticos de prueba, ( Figura 5). 

100% 

80% 
Cl 

ti 60% 3; 
¡:: 
O 

lb 40% 

¿'1, 

20% 

0% 

MÉTODO DE DESINFEST ACiÓN 

11 11/ 

ANTIBIÓTICO Y FUNGICIDA 

llJ ANTIBiÓTICO 
IiiIFUNGICIDA 

Figura 5. Representación gráfica de la efectividad de la mezcla de allübiótrco -fungiclda 
para cOfllrolar la conlammacuJn slstémIC.'a de la planla. 

El antibiótico de mayor efectividad, en un 95% fue la tetraciclina, la efectividad 
del trimetroprim. sulfamctoxazol y gemamicina fue en promedio del 90%, 
mostrando también disminución de la carga microbiana (Tabla X y Figura 5). En 
algunos uatamic!.\tos fue neces.ario eliminar agenres de desinfesración para evitar 
daños posibles al tejido, que provocacm la oxidación y muerte del mismo 
inóculo, eS decir, evitar que los método de desinfestación fueran severos y 
,1grcsIVOS. 
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Los métodos de desinfestación que mejor efectividad mostraron para el botón 
floral (inmaduro) de una inflotescencia, son los propuestos en la tabla IX dados 
que son, menos agresivos y severos para el material biológico, ya que se trata de 
un tejido más delicado y menos expuesto al ambiente. 

6.3 REGULADORES DE CRECIMIENTO Y RESPUESTA 
MORFOGENÉTlCA 

Los reguladores de crecimiento, son los compuestos de mayor importancia en la 
respuesta morfogenética de un explante, encontrar la concentración y la relación 
de auxina/citocinina es uno de los fines que persigue el Cultivo de Tejidos 
Vegetales para obtener, propagar y mantenet plantas in vitro ya que, el mismo 
(Iillbiente in vítro hace que los tejidos tengan comportamientos anormales que se 
teflejan en desordenes fisiológicos, bioquímicos y morfológicos. 

En la primeta parte de este desarrollo experimental se observó que el material 
biológico de mejor respuesta morfogenética fue el botón floral seguido del tallo. 
Con los tratanlÍentas descritos en la Tabla XVII, el botón floral, presentó mayor 
respuesta a la relación de AlA/K, tratamienros A y E. En un promedio de 8 a 12 
días presentó la formación de un gran callo verdoso. 

Sin embargo cuando se disgrega para aumenrar el m3terial biológico de trabajo, 
no pre~entÓ crtcim.iento, ni'- formación de tejido desdíferenciado, .... originó con el 
tiempo la pérdida del tejido. Posiblemente por la propia sensibilidad y viabilidad 
del cJllo. a la miS111él récnica de manipubción que se hace de ésrc dUr,llllC lel 

resiembLl. Ll desvenraja que se tiene sobre este mareriaL es que SÓlO se cuenta 
con el un.l vez al1ÜO, cuando h plano presentJ. su periodo de Horescenci,l. 

En Lt l.lbL-l XVIl se muestran los Re (on los que, se observó lllU respuesta por 
p.lrtl..' dd rallo: las .lUXllUS. AL\ y ]\0,;;\, con L-\.s cimC"inina' 6-BAP y K 
([[clumicnros A, E, J y !'(). Ll rcspucsr.1 (tJd,j fue 1.1 f()rrn:lCíón de clllü en un 
período ck CU~Hro meses. :\"0 OhS\,·lIHC, presentó el !J1i'illlO problcllu dd bo¡ón 
j)e'Lil, un pc!iodo de btl'!1cí.l con L1 di..,greg;lCión !..Id ell\o y Co]} "Stn :,\] nnll'TlC 
J.! t~J()"\l',1i() nhrcni<iO en r:.C!\l·I,¡) (011 (SIO.'> lr.lI,lfllil'I11()'\ ¡tll' del .27°0 (riS,llLl h) 
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En los tratamientos B, F, 1 Y M mostraron también crecimiento, pero en menor 
porcentaje (8%). En los medios de cultivo resrantes, donde sólo se varían las 
auxinas:IBA y 6-BAP, no presentaron respuesta por parte del tejido (Figura 6). 

Es impor[ante mencionar, que a la par fueron probados los métodos tanto de 
desinfestación. reguladores de crecimiento. así como La misma oxidación, que se 
hizo presente. 

Por lo que en muchos casos la respues[a del rejido pudo verse afectada por los 
mismos parámetros de control. Por ejemplo, la oxidación no dió el rienlpo 
suficiente para presentar una respuesta por parte del tejido. así mismo los 
rnétodos de desinfestaóón dados, posiblemente indujeran la misma oxidación; y d 

su vez, los métodos de desinfesración influyeran en la misma respuesta del tejido; 
dado q'Je se fueron variando por la presencia de la carga microbíana presente e:l 

el mismo. Los métodos de conuol de oxidación aplicados a los explames, después 
de un período de incubación, es Otro de los factores que posiblemente frenó la 
respuesta del tejido. 

TABLA XVII. RESPUESTA MORFOGENÉTICA A LA FORMAClON DE CALLO 
CON DIFERENTES REGULADORES DE CRECIMIENTO. 

,. "--. -, -·--,---·------'1 
I Al'XI!\AS I 

l .. _~,_~._. ----.--T 2n)~_-,-__ ..... _~ __ ~. ____ . ___ . ..: 
i ., .,\1.-\ I A"i.\ I 1Il.\ 2.-l-[) , 
, e - .~ - ... 

! 
T 
o 
e 

\ 
, I 

"i 
\ 
S 
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RESPUESTA MORFOGENÉTICA 

100% -- --- -- -

80% 

~ 
C/) 

':!5 60% 

% 
llJ 
Q: 40% 
llJ 
Cl 
d'? 

20% 

0% 
A BCD E F G H I J K L M N o P 

TRATAMIENTOS 

F16'ura 6. Respuesta morfogel1éllca de lallo hacIa la formación de callo COIl d{ferentes 
reguladores de creCImiento para conocer la meJor relacIón de auxina/cIlocmina. 

Una vez conocida la relación auxinalcitocinina, se procedió a trabajar en el sub
secuente experimento con es[Os reguladores de crecimiento para, encontrar las 
concentraciones óptimas que, indujeran la fOfmación de callo en menor tiempo 
o que indujeran a partir de esta respuesta; otra respuesta morfogenética como: 
raíces y/o plánrula (Tabla XVJIl). 
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TABLA XVIII. RESPUESTA MORFOGENÉTICA A LA FORMACIÓN DE CALLO 
UNA VEZ CONOCIDA LA RELACiÓN DE AUXINAICITOCININA. 

Botón floral 
AlA (rng/L) 

0.5 I 2.0 
KINETINA 

(rng/L) 
0.5 A' B' (~) 
1.0 D' 
10 G' (~-) 

Tallo 
ANA (rng/L) 

1.0 
6-BAP (rng/L) 

1.0 l' 
3.0 :VI" 
5.0 P' 

+~ FOfn¡('lC10n de niz 
.,. Form8clol1 de callo 

I 

E' 
H' 

5.0 

K' 
N' 
Q' 

[ 13 

C' 
F' (+) 

!' 

I 10 

L' 
O' (-+) 

R' 

FJ hotón 11or.l1 mOSllÓ L t'onn,H:ión LJ,t' un c,¡Uo \ndl):"¡~ en los IL)Lllnicn\o,> Pl, r. 
v C; (1'"bh XVI 1II , En los JIlé({¡m B ) e se presentó adcrn,;s dd (,lilo, la 
rurmxi¡'m lk ui!, qllC no lll{)~l rú nl;)~ u\:'i.lmll·nto lk"pu(':> lk :) 'Sem,ln.b y que ',tI 

su rC:-;L'Illhnd,ls llluereIl por L1 ptOJlLl <;l'n~lbi)¡d,ld > \'j,¡hJ!id,ld del rejido. El 
pC['Jodo d\.' rL"~plll':"l.l \.'S clllllSlllO I111'llC·[()I1.hlO ,1I1IC) !(;l !llt'¡Uí..' de R ,112 OÍ-15 ~o\o 

con 1.1 dircrcJlcí.l de 1.1 pn">'l'llci,l cit.' 1".11/. 

LI l,iI!() :lllll'\ll.l L~ IníIlUCl('J!1 de l.l:¡) ~l; ,,:\1 [\),!n, ji)' 1:.1I.1Il)iCIJlu' ,jc 1.1 ¡(Lll·i(')1l 

\~:\/(\ f;.\P. \111 ('111!1,11;":\\ ,11 II li 111:lJ~,il[(t 1 \, :'1(\,))[.11.1 Idrrll L\.'I<·~li.1c l.lí/.1 

1 '.1: 111 I II ! <. ',oIl( i, 1, I .1 ¡.,: 1 '\. \ - l ¡ , 
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6.4 CONTROL DE LA OXlDACIÓN 

Conforme transcurrió un periodo de incubación de 3 a 4 semanas, el material 
biológico de los explanres de tallo presentaron un daño fuerte en su tejido, así 
mismo el caHo formado. El "browning" o ennegrecimiento se hizo presente tanto 
en el medio de cultivo como en los explantes, que suele concluir con la muerte 
de los propágulos. 

Cuando un tejido cultivado in vitro, es separado de sus condiciones naturales, 
responde a los rratamientos aplicados o situaciones de estrés como: la 
desínfestación, el daño mecánico, desecación, cambios de pH, etc; diferentes de sus 
condiciones naturales. Sí se tragmenta una parte de una planta, los cortes 
realizados rompen tejido y células, la respuesta natural de la plama es producir 
sustancias enrre los que predominan productos de oxidación, principalmente 
sustancias fenólicas. 

Esta fue la razón de ir eliminado algunos agelltes desinfesranres como lo 
muestran las Tablas Xl. Xll y Xl1l, para obtener un material biológico menos 
dailado y por ende un método de desinfesración propicio. 

En ~enerallos fenoles Son SusLUlcias bbiles y fáciles de oxidar, y los productos de 
esta oxiddción tienen car~ictt:"r tltotóxi.co, por 10 que son c.lp,1Ces de alt(:r,u 
procesos mortogenécicos de crccimicmo y des,Hrollo, ya que U;lS su proPl,j 
OX~d,lCión !-'c cülwierten en poi.entes oxk'tw.tC:S, 

Con b,l9.:' ~t l.t cxpC'rienct,1 labor~1.l en CS1,1 JrLd, Se procedió l1.1cer uso de un 
,mtioxidante como el .Ícido :lSCórblCo, El rero era conocer 1.1 Cornu en que el 
11Uferi,ll hiológ.,icc podría .lpro\"ccharlo, sill qlle tllvicr.l COllSCt'tICllCi.ls C11 b 
dc<:;infcsLlción por lIn~l. Dosibk COlH,lll1ilución dd 1l\,llCli.ll biokH!,ico: .11 ser 
,lplíCldo dirt'CumCll\C sin' una prt'\"i,l c:.\criliz,l.ci¡'lll, y.l qllt' ,1dent:1'i, l,; JdicÍón de 
é:.IC ;¡ lo~ medios de clIhin), C1LlS:lría i.l dCP.LHl:tcióll del Illi:'1l1o, pOI d proceso de 
L''\ ¡ e ri ¡ Íz. 11..'1 cí 11. 

¡\~i Qlll.'. \, 1~I(\p(J\() .ldl,'I(1I1.1rin.l Ll llll/CLl ,k ,llll;l'i\)lil(l } íUII;.:i(íd.l .2 /] h\)r,b 

j1Il\'\() ! 1\ '1,"11111,\ l',\I,~ ~'jlll¡'.l \l...riClll 1.1 d:-"ld,ILlt):l \le! ¡~)ld(). ~111 llll~I.lI~(). Ll 

1l:.1\()II,' lil Irl'. l':-"I~l.ltl!l"!lO 1,¡,'''~·I)[.\t()11 .11~':'\111 "Illlh;\) tl1()IIt)~,j]C¡tl!) l'\\ lI11 

!'~'I:()"I¡) ,1',' \!'l' 11]('\,'\, i"i.';),¡:"·':(:lc!!) )\I,'\;!(' 1:":1 ti::' 1:\!I,'T(ll }1'); 

,!( ~h i, T 1 \i ,:, ti) t\ 
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La utilización del jugo de limón surgió como una idea de observar que la mayoría 
de los alimentos que contienen aguacate se les adiciona unas gotas de limón para 
evitar la oxidación y el ennegrecimiento de ésre. Con la exposición de los 
explames en la solución de jugo de limón antes de la siembra no se observó 
ninguna respuesta por parte del tejido, los explantes después de la siembra 
igualmente no presentaron respuesta alguna. 

De la misma manera aquellos explanres con formación de callo que se 
sometieron a esta prueba no mosrraron más crecimienro y por ende no más la 
inducción de rejido desdiferenciado. Se genera un periodo de latencia de más de 
dos meses, hasta que los tejidos mueren por deshidratación. En si los explantes 
que mostraron tormación de callo y raíz fueron aquellos en donde la oxidación 
no se hizo presente bruscamente. 

El botón floral, es el explante que no se somete a ningún control de oxidación, 
debido a que no presenta este problema. 

6.5 CONDICIONES DE INCUBACIÓN 

Una de las panes importantes para el desarrollo de los cultivos in lJitro son las 
condiciones de incubación. El ambienre in vitro hace que los tejidos rengan 
componamienws ,mormales que se reflejan en desórdenes tlsiológicos, 
bioquímicos y rnorfológicos en las plantas. Las condiciones de incubación que se 
ll1::1I1ejdron en este experimeJ1lo, temperatura de 25"C ± J'C y f;)wpcriodo de 
16/8 hor.1s de luz/obscuridad, así mismo b. iluminación con lámparas 
t1uorescclltcs de luz blancl de 39 \vatts coloclC.hs a 2'5-30 cm de disuncia de los 
cultivos. L~\'or~cicl.On la inducción de unA rcspUtStcl rnQrfogenétic,l. 

EstOs P<lLh'l.'l.ctms de control son de i.mpon.mci~), se pucden logLu con ellos tasas y 
niveles de propas.lción de plantas sanas y de dll.l cali,üd in lJlÚO, lo Clul Ctciliuría 
en gLlIl medid,¡ su ¡r,lllsfcrcl1cia ~¡ condiciones c.\. mIro, con 1.1 consecuente 
disminuCIón de C()~!()" (k Plndtlccióll." 
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7. CONCLUSIONES 

Se logra el control de la contaminación en el material biológico de Beschomeria 
yuccoides C. Koch. con los métodos de desinfesraóón, previo al pre-tratanúenro 
de la mezcla de antibiótico y fungicida; se recomiendan aquellos mérodos que 
utilizan un agente desinfestante, para eVItar posibles daños del tejido que 
originen, a la larga otro tipo de problema. 

De los diferentes tipos de explante el de mejor respuesta al cultivo in vitro son los 
fragmentos de tallo en presencia de los reguladores de crecimiento vegetal Ac'\fA y 
6-BAP en concentraciones de 10 mg/L y 3 mg/L respectivamente. Se observa la 
formación de callos en los Diedios de cultivo suplementados con estos 
reguladores de crecimiento después de 4 semanas de incubación, a las 8 semanas 
se observa Id presencia de estrucmras radículares. 

En la mayoría de los tratamientos, se observa la oxidación del explallre a partir de 
la cuana semana e incluso en aquellos que presentaron formación de callo. Se 
logra el control de la oxidación con la adición de ácido asc6rbico a la mezcla de 
amibiótico-fungicida previo a la siembra; y con la exposición de los inóculos a 
una solución de jugo de limón antes y después de la siembra. Mostrando ser mas 
efectivo el udf<uuienro con el jugo de limón. Sin embargo es conveniente conocer 
la conccntra.ción más adecuada'- de es [el solución que, '-permirel el desarrollo del 
expLu1te y el crecimiento del callo. 

Cuando los cuhi\'os se lluntic-nen por tiempos prolongddos nuyores de 3 meses, 
es nl-Ís complic.ldo manrener los tejidos vi\·os, .u'm con di1-erenteS resiembr.1S ,1 
medios frescos: por la prcpi,l sensl.bilid,ld que prcSent,U1 ,1 b técni.ca de 
nunipulaClón. Es recomendable. hacer uso de url~l técnic8. de manipulación que 
pcrmiu incremenur el marcri,.l biológico de lrdhajo, sin exponer el nUlerial ~l 

condicioncs dLbtiC1S de estrés como SOI1: cone. dcshiclr'l1aciól1. m,mcjo. pH. CTC. 

El cxphmc que no preSent,l probkm;;¡s de oxichnón y cOllumillJCÍóll. e'S d botón 
110L11 (jllIlUduro) dc lllLI inf1urcsccllci:¡, ofrc,:cc lJjl;! HUyO!" rcspllCSl:l. en Ull 

periodo (k 8 .1 12 dí,lS con forn1.lcióIl de c1110 y r.lÍec). a djkrcl1t~'s 
eOJ1~·l'!ltl.h 11)\lC" cll ,\L\/K Fl ll.lh,lj,lr con c.;;tc 11LHni,d hi()k)~il'o ;:,crí.l lo Ill,í, 
id(ílll\l, 11(\; :,j-., l!lli]llpk\ \C!lUJ,l\ qUl (lhcl", ,\ llll llllllJO IW~ !)l'!Illi¡¡Jí.l COJlIlCC!, 

\J ('\.1\'e ('n l\te 1cjillo, 1111.1 \)J()11Ll j-,-'""PU')Ll ,1 1.1 (lrm.ll':\'ll: (k pl.íillllLl, ,1\1 

\\\\'d\)\\, \.el I ~\i\.'\\, ~\ ,:n d l'\.i\\:',., \ll"'U [Iuyor prod\lccl()n dd lltu,lbnlilo de i,lll'll":,\ 

(,\,lj1\)11111,ll ~(lll Il'l.l,,:iú¡: ,11 ullo, lllLl n; '-'''Llblccidn, lo" llledio, l'11 ~Ll"p"l1"i(í:L 
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8. PROPUESTAS 

Este trabajo proporciona las bases de Cultivo de Tejidos para continuar con 
pruebas a nivel laboratorio, del análisis de metabolitos secundarios (Saponinas) 
en cultivos en suspensión, comparando el rendimiento con relación al producido 
por la planta en condiciones naturales, para posterionnente trabajar con los 
factores que permitan el incremento del metabolito, y así poder plantear su 
eSGuamienro a planra piloto e industrial. 

Debido a que en este experimento la mayor patte del tiempo se trabajo con los 
métodos de desinfestación y reguladores de crecimiento. Se recomienda, que se 
lleve acabo, un estudio más profundo, donde se modifiquen las condiciones de 
incubación como SOI1: temperatura y foroperiodo, para inducir una pronta 
respuesta morfogenérica del explante; ya que es uno, de los factores más 
importantes para el desarrollo de los cultivos in vitro. 

En el Cultivo de Tejidos Vegetales, debe considerar de manera zntegra, los 
fdctores 111ás importantes que controlan la respuesta in vitro, como son: selección 
del explante, método de des infestación. adición de antioxidantes, tipo de 
reguladores de crecimiento y condiciones de incubación. Esr0s factores se 
involuCfdn en la repuesta morfogenética de un tejido para obtener. propagar y 
mantener pLll1t~1S j,7 ¡litro. 

La biorecnolo~ía vegeral en México. riene gran potencial y ofrece nU111erosas 
expeCla{ivas. pero es imporramc que en su des,urollo. exista un equilibrio entre el 
imcrés comeróal y los aspectos socúles y educaTivos, estos úlrirnos fundalnernal.es 
en la sociedad colltcmpOdI1e,l. 

Ell t'\(t' ClIllPO del quc]ucer cienríl1co, se r.:quicIc JdcnLÍs, i!l!cJlsiJlCH la 
form:lcíón de recursos humanos ;)h:nncme clpacit.ldos, con una concic.nci,l de 
protección de Iluc.<;rros ~CrJ11()pL15m:l::' y l'COSistClll.b. Es decir de v,!lor;¡cíón y 
cllid,lelo de los rccur::,ü<; n:F-culc<; que son di\'cr'so~ y Illuy \',lli()~os. 
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ANEXOI 

COMPOSICIÓN QUíMICA DEL MEDIOS BASAL 
DE MURASHIGE y SKOOG (1962). 

Componentes Concentración Peso/2 Litros 
media Final (mg/L) 

MSMayor 

MgS04 .7H,O 370 7.400g 
NH.,N03 1650.0 33.000g 
KN03 1900.0 38.000g 
KH,P04 170.0 3.400g 

MS Menor 

H,BO, 6.2 O.124g 
Z11S0,.7H2O 8.5 O.I72g 
CuS04.5H2O 0.025 0500mg 
K1 0.88 17.600mg 
CoCl,.6H20 0.025 0.500mg 
NaMoO,.2H,0 0.25 5000mg 
MnS04.H,O 16.9 O.338g 

MS Vitaminas 

Glicina 2.0 40.000mg 
Acido Nicótitllco 0.5 10.000mg 
Pirodo,ina Ilel 05 10 OUOmg 
Tlamina Ilel 1 () 20000mg 
M ( ()sito I ',)-l!l l I 1(0 ) ) 000 0 



ANEXO n 

COMPOSICIÓN QUÍMICA TOTAL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 
EMPLADOS EN ESTE EXPERIMENTO 

MSBASAL 

COMPONENTES 

MSMayor 

Ms Menor 

Ms Vitaminas 

Fe. EDTA 

CaCl2·Hl) 

Sacarosa 

Aforar a lL y 
pII 5.8 + 0.1 
Agar 8g/ L 

1.39g 

CANTIDAD POR UTRO 

100mL 

100rnL 

100rnL 

10mL 

lOmL 

30 " <> 

Calcnlar separadamente 
Combinar y diso]n',. en 
500 mJ .. 

~''''"'''"'7 A,~',..,,' __ ":: :~. 
,-' . 
~ ,,_" . .J , ,-. - -, \ 

------_._ .. ~ .. -



GLOSARIO 

GLOSARIO 

allo: Masa amorfa de células. 

liferenciaci6n: Proceso de formaci6n de tejidos y 6rganos diversos a partir de 
masa iniciales de células embrionarias idénticas. 

lipoloide: Célula portadora de una doble dotaci6n de material genético, 
la mitad de origen paterno y la otra mitad de origen materno, 
pudiéndose agrupar los cromosomas en «n" parejas de 
homólogos (cada miembro de un progenitor) de donde se 
acostumbra a simbolizar esta dotación diploide por 2n. 

Jongaci6n: Alargamiento o aumento longitudinal de una célula o tejido. 

mbriogénesis: Conjunto de procesos que conducen a la formación y 
desarrollo de un embrión, desde la fecundación de las célelas 
sexuales. 

:Xplante: Tejido seccionado de una planta, cultivado en medios de 
crecimiento artificiales, con fines experimem:ales. 

Iaploíde: Posesi6n de la mitad de la dotación cromosómica diploide. 

4erístemo: Tejidos vegetales responsables del crecimiento de la planta en 
longitud y en grosor, caracterizado porque sus células 
conservan indefinidamente la propiedad de dividirse, 
comportándose como un tejido embrionario. 

liorfogenético: Proceso por el que cada órgano de un individuo va 
diferenciándose de los demás en el curso del crecimientO, 
adquiriendo la forma, estructura y restantes caracteres que le 
son propios. 



Plántula: 

GLOSARIO 

Planta Joven nacida de una semilla o de tejido 
desdiferenciado. 

Propágulo: Organo o pane de un vegetal. 

Organogenésis: Conjunto de procesos dentro dd desarrollo embrionario, que 
conducen a la aparición y formación de los distintos órganos 
en los seres. 

Senescencia: Estudio de los cambios biológicos relacionados con d 
envejecimiento, en especial rdieve en plantas y animales. 

Somático; Se emplea en contraposición a germinal o sexual cuando se 
refiere alas células de un organismo. En este semido, se refiere 
a las células que no panicipan en d proceso de reproducción 
(células diploides) al comrario de las células sexuales (células 
haploides). 

Vástago: La parte aérea de la planta, la cual incluye tallo , ramas y 
hojas. 
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