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RESUMEN

RESUMEN

de sus inicios el desarrollo cultural de [a humanidad ha estado ligado al uso y
ocimiento de las plantas. En la lucha diaria por su supervivencia las primeras
wnidades aprendieron a distinguir frutos, follajes, semillas y raices de plantas
1estibles de aquellas, que no le aportaban ningin beneficio o incluso le
slraban perjudiciales. el hallazgo mds importante para los primeros hombre
, sin duda el surgimiento de la agricultura, donde se dio imicio; al
ocimiento del cido de vida de las plantas y un proceso de seleccién de
ecies; que hoy constituyen, uno de los mds grandes acervos de la humanidad.

nuestro pafs se han realizado estudios con plantas usadas en la medicina
licional en el intento de curar diversos padecimientos. De estudios
obotdnicos, donde se registra el 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. Koch. Planta valiosa
inémicamente para al menos; en algunas poblaciones indigenas, por la variedad
usos que presenta como: alimento, jabén narural y planta medicinal.

sta ahora, se ha logrado establecer un mérodo biotecnolégico, que enfoca el
> del Cultivo de Tejidos Vegetales, para la propagacién y cultivo in vitro de
schorneria yuccoides. Que muestra, un control efectivo de la carga microbiana,
los explantes de rallo; con el uso de un mezcla de antibiético-fungicida, previo
tratamiento de desinfestacién. El inéculo de mejor respuesta morfogenética la
. el botén floral (inmaduro) de una inflorescencia, seguido del tallo. Estos
dlantes  responden a la formacién de callo y ralz con la relacién
cina/citocinina: AIA/K y ANA/G-BAP respectivamente. E! botén floral a
erentes concentraciones y el rallo a concenrraciones de 10.0 mg/L y 3.0 mg/L.
control de Ja oxidacién se lleva acabo con la adicién de dcido ascérbico a la
zcla de antibidtico-fungicida previo a la siembra, y con la exposicién de los
dlantes en una solucién de jugo de limén antes y después de las siembra;
sstrando  mayor control, éste vltimo. La biotecnologfa vegeral de esta forma, se
nvierte en una alternativa mds para la preservacién y restauracién de los
wrsos painrales, y asf mismo la biodivessidad.




INTRODUCCION

esde tiempos remotos, ¢l hombre ha utilizado a las plantas para satisfacer sus
cesidades mds apremiantes como son la alimentacién y la salud; para ello se ha
lido de la seleccién de especies naturales y/o silvestres. De las plantas de mayor
portancia  para €l, se encuentran aquellas con importantes propiedades
edicinales, cuyo conocimiento y empleo se han transmitido de generacién en
neracién constituyendo hasta nuestros dias un significativo sostén de la
edicina moderna.

cientemente se han realizado notables hallazgos en paises desarrollados
ferentes a productos naturales de origen vegeral, que se emplean exitosamente
¢l tratamiento de ciertas enfermedades y de las cuales han hecho patente en
as la presencia de sustancias con actividad farmacolégica. En nuestro pafs, se
n realizado estudios similares con plantas usadas en la medicina tradicional en
intento de curar diversos padecimientos. Tal es el caso de la familia Agavacese
en particular el género Beschorneria; de la cual la especie mds utilizada por
munidades indigenas es Beschorneria yuccoides C. Koch conocida comtinmente

n ¢l nombre de “amole” o “amolli”por sus propiedades jabonosas en Nahudtl."
¥4

¢ la familia Agevaceae se han aislado entre otros, compuestos esteroidales;
1contrdndose en forma de saponinas que por hidrélisis, dan origen a sustanctas
res  de  azlicares llamadas sapogeninas, dichas sustancias se consideran
rapéuticamente activas, debido a que los exwacros de B. yuccoides C. Koch han
mostrado ser efectivos en el traramiento de micosis cutdnea. 7™

1 necesidad de enconerar plancas medicinales con propiedades antimicéricas, y la
ntidad de compuestos esteroidales presentes en forma de saponinas; que
presentan un amplio potencial comercial como metabolito de interés cn la
\dustria Farmacéurica, ha llevado a centrar la atencién cn esta especie. Ya que es
1 marteria prima dificilmente reemplazable cn la obtencién de hormonas
werofdicas comior anticonceptivos. antiinflamatorios, anabolizantes, etc.”
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La biotecnologfa Vegetal forma parte importante de la Hamada Tercera
Revolucién Industrial y que adquiere mayor importancia cuando se aplica a la
preservacién de los recursos naturales, la biodiversidad, asf como en el
traramiento de la contaminacién ambiental y en los procesos de biorremediacién
de los ecosistemnas alterados. Ofrece ademds alternativas diferentes en la
produccién de sustancias de interés farmacolégico; siendo un punto estratégico
més, en los materiales econdmicos que comiinmente ayudan a construir una
Industria Farmacéutica en los pafses del Primer Mundo. ©

El objetivo de este trabajo fue establecer un méwodo Biotecnoldgico para la
propagacidn y cultive “in vitro” de B. yuccoides por Cultivo de Tejidos Vegerales;
que consistié en: controlar la conraminacién sistémica de la planta con una
mezcla de antibidtico-fungicida previo a los tratamientos de desinfestacién, donde
el indculo de mejor respuesta morfogenéica la da, el botén floral ( inmaduro) de
una inflorescencia, seguido del tallo. Estos explantes responden a la formacién de
callo y rafz. El botén floral en la relacion de auxinafcitocinina -AIA/K- a
diferentes concentraciones; el rwllo a la relacidén de -ANAJG-BAP- a
concentraciones de 10.0 mg/L y 3.0 mg/L. El conurol de la oxidacién se lleva
acabo con la adicién de dcido ascérbico a la mezcla de antibidrico-fungicida
previo a la siembra, y con la exposicidn de los explantes en una solucién de jugo
de limén antes y después de la siembra, mostrando mayor control, éste dltimo.




1. ANTECEDENTES

1.1. BIOTECNOLOGIA VEGETAL

La Biotecnologfa se define desde el punto de vista industrial, como el conjunto de
tecnologfas nuevas y tradicionales que involucran la aplicacién de los procesos de
los sistemas bjoldgicos y/o las capacidades metabdlicas de los seres vivos, en la
produccién de bienes v servicios que repercuten en una mejorfa en la calidad de
vida del hombre, en sectores rales como la agricultura, el medio ambiente y las
industrias: farmacéutica, de alimentos y qufmica,7

La Biotecnologia ofrece alternarivas interesantes y novedosas para producir
alimentos, firmacos, técnicas para la proteccién y restauracién del ambiente. En
los tltimos 20 afios ha tenido un desarrollo impresionante, por lo que no es raro
hoy en dfa ver ia aplicacién de las tecnologias de punta, tales como el 4cido
desoxirribonucleico  (DNA) recombinante y la fusién celular a procesos
biotecnolégicos convencionales como: la produccién de vinos, cerveza o el
mejoramiento de especies vegerales y animales. "

Es por, eso que se considera que la biotecnologia forma parte importante de la
llamada Tercera Revolucidn Industrial, lo que la coloca de manera preponderante
dentro de los planes estracégicos de la industria de procesos, en la aplicacién de la
preservacién de los recursos naturales, la biodiversidad, asi como en el
rratamiento de la contaminacién ambiental v en los procesos de biorremediacién
de los ecosisternas alterados, " °

México, ocupa uno de los primeros lugares a nive] mundial en cuanro 2 la
diversidad de sus recursos naturales, lo que le brinda ¢l calificativo internacional
de pals con megabiodiversidad, hecho que desde ¢l punio de vista de la ingenierfa
gencrica, representa bancos de genes indispensables para Ia nucva y naciente
agrobioindustria basada en los avances biotecnolégicos.

bste hecho de gran trascendencia, ha side considerado dentro del secior
academico y aentifico del pafs, pero tmbidn debe ser analizado v considerado
con conocimicnto y cuidado dentro del sector empresatialy del gobicmo
leaistative del pais. en on momenio donde o requlacion de Lo propicdad
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intelectual y la posibilidad de patentar la vida se halla en el centro del debate a
nivel internacional. ’

Dentro del campo de la biotecnologfa vegetal, los avances recientes en el
conocimiento de genes, asi como el funcionamiento bioquimico y fisiolégico de
las plantas, han abierto dreas relevantes aplicadas a la obtencién de variedades
vegetales con mayor adaprabilidad a su ambiente, productividad y resistencia a
plagas o enfermedades. *°

La biotecnologia vegetal es un campo del saber que se encuentra en crecimiento
muy dindmico, donde los cientificos buscan entender mejor, para manejar tanto
los aspectos benéficos como los perjudiciales que afecten la vida de las plantas y
su aplicacién hacia los procesos productivos de bienes y servicios.

En este contexto, el Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV), es una herramienta de
la biotecnologia vegeral; bajo este nombre, se agrupa un amplio conjunto de
técnicas que permiten el manejo i vitre de células, tejidos y érganos provenientes
de plantas, logrando: la propagacién masiva de plantas de ornato en peligro de
extincién y de importancia ecolégica, la obtencién de plantas libres de patégenos
{virus, bacterias, etc), la produccién de compuestos de interés para la industria de
procesos ( colorantes, adirivos, fragancias, principios activos, etc), la generacién
de plantas tolerantes o resistentes a determinadas condiciones ambientales
(sequias, salinidad, estrés, erc), la obrencién de variedades mejoradas; por
mencionar algunas de las aplicaciones de este campo.

Una gran diversidad de especies han sido estudiadas por Cultivo de Tejidos
Vegerales, el enorme potencial que presenta, el uso de esta téenica y la relevante
conrtribucién hecho al conocimiento, funcionamiento y manejo del reino vegeral
muestra en las ultimas décadas, el desarrollado de modelos bioldgicos gue han
aportado informacién muy vatiosa acerca de la fisiologia y bioquimica de las
plantas "/

El CTV asi como la transformacién genérica de plantas, constituyen actualmente,
la base de la Biotecnologia Vegetal.  El Cultiva de Tejidos Vegewales, puede
definirse como: un conjunto de téenicas que utilizan ln capacidad de regeneracién
y biosintests que poscen las plantas, para establecer cultivos de edlulas, wejidos y
drganos en condiciones asépticas y controladas de temperatura, humedad,
nutrientes, pli, fotoperiodo. entre ouas. obtemendose asi plantas compleras o los
productos de cualquicra de Las rutas bioguiniicas que se encuenizan codificadas en
ol genoma de una planaa.
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Street (1977} afirma que el término solo debe ser usado para referirse a tejidos que se
originan por proliferacién de segmentos (explantes) de brganos de una planta. Otra
definicién, se refiere al cultivo in witro de cualquier parte de una planta, ya sea
una sola célula, un tejido o un érgano, bajo condiciones asépticas.

Esta técnica cstd basada en la teorfa de la rotipotencialidad celular, propuesta por
primera vez por Schleiden y Shwanm (1839) que menciona: cada célula de una
planta, tiene la informacidn genética para regular la division y la diferenciacion
celular, para el crecimiento y regeneracion de una plansa nueva.”

El alemdn G. Haberlandt a principios de este siglo {1902) retoma este término, y

aunque no tiene éxito en sus investigaciones, menciona que: es posible manipular
. n B . . . .. i4

los tejidos vegetales in vitro si se les proporciona las condiciones adecuadas.

En 1932 ].P.White obtiene por primera vez el cultivo indefinido de ralz usando
extremidades tomadas de la raiz de tomare, que coloca en un medio liquido que
contenfa sales minerales, extracto de levadura y azticar, sin duda este &ito dejé
lugar a esfuerzos renovados por el CTV. En 1934 R.]J.Gautheret obruvo a partir
de meristemos de drbol, proliferacién de tejidos que no vivieron mds de ocho
mEsCs.

Sin embargo, no fue sino hasta 1939 cuando Nobercurt y Gautheret reportan que
los tejidos de rafz de zanaboria proliferan como unma masa de wiido
desorganizado, cuando se colocan en ur medio nutritivo que contenia minerales,
glucosa, cisteina, sales y el regulador de crecimiento 4cido indolacético (AIA}, esta
profiferacién conocida como callo, s¢ podia mantener en un cultivo por tiempo
indeﬁnlido mediante el subcuitivo de pequefios fragmenros de callo a medio
fresco.

En el mismo zito White, independicntemente, repora culiivos de tejido calloso,
provenientes del procambiran de segmentos de rallo de una especic de Nicoriana.
A partir de este momento la téenica de CTV fue romando gran importancia para
reatizar investigactones, no solo a nivel de compornimicno celular, sine en
diversas dreas del conocimiento.’” En la Tabli 1 se mencionan algunas
apheadiones del Cultivo de Tejidos Vegeles.




TABLA L. APLICACIONES ACTUALES Y FUTURAS DEL CULTIVO DE TE}IDOS
VEGETALES.

| TECNOLOGIA APLICADA TECNOLOGIA EN DESARROLLO |
= Micro propagacion = Modificacion por variacion somoclonal
- Embriogénesis somatica + Transferencia de genes vepetales por
fusién de protoplastos
« Eliminacion de virus * Introduccion de genes por Agrobacterium

o por otios medios {las consecuencias

incluyen la introduccién de resistencia, a

enfermedades, plagas y herbicidas, asi

como el control del desarrollo vegetal}

* Recuperacion de embriones

« Produccion de haploides

+ Manipulacion de la haploidia

*Almacenamiento v transporte de

germoplasma,

* Produccion de compuestos quimicos
or células cultivadas.

1.1.1 PROPAGACION DE PLANTAS.

La generacién de plantas, a travds de ciclos relativamente cortos, bujo condiciones
controladas y asépticas, con caracreristicas superiores, como alta productividad,
resistencia a plagas y condiciones ambientales adversas o bien, la produccién de
alguna sustancia especifica, son los objetivos que se persiguen ul trabajar esta
téenica, también conocida como micropropagacién o propagacién clonal.”

E! primer paso consiste, en scleccionar a la planta que se desea propagar y buscar
las condiciones que permitan el establecimiento del culiivo en ¢l laboratorio; un
cultivo en condiciones asépticas. para lo cual se hace uso de diterentes agentes
desinfecranies que eliminan Lo carga de microorganismos presentes en la
superlicie de la planta o wjido. "




A la parte de tejido de la planta que se cultiva en medios de cultivos adecuados se
le denomina “explante” o indculo, que puede ser desde un fragmento de hoja,
tallo, rafz, hasta embriones, semillas e incluso la planta complera.

Una vez establecidos los cultivos en condiciones asépricas, se evaliia el efecto de
los diferentes componentes del medio (tratamiento de desinfestacién -
porcentajes de contaminacién en medios de cultivo-, la oxidacién de tejidos), asi
como de las condiciones de incubacién. ¥

Uno de los factores que mayor influencia cienen sobre el tipo respuesta i
vitro de las plantas son los reguladores de crecimiento vegetal, rambién conocidos
como hormonas vegztales, las cuales son sustancias que en  baja concentracién
ejercen gran influencia sobre la diferenciacién y el desarrollo de las células
vegeales. 7"

Actualmente, sc reconocen cmco tipos bidsicos de sistemas quimicos de
reguladores de crecimiento vegeral,” divididos en tres grupos principales:

a) Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y giberelinas. (Tabla II y
Figural)

b) Inhibidores del crecimiento: dcido abscisico.
¢) Etileno.

De los cinco sistemas quimicos incluidos en este grupo, las giberelinas

promueven la germinacién, junto con las auxinas estimulan principamente la
g . - - .- 1

clongacidn celular y las citocininas estimuian la divisién celular.™

TABLA il. REGULADORES DE CRECIMIENTO MAS UTILIZADOS EN
CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES. 7V '8

g AUXINAS T CITOCININAS ] GIBERILINAS |

| Ac_Indol-3-acético (ATA) | 5-Bencilaminopurina (BAP) | Ac Giberilico (GAy)

|

\ Ac Indal-3-butrico (ALB) _[ fsapentiladenina (2iP)
_Ac Nafialenacético(ANA)  |Zeatina (Z)
'Ac 2.4-Didofenoviacético | Cinetina (K)

@Ay

{ - - e -

e i —
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos reguladores de crecrmiento

El dcido abscisico es el dnico grupo quimico que perienece a los inhibidores, y

provoca la caida de hojas, flores y frutos en las plantas.” El etileno regula el
crecimiento vegeral, su produccién es mayor cn yemas laterales y decrece
lentamente en hojas y flores en expansién; existe un incremenco en su produccién
durante la senecencia y la abscisién de tejido floral y foliar, indicando que ¢l

Ih

etileno juega an papel activa en fa regulacién de la caida de Lojas y flores.




1.1.1.1 RESPUESTA MORFOGENETICA

Cuando se cultiva en el [aboratorio una especie, se busca un tipo de respuesta o se
persigue un objetivo predeterminado en funcién del tipo de proceso
biotecnolégico 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 patdgenos, por lo que al ser
extraido y cultivado #z vizro existe la posibilidad de obtener plantas libres de virus
o patdgenos, o si se cultivan anteras, se busca generar plantas haploides (con un
juego impar de cromosomas).”

En otros casos se cultivan brotes y yemas para lograr la mulrtiplicacién de los
mismos, estableciendo procesos de propagacién en varias etapas, sin embargo
existen limitaciones, algunas impuestas por el mismo material vegetal, por
¢jemplo, no siempre es posible mantener la estabilided genotipica y en
consecuencia la fenotipica en cada subcultivo, en los dos procesos mencionados se
busca fa proliferacién de estructusas ya diferenciadas. ™

Otras alternarivas, consisten en inducir nuevos estades de diferenclacidn en las
células cultivadas, es decir, dirigitlas hacia procesos conocidos como la
organogénesis mismo que consiste en la formacién de drganos aislados, como
brotes ¢ raices a partir del indculo sembrado, el cual se encuenira dentro de la
planta en un estado de diferenciacion dererminade que, una vez en cultivo, puede
ser dirigidoa otro destino, lo que de manera nawral serfa précricamente
imposible y que se reconoce como embriogénesis somdtica. "7

Una alternativa nuds, consiste en generar estructuras de células desorganizadas, de
gran potencial biotecnolégico. que recibe et nombre de callos. La callogénesis es la
reproduccién de células para dar una masa amorfa, originada por sucesivas
divisiones mitdticas. La cual pucde originar la formacién de brotes o rafz -
organogénesis indirecta-cuando cste proceso no llena una fase intermedia de callo
se le conoce como: erganogénesis direcia; en ambos casos se busca llegar a formar
L planta complena con la induccion de raiz o brotes segiin sea el caso. de la misma
forma que ouos csquentls. se debe establecer ciclos de propagacion y
multipheacion ©
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La embriogénesis somdtica consiste en la induccidn y formacién de estructuras
bipolares, muy semejantes a los embriones sexuales, con la diferencia de que no
son producte de fusién gamética, existe una gran cantidad de estudios para
establecer lfneas, semejanzas y diferencias a nivel morfolégico, fistolégico y
bEOquimizi:o; principalmente por el amplio potencial bictecnolégico que implica el
proceso.

Tedricamente cada célula de un tejido dene la capacidad de producir un
individuo completo, la existencia de miles de células en un pequefio fragmento de

tejido, plancea la posible produccidn de miles de plantas a partir de miligramos de
tejido.

Cuando la produccién de plantas por embridgenesis somdtica ocurre por un paso
intermedio de callo se le denomina embriogénesis somdtica indirecta, en el caso
conuratio se le llama emébriegénesis somdtica directa. El proceso de embriogénesis
plantea un potencial de produccién de plantas mucho mayor, que otros procesos
en donde la rasa de mulriplicacién real es de cientos o miles; no obstante se deben
de superar varios retos, uno es el escalamiento en la produccién de embriones
somdticos con cultivos en suspensidn ¢ en biorreactor, el desarrolle de la
tecnologia de produccién de “semillas artificiales”. Donde tendrd un gran
impacto en la agricultura, primero en especies de alto valor unirario y
posteriormente en otras especies importantes.

La aplicacién del proceso no termina con la produccién masiva de plantas,
independientemente de la ruta de propagacién, es necesario lievar a cabo la
aclimatacién y establecimiento de plantas de invernadero ¢ campo, en esta erapa
se requiere de una gran cantidad de trabajo manual. En la adapracién se puede
perder una gran cantidad de plantas por su sensibilidad a las nuevas condiciones,
también es necesario evaluar las caracreristicas de productividad de las plantas
obtenidas 7 wvifre, asociadas con cstudios econdmicos-administrativos que
permitan ganancias econdmicas y otros beneficios.”

En el dlxagraum 1 se resumen los diferentes procesos y rutas morfogenéticas para
la propagacién clonal con la Téenica de Cultivo de Tejidos.
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DIAGRAMA 1. PROPAGACION CLONAL POR CULTIVO DE TEHDOS VEGETALES.
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Somatica Directa Directa

Desdiferenciacion de
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Embriogénfesis ‘ Organogénesis
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brotes ¢ raices

Produccion masiva de
_— embriones

L Enraizamiento

i Encapsulacion
(5. artificial}

Secéido } l
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1.1.2 OBTENCION DE SUSTANCIAS CON APLICACION
INDUSTRIAL

Las plantas son fuente de una amplia diversidad de substancias, muchas de ellas
de uso cotidiano en diferentes industrias 6 para diferentes procesos. En una célula
vegctal existe una gran maquinaria bioquimica que permite la sintesis de
substancias, que por métodos quimicos, en muchos casos no es posible obtener,
dichos compuestos han existido en las plantas por miles de afios son producto de
la evolucién, y adn no se sabe exactamente cudl es su funcién que desempedan
dentro de la planta,

Sin embargo, de manera general se considera que tienen un papel ecolégico y que

son un medio que permite a la planta mayor adaptacién y supervivencia respecto
. - 5

a su entorno, pero que el hombre usa para aumentar su calidad de vida.

La obtencién de estas substancias —denominadas metabolitos- a partir de las
plantas, del cultivo de células vegetales y su produccién a nivel comercial se
empezd a vislumbrar desde hace ya varias décadas. El primer producto a nivel
comercial fue la Shikonina, sustancia con aplicacién doble, en la industria
farmacéutica y en la cosmética cuya produccién se realiza en Japén. En la
actualidad existen diferentes procesos ya escalados 6 en proceso de escalamiento a
nivel industrial para la produccién de substancias a pariir de células

vegerales.(Tabla I11). e

Los primeros pasos de ia metodologfa para la obtencién de un metabolito pur
cultivo de tejidos son similares a la propagacién clonal, se selecciona una planta
con base en su potencial biotecnolégico y se establece el cultivo en condiciones
aséplicas. Una condicién muy general es la induccidn de callo con el uso de
reguladores del crecimiento en medio con agar, después viene el culiivo en
suspensién en matraces de vidrio para evaluar la cinddea de crecimiento de las
cdfulas, tempos de duplicacién, los factores que controlan el desarrollo de los
cultivos y la idemtificacién del o los metabolites de interds. ™
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TABLA DL _ FARMACOS OBTENIDOS POR CULTIVQO DE CELULAS DE
PLANTAS SUPERIORES. 2*

ESPECIE RENDEMIENTO RENDIMIENTO TIPO
COMPUESTO DE ESPECIFICO TOTAL DE
PLANTA (% MASA SECA) (mg/L) CULTIVO
Diosgenina para|  Dioscorea 7.8 150 Suspension
esteroides deltoidea
Codeina Papaver 0.1 4 Suspension
sompiferum
Morfina Papaver 0.1 5 Suspension
Sommniferum
Atropina Afropa 0.4 - Raices
belladonna transformadas
Hioscyamina Duboisio 0.5 15 Cultivo de raiz
leichhardtii
Scopolaming Duborsia 1.2 40 Cultivo de raiz
leichhardtii
Digoxina Digitalis 000 <1 Cultivo liquido
lanata
Digitoxina Digitalis 001 <] Cultivo liquido
lanate
Quinina Cinchona 0.01 <l Raices
ledgeriana transformadas
Quimdina Cinchona 0.63 <] Raices
ledgeriana transformadas
Reserpina Rawwolfia 0.5 6 Suspension
l serpenting L

Todas las productividades se calcutaron con base al tamano y forma del experimento sin
exceder un volumen de cultivo de 100mL.

Es caracieristica de muchas lineas celulares de plantas que la produccién del
metabolito ne este asociada al crecimiento, es decir primero ocurre la produccion
de biomasa y posteriormente Ja del metabolito, también que los metabolitos de
interés se alimacenan en estructuras intracelulares. lo que con lleva al desarrollo de
procesos en dos ctapas > la necesaria lisis celular para ta obrencidn del merabolito,
incrementdndesc los fiecmpos de proceso y los costos de produccidn. Evaluando ¢l
comportamicnte del cultivo, concumo de nutrentes, electo de promotores ¢
inhibidores, condiciones de agitacidn. luz. fotoperiodo. agregacién y disgregacion

T

de las edflulas, e
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En los primeros cultivos de células 2 nivel de biorreactor se urtilizaron aparatos
disefiados para células bacterianas, no obstante las diferencias son muy grandes,
una oélula vegetal es 10-20 veces mds grande que una bacteria, lo que las hace
mds sensibles a las fuerzas de corte en un biorreactor, el tiempo de duplicacién es
de 2-4 dias en comparacién con bacterias que es de horas 6 decenas de minutos
en condiciones éptimas, al duplicarse una célula bacteriana no permanece en
agregados como lo hacen las células vegerales, la sensibilidad a variaciones en
pardmetros como pH, concentracidn 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. *”"%

Ademis de lo anterior, existen puntos crfticos a considerar, uno es la estabilidad
de las lneas celulares, en ocasiones se obtienen lineas con umna productividad
mucho mayor que la planta en condiciones naturales, sin embargo la alta
produccién se puede perder por causas poco conocidas en el tercer 6 cuarto
subcultivo y en muchas ocasiones no se tienen contemplados procesos de
recuperacién del merabolito que sean eficientes.” 7 En el diagrama 2. se muestra
Ja produccién de metabolitos por cultivo de tejidos vegerales.”

La amplia variedad de sustancias en el reino vegetal, Ios altos costos de diferentes
metabolitos, el desarrollo de procesos biotecnolégicos que causan menor impacto
en el ambiente y el conocimiento cada vez mayor de la diferenciacién y €l
metabolismo de las células vegetales preveén que este tipo de tecnologia irrumpird
necesariamente en nuestra vida diarta. 7>’
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DIAGRAMA 2. PRODUCCION DE METABOLITOS POR CULTIVQ DE CELULAS
VEGETALES.
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1.1.3. TRANSFORMACION DE PLANTAS

Las aplicaciones comerciales del cultivo de tejidos vegetales, se verdn potenciadas
en gran escala con el uso de las técnicas de la ingenieria genética de plantas.
Actualmente existen unma gran cantidad de reportes en donde se ha logrado
expresar material genético de otros organismos en las plantas confiriéndoles
caracteristicas como resistencia a sequias, insectos, salinidad etcérera, lo que
plantea una revolucién en la agricultura.™

El impacto del culiivo de tejidos y la ingenieria genética dependerd de su
complementariedad y desarrollo conjunto, existen miles de especies que pueden
ser propagadas con é&ito por cultivo de tejidos y muchas mds que ain no han
sido estudiadas, curiosamente algunas de las especies de leguminosas y cereales
sobre las que descansa la alimentacién humana, no han sido posible propagarlas
de manera eficiente, de la misma forma del lado de la ingenierfa genérica adn
cuando existen ya diferentes métodos para transformar a un individuo, en este

caso transferir v expresar un gen en una planta, su aplicacién a la fecha es
limitada, **

Asi, si se cuenta con plantas de cultivos importantes en donde se tienen bien
establecidos sistemas de propagacién clonal y por orro lado un adecuado sistema
de transformacién genética, entonces hay grandes posibilidades de lograr una
aplicacién comercial. *”"'

El método de transformacién genética mds utilizado es el uso de diferentes cepas
de Agrobacterium tumefaciens, ta cual se co-cultiva in wvigre en diferentes
concentraciones con los tefidos que se desea transformar, esta bacreria
fitopatdgena tiene de manera natural la capacidad de infectar y transferir parce de
su informacién gendrica 2 la plana que infecra, csta dltima incorpora a su
genoma dicha informacién y puede expresarla de manera estable.”

La transformacién gencdiica de plantas también plantea su uso, para la obtencién
de metabolitos secundarios a través de la induccidén de raices vellosas (“hairy
roots”) y su cultivo en suspension. En grupos de investigacién sc ha tenido éxilo
en I wransformacién y obtencién de raices vellosas de  Armoracea lapathefoliv
(horseradish) vy Perezia  cuernavacane  (piplzabua), las  cuales  producen
respectivamente, L enzima peroxidasa, de gran importancia en pruchas de tipo
inmunoldgico y un colorante vegetal que tiene aplicacidn en Ly caboradidn de
tinas para by industria de las artes griticas.”
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1.2 PLANTAS CON PROPIEDADES ANTIFUNGICAS.

En los dltimos afios han aparecido trabajos sobre diversas familias de plantas
supetiores, las cuales han hecho patente en ellas la presencia de substancias con
actividad farmacologica. En especial aquellas con propiedades antimicdticas,
debido a que son escasos los antiﬁin§icos comerciales, asi como poco accesibles y
con ¢fectos colaterales incovenientes.” En la rabla IV se muestran solo algunas, de
las que han sido estudiadas, el microorganismo de prueba y el compuesto

aistado.®

TABLA IV. ALGUNAS PLANTAS CON PROPIEDADES AIEITIFI’INGICAS ¥ SUS
SUBSTANCIAS AISLADAS, DESCRITAS DESDE 1932—1993"’s
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1.3 GENERALIDADES DEL GENEROQ Beschorneria

El género Beschorneria fue establecido por Kunth en 1850, basdndose en una
especie previamente descrita en 1847 por él y Bauche como Fourcroya tubiflora. La
planta en la cual se basé Kunth fue enviada por Ehrenberg de México y florecié
en €l jardin Botdnico de Berlin en 1844.

El género y la mayorfa de las especies fueron descritas de plantas vivas exportadas
a Europa como novedades ornamentales en el siglo XIX, desconociéndose las
localidades exactas donde fueron colectadas y los afios en que ocurrié esto. Las
plantas se enviaron de México en forma de semilla por Ehrenberg y Roezl. Los
sitios de incroduccién principales fueron el Jardin Botdnico de Berlin y los
Jardines Botdnicos de Kew en Inglaterra; de ahi las plantas pasaron a un sin
ndmero de jardines, tanto piiblicos como privados en los paises del norte y centro
de Europa, como Holanda, Inglaterra, Alemania, Bélgica, Austria, Rusta y Suiza;
s les cultivéd en invernaderos y en contadas ocasiones a la intemperie con
proteccion durante el invierno. ™

El género se lo dedicé Kanth a su amigo Friedrich Withelm Christian Beschorner
(*23.111.180G6 - 20.XI1.1873}, Director del manicomio en Owinsk cerca de
Posen, actualmente Polonia. Posteriormente a esta primera descripeidn, la
historia de las especies se vuelve complicada, apareciendo los nombres
subsecuentes en revistas de horticulura de varios paises de Europa. **

Koch (1860) describié brevemente B. yuccordes que a decir de ¢, ya se habia
propagado por los jardines de Evropa varios afios atrds, junto con orra planta que
tenfa ¢l nombre de B. mulriflora. En el mismo afio y pocos meses después que
Kocli. Hooker describid con el mismo epiteto, una plana diferente a la de este
botdnico y, que mantenfa el mismo nombre en los jardines de Inglaterra. La
confusién se dio por ser plantas muy semejances v, sélo alguien que las viera
juntas podria diferenciarlas. Aparentemente  Ehreaberg introdujo Lo plania
deserita por Koch en los anos de 1832-1839 y Rowrd introdujo L plania descrina
por Hooler en 1857 de Zacatldn, Puchla,
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Schlechtendal (1863), basindose en la descripcion y dibujo de B. yuecoides,
Hooker dio més datos acerca de la caracterizacidn del género, detallando
cuidadosamente las flores y partes del fruto que no se conocfan. Este hecho
motivé una discusién entre é y Koch acerca de la verdadera B. yuccoides. En el
mismo afio , Koch durante una exhibicién de plantas en bruselas, vié la planta
descrita por Hooker, sefialando que su andlisis 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,’”’

Beschorneria a lo largo de todos los sistemas de clasificacion y de los estudios
sobre morfologfa, citologfa, anatomifa y palinologfa, ha estado siempre ligada a los
géneras Agave, Menfreda, Furcraea, Polianthes y Yucca. Acrualmente forma parte
medular de la familia Agavaceae. Por las caracteristicas que presenta este género y

por la merodologfa taxonémica, la clasificacién botdnica se muestra en la Tabla
V.

TABLA V. CLASIFICACION BOTANICA **

Reino Vegetal

Division Angrospermas
Clase Monocotiledonea
Orden | Asparagales
Suborden | Agavacea
Familia Agavaceae
Subfamilia Agavoideae
Género Beschornera
Especie k Yuccoides
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1.3.1 DESCRIPCION BOTANICA

Beschorneria yuccoides es una planta herbicea, perenne, presenta hojas arroseradas
verde glauco de 30 a 100 cm de longitud linear y lanceoladas, inflorescencia de
1.5 a 2.0 m de largo poniculadas y pdrpuras casi en su totalidad, con 80 o mds
ramillas florales bracteado desde la base, sus flotes son péndulas de 5 cm de
longitud en promedio, su fruto es subgloboso de 3-5 em (Figuras 2 y 3), con
numerosas semillas blancas y negras.”

Figura 2. Fotografia de Beschorneria yuccoides C Koch, con inflorescencia.
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Figura 3 Fruto maduro de Beschorneria yuccoides C Koch.

1.3.2 DISTRIBUCION

El género Beschorneria cuenta con siete especies y una subespecie, distribuidas en
México y en algunas regiones de Centro América.  El género se presenta a lo
larpo de la Sierra Madre Oriental y pequeitas sierras aledafias del mismo origen,
desde los limites entre Nuevo Leén y, a ravés de San Luis Potosi, Guanajuato,
Hidalgo, Puebla y Veracruz, hasta el Pico de Orizaba, sobre el ¢je Neovolcinico.
En Guaremnala se localiza en las zonas monrtaifiosas. B. yucceides crece en el nortc
de Pucbla, este de Hidalgo y centro de Veracruz. ™™
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Algunas especies del género colonizan principalmente regiones rocosas, protegidas
o expuestas 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 subsitatos mds o menos profundos; en
todas los casos el suclo es rico en materia orgdnica. Las especies son tipicas de las
partes altas de las sierras, por arriba de los 1600 hasta los 2400 msnm.,

1.3.3 USOS

Algunas especies de Beschorneria son plantas valiosas econdmicamente al menos
para algunas poblaciones indigenas en México y Guartemala. Las plantas del
género tienen una variedad de usos, tanto del rizoma como de las hojas, flores y
en ocasiones el péndulo floral. La especie mds urilizada es B. yuccoides y los usos
mds importantes que s¢ le dan se muestran en la Tabla VI.

TABLA V1. USOS TRADICIONALES DE Beschorneria yuccoides. >

PARTE DE LA PLANTA Uso
Planta completa + Delimitar terrenos
+ Omamental
Tallo * Alimento
Eje de la nfloresencia » Alumento
Flores + Almmento
Hojas .

Macerada en agua se emplea para himpeza de
utensilios de cocina, ropa, etc, en el aseo pergonal, asi
como el de alpunos animales domeésticos

e Extraccién de fibra para hacer huaraches

| rerapéutico: pzra cwar golpes y enformedades de la
prel como b caspa v los denmatofitons o nilas en
humanos y animales




1.3.4 FITOQUIMICA

Los compuestos predominantes en la familia Agawacea son de tipo esteroidal,
encontrindosc en forma de saponinas, que por hidrélisis dan origen a las
substancias libres de aziicares ltamadas sapogeninas. En la industria ademds de ser
indispensables como fuente de obtencién de productos hormonales, lo son para
sintetizar gluocésidos cardfacos, corticoides y precursores de la visamina D,. °

Hallindose ademds de saponinas esteroidales (Tabla V1I), dcido quelidonico y las
hojas pueden contener cierta cantidad de 4cido ascorbico y aceites esenciales en
algunas especies con flores fraganres. 7>

TABLA VIL. METABOLITOS AISLADOS DEL GENEROQ Beschorneria, = 0

TIPO DE METABOLITO COMPUESTO
SECUNDARIO

SAPOGENINAS HECOGENINA
SARSASAPOGENINA
MANOGENINA
TIGOGENINA
YUCAGENINA
SISALAGENINA
AGAVOGENINA
ESMILAGENINA
DIOSGENINA
BESHONINA
BESCHORNOSIDO
AZUCARES GALACTOSA

GLUCOSA
L | RHAMNOSA
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1.4 ESTUDIOS ETNOBOTANICOS, MICROBIOLOGICOS Y
EDAFOLOGICOS DE B. yuccoides C. Koch

La dlrima revisién bibliogrdfica realizada a B yuccoides, se encuentra un estudio
multidisciplinario, realizando investigaciones en las dreas de etnobotdnica,
microbiologfa y edafologfa, estableciéndose de esta manera que B. yuccoides estd,
ahora mds que nunca, e¢n peligro de extincién y necesita de una propagacién
masiva para su conservacién y uso futuro.

A través del estudio etnobotdnico se precisé el drea de distribucién y localidades
de estudio, se obtuvo informacién fitosociologica y de morfologia de la especie;
relaciones con el hombre: condiciones de habirar, propagacién, usos, importancia
para ia comunidad, siendo fundamental la obtencién de muestras para ejemplares
de herbario, para andlisis fitoguimico, plantas completas y semillas para siembra
en suelo y para cultivo de tejidos, asi como la recoleccién de dieciochos muestras
de sueio de localidades donde habira esta planta.

Estd relacionada con las comunidades nahuas, totonacas y mestizas; no existen
evidencias précricas de cultivo; generalmente se encuentra formando colonias y su
propagacién es vegetativa. Esta especie ya no existe en algunas localidades de la
pequefia drea de distribucién notificada por Garcia en 1987 y s¢ encuentra en
peligro de extincién.

Los exiractos acuosos y etandlicos de las hojas presentan, entre otros
componenics, saponinas, que pueden ser responsables de la actividad antimicérica
cn varios hongos dermatofitos.”

Los resultados del estudio microbieldgico muestran que ¢l extracto acuoso de
hojas tuvo una wiividad anuftngica sobre seis hongos de prucha, (Tabla VI,
micntras que ol extracto metdnolico de wllo dnicamente inhibié ¢l crecimicnto
ddl hongo Aspereillien froiganie. Con relacién a0 v concentracion  minima
inhibitoria (CMDL Lo mds baja regisirada (e de 078 mg/mi para 7, rebiion y
de 156 mg/mi para A7 carn con los dos exrractos de hojas
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TABLA VIIl. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA Y DE LA
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE EXTRACTOS CRUDOS DE

Beschorneria yuccoides. 4

HONGO DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA CMI (mg/mL)
PRUEBA

EMH EMT EAH EMH EMT EAH
M.gyvpseum + - + 313 - 0.39
M.canis + - + 1.55 - 1.56
T. rubrum + - + 0.78 - 0.78
C. carrioni + - + 25.00 - 25.00
C. alaicans - - + - - 1.56
A. fumigatus + + + 6.25 25 313

EMH: Extracto metandlico de hojas, EMT: Extracto metanélico de tallos ¥ EAH: Extracto acuoso de hojas

Los resultados del estudio edafolégico muestran que la planta crece en suelos ricos
en materia orgdnica, con pH dcido y alto contenido de humedad, asi como ricos
en calcio y con textura de suelo franco o franco-arenoso. Beschorneria yuccoides
no requiere de pricricas especiales de cultivo

La importancia de propagar a esta especie no solo recae por ser una planta en
peligro de extincién, el uso medicinal como antifiingico es otro factor de interds.
Sin embargo, la razén mds spremiante y a la cual se le auibuyen el efecio
amiﬁﬁngicoﬁ es la cantdad de compuestos esteroidales presentes en forma de
saponinas.

Las saponinas son hererdsidos con genina esteroidica o rriterpénica, caracterizada
vrincipalmente por sus propicdades tensoactivas: se disuelve en agua formando
capumia, aumentan la permeabilidad de las paredes celulares v destruyen Jos
hematies por hemdlisis.” Por Indrélisis de las saponinas se obtienen carbohidratos
y una aglicona mada gendricamente sapogentna,
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El interés werapéutico e industrial de los triterpenos y de los esteroides, es el
siguiente:

a) Los glucdsidos cardiotdnicos, los cuales no se han podido todavia sustituir
por ningin producto sintético.

b) Las sapogeninas espirostdnicas, sitoesteroles, estigmaesterol, que son
materias primas dificilmente reemplazables para cubrir las necesidades de la
industria farmacéutica en hormonas esteroidicas (anticonceptivos,
anriinflamatorios, anabolizantes,...).

¢) Numerosas drogas con sapondsidos, utilizadas para extraer sustancias
activas {escina, glicirrina) o para obtener preparados galénicos, utilizados
con frecuencia,

d) Importancia  econdmica del regaliz, edulcorante no azucarado 'y
aromatizante.

d) Importancia econdmica de los sapondsidos, en cuanto a que su presencia
puede disminuir de manera importante el valor nutritivo de forrajes como

la alfalfa.

. . . - . 5
£} Posible interés de los cuasinoides ansitumorales.
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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. Bn la lucha diaria por su supervivencia, las primeras
sociedades aprendieron a distinguir frutos, follajes y raices de plantas comestibles
de aquellas que no !» aportan ninglin beneficio, o incluso le resultaban
perjudiciales. El hallazgo mds importante para los primeros hombres fue, sin duda
el surgimiento de fa agricultura, donde se dio inicio, al conocimiento del ciclo de
vida de las plantas y asi mismo un proceso de seleccién de especies y variedades de
ellas que hoy constituyen uno de los m4s grandes acervos de la humanidad.

Sin embargo, esta seleccién no ha respondido eficientemente, ya que en muchos
casos se han modificado tanto sus caracteristicas, que han perdido Ja capacidad de
crecer normaimence en su hdbitat o bien esta capacidad se ha visto limitada. Ta
pérdida de esta caracreristica puede ser atribuida principalmente a la explotacién
irracional y a los cambios ecoldégicos provocados por el hombre. Originando en lo
tiitimos afios grandes problemas ambientales que han pasado a ocupar un sitio
relevante en las prescupaciones de las colectividades de diversas regiones del
mundo y del pais.

Las planras empleadas en la medicina tradicional, no escapan a estos problemas.
Tal es el caso de Beschorneria yuccoides C. Koch, planta valiosa econdmicamenre,
para agunas comunidades indigenas, por los usos que presenra como- alimento,
jabén natural y planta medicinal. Empleada en el tratamiento de micosis dérmica
No oxiste evidencia prictica de cultivo, por lo que esta especic debe ser
primeramiente  protegida y propagada masivamente.  para incrementar  sus
poblaciones narurales existentes, y as{ obtener informacidn y germoplasma como
recurse potencial para ¢l futuro.

L anmento accderado de da poblacidn mundial y 1a disniinucidn de las superficies
de cantpo enll presenite sigla, son ooy factores que b conduedo ol hombre
hacia o bisqueda de nuevas aliernativas parg satisiocer sy necesidades mus
wpremiantes U aade esas aliemaiivas o L Bloreenelogis Vegeah, que oiiece un
cnorme posibilidd paia Ly produccion de metaboliioy deinteres, as como ia
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propagacién in vitre de plantas de importancia horticola y medicinal. Donde
toma un papel importante en la preservacién de los recursos naturales y la
biodiversidad, as{ como en el tratamiento de la contaminacién ambiental y en los
procesos de biorremediacién de [os ecosistemas alterados.

Por lo anterior, sc prerende establecer un método biotecnolégico viable, que
enfoque el uso del cultivo de tejidos vegerales para la propagacién y cultivo i
vitro de B. yuccoides, estableciendo en primer instancia un mérodo adecuado de
desinfestacién que reduzea Ia contaminacién sistémica de la misma planta y de
diferentes explantes; seleccionando asi mismo, el inéculo de mejor respuesta
morfogénetica que conduzcan a la formacién de una pléntula. Para lo cual deberd
de determinarse en segundo caso la concentracidn y los reguladores de
crecimiento que favorezcan mds répido la induccién de tejido desdiferenciado. Y
finalmente establecer cuales son las condiciones 6ptimas de siembra, incubacién
y mantenimiento del cultivo i vigro de B. yuccoides.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

+ Desarrollar un método biotecnolégico, por Cultivo de Tejidos Vegerales, para
el Cultivo y Propagacién in vitro de Beschorneria yuccoide C.Koch.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Establecer el método de desinfestacién mds adecuado para obtener material
aséptico en diferences explantes de Beschorneria yuccoides.

b) Seleccionar el explante de mejor respuesta mosfogenérica, que conduzca a la
formacién de plintula.

¢} Derermipar los reguladeres de crecimiento y su concentracion que favorezcan
mds rdpido la respuesta morfogendtica para la induccién de tejido desdiferenciado
en diferentes explantes de Beschorneria yuccoiees.

d) Lswablecer las condiciones éprimas para la siembra. incubacidn oy
mantenimicnto del cultivo w7 witro de Beschorneria yuccordss.
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4. HIPOTESIS

Con base z estudios anteriormente redlizados en el laboratorio de CTV de la
ENCB, con agentes desinfestantes como: etanol al 70%, hipoclorito de sodio ¢
hipoclorito de calcio a concentraciones de 4,10 y 20%, se espera que los
explantes de hoja, tallo, rafz y botén floral —inmaduro- de una inflorescencia, al
Ser eXpuestos con estos agentes, eliminen la carga microbiana de dichos explantes.
De igual manera se espera que los reguladores de crecimiento: ANA, AIA, 6-BAP,
iIBA, K v 2,4-D en concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 10.0 y 20.0 mg/L
determinen una respuesta morfogenética que induzca la desdiferenciacion del
tejido; con las condiciones de incubacidn de: remperatura 25°C + 3°C y
fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad.
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5. METODOLOGIA

MATERIAL

» Cajas Petri

Vasos de precipitado
Probetas

Ldmparas de alcohol
Pinzas de diseccién
Bisturi

Marraces Erlenmeyer
Martraces Aforadas
Rociador o aspersor
Mechero

Frascos Gerber

* ® % & & ® B & ¥ @»

REACTIVOS

Alecohol etllico al 70% {Alcoholes Mena S.A de CV)
Hipoclorito de sodio J.T. Baker L:C23154
Hipodlorito de calcio J.T. Baker L: 1 1IMC04
Agar Sigma L: 1402

Sacarosa [.T. Baker L:C87945

ANA Sigma 1:0369

6-BAP Sigma L:5211

AJA Sigma L:2001

Kinetina Sigma L:8124

IBA Sigma 1:2145

2,4-D Sigma L:65G6

Amortiguadora pH 7 Beckman 1.:12475
Amortiguadora pH 4 Beckman 1:14582

s & & & & & & & & s & 3+ B

FQUIPO

e Potencionmetro Orion-Reoserch, Modelo GOTA, Serier79117
e Aumoclive AFSAL Modelo CV/I230, Seric: Nom-1-10644
o Campana de flujo Liminar AFESA, Modela FP950, Series 01234
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5.2 MATERIAL BIOLOGICO Y SELECCION DE
EXPLANTES

Para ¢l presente estudio se utilizarén Plancas de B. yuccoides C.Koch recolectadas
en ¢l jardin botdnico de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto
Politécnico Nacional, identificada por la Bicloga Marina Viilegas y de Gante del
Departamento de Botdnica, laboratorio de Ernobotdnica.

El marerial biolégico del que se dispuso fue:

a) Vidstagos a través de la reproduccidn vegerativa de la planta

b) Planta adulra.

c) Botén floral (inmaduro) de una inflorescencia.

Del marerial biolégico proporcionado, se opté por utilizar todos los explantes
posibles como son: hoja, tallo, rafz y botén floral (inmadure) como tal.

5.3 OBTENCION DE MATERIAL BIOLOGICO EN
CONDICIONES ASEPTICAS

Para conocer el mejor tratamienio de desinfestacion del marerial bioldgico; se
realizaron  pruebas utilizando distintos  agentes desinfestantes. En primes
instancia agentes desinfestantes: etanol,  hipoclorito de sodio e hipoclorito de
calcio a diferentes concentraciones y diferentes tiempos de exposicién con ¢l
material bloldgico ™", como lo muestra la Tabla IX.
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TABLA IX. METODOS DE DESINFESTACION DE TALLO Y HOJA DE 5.
yuccoides.

[ METODOS i
[ 1 P 2 i

T.E. {min) Conc: (%) T.E (min) Cone: (%)
ETANOL 2 70 2 70
Ca(Cl0); 15 4 5 10
NaClo 10 10 10 20

T.E.= Tiempo de exposicidn
Conc = Concentracion.

TABLA X. MEZCLA DE ANTIBIOTICO Y FUNGICIDA UTILIZADAS COMO
PRE-TRATAMIENTOQ DE DESINFESTACION DE B. yuccoides.

1T NC T P.A. | FFE.__ | CONT. [CONC [MEZCLA|
A | Garamicina |Genramicina Ampolleta 20mg/2mL | 40meg/L
I
F Promyl  |Benomyl Polvo 50g/100g S¢/L
A Anitrin - {Trimetroprim Suspensién | 240mg/30mL | 7.2mg/L
Sulfametoxazol 1200mg/30mL | 36mg/L Il
F Promyl  [Benomyl Polvo 50g/100g Seil
A Tetrex  [Terraciclina Cipsulas 500mg/cap | 500mg/L
i
F Promyl  [Benomyl Polvo 50a/100¢ 3g/l
N.C, = Nombre Comercral A = Annbidlico
P.A = Principio Activo F = Fungicida

F F = Forma Farmacdutica
CONT = Contenido
CONC = Congentracion

En un segundo caso, se procedié a wilizar una mezcla de antibidtico y fungicida
con un periodo de exposicion de 24 hotas con el material bioldgico (Tabla X). y
fnalmente proceder con o aplicacién de los rruamicnios de desinfestacian
propucstos en s Tablas XL NIy XIL Fue necesano ir climinando algunos
agentes de desinfestacion para evitar que o tmaramienio fuera muy agresivo con el
1o,




TABLA XL TRATAMIENTOS

DE

PROPUESTOS PARA TALLO Y HOJA DE B. yuccoides.
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DESINFESTACION-OXIDACION

r METODOS |
[ 3 4 5 B
T.E. (min) CONC (%)| T.E, (miz) CONC (%)[ T.E. (min) CONC {%)
ETANOL 2 70 3 70 3 70
Ca(ClO), 15 4 . N . -
NaCIO 10 50 20 50 20 60
AC. ASC. 5 0.1 24 h 0.1 24 h 01
[ MEZCLA ] - ] - T 1 |

T.E. = Tiempo de Exposicidn
Conc:= Concentracion
AC. ASC = Acido ascérbico

TABLA XIl.  TRATAMIENTOS DE DESINFESTACION-OXIDACION
PROPUESTOS PARA TALLO Y HOJAS DE B. yuccoides.
L METODOS T
[ 7 7 8 ]
TE (min) CONC (%)] T.E. (min) CONC (36)] T.E. (min) CONC (%))
ETANOL 5 ; ) i ) )
Ca(CIO), ] ; _ . ] )
NaClO 20 80 20 60 30 80
AC.ASC. | 24h 01 24 h 01 | 24h 0.1
[ MEZCLA | i } i 1 1 |

T E = Tiempo de Exposicion
Conc = Concentracian
AC ASC = Aopdo ascormco
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TABLA XL TRATAMIENTO DE DESINFESTACION-OXIDACION
PROPUESTOS PARA TALLO Y HOJA DE 8. yuccoides.
i METODOS ]
[ 9 l
T.E. {min) CONC. (30)
ETANOL i _
Ca(CLO), . .
NaClO ED) 60
AC. ASC. 24h 0.1
r MEZCLA j 101 |

T.E. = Tiempo de Exposicitn
Cong, = Concentracion
AC ASC = Acado ascorbico

5.4 EVALUACION DEL PORCENTAJE DE
CONTAMINACION

Para conocer la mejor respuesta y/o efectividad del tratamiento de desinfestacién
del material biolégico, se valoré el porcentaje de contaminacién de cada medio
de cultivo sembrado.

% de contaminacién - __Frascos contaminados X 100
Toral de frascos sembrados

Los explantes de cada  marerial biolégico se sembraron en condiciones asépricas,
en medios de cultivo con diferentes reguladores de crecimiento. Distribuyendo en
la superficie del medio de 3 a 4 explantes v sembrando un promedio de 5 a 6
frascos por cada medio diferente de cultivo. Semetiendo un testigo y/o blanco
para evaluar las condiciones éptimas de siembra. Los medios de cultivo fueron
revisados penddicamente, cada tercer dia en la primera semana y despuds cada
semana, para conocer el efecto de cada tratamiento a los que fucron somicridos,
segistrando Ia prescncia v ausencia de cargp microbiana o hingica.
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5.5 MEDIOS DE CULTIVO Y REGULADORES DE
CRECIMIENTO

En esta parte se describen los tratamientos que fueron urilizados para conocer el
efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre diferentes explantes. Como
primera parte se procedié a conocer la relacién de auxina/citocinina urilizando los
medios de cultivo de Murashige y Skoog ~MS- (Anexo Iy m.*

Complementados con 5.0 mg/L de clothidrato de tiamina , 100 mg/L de mio-
inositol, y diferentes reguladores de crecimiento (ANA, AIA, IBA, 6-BAP, Ky
2,4-D) a concentraciones de 2mg/L para auxinas y 0.2 a 0.5 mg/L para
citocininas (Tabla XTV).

Las concentraciones y los reguladores de crecimiento se emplearon, por ser las, de
mejor respuesta en otros estudios realizados en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la ENCB, donde se han obtenido diferentes tipos de
respuesta morfogenética.” "

TABLA  XiV. DISENO EXPERIMENTAL CON DIFERENTES |
REGULADORES DE CRECIMIENTO PARA CONOCER LA RELACION DE
AUXINA/CITOCININA.

AUXINAS
2me/L
ATA ANA 1BA 24D

C

11“ 0.2 A B C D
o K |mg/lL

? 0.5 E F G H
N mg/L.
| T: 02 I ] K L
l AlB | g/t -
Lg A
! TP s MoLN 0 P
e 4 [mgL R S
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La conceniracién de sacarosa en los medios de cultivo fueron de 30g/L, con un
pH 5.8 + 0.1 ajustado con HCl 6 NaOH 0.IN. La gelificacion se realizé con
agar a una concentracién de 8 g/1. Se sembraron fragmentos de hoja tallo y raiz
a partir de vdstagos obtenidos de la reproduccién vegetariva de la planta y la
planta adulta; asf como botdn floral (inmaduro) de una inflorescencia.

El segundo experimento consistié en conocer las concentraciones 6ptimas de la
relacién de auxina/citocinina que indujeran una mejor repuesta morfogenética.
Conocida la relacién de auxina/citocinina se procedié de la siguiente manera:
Auxinas

i) AlA a concentraciones de 0.5,2.0 y 13.0 mg/L.

ii} ANA a concentraciones de 0.1,5.0, y 10.0 mg/L.
Citocininas:

i} Ka concentraciones de 0.5,1.0 y 10.0 mg/L.
ii) 6-BAP a concentraciones de 1.0, 3.0 y 5.0 mg/L (Tabla XV).

TABLA XV. DISENQ EXPERIMENTAL DE LA RELACION
AUXINA/CITOCININA QUE INDUZCA UNA  RESPUESTA |
MORFOGENETICA.
AlA
mg/1.
0.5 2.0 15.0
K . - ; 5
me/L 0.5 A B C
1.0 D E’ F’
10.0 G’ 1’ r
ANA
mg/L.
1.0 [ 5.0 10.0
G—B‘AP 1 J ' K‘ L
mg/l. - — -
| M’ N o
N O S e
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Sembrando fragmentos de hoja y rallo de la planta adulta y joven
{vistagos obtenidos de la reproduccién 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 yfo blanco para evaluar las condiciones
éptimas de siembra. El nidmero de indculos 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 observacion se registré a las 72 horas (tres dfas) después de la siembra,
posteriormente se realizaron observaciones con intervalos de 8, 12, 20 y 28 dias
con la finalidad de recavar los cambios en el desarrollo del explante, registrando
los pardmetros cualitativos que se describen en }a evaluacién del tipo de respuesta.

Se esterilizan los medios de cultivo, agua destilada y material de vidrio, en una
autoclave a una presién de 20 Ib/pulg’ a 120 ° C de temperatura durante un
periodo de 20 a 25 minutos. El marterial no esterilizado se limpio
superficialmente con etanol 70%, las pinzas y el bisturi eran flameados con
etanol antes de la siembra y en diferentes ocasiones de la misma.

5.6 EVALUACION DEL TIPO DE RESPUESTA

Para evaluar la respuesta morfogenética que provocan los reguladores de
crecimiento en diferentes explantes, se romaron pardmetros cualitativos como: a)
tipo de respuesta del inéculo, b) color, ¢) textura, d) forma y e) tamafio.

a} Tipo de respucsta del inéculo empleado.
13 No hay respucsta.
2) Oxidacién del tejido, coloracién café oscuro
~Sin erecimienio de wido-.
3 Formacidn de callo, brates, rafces o embriones.,
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b) Del tejido obtenido {callo) se valora.
i) T'extura del tejido: friable o compacto, es decir, si es duro o muy
blando al corte del tejido.
if} Coloracién que puede ser desde crema- amarillento hasta
pigmentacién verde 6 rojizo.”

% Respuesta . No. de explantes sembrados con respuesta X100
No. explantes sembrados

5.7 CONTROL DE LA OXIDACION

A la par; mienrtras los mérodos de desinfestacién estaban a prueba, se realizaron
algunos experimentos para controlar la oxidacién del wejido. Uno de los
experimentos consistié en utilizar un agente antioxidante como: el deido
ascérbico, formando parte de la mezcla de antibidtico-fungicida al 0.1%, antes
de la siembra (Tabla XTI, XII y XIII).

Orra prueba, fue la de utilizar un antioxidante natural como ¢l jugo de limén,
que consistié en: Yavar perfectamente con detergente y estropajo el limdn,
enjuagando con agua cosriente y agua destilada. Dentro de la campana de flujo
laminar, se asperso con alcohol etilico y se flamed, se cortd ala mitad y cou la
ayuda de unas pinzas de diseccidn se exprimié cada una de las mitades,
colectando ¢l jugo en una caja petrf estéril que contenfa aproximadamente 20
ml de agua eséril. Una vez obtenida las solucién se procedid de la siguiente
manera:

A Antes_de la siembra.  Obrenido los explantes en condiciones asépricas sc
expusicron en dicha solucién durante 3 minutos para proceder a la siembra cn los
diferentes medios de cultivo.
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B. Después de la siembra. Este procedimiento se realizé con explantes de un
periodo de incubacién de 3 semanas. Los explantes eran enjuagados con agua

estéril para eliminar restos del medio del cultivo y posteriormente ser expuestos
en la solucién.

Fue necesario someter anttes un testigo y/o blanco con esta solucién para asegurar
las condiciones asépticas de manejo; en medios de cultivo sin hormonas de
crecimiento que se incubaron durante 3 dfas y que no mostraron ningin
crecimiento pero aseguraron la confiabilidad de la téenica propuesta para el
coutrol de la oxidacién.

5.8 CONDICIONES DE INCUBACION.

La respuesta del explante con diferentes reguladores de crecimiento y métodos de
desinfestacion, asi como control de la oxidacién, se valoran en este periodo. Los
medios de cultivos fueron incubados a 25°C x 3°C, con fotoperiodo de 16/8
horas (luzfoscuridad), la iluminacién se obtuvo con limparas 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)




41

DIAGRAMA 3, METODOLOGIA GENERAL PARA EL CULTIVO m vitre DE B. ynecoides.

Material Biologico

\
Seleccion del Explante
Lavar con jabdn y enjuagar al
chorro de agua

A
Desinfestacion
Sumergir en agentes desinfestantes
{etanol, hipoclorito de sodio e hipoclorito
de calcio) a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion

_ Control del oxidacion
=Actdo ascorbico (0.1%)
«Jugo de limén.

a) Antes de la siembra
b) Después de 1la
siembra.

A

Decantar agente
desinfestante y enjuagar
tres veces con agua estéril §

Reguladores de crecimiento
Sembrar en medios de cultivo con diferentes
reguladores de crecimiento (ANA, AlA, 6-BAP,
IBA. Ky 2,4-D) a concentraciones 2Zmg/L para
auxinas y 0 2 a 0 5mg/L para citocinas

! ,

i Evaluacion del %4 de Contammacion | Respuesta morfogendética v periodo de

mcubacion
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 SELECCION DE EXPLANTES

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

El tallo con un periodo de incubacién de cuatro semanas mostré formacién de
callo que culmind a las ocho semanas con la presencia de rafz. Pasado este
periodo no hubo crecimiento del mismo, el tejido se oxida y muere. Por la
sensibilidad del callo y la rafz a Ia manipulacién durante la resiembra.

TABLA XVL. RESPUESTA MORFOGENETICA DE DIFERENTES |
EXPLANTES SEMBRADOS.

EXPLANTE RESPUESTA (dias)
3 12 20 28
Hoja - - - -
Tallo - - - — f
Raiz - - - -
L Boton floral — ji 4 +4 S
: ]

++ Respuesta a la formacion de caflo
-~ Sin ninguna respuesta
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En la Tabla XVI se observa que, el botdn floral (inmaduro) de una inflorescencia
es otro de los explantes que ofrece una repuesta mucho mds rdpida a la
formacién de callos (2 semanas). Sin embargo, llegé un periodo en el que no
muestra mds crecimicnto, ni formacién de tejido desdiferenciado y la
disgregacidn del callo ocasiona la oxidacién 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 €l en todo el afio, debido a que la planta solo presenta un
periodo de florescencia en el mes de abril y el obtener este marerial implica
suprimirse €] desarrollo de las semillas que se generan en el mismo botén floral;
de manera que son resguardadas y cuidadas valiosamente.

6.2 METODOQOS DE DESINFESTACION

El hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio son los agentes desinfestantes mds
utilizados para obtener material aséptico en diversas especies; eliminan, agentes
contaminantes del indeulo, instrumental y material que se utiliza durante el
cultivo in wizro. El tiempo de exposicién de ambos agentes son muy variados,
porque dependen en gran parte de la sensibilidad de los tejidos para evitar
dafiarlos o matarlos.

El eranol al 70% se utilizé previo al tratamiento del hipoclorito de sodio e
hipoclorito de calcio, para eliminar las grasas de hojas y talles; permitiendo una
mejor penetracién del agente desinfestante en el material. Asi que se procedié

solo. wvariar las concentraciones y los tiempos de exposicién de estos tres agentes
desinfestantes (Tablas XI, XTI y XIII).

En un periodo de incubacién, de 1 a 3 semanas, se ovbservé que la conraminacién
de los medios de cultivos fue dristica, ro sélo por la presencia de hongos, sino
por la presencia de una gran carga microbiana, llegindose a contaminar el 100%
de los medios de cultivo sembrados (Figura 4). Todos los medios de cultivo
prescnean altas concentracién de nutrientes, que los hace susceptibles al desarrollo
de diversos microorganismos tanto del medio ambicnie como los presentes de la
planta misma.
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METODO DE DESINFESTACION

B ETANOL
Ca{HCIO)2
BNaHCIO

% CRECIMIENTO
MICROBIANC

1er 2do
METODO

Figura 4. Porceniaje de crecimiento microbiano correspondienie a los dos primeros
métodos de desinfestacion, downde se varia la concentracion y el tiempo de exposicion del
hipoclorito de sodio e hipoclortio de calcio con el material bioligico.

Este hecho mosté: que los traramientos de desinfestacion no eran los adecuados
y que la contaminacién microbiana era originada por el mismo indeculo de la
planta, debido a que en todos los experimentos se someti6 un testigo y/o blanco

que, no mosteé crecimiento alguno, y que permitidé conocer las condiciones
éprimas de siembra.

Como el problema de contaminacién se presenté en todos los casos de siembra,
s¢ opté utilizar una mezela de antibidtico y fungicida (Tabla X) para concrolar la
contaminacién sistémica. Esta contaminacién es Ja mis dificil de eliminar ya que
al enconrrarse los patégenos cn ol interior de la planta, no es posible que los
tratamicntos a nivel superficial eliminen completamente la contaminacién; las
consecuencias de este tipo de contaminacidn son mds costosas, porque cuando no
se detecta se puede creer en un principio que no hay contaminacidn y esta se
expresa después de varias semanas 6 cuando se pasa a las etapas de multiplicacién,
y la pérdida de material s por lo tanto mds considerable.
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El material biolégico fue expuesto a la mezcla, con 24 horas de anticipacién a la
stembra, para proseguir finalmente, con los tratamientos de desinfestacién
descritos en las Tablas X1, XI1 y X111,

Con los mérodos de desinfesracidén propuestos en estas tablas se observd un
control muy efectivo de la carga microbiana y fingica. El fungicida
comercialmente conocido como benomyl presentd una efectividad del 160% con
los tres antibigticos de prueba. ( Figura 5).

METODO DE DESINFESTACION

IBANTIBIOTICO
[=FUNGICIDA

% EFECTIVIDAD

ANTIBIOTICO Y FUNGICIDA

Figura 5. Representacion grdfica de la efectividad de la mezcla de antibiotreo -fungicrda
para controlar la contannaeion sistémica de la planta,

El antibidtico de mayor efectividad, en un 95% fue la tetraciclina, la efectividad
del wimetroprim, sulfamctoxazol v genwamicina fue en promedio del 90%,
mostrando también disminucién de la carga microbiana (Tabla X y Figura 5). En
algunos tratamientos fue necesario eliminar agentes de desinfestacién para evitar
danos posibles al tejido. que provocaran la oxidacién y muerte del mismo
in6culo, s decir, evitar que los método de desinfestacién fucran severos y
AGTCsivos,
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Los mérodos de desinfestacién que mejor efectividad mostraron para el botén
floral {inmaduro} de una inflorescencia, son los propuestos en ka tabla IX dados
que son, menos agresivos y severos para el material biolégico, ya que se trara de
un tejido mds delicado y menos expuesto al ambiente.

6.3 REGULADORES DE CRECIMIENTO Y RESPUESTA
MORFOGENETICA.

Los reguladores de crecimiento, son los compuestos de mayor imporrancia en la
respuesta morfogenética de un explante, encontrar la concentracién y la relacidn
de auxina/citocinina es uno de los fines que persigue el Cultivo de Tejidos
Vegetales para obtener, propagar y mantener plantas in vitre ya que, el mismo
ambiente 77 vitro hace que los tejidos tengan comportamientos anormales que se
reflejan en desordenes fisiolégicos, bioquimicos y morfolégicos.

En la pritmera parte de este desarrollo experimental se observé que el marerial
biolégico de mejor respuesta morfogenética fue ef botén floral seguido del tallo.
Con los traramienros descritos en la Tabla XVTI, el borén floral, presenté mayor
respuesta a la relacién de AIA/K, tratamientos A y E. En un promedio de 8 a 12
dias presentd la formacidn de un gran callo verdoso.

Sin embargo cuando se disgrega para aumentar ¢l material bioldgice de rrabajo,
no presentd crecimiento, ni formacién de tejido desdiferenciado, origing con el
tiempo la pérdida del tejido. Posiblemente por la propia sensibilidad y viabilidad
del callo. a la misma téenica de manipulacién que s¢ hace de éste durante la
resiembra. La desvenraja que se tiene sobre este material. es que sélo se cuenta
con e} una vez al afio. cuando 2 planta presenta su periodo de florescencia.

En Lo wabla XVII se muestran los RC con los que. se observd una respuesta por
narte del rallen das awanas, AIA vy ANAL con las cirocinina: 6-BAP y K
{tratamicncos A, E. ] v N}, La respucsta dada fue la formacion de callo en un
periodo de cuntra meses. No obstante, presentd o mismo problena del boidn
flaral, un petiado de latencia con o disgregacion ded callo y con esto sir muerie

FEprossedio obrenido en gencral con estos tratimicnios fue del 27% (Figura 6)
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En los tratamientos B, F, I y M mostraron también crecimiento, pero en menor
porcentaje (896). En los medios de cultivo restantes, donde sélo se varfan las
auxinas:IBA y 6-BAP, no presentaron respuesta por parte del tejido (Figura ©).

Es imporrante mencionar, que a la par fueron probados los métodos tanto de
desinfestacién, reguladores de crecimiento. asf como la misma oxidacién, que se
hizo presente.

Por lo que en muchos casos la respuesta del rejide pudo verse afectada por los
mismos pardmertros de control. Por ejemplo, fa oxidacidn no dié el riempo
suficiente para presentar una respuesta por parte del tejido. as{ mismo los
métodos de desinfestacién dados. posiblemenre indujeran la misma oxidacién; y a
su vez, los mérodos de desinfestacién influyeran en la misma respuesta del tejido;
dado que se fueron variando por la presencia de la carga  microbiana presente e
el mismo. Los mérodos de control de oxidacién aplicados z los explantes, después
de un periodo de incubacién. es otro de los factores que posiblemente frené la
respuesta del tejido.

TABLA XV1l. RESPUESTA MORFOGENETICA A LA FORMACION DE CALLO
CON DIFERENTES REGULADORES DE CRECIMIENTO.
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L 2/l .
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T ; | |
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B omed - ‘ S
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L : ‘ : -- --
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RESPUESTA MORFOGENETICA

100% ¢ — — -+ T e = e e

80%
= |
9]
Y 60+
&
%:-' 0 B Auxina
% 40% B citocinina
BQ B

20% 18

0% -
ABCDEFGHI! JKLMNOFP
TRATAMIENTOS

Figura 6. Respuesia morfogenética de taflo hacia la formacion de callo con diferentes
reguladores de crecimienio para conocer la mejor relacion de auxina/citocining.

Una vez conocida fa relacién auxina/citocining, se procedié a trabajar en el sub-
secuente experimento con estos reguladores de crecimiento para, encontrar las
concentraciones éptimas que, indujeran Ja formacién de callo en menor tiempo
0 que indujeran a partir de esta respuesta; otra respuesta morfogenética como:

rafces y/o pldntula (Tabla XVIII).
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TABLA XVIIIL RESPUESTA MORFOGENETICA A LA FORMACION DE CALLO

UNA VEZ CONOCIDA LA RELACION DE AUXINA/CITOCININA.

L

Botén floral

L

AlA (mg/L)

- 2.0 13
KINETINA
{mg/L}
0.5 A B (=) C
1.0 D E F ()
10 G () H v
Tallo
i ANA (mg/L)
.o | 5.0 10
6-BAP (mg/L)
1.0 3 K’ L
3.0 M N 0" (-+)
2.0 P Q R

<~ Formacion de raiz
+ Formacion de callo

Fl botén floral mostid a formacidn de un callo verdose enlos traamientos BT
vy G (Tabla XVIID. En los medios By G s prosentd ademds del callo. la
fermacion de raiz, que 1o mostrd niis crecimiento despuds de 3 semanas ¥ que al
ser resembradas mueren por Ly propra sensibibdad s viabilidad del tejido. E
petiodo de respuesta os o nusmo mencionado anenormenie de 8 2 12 dias solo
con i diferencia de Ly presencia de rais,

I allo suesia L toomacion de collo or cont todos fos tannientos Je baordhacion

AVNAZG BAT. s ciivieo o b anito bose otesonna by lormwidn e iz

ot ded eallon Chabbo NN T
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6.4 CONTROL DE LA OXIDACION

Conforme transcurrié un periodo de incubacidn de 3 a4 semanas, el material
bioldgico de los explantes de tallo presentaron un dafio fuerre en su twejido, asi
mismo el callo formado. El “browning” o ennegrecimiento se hizo presente tanto
en €l medio de cultivo como en los explantes, que suele concluir con la muerte
de los propigulos.

Cuando un wjido cultivado 77 vizre, ¢s separado de sus condiciones naturales,
responde a los rratamientos aplicados o situaciones de estrés como: 2
desinfesiacidn, el dafio mecdnico, desecacion, cambios de pH, eic: diferentes de sus
condiciones naturales. S se fragmenta una parte de una planga, los cortes
realizados rompen tejido y células, la respuesta natural de la planca es producir
sustancias entre los que predominan productos de oxidacién, principalmente
sustancias fendlicas.

Esta fue la razdén de ir climinado algunos agentes desinfestantes como lo
muestran las Tablas X1, X1I y XiIl, para obtener un material biolégico menos
dafiado y por ende un mérodo de desinfestacion propicio.

En general los fenoles son sustancias Idbiles y ficiles de oxidar. y os productos de
esta oxidacidn tenen cardcter fitotdxico. por lo que son capaces de alterar
procesos morfogenéticos de crecimicnto y desarrollo. ya que tas su propia
oxidacidn s¢ convierten en potentes oxidantes.

Con base a la experiencia laboral en esta drea se procedid hacer uso de un
antioxidante como el dcido ascérbico. El reto era conocer la forma en que ¢l
marerial bioldgice podria aprovecharlo. sin que wiviera consecuencias en L
desinfestacion por una posible conmtaminacion del mateiial bioldgicor al ser
aplicado directamente sin una previa esterilizacion. va que ademds, la adicién de
Cste alos medios de culiivo, causaria La degradacién del mismo. por ¢l proceso de
esterifizacidn,

Asl s se propuso adiaoario a by meschy deansbidtoe y fungidda 24 horas
provio 1y vemone e vioche dadenc e osadacion del topdoes s cmbaszod b
AV QILT G o L-_\pl,mzu O PIOsSHLIONn Hutn cambio motfogonctico cuoun
petiodo doo doy meses pormnecicada Tuenes Tosor que mneran por

j -
W R]‘.i‘ (IR TR IR




La urilizacién del jugo de limén surgié como una idea de observar que la mayoria
de los alimentos que contienen aguacate se les adiciona unas gotas de limén para
evitar la oxidacién y el ennegrecimiento de éste. Con la exposicién de los
explantes en la solucién de jugo de limén antes de la siembra no se observé
ninguna respuesta por parte del tejido, los explantes después de la siembra
igualmente no presentaron respuesta alguna.

De [a misma manera aquellos explantes con formacién de callo que se
sometieron a esta prueba no mosiraron mds crecimiento y por ende no més la
induccién de tejido desdiferenciado. Se genera un petiodo de latencia de mds de
dos meses, hasta que Jos tejidos mueren por deshidratacién. En si los explantes
que mostraron formacién de callo y rafz fueron aquellos en donde la oxidacién
no se hizo presente bruscamente.

El botdn floral, es el explante que no se somete a ningfin control de oxidacién,
debido a que no presenta este problema.

6.5 CONDICIONES DE INCUBACION

Una delas partes importantes para el desarrollo de los culiivos &1 witre son las
condiciones de incubacién. El ambiente i» vitre hace que los tejidos rengan
comportamientos anormales que se reflejan  en  desérdenes fisioldgicos,
bioquimicos y morfoldgicos en las planas. Las condiciones de incubacién que se
manejaron en este experimento, remperatura de 25°C + 3'C y foroperiodo de
16/6 horas de luziobscuridad, asi mismo la iluminacién con  ldmparas
fluorescentes de luz blanca de 39 wats colocadas a 23-30 em de distancia de los
cultivos. favorecicion la induccién de una respucsta morfogendrica.

Estos pardimetros de control son de imporiancia, se pueden lograr con cllos wasas y
niveles de propagacién de plantas sanas y de alta calidad iz #irro, lo cual facilicaria
cn gran medida su mansterencia a condiclones ex witre, con la consecuente
disminucidn de costos de produccidn.™
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7. CONCLUSIONES

Se logra el control de la conraminacién en el material biolégico de Beschorneria
yuccoides C. Koch. con los mérodos de desinfestacion, previo al pre-tratamiento
de la mezcla de antibiético y fungicida; se recomiendan aquellos métodos que
utilizan un agente desinfestante, para evitar posibles dafios del tejido que
originen, ala larga otro ripo de problema.

De los diferentes tipos de explante el de mejor respuesta al cultivo iz virro son los
fragmentos de tallo en presencia de los reguladores de crecimiento vegetal ANA y
6-BAP en concentraciones de 10 mg/L y 3 mg/L respectivamente. Se observa la
formacién de callos en los medios de culive suplementados con estos
reguladores de crecimiento después de 4 semanas de incubacién, a las 8 semanas
se observa la presencia de estructuras radiculares.

En la mayoria de los tratamientos. se observa la oxidacién del explante a partir de
la cuarta semana e incluso en aquellos que presentaron formacién de callo. Se
logra el control de la oxidacién con la adicién de dcido ascérbico a la mezcla de
antibidtico-fungicida previo a la siembra; y con la exposicién de los indculos a
una solucion de jugo de limén antes y después de la siembra. Mostrando ser mds
efectivo el tratamiento con el jugo de limén. Sin embargo es conveniente conocer
la concentracion mds adecuada de esta solucién que, permita el desarrollo del
explante y el crecimienco del callo.

Cuando los cultivos se mantienen por tempos prolongados mayores de 3 meses,
es mds complicado mantener los tejidos vivos, ain con diferentes resiembras a
medios frescos: por la propia semsibilidad que presemtan a da ienica de
manipulacién. Es recomendable. hacer uso de una téenica de manipulacion que
perimita incrementar el materiad biolégico de trabajo, sin exponer ¢f material a
condiciones dristicas de eserds como son: corte. deshidratacién. mancjo. pH. ere.

El explante que ne presenta problemas de oxidacién y contuninacién, es el botdn
floral (inmadure) de una inflorescencia, ofrece una mayor respucsta. en un
periodo de 8 a4 12 dias con formacidn de callo vy rafees. o diferenies
concentiacienes do ALK FE iabajar con este marertal bioldaico seria lo s
idduco, por s mmdluples ventagas que elrece. N un fusure nos permitnila conocer,
sevinie enesie tefidor uma pronta respuesta a la lormackdn de plinmala, asd
misio. Lok s e el enisio una mavor produccidn del moabolive de tnerds

aporinat con reladian al vallo, v ves establecidos Jos medios en suspensidn,
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8. PROPUESTAS

Este trabajo proporciona las bases de Cultivo de Tejidos para concinuar con
pruebas a nivel laboratorio, del andlisis de merabolitos secundarios (Saponinas)
en cultivos en suspensién, comparando el rendimiento con relacién al producido
por la planta en condiciones naturales, para posteriormente trabajar con los
factores que permitan el incremento del metabolito, y as{ poder plantear su
escalamienro a planta piloto e induserial.

Debido 2 que en este experimento la mayor parte del tiempo se trabajo con los
métodos de desinfestacién y reguladores de crecimiento. Se recomienda, que se
lleve acabo, un estudio mds profundo, donde se modifiquen las condiciones de
incubacién comeo son: remperatura y fotoperiodo, para inducir una pronta
respuesta morfogenética del explante; ya que es umo. de los factores muids
importantes para el desarrollo de los cultivos in vitro.

En el Culiivo de Tejidos Vegerales, debe considerar de manera wntegra, los
factores mids importantes que controlan la respuesta in vitro, como son: seleccidn
del explante, mérodo de desinfestacidn, adicién de antioxidantes, tipo de
reguladores de crecimiento v condiciones de incubacién. Estos facrores se
involucran en la repuesta morfogenética de un tejido para obrener. propagar y
mantener plantas 7 witro.

La biorecnologia vegeral en México. tiene gran porencial y ofrece numerosas
expeclativas, pero s importante que cn su desarrollo. exista un equilibrio entre el
interds comercial y los aspectos sociales y educativos, estos dltimos fundamentales
en la sociedad contempordnea.

Ln este campo del quehacer clentifico. se requicte ademds, inensificar la
formacién de recursos humanos ahiamente capacitados, con una conciencia de
proteccion de nuestros germoplasmas v ecosistemas. Es decir de valoracidon y
cuidado de los recursos vegerales que son diversos y muy valiosos.
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ANEXO1

COMPOSICION QUIMICA DEL MEDIOS BASAL
DE MURASHIGE Y SKOQOG (1962).

Componentes I Concentracion Peso/2 Litros
media Final (mg/L)

MS Mavor
MgSO, . 7TH;0 370 7.400g
NH,NO; 1650.0 33.000g
KNG; 1900.0 38.000g
KH,PO, 170.0 14002
MS Menor
ZnS0O,4.7H,0 8.5 0.172
CuS04.5H-0 0.025 0.500mg
K1 0.88 17.600mg
CoCl.6H,0 0.025 0.500mg
NaMoQ,.2H,0 ‘ 0.25 3 000me
MS Vitaninas
Glicina | 20 | 10 000mg
Acido Nicotimeo 0.5 \ 10.000mg
Pirodoxina HC . 03 10 000my
Tramina HC ‘. 1o \‘ 20.000my
Mio-mositol ! 100 4 20000

YRS \;’Hi:!\}.‘f{{r'-.\kung
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ANEXO II

COMPQOSICION QUIMICA TQTAL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
EMPLADOS EN ESTE EXPERIMENTO

[ MS BASAL
COMPONENTES CANTIDAD POR LITRO
MS Mayor 100 mL
Ms Menor 100 ml.
Ms Vitaminas 100 ml.
Te. EDTA 10 ml.
CaCL.FLO 10 ml.
Sacarosa 30g
Aforara 1Ly
pil5.8 4+ 0.1

Agar 8¢/ 1.

eSO 7O 1.39¢ Calentar separadamente
Combmar y disolver en
500 ml.

Na, FIDTA 1.8G>g Semg TS W &

-y MRS LN
Wy gy b ~
,lb TR e Aitolawes L

o T ;‘&’_\""“:‘j"\* e




GLOSARIO

allo:

tiferenciacién:

Vipoloide:

longacién:

mbriogénesis:

xplante:

Iaploide:

Aeristemo:

Aorfogenético:

GLOSARIO

Masa amorfa de células.

Proceso de formacién de tejidos y drganos diversos a partir de
masa iniciales de células embrionarias idénticas.

Célula portadora de una doble dotacién de material genético,
la mirad de origen paterno y la otra mitad de origen materno,
pudiéndose agrupar los cromosomas en “n” parejas de
homélogos (cada miembro de un progenitor) de donde se
acostumbra a simbolizar esta dotacién diploide por 2n.

Alargamiento o aumento longirudinal de una céula o tejido.

Conjunto de procesos que conducen a la formacién y
desarrollo de un embrién, desde la fecundacién de las célelas
sexuales.

Tejido seccionado de una planta, cultivado en medios de
crecimiento artificiales, con fines experimentales.

Posesién de la mitad de la dotacién cromosémica diploide.

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

Proceso por ¢l que cada érgano de un individuo va
diferencidndose de los demds en el curse del crecimiento,
adquiriendo la forma, estructura y restantes caracteres que le
son propios.




GLOSARIO

Plintula:

Propdgulo:

Organogenésis:

Senescencia:

Somdtico:

Vistago:

Planta joven nacida de wuna semilla o de tejido
desdiferenciado.

Organo o parte de un vegeral.

Conjunto de procesos dentro del desarrollo embrionario, que
conducen a la aparicién y formacién de los distintos érganos
en los seres.

Estudio de los cambios biolégicos relacionados con el
envejecimiento, en especial relieve en plantas y animales.

Se emplea en contraposicién a germinal o sexual cuando se
refiere alas células de un organismo. En este sentido, se refiere
a las células que no participan en el proceso de reproduccién
(células diploides) al contrario de las células sexuales {células
haploides).

La parte aérea de la planra, la cual incluye tallo , ramas y
hojas.
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