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CAPITULO I
INTRGDUCCION

Una de las mds antiguas actividades humanas ha sidu el estudic de
plantas y anwnales, particularmente coms  fuentc de. alivento y
salud. Destde 1lous primerus tiempos el hombre tuvo la necesidad de
distinguir entre aquellas plantas que eran venenosas y las que no
lo eran; de esta forma se fueron desarrollando los conacimientos
de las drogas de origen natural, los que se fueron transmitiendo,
verbalmente en un comienzo y posteriormente en forma escrita,
como en los papiros, tablas de barro cocido, tratados de

plantas, farmacopeas y otros trabajos.

Indudablemente, el reinc vegetal posee muchas especies de plantas
que contienen sustancias de valor medicinal que estdn adn por
descubrirse, y gran numero de ellas son sujeto de ensayos
constantes respecto a su posible valor farmacol 4gico
(particularmente por sus gropiedades hipotensoras, citotdwicas,

antibiéticas, antiparkinsaonianas, etc.).

Un fascinante campo de 1nvestigacidn es el estudio de plantay
usades como  medicinales, narcéticas y para obtros fines por los
grupos indigenas.

Entre los grupos vegetales que caracterizan a las zonas aridas de
México se tiene a los magueyes, los mezquites, - las yucas y la
familia Cactaceae, las cuales son autéctonas del continente
americano. México por su topografia, latitud y clima es un pais
con gran cantidad ds ellas.

Las cactdceas por sus caracteres de organizacién, presentan
habilos y estrucluras anat.$dmicas de adaptacion altamente
especializadas gue les impa}ten una fisonomia partizular.
Presentan un complicado proceso metabdélico en el que es necesario
el COx, Oz 'y ‘otras sustancias minerales que dan arigen a la

formacién de muy diversos compuestos organicos.



Como resultado de los madernos procedimientos biotecnolédgicos de
aislamiento y experimentacidn farmacalogica, nuevas drogas
vegetdales encuentran  su camino hacia la medicina, en estado e
sustancias purificadas, mas que en forma de antiguas
preparaciones galénicas (Trease y Charlet, 1982).

Al utilizar las téunicas de Cultive de Tejidos Vegetales in
vitro se puede tener una propagacién de plantas basdndose en el
principic de totipotencia, obteniendo asi sustancias de un alto
valor econdmico, ejemple de ello son los alcaloides, alergenos,
aminoacidos, agentes antimicrobianss, azucares, condimentos,
emulsificantes, f(lavonoides, fragancias, insecticidas, aceites
comerciales, acidos orgdnicos, vitaminas, eto.

Estus descubrimientos dentro de las c¢iencias bioldgicas
constituyen uno de los mayores logros vcientificos del siglo XX,
Su importancia radica no s9lo en la comprensién de las
estructuras y los fenémenos en que se sustents ta vida, sinc
también en el hecho de gque estos nuevos conocimientos, al ser
aplicados pueden contribuir a resolver algunus de lus problemas

inds graves a que se enfrenta la humanidad,

Como se sabe los extractos de plantas han  sidoe usados con
propésitos medicinales por el hombre durante cientos de afos por
lo cual nos despierta el interégs de comprobar si ciertas especies
de la familia Cactacea ( Coryphanta sp., Escobaria missouriensis,
Leuchtenbergia principis vy Stengcereus gueretargensis ) puedan
ser fuentes naturales de sustancias bactericidas aprovechando las

ventajas que presenta el uso de cultivo de tejidos vegetales in
vitro para ser explorada la produccién de principios

anlimicrobianos de interds médico,



1.1, GENERALIDADES
1.1.1, BIOGTECNOLOGIA

La biotecnolongia, que puede definirse ¢ omo "la
transformacién industrial de materias primas mediante la accidén
de microorganismos y otros agentes biolégicos a fin de producir
bienes y servicios utiles", es una rama tecndlogica tan antigua
como el hombre mismo., Asi, el término "biotecnologia" hace
referencia a las aplicaciones de las ciencias biolégicas en la

medicina, la farmacologia, la agronomia y la ingenieria quimica.

La aplicacién practica de los descubrimientos cientificos ha
venido propiciando el desarrollo mundial de un nueve sector
industrial que utiliza sustratos naturales como materia prima
bdsica y que adopta modelos biolégicos de produccidn gue imitan
los procesos de la vida (Michel, 19863,

1.1.2. CULTIVO DE TEJIDOS.

Al cultivo de tejidos vegetales se le define como al conjunto de
técnicas para cultivar, en condiciones asépticas y controladas,
cualquier tipo de ceélula, tejido w érgano vegetal. Cualquiera
parte de wuna planta (hoja, tallo, meristemo, embrién, etc.),
separada de ésta y desinfectada mediante un tratamiento leve para
eliminar a los microorganismos que se encuentran en su
superficie, @s un "explante” del que se puede iniciar un cultivo.
Dependiendo de las condiciones fisicas (luz, temperatura,cultivo
liquido o semisélido, etc.), y quimicas (sales minerales,
vitaminas, reguladores del crecimiento, etc.?), el explante puede
dar lugar a uno u otro tipo de cultivo: puede “desdiferenciarse”
en una masa amorfa de ceélulas denominada calle, la cual,
dependiendo siempre de las condiciones utilizadas para el medio

de cultivo, puede continuar proliferando como callo o disgregarse



en células aisladas, o bien dividirse organizadamente para dar
lugar a tallos y raices (organogénesis).

Es importante sefalar que las células aisladas (células en
suspensidén y protoplastos), pueden dividirse para formar nuevos
callos, d6rgdnos o embriones y, eventualmente, dar lugar a nuevas
plantas completas, idénticas a la pltanta de la que se tomaron los
explantes; esta propiedad de regenerar nuevos individuos a partir
de células proporciona la base potencial del cultivo in vitre ,

fendmeno que se conoce con el nombre de totipotencia.

1.1.3. APLICACIONES DEL CULTIVO DE CELULAS VEGETALES

Las principales aplicaciones del cultivo de células

vegetales se encuentran en S5 dreas fundamentales:

a. Micropropagacién

b. Preservacién del germoplasma

C. Mejoramiento genético

d. Biosintesis de metabolitos

e. Investigacién bdsica.
Actualmente, el empleo de <cultivos de c¢élulas aisladas como
medio de investigar las rutas biosintéticas de los compuestos,
muestra una gran pujanza, pueés se trata de una técnica de valor
potencial considerablé, que sera efectiva cuando se haya
realizade un trabhajo basico suficiente para poder asegurar las
condiciones optimas para la reproduccién y el crecimientoc de las
células esta técnica ofrece la posibilidad de disponer de un
material absolutamente uniforme, asequible en todo tiempo,
susceptible de ser manejado bajn condiciones reguladas y
reproducibles, factores que vraramente pueden ser posibles de
conjuntar en el trabajo con plantas vivas enteras.
Por otra parte, en México se llevan a cabo investigaciones sobre
la biosintesis de metabolitos secundarios tales como: alcaloides
indélicos con actividad antileucémica en cultivos de Catharantus

roseus, esteroides (ejemplo diosgeninal, en cultivos de Dioscorea



composita, cardioténicos (digoxina), en células de Digitalis

purpurea, hipotensares en tallos de Casimiroa gdulis. etc,

En relaci1én a la micrepropagacién, ya se encuentra
comercializada en México la produccidn de plantas ornamentales

FOS&a%, CrisanleEmus, wyuideos, violelaw y

otras mas. Cenlro del marco de la agriculiure se tiene el cultive

de la papa y hongos cumestibles (Quinters, 1385).

1.1.4. METABOLITOS SECUMDARIOS

Los metabolitos secundar ios son sustancias gque se producen a

consecuencia de una cadens de owidacionen y reducciones en las

rutas hiosintéticas tanto de animales tomo de plantas.

Existen cuatro categorias principales de metabolitos
secundarios: aceites esenclales, glicésidos, alcaloides y
enzimas.

a. Aceites esenciales

Son una mezcla de terpenoides que se usan como saborizantes,

perfumes y solventes,

b. Glicdésidos.

Se entiende por glicésidos a los acetales en los cuales el
hidroxilo del azicar es condensado con un . grupo - hidroxilo del
componente no azucarade y el hidroxilo secundarioc es condensade
denlro de la molécula misma de azucar para formar un amilla de
éxidu; el componente sin azdacar se conoce come aglicona y &l que
contiene azGcar se le llama glicana; incluyen: flavonoides,

saponinas y glicdésidos cianugénicos



c. Alcaloides.

Los alcaloides constituyen un grupo muy hetereogéneo de bases
vegetales nitrogenadas, que contienen en la mayor parte de sus
moléculas uno o varios anillos ciclices nitrogenados de reaccién
mds o menos bdsica, con una fuerte actividad fisiolégica
farmacodindmica.

Estos compuestos generalmente son muy activos fisiolégicamente en
los humanos, y por consiguiente son de gran interes para la

produccién de fdrmacos, por ejemplo: morfina, cocaina y atropina,
d. Enzimas.

Son proteinas especializadas en catalizar rveacciones biolégicas,
Entre las enzimas estan principalmente las hidrolasas

(proteasas, amilasas y ribonucleasas) (Robert y Loyola, 1985).

1.1.5. LAS CACTACERS.
a. ORIGEN,

Las cactdceas son originarias del continente americano y se
consideran entre las plantas mas notables que caracterizan las
zonas aridas y semidridas con fuerte insolacidn, sin embargo, las
hay propias de bosques y selvas tropicales donde crecen en

lugares humedos y sombreados (Soltero, 1990).

Desde las épocas prehispdnicas este yrupo de plantas ha sido un
valioso recurso alimenticio, ritual y wnmedicinal para los
mexicanos., Una de 1as primeras drogas estudiada gquimica. y
fisiolégicamente fue la extraida del peyote, (Lophophora
williamsii) conocida actualmente como mezcalina. E1  mayor
atractivo de muchas cactdceas para la mayoria de la gente ha sido
los hbrillantes colores magenta, rojo, anaranjado, rosa, morado y

amarillo de sus flores y frutos. Los colores y compuestos antes

6



mencionadas son referidos por alygunos Lotanicos comu metabolitos

secundarivs (Lépe: y Lozoya, en prensal.

Poco tiempo despues del descubrimiento de América, las cactédceas
ya eran conocidas en Europa, y a principios del siglo XIX se
wunsideraban planlas  de  coleccidn que  alcanzaban  precics muy
elevados. En  nuestros dias siguen siendo codiciadas como plantas
ornamentales. Las modificaciones de forma y color que se

presentan en esta familia, han sido explotadas cun este fin,

lLa riqueza con que cuenta nuestro pajis en materia de cactdceas es
indiscutible, existe una gran cantidad de especies suceptibles de
expletacidén comoe plantas ornamentales, comestibles y medicinales
(Soltera, 193502,

ta. TAXONOMIA.

Un moderno sistema de clasificacién para las cactdceas fue
descrito por Hunt en 1967 del herbario de Kew. Hunt separé las
cactdceas en  tres tribus mayores: Cacteae, Opuntieae vy
Pereskieae, De estas tres tribus, la Cactrae contiene los cactos
mds diverses e importantes econdmicamente. Dentro de esta Lribu,
existen dos subtribus, la Cactinae y la Cereinae, de la cual la
mis importante econondmicamente es la Cactinae, sin clvidar a la
tribu Opuntiae que también 8s  econdmicamente importante
(Clayton, 1987).

Las cactéceas mexicanas - @stdn representadas por cerca de 740
especies, cifra que supera a la de cualquier otro pais, de las
cuales aproximadamente el 737 son endémicas, lo que convierte
definitivamente a Meéxico enp el pais con la mayor riqueza
cactofloristica, perc también se ha convertido en el pais con el
mayor indice (40%) de su cactoflora con algin grado de peligro de
extincién segin la JUCN (Internacional Union for the Conservalion
«f Nalurel (Arias-Montes, 1990),



<. DESCRIPCION Y LOCALIZACION DE LAS ESPECIES
UTILIZADAS,

i. Coryphanta sp.

Plantas simples o cespitosas, de tamafo medio hasta pequeras.
Tallo globoso hasta cortamente columnar, tuberculado; tubérculos
dispuestos en series espiraladas, argolas monomorfas, la regidn
espinifera en el 4pice de los tubérculos, la florifera se
extiende por el lado adaxial del tubérculo en un surco que llega
a la mitad del tubérculo o hasta cerca de la axila. Flores
dispuestas en la base del surco de los tubérculos jévenes
cercanos al apice, infundibuliformes; segmentos del perianto
numerosos, de color amarillo limén, rosado o purpureo; estambres

numerosos. Fruto desnudo o con | & 2 escamitas, Jugoso, verdoso.

La mayoria de las especies gque integran este género crece en
México, en donde tiene una distribucion muy amplia,
especialmente en los estados del centro y del Norte de la
Republ ica, desde donde se extienden hasta el Sur de los Estados

Unidos de América (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991),

ii, Leuchtenbergija principis,

Plantas pequefas, simples o cepitosas, de 25 ¢m de altura y 15 cm
de didmetro, llegando a medir hasta S0 cm de altura, con
tubérculos muy largos, por lo que adquieren aspecto agavoideo.
Tallo cilindrico, corto, carnocso de unos S a 7 c¢m de diametro,
mas o mgnos lenos0 y superoso, tuperculado, 145 partes viegas sin
tubérculos. Tubérculos dispuestos en 8 y 13 series. espiraladas,
muy largos y delgados, de 5 a 12.5 cm de lengitud 1 a 1.5 cm. de
espesor en la base, de color verde-azulado con tinte rojizo,
ascendentes. Aredlas situadas en el Apice de log  tuberculos, en

la porcién .truncada, sustentadas por una escama pequeda, cuando



Jjovenes lanosas. Axilas lanosas. Espinas Jargas, delgadas y

suaves. Flores una en cada ardola, de S a & cm de didmetro.

Se le encuentra en los estados de San Luis Potosi, Nuevo Leén,
Zacatecas y Coahuila. Fue relativamente abundante en la Sierra de
Parras y Sierra de La Paila, Coahuila, asi como entre Matehuala y
Saltillo (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991).

iii. Stenocereur queretarcensis.

Planta arborecente candelabriforme, con tronco bien definido, de
S a6 mde alto o mis., Tronco leRoso, como de 1 m de alto y 35
cm, de didmetro o mas. Ramas como de 15 cm. de didmetre, de color
verde, a veces con tinte rojizo; el conjunto de ramas forma una
copa muy amplia, a veces como de 4 m de didmetro. Costillas 6 a
8, prominentes, separadas por amplios tintervalos. Areélas
distantes entre si como 1 cm, con fieltro café obscuro casi
negro, granulosas. Fruto globoso, Se cultiva por su fruto
comestible muy agradable que se conoce con el nombre de
"pitayas." Existen variedades, horticolas gue producen frutos de

calores diversos.

De esta especie se bhan aislado algunos triterpenos, entre ellos

. N ‘.
uno denominado acido queretarcico.

Se distribuye en los estados de GQuerétaro, Guanajuato, Jalisco,
Colima y Michoacdn. De Jalisco se ha sefalado en los alrededores
de Guadalajara, Chapala, Zapotlan, Sayula, Villa de la Playa; de
Guanajuato en Leén; de Querétarc en las cercanias de la ciudad
del mismo nombre y en Michoacdn cerca de Jiguilpan (Bravo-Hollis,
1978).
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iv, Escobaria sp.

Son plantas pequefas, casl siempre cespitosas; tubérculos con un
surco que se extiende desde el Aapice hasta 1la axila; espinas
radiales y centrales aciculares; {lores brotando de la base del
surco de los tubérculos Jévenes; pericarpelo desnudo o con
algunas pequefas escamas; segmentos exteriores del perianto
ciliados; estambre y estilo cortos; fruto de color verde hasta
rojizo; semillas semiorbiculares hasta ovoides; testa foveolada
negra o hasta de color café oscuro; hilo subbasal relativamente
pequeno; poro micropilar cerca del hilo; embrién curvo;

perisperma grande.

d. usgos.

Son multiples: como antiséptico, en 1a alimentacién humana y
animal, en la proteccién y mejoramiento de suelos, como
combustible en el campo, en la construccion de techos y paredes
de casas rusticas, para la fabricacidén de artesanias, en la
formacién de setos vivos, como . fuente de azucar, alcohol,
vinagre, mucilagos, gomas Yy pectinas, para la fabricacién de
papel y materiales aislantes, en la obtencién de colorantes, para
la industria cosmética y como plantas de ornato (Bravo-Hollis y
SAnchez -Mejorada, 1991),



1.1.6. BACTERIAS UTILIZADAS,
En @l trabajo de investigacioén para probar las propiedades
bactericidas de algunos cactos se utilizaron las saiguientes

bacterias:

a. Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae y

su nombre se deriva de la raiz griega c¢olon (intestino

largo).

Los procesos patolégicos producidos con mayor frecuencia por
esta bacteria en el hombre son los que afectan al tracto
urinario y a los riRones por via hematdgena o linfatica, aunque
con mayor frecuencia, sigue las vias ascendentes desde la uretra
y a traveés de la vejiga hasta alcanzar los uréteres y el rifon.
E. coli es un microorganismo que interviene con frecuencia en las
peritonitis, en las apendicitis, en las infecciones de la
vesicula biliar y las vias biliares, en conjuncién con otras
bacterias entéricas. También suele hallarse en la piel del
perineo y en los genitales, infectando c¢on frecuencia pequefas
heridas que se contaminan con orina o con heces. siendo el més
frecuentemente detectado en los procesos sépticos gramnegativos
que dan lugar a una bacteremia. La mayor frecuencia de esta
enfermedad se ha encontrado principalmente en nifos de corta edad
y en individuos superiores a 1los 60 afos, las intervenciones
quirdrgicas o las exploraciones instrumentales del conducto
intestinal biliar o del tracto genitourinario pueden favorecer la
aparicién de este tipo de sepsis (Davis.,et al 1979).

b. Agrobacterium rhizogenes pertenece a la familia

Methylomonadaceaes y su nombre deriva de las raices griegas
agqrus (un  campo) bakterion (un pequedRo bacilo) rhiza (una
raiz) y gennajo (productor).

Esta bacteria gramnegativa, es causante de que se formen raices

velludas y con deformacienes en forma. de una masa entrelazada y

11



fibrosa. Puede ser hiesped cuando existe una previa lesién en el

tejido de las plantas (Buchanan and Gibbson, 1984),

[ Staphylococcus aureus pertenece a la familia Microccaceae y
su nombre se deriva de la raiz griega staphyle (racimo de
uva) (Buchanan and Gibbson, 1984).

s una acteria rampositiv ue causa ran varieda e
E bact tiva, q g dad d
procesos supurativos en el hombre, tales como furanculos,

antrax, osteomelitis, abscesos, infecciones de las heridas,

peumonia, empiema, pericarditis, meningitis Y artritis
purulenta.

Ciertas cepas elaboran una enterotoxina que produce
intoxicaciones alimentarias. Puesto que los estafilococos

originan con frecuencia mutantes resistentes a los antibidticos,
han pasado a ocupar durante la actual era de la quimioterapia
antibacteriana una pesiciéon de especial significado en la

patogenia (Davis., et al 1979).
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CAPITULO 11
REVISION DE LITERATURA
2.1  ANTECEDENTES

2.1.14 BREVE HISTORIA DEL CLULTIVD DE TEJIDOS
VEGETALES,

Desde hace 120 sfos aproximadamente, en las investigaciones de
fisiologia vegetal se ha utilizado 1a técnica de cultive de
tejidos, drgancs y células vegetales, que consiste en cultivar eo
madivs nutritivos adecuados y en forma aséptica, dpices de raiz y
e Lalle, primoucdios de heja, primordios o par tes  inmaduras de
flores, frutos inmaduros, drgencs  aislados, enbricnes meduros o
inmadures, segmentos de drganos de tallo y hoja vy algunas veces

ovarios, dvulos, anteras y polen (Street, 19773,

LLoes primeros ntentos en esta teécnica fueron realizados por
Sacks en 1860 y Knops en 1861, guienes wbservaron gue los
principales nulrientes de las plantas superiores eran sustancias
1nUrgdnieas y prepararon una selucidén nuteitivse que las contenia,
la ¢ual ha sido wulilizada por muchus  wnvestigadores desde

entonces (Hurtado y Mering, 1988).

Robbins (1922) enriquece el medio de cultivo con glucosa, agar y
sales inorganicas para el cultivo de 4pices radiculares de varias
especies. Los progresos logrados en los 30 aRos siguientes a los
exper imentos fueron muy pocos. Sin embargo, el trabajo pionero
fue el de White (1924) com cultivo de dpices de raiz de tomate
fLycopersicum esculentum? en un medice ligaido conleniendo sales
inorgdnicas, wxlracto de levadura y sacarosa, en donde obtuve un
crecimienlo activo, Rebbins  en 1937 estudid el efects de les
microelementos inorgdmicos y  sefald que el ing, manyaneso y
boro won . necesarius . para el cultiveo de apices. radiculares
(Hurtado y Mer ino, 13881,
13



En 1937 Went y Thimann descubren la auxina AIA (4icido
indolacetico).

Nobecourt y Gautheret en Francia, al igual que White en Estados
Unidos en 1939 reportaron un crecimiento indefinido en tejido de
raiz donde se observa la formacién de callosidades sembradas en
un medio semisdlido, al transferir porciones de esos callos a
medio fresco, en intervalos de 4 a 6 semanas, los tejidos
siguieron proliferando indefinidamente. Morel y Martin en 1952
son los primeros investigadores que lograron obtener plantas
libres de virus en dalia a partir de meristemos apicales en tallo
(Hurtado y Merine, 19BB). Muir, Hidebrandt y Riker (1954)
transfirieron segmentos de tejido de callo a medio liquido en
agitacién y tuvieron éxito al obtener cultivos en suspensioén
conteniendo células asisladas y pequefios terrones o agrupacicnes

celulares.

Skoog (1955) identifica la 6-furfurilaminopurina (cinetina)
ohservando la habilidad de este regulador del crecimiento
vegetal para iniciar la divisién celular. Incluyendo citocinas en
los medios de cultivo se hizo posible la proliferacién de células
y la formacién de callos de un gran namero de especies vegetales,
induciendo, ademds, 1la formacién de estructuras organizadas de

algunas de esas especies.

Skoog y Miller (1957) usando combinaciones de auxinas y cinetina,
controlaron mas detalladamente la formacién de brotes y raices en
cultivo de callos de tabaco. Por tanto es posible inducir la
formacidn de raices decrementando el porcentaje de cinetina en
relacién con auxina, mientras que invirtiéndole se induce la

Tarmacion ge yemss gque Se gesarrollan mas tarde comu urotes.

Murashige y Skoog (1962) desarrollaron un medio nutritivo con el
que lograron un crecimiento rdpido en tejidos de tabaco. En la
actualidad, las sales inorgdnicas de este medio de cultivo se
usan con bastante éxito en casi todas las especies.

14



En esta breve reseRa histérica acerca de la aplicacién de la
técnica de cultivos vegetales en diferentes A4reas de la
investigacién, se puede observar que desde los primeros ensayos,
tentativas, avances y logros en la obtencidn de los componentes
mas adecuados del medio de <cultivo, condiciones ambientales y
respuesta de los tejidos inoculados para 1la propagacién de una
determinada especie, se enfocé especialmente a 1a abtencién de
plantas libres de patégenos y enfermedades, propagacién masiva de
algunas especies de interés econémico y bioldgico, cultivo de
diversos ¢rganos y tejidos, como meristemos, callo, é4vulos,
ovarios, anteras y protoplastos, asi como la fusién de los
altimos y la regeneracién de plantas a partir de estos lo cual
nos permite realizar estudios de diferentes fendmenocs
mar fogenéticos y la obtencidén de productos secundarios con valor
comercial que por otros medios seria mas dificil de realizar

(Hurtado y Merino, 1988).

2.2.2. MICROPROPAGACION DE CACTACEAS

l.as técnicas de cultivo de tejidos vegetales han mostrado
ser un importante procedimiento en 1la multiplicacidn, el
mejoramiento y la conservacién de las plantas atiles al hombre.
La micropropagacién, propagacién por cultivo de tejidos y

propagacién in yvitro son sinénimos de un procedimiento para

incrementar el n4mero de individuos en condiciones artificiales y
asépticas, con nutricién, luminosidad y temperatura controladas.
Generalmente es la multiplicacién asexual de propdgulos pequeros.
La micropropagacién ha demostrado su utilidad practica en
especies de. multiplicacién deficiente o relativamente lenta
(orquideas, espdrrago, fresa, cactaceas, etc.). Ademds, la
utilizacién sistemdtica de esta técnica para fines comerciales
también se enfoca a la wuniformidad genética del material de
siembra cuando el inéculo asexual estd ya diferenciado (Robert y
Loyola, 1985).



El primer investigador que sugirié el valor del uso de la
técnica de cultivos vegetales para la propagacién de los cactus
fue Mauseth en 1977, Ya que las técnicas son simples, vy la
materia es disponible, el desarrollo de dichos métodos de
propagacidn para estas especies podria ayudar a la preservacién y
diseminacién de especies en pel igro de extincién (Clayton, 1987).

Starling (1983 publica que Leuchtenbergia principis da
razonables tasas de produccién de brotes en medio basal MS con
alta concentracidn de citocininas y baja concentracidén de

auxinas.

Ault y Blackman (1987) reportaron un exitoso sistema in vitro
para la induccidn, proliferacién y enraizamiento de yemas

axiliares en Ferocactus acanthodes, siendo estas plantulas

traspasadas exitésamente a condiciones de invernadero.

Clayton, y colaboradores. (1990) publicaron su evaluacidén sobre
la composicidn y requerimientos de concentraciones de diferentes
tipos de hormonas para la proliferacién de brotes auxiliares de
11 especies de cactdceas entre ellas se encuentra Esgobaria
missourensis.

Rodriguez-~fiaray, y su grupo de investigadores en 1990 lograron la
micropropagacién de E. missourensis, 0. erinacea, L. principis,
§. queretaroensis y Coryphantha sp. entre otras, en el
Laboratorio de cultivo de tejidos del Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia y Disefo del Estade de Jalisco, A.C,
(Rodr iguez-Garay, 1990).

Rodriquez-Garay y colaboradores. (1992) reportaron por primera
vez la producciéon de raices en L. principig por nmedio de la
odeter ia He rN1Z2AaypnEy d Lrdves O Lraiisiorndtlon yeneuicd.
Rodriguez-Garay y Rubluo. (1992) realizaron. experimentos con
explantes de Aztekium ritteri logrando que 2 brotes de los 60

utilizados enraizaran en un medioc suptementado con IBA (Ac. 3,
Indol butirico. Una de estas plantas se encuentra en el
invernadero del CIATEJ.



2.2.3 PROPIEDADES BACTERICIDAS DE LAS PLANTAS EN CULTIVO DE
TEJIDOS VEGETALES.

Las propiedades medicinales de varios materiales y extractos de
plantas han sido reconocidas desde principlos del sigle V antes
de Cristo. Esta informacién aunada a los resultados de las
investigaciones realizadas a fines del siglo XIX y principios del
XX y los descubrimientos de la penicilina y otros antibidticos
incrementaron el interés por la investigacion de varios tipos de
plantas tanto en su medio natural como jin wvitro en busca de
sustancias bactericidas. Numerosas investigaciones con resultados
positivos conducen a aumentar el intéres en buscar estos
materiales antimicrobianos que actualmente estdn en estudio por

parte de muchos investigadores (Trease y Charlet, 1982).

Carlson y Douglas (1947) analizaron S diferentes tipos de
extractos en 14 diferentes plantas que contenian sustancias

antimicrobilanas para E. ¢oli y S. aureus.

Carlson y colaboradores. (1947) colectaron S50 plantas, de ellas
fueron preparados los extractos y probades, encontrandose
sustancias activas las cuales inhibieron el crecimiento de los
microorganismos E. coli y §. aureus in vitro.

McCleary vy colaboradores. (1960) en un estudio preliminar
presuntive de un extracto etanélico de peyote (Lophophora
williamsii) encontraron la presencia de un agente antimicrobiano
llamado peyocactina que inhibe el crecimiento bacteriano tanto de
bacterias gramnegativas como grampositivas encontrandose entre

ellas: S. aureus USDA 209, Streptococcus pyoqgenes, Neisseria

gatarrhalis, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus subtilis USDA
220 y Sarcina lutea USDA 1001.

Mathes (1963) realizé experimentos con tejidos de fresno

cultivados in vitro durante 3 semanas en agar, obteniendo

sustancias c¢on propiedades bactericidas las cuales produjeron

diferentes zonas de inhibicidn utilizando cepas de: Bacillus

subtilis, Bacillus cereus, y S. aureus entre outros.
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Campbell y cols, (1965) obtuvieron principios antimicrobianos a
partir de extractos con éter-etanol de el medio donde fueron

cultivadas las plantas de lechuga y coliflor in vitro. La

fraccién insoluble al alcohol tuve una alta actividad

inhibitoria para S. aureus,

Kanna y Staba (1968), estudiaron la actividad antimicrobiana de
24 tejidos de plantas jn vitro tanto en cultivos sélidos como en
suspensién, la mayoria de 1los extractos de callos mostraron una
actividad bactericida mayor para S. aureus que para E, coli. Los
metabolitos secretados en el medio de cultivo contenian
sustancias bactericidas mas activas para las bacterias
gramnegativas y los tejides de las plantas para ltas Gram

positivas.

Kanna y colaboradores (1371), reportaron que tanto en el medio de
cultivo que contiene agar asi como el de los extractos de callo
de 10 especies de plantas encontraron propiedades antimicrobianas

contra E. coli, S. aureus, Salmonella typhosa, y Candida

albicans in vitro.

Agurell y colaboradores (1971), reportaron los alcaloides
presentes en 14 especies del género Irichocereus, detectados

mediante métodos cromatograficos.

Veliky y Genest (1972) observaron una actividad significativa
antimicrobiana en extractos de células de un cultive en
suspensién. Una fuerte actividad bactericida fue observada para
la repa Racillus megaterivum # 9076, siendo también efectivo en §.

aurgus # 15005 y E. coli # 2014, en los . experimentos realizados

in vitro.

Veliky y Lata (1974) observaron la presencia de principios
antimicrobianos en las células o tejidos in vitro y en el medio
de cultivo donde crecieron diferentes especies encontrando gue

los extractos de Lactuca sativa, Canpabis sativa e Ipomoea sp.

tuvieron principios mds activos que otras plantas.
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Viramontes (1991), llevé a cabo la cuantificacidén preliminar del

efecto bactericida de un extracto

(Lophophora williamsii). Determiné que

inhibitoria se encuentra en el rango de
pacterias gramnegativas y positivas

hospital izados en el Hospital Civil de

Los resultados sugieren que después

crecimiento de los cultivos de plantas

semipurificado de peyote

la concentracién minima
40 a 200 mg/ml para
obtenidas de pacientes

Guadalajara, Jalisco.

de haber observado el

in vitro, el uso de estos

debera ser explorado para la produccién de principios

antimicrobianos de interés médico.
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2.2 OBJETIVOS

La presente tésis tiene como objetivo, determinar la

accidn bactericida de las siguientes Cactaceas:

Coryphanta sp.,
Stenocereus queretaroensis,

Esdcobaria missouriensis y

Leuchtenbergia principis,

Y de esta forma plantear las bases para nuevos trabajos de
investigacién tendientes tanto a su comprobacién como a su

medicién cuantitativa,

En términes especificos la Tésis tiende a:

- La medicién de la actividad bactericida de los

brotes en 4 diferentes especies de Cactaceas cultivadas in vitro.

~ Medicién de la actividad bactericida en 4 callos de

las diferentes especies de Cactaceas cultivadas in vitro.

- Realizar un andlisis cualitativo de la composicién

quimica en callos y brotes de las cactadceas empleadas.

Los objetivos que se pretenden alcanzar mediante este trabajo de
investigacién se basan en el planteamiento de la siguiente
hipétesis: " Los brotes y callos de las Cactaceas, seleccionadas

y Propeyduds i vabrg, Lot ielie susldiclay udller 1 idas,

.20



CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

Cepas:

Escherichia coli. AST B-046
Staphylococcus aureus, AST B-047
Ogrobacterium rhizogenes. LBA 9402

.

Provenientes del cepario del Departamento de Microbiologia y
Fermentaciones del CIATEJ.

Brotes y callos de la siguientes plantas:

Leuchtenbarqia principis.
Stenocereus gueretargensis.
Escobaria missouriensis.

Coryphanta sp.

Provenientes del laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetalés
del CIATEJ.



3.1.2. EQUIPD DE LABORATORIO

Espectrofotometyo UV - Vis (Perkin Elmer)
Agitador orbital (New Brunswick Scientific)
Parrilla-agitador magnético (Corning)
Potenciémetro digital (Beckman)
Refrigerador a 4° C.

Horno de incubacién (Rios Rochal

Balanza analitica (Ohaus)

Balanza granataria (Sartorius)

Autoclave horizontal (Market Forge)

Campana de flujo laminar (Veco)

3.1.3. MATERIAL DE LABORATORIOD

Bisturi

Mechero Bunsen

Pinzas de diseccidén

Frascos para alimento infantil con tapa de polipraopilenco
Cajas Petri desechables 90 x 1S mm

Cajas Petri de vidrioc 100 x 20 mm

Pizeta

Cristaleria

HsA pacterioiogica

Micropipetas de 1000, 100 y 20 microlitros

Agitador de vidrio
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Tubos de ensayo 15 x 2.5 cm

Tubos de ensayo con rosca

Mortero

Agitadores magnéticos

Papel aluminio

Bolsa negra de pldstico 25 x 35 cm

Papel filtro Ml Merck

Discos de papel de 7 mm de didmetro
Penicilindros de vidrio de B x 10 mm
Termémetro de fahorator:o (-10 a 2000° C.
Praobetas

Pelicula pldstica transparente adherible
Isopos

Frascos &mbar de 250 ml

Gradilla

Goteros

Cépsula de porcelana

3.1.4. SUSTANCIAS Y REACTIVOS

A)

MEDIOS DE CULTIVO.

Medio de Cultivo YMB (véase formulacién en
7.3,

Medio de Cultivo  Tripticasa ~Soya Agar.
Bioxonl.

el apéndice

{TSA Marca



Medio bdsico de Murashige y Skoog (MS) adicienado con
0.2 mg/lt de ANA (Ac, indolacético) y S mg/lt de KIN
(6- furfurilaminopurinal (véase formulacién en el
apéndice 7.1)

Medio bdsico de Murashige y Skoog (MS) adicionado con 3
mg/lt de 2,4-D (Ac. 2,4-Diclorofenoxiacético),2 mg/lt
de ANA (Ac, indolacético) y 2 mg/lt de KIN., (véase
formulacién en el apendice 7.2).

B) REACTIVOS.

Reactive de Mayer.

1.36 gr de HgClz en 60O mls., de agua y S gr de KI en 10
ml de agua. Juntar las dos soluciones y aforar a 100
ml.

Reactivo de Kedde.

2 gr de Acido 3,5-dinitrobenzéico en 100 ml de etanol.

Reactivo de Bush y Taylor o Kedde modificado.

1% de A4cido " 3,5-dinitrobenzéico en O.SN de KOH en
alcohol metilico al S%.

Reactivo de cloruro férrico.

Se mezcld 0.3 ml de solucién al 10 % de FeCls con S0 ml
de acido acético glacial.



e. Reactivo de Bials,

1.0 gr de orcinol en 500 ml de HCl al 30% y 25 gotas de
solucidén de FeCla al 10%

[5)] SOLUCIONES.
a. Solucién reguladora pH=4.,0
Preparacidn:

A = 0,2M solucién de dcido acético (11.55 ml en
1000 mly.

B = 0.2M solucidn de acetato de sodio (16.4 gr., en
1000 mlJ.

Se midieron de manera exacta y se mezclaron 41.0 ml de
Ay 9.0 ml de B (Gonzdlez y PeRaloza, 1981),

b. Solucidn reguladora pH=9.0

Preparacidn:

A= 0.2 M solucién de carbonato de sodio anhidro
(21.2 g en 1000 ml),

B = 0.2 M solucién de bicarbonato de sodio (16.8
gr en 1000 ml).,

Se midieron de manera exacta y se mezclaron 4 m) de A y
46,0 ml de B (Gonzalez y Pedaloza, 1981),
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e.

Solucidénide picrato de ‘sodio.

Preparacidn:

1 gr de NazCO; y 100 mg de acido picrico aforando
con agua hasta 10 ml, Secarlo de (30 & 3%)° C.
durante 3 horas.

Solucién de al fa-naftol.

Preparacidng

20

gr. de alfa-naftol en 100 mi de alcohol,

Solucién de Benedict.

Praparacién:

3

disolvieron 173 gr de citratlo de sodio y 100 gr
carbonato de sodio anhidro en 800 ml  de’ agua.
calentd hasta conpleta dasclucidn y se filtrdé,
gisclvieren 17.3 gr de sulfato clprico en 100
de agua. Esta soluctdn se adregé despacic y con

agitacidn continua a la solucidén de carbonato-
vitrato,

Solucién de cloruro de sodio al 0.9%.

Solucién de hidréxido de sodio O.IN.

Acida sul farico al 1.5%.

Eter de

petréleo
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Acido clorhidrico concentrado

Granallas de magnesio

Octil~alcohol

Benceno

Amoniaco

Eter etilico

Alcohol etilico

Carbén activado

Acido sulfurico concentrado

Acido nitrico concentrado

Solucidn de KOH 0.5 N
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1. MICROPROPAGACION DE CACTACEAS

OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

El material vegetsl empleado que se ulilizd fuweron brotes

de las siguientes especies:

1. Leuchtenbergia principis

2. Escobaria missouriensis

2. Coryphantha sp.

4, Stenocereus queretarcensis

Cultivadas in vitro en el laboratorio de Cultivo de

Tejidos Vegetales de las instalacienes del CIATEJ,

a. Micropropagacién de los brotes.

Se sembraron los brotes de cada especie en 10 frascos de
alimente infatil, conteniendo 25 ml, del medio bdsico Murashige,
Skoog (1962) adicionado con las vitaminas Lz (Phillips and
Collins, 1979), y con la presencia de dos reguladores de
rracimientn ANA  fAcaidn naftalenacabicny, y KIN  (f-fur furil
aminopurinal), utilizados para la regeneraci16n de brotes (Clayton

et ai, 1990).

lLas resiembras se efectuaron cada 4 semanas on medio de cultivo

fresco.
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L. Iniciac1én del cultivo de callo.

Los brotes, de las especies Stepocereus queretarcersis,
Escobaria missoulrensis y Coryphanta sp. se fraamentaron en
pequeros segmentos  scbre una caja petri con la ayuda del bisturi
y wihicab, Duranle esla elapa todas las manipulaciones se ilevaron
a caba en condiciones asépticas y se realizaron bajo una campana

de fluldo laminar.
t. Induccidén del callo.

Fara la i1nduccién del callo de las especies mencionadas
fueron realizados 19s siguientes pasos:
- Se preparé el medio de cultivo bédsico Murashige y Skooq,
adicionade con las vitaminas L-2.
- Al medio de cultivo bdsico se le adicionparon los
siguientes reguladores de crecimiento:

2,4-D (Acido Z,4-Diclorofentxiacdtica)

ANA (Acido naftalenacética)

KIN (6-furfuril amincpurinal.
-El1 medio de cultive antes duecritoe fue distribuide en
cinco frascos de alimento infantil con tapa de
polipropileno, por cada una de las cuatro especies de
cactos,

Se separaron aproximadamente 150 mg. de segmentos
visiblemenle sanos de 1los brotes previamente fragmentados
(sin contaminacidn por hongos, ni bacterias, ni necrosis,
etc.).

Con la ayuda de pinzas estériles fueron transferidus al
medio de cultivo preparado.

- Los callos de la especie teuchtenbergia principis
(disponibles en el Laboratorio del CIATEJ, AC); fueron
solamente traspasados al medio antes mencionado.

Se esperd a que transcurrieran 4 semanas para que el
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Se esperé a que transcurrieran 4 semanas para  que el
cultivo cumpliera la fase de induccién (en la cual las
ceélulas del inéculo inicial hubieran comenzado su
crecimiento, tanto en ndmero coma en tamafo), y se
alcanzara la fase de proliferacién célular; durante esta
fage el tejido celloso aumenta su masa ceélular al méximo,

para después ser utilizados en las siguientes pruebas.

c. Condiciones ambientales de incubacién para callos y
brotes.

Se colocaron todos los frascos inoculados con brotes y callos, en
una cdmara de incubacién a 27 % 2° C. con un fotoperiodo de 16
horas de luz por 8 de obscuridad y con una intensidad luminosa de
1500 lux.
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3.2.2 IDENTIFICACION DE £0S CONSTITUYENTES EN PLANTAS

FRUEBAS PRELIMINARES QUIMICAS FRIMARIAS  {Dominguez, 1988;
Welcher, 1966R).

ENSAYOS PARA ALCALOIDES.

-Se colocsd una pequeda cantidad de cada uno de los Dbrotes o
callos en un tubo de ensayo.

-Se agregaron algunas gotas de agua, unae gota de HCL diluido 1:1,
y se agité suavemente para disolver. Después se agregd una gota
de reactive de Mayer.

~-Un precipitado blanca lechoso indicaria la presencia de

alcaloides,

PRUEBA PARA GLICOSIDOS.

a. Glicésidoy vianogénicos.

-Se colocd 0.1 g de cada uno de los brotes o callos en un matraz
Erlenmeyer y se le agregarcon 10 ml de agua, para obtener una
solucidn.

-Se tomaron 0.2 ml de la soluciédn anterior y se la colocd en un
matran, insertdndole une pequeda pieza de papel impregnade <on
picrato de sodiv, de tal manera yue la orilla mds baja del papel
estuviera aproximadamente & una pulgada del nivel superior de la
solucidn.

~-Se doblé la tira de papel sobre el borde del matraz para que el
papel colgara libremente. Se tapé¢ el matraz, dejindolo asi
durante una hora para posteriormente obsexvar el cambio del
color.

.Una prueba positiva para IHICN resultaria en un cambiv de color

del papel de amarillc a rojo.
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b, Glicésidos cardiacos.

-Se prepard un extracto etanédlico de la sigulente maneras

Se maceraron los brotes o callos, de cada especie utilizada se
agregé alcohol etilico en una proporcién 1:1 v/v; esta mezcla fue
dejada en refrigeracién durante 24 horas.

El extracto obtenido proporcioné la base para la determinacién de

lactonas insaturadas y 2-desoxiazlcares.

PRESENCIA DE LACTONAS INSATURADAS.

Procedimiento A: Reaccién de Kedde.

- En una cdépsula de evaporacién se colocaron 3 ml. del extracto

etanélico, obtenido tal como se decribe en e

—

apartado
inmediatamente anterior.

- A)l extracto etandlico se le agregaron 5 ml. del reactivo de
Kedde y se mezclaron muy bien con un agitador de cristal,

- Se adicionaron y mezclaron 2 ml. de NaOH 1 N,

Se observa el desarrollo del color. Un g¢olor purpura indicaria

positivamente la presencia de un anillo de lactona insaturada.

Procedimiento B: Prueba de Bush y Taylor o de Kedde modificada.

-Un trozo .-de papel filtro se impregné con 0.1 ml del extracto
etandlico antes obtenido, el que se sumergié en una caja petri
que contenia el reactivo modificado de Kedde.

-Se extrajé inmediatamente el papel y se deijé secar a
temperatura ambiente.

una coloracion purpura 1N01ICaria  una respuesta  positiva, @e ta

existencia de algin anillo de lactona insaturada,
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PRESENCIA DE 2- DESOXIAZUCARES.

~En una cdpsula de porcelana se colocaron 10 ml. del extracto
etanélico antes sedalado, dejdndolo a bafo de vapor hasta
sequedad.

-Se agregaron 3 ml del reactivo de FeCln, se agité; la mezcla se
pasé a un tubo de ensayo pequefo, el que fué colocado en una
posicidn correspondiente a un angulo de 459,

-Al tubo de ensayo asi inclinado se le deslizd por sus paredes

internas ! ml de H2504 concentrado.

La presencia de de un anillo en la interfase indicaria la
presencia de 2-desoxiazucares y/o glicésidos wunides a 2-

desoxiazlcares.

PRUEBA PARA TANINOS Y COMPUESTOS FENOLICOS.

~En up tubo de ensayo se colocd una peguela cantidad de callos o
brotes, se agregé agua para disolver y después unas gotas de
solucién de FeClay.

Al no haber reaccidn con la solucién de FeCly, indicaria que la
planta no contiene taninos ni compuestos fendlicos. :

Un color azul-verdoso o negro-verdoso, después de la adicién del
reactivo FeCls seria indicativo de la la presencia de taninos del
tipo catecol.

Un color negro-azulado, después de la adiccién del reactivo
FeCls indicaria la presencia de taninos del tipo pirogalol.
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PRUEBA PARA ACEITES VOLATILES.

-En un vaso de precipitado se colocaron segmentos de brotes o
callos. Se calentd a ebullicidn y se aspirarén los vapores. S5i se
apreciara un olor aromatico, indicaria la presencia de aceites
volidtiles,

PRUEBA DE AZUFRE.

~En un  tubo de ensayo se colocd una pequela cantidad de brotes o
callos y se le aRadieron 2 m! de HNOix; se calenté a ebullicién,
Si se percibiera un olor desagradable indicaria la presencia de

azufre.

PRUEBA PARA AZUCARES.

Procedimiento A:

-Ge colocé una pequera cantidad de brotes o calleos en un tubo de
ensayes y se le agregaron 10 gotas de agua destilada y
directamente (no sobre las paredes del tubo de ensayo), 2 gotas
de una solucién fresca de alfa-naftol.

~Después de haberss mezclado, se agregaron S ml. de H2S0a
vaciandos por la pared interna del tubo.

La formacién de un anillo violeta indicaria la presencia de

carbohidratos.

Procedimiento B:

= A una pequeRa cantidad de brotes o rallns rolocadas en un tubn
de ensayo, se le agregaron 5 ml de reactivo de Bials,

-S5e calentd la mezcla a ebullicidén y luego se dejé enfriar.

Un precipitado verde floculento, indicaria la presencia de una

pentosa.
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Procedimiento C:

- Una pequeia cantidad de la planta se disolvié en 2 al. de agua
destitada, se agregarcn S ml. de salucidn de Benedict y se llevd
a ehullicién por 2 minulos.

La formacidén de un precipitado verde amarillento, que cambia

lupga a color rajo ladrilla indicaria 1a presencia  da un azne ar

reductar.

PRUEBA PARA FLAVONAS

-Se coloué una peguefa cantidad de brotes o callos en un tubo de
ansayse ol que se agregarcn 13 ml. de éter de petréleoc; se sometid
a calentamiento hasta 60°C , filtrar , el residuo fue tratado con
vol amenes adicionales de éler de petréleo, y sometido nuevamente
a calentamienlo.

~5e cumbinaron 1os filtrados etéreos y se evaporaron a sequedad.
Se disolvidé el residuc desengrasade en 30 ml de etanol al SO%,
fue filtrado y distribuide en dos tubos de ensayo contenienda
cada uno de ellos 2 ml del filtrado.

-A un primer tubo de ensayc se le agregaron 0.5 ml. de HC!
concentrado para ser calentado a bafe de vapor durante S
minutos.

El desarrollo de color rojo-violeta seria indicative de la
presencia de leucoantocianinas.

~-Al segundo tubo de ensaye se le agregaron 0.5 ml de HCl
concentrado y 4 granallas de magrnesio.

El cambio de coloracién dentro de 10 -minutos, indicaria la
presencia de flavanoles.

En 8l caso de que definitivamente ocurriera un cambiec de color,
enfriar y diluir con un volumen igual de agua y agregar 1.0 ml.
de ottil~alcohol. Se agita y se formain dou capas,.

El color violeta de la capa de octil-alcohol se deberia a las
gliconas, mientras qgue el color en la capa acuona  seria

atribuible a la presencia de glicésidos.
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PRUEBA DE ANTRARUINONAS

Procedimiento A:

~Se colocaron brotes o callos en un vaso de precipitade al gque se
le aRadié agua para disolver; después se agregaron 10 ml. de
benceno, se agité para mezclar bien y permitir que se separaran
las dos fases (bencénica y acuosa)l,

~Se traspasé la capa bencénica a un tubo de ensayo, al que se le
agregarcn 5 ml, de solucién reactivo de amoniaco .

Un color rejo indicaria la presencia de antraquinonas.

Procedimiento B:

~Sobre una placa de porcelana con cavidades se colotaron brotes o
callos; se agregaron unas cuantas gotas de KOH 0.3 N.

un cambio en color a rojo indicaria la presencia de

antraquinonas.
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3.2.3. ESTANDARIZACION DE INGCULO

-En cajas petri conteniendo el medio de cultivo TSA se sembraron
cada una de las bacterias E.¢oli y 8. aureus, para ser incubadas
a 27° C durante 24 horas.

-En una caja petri conteniendo el medio de cultivo YMB se sembré
la bacteria A.rhizogenes para ser incubada a 27° C. durante 48
horas.

-En condiciones asépticas y bajo la campana de flujc laminar, con
una asa, se removieron y homogeneizaron cada una de las bacterias
utilizando 10 ml del wmedio de cultivo liquido de crecimiento
correspondiente & cada bacteria.

-Cada una de las suspensiones formadas fue traspasada a un vaso
de precipitado en donde se hizo la dilucidn conveniente para que
el indculo tuviera una absorbancia entre 0.1 y 0.2, Estas
lecturas fueron tomadas en el espectrofotémetro utilizando como
blanco el medio de <cultivo liquido de cada una de las bacteria.
Las mediciones se realiraron a una densidad éptica de 600 nm.

~En un matraz Erlenmeyer conteniendo 90 ml de medio de cultivo
liquido correspondiente se inocularon 10 ml de cada una de las
suspensiones bacterianas, El crecimiento bacteriano se 1llevd a
cabo en un agitador orbital, con una agitacién de 150 rpm y a una

temperatura de 27° C.

Se tomaron lecturas  en el . espectrofotémetro cada bhora. Se

realizaron las grdficas y sus andlisis correspondientes
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3.2.4, OBTENCION DE EXTRACTOS A PARTIR DE CALLOS Y BROTES EN LAS
DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS CULTIVADAS in vitro.

~Los brotes o callos obtenidos de cada especie fueron macerados
en un mortero para tener un volamen de 10 ml, al cual se le
agregaron S5 ml. de una solucién de <cloruro de sodio al 0.9%
(esterilizada en autoclave durante 1S minutos a 120 Lbs/plg?).
Cada una de las suspensiones se mantuvieron en agitaci1é6n durante
1 hora a temperatura ambiente. Volumenes de 2 ml, fueron puestos
en 6 tubos de ensayo,

~Al tubo No. | se le agregaron 2 ml. de solucidn salirma al 0.9%.
~Al tubo No. 2 se le agregaron 2 ml. de Ha50a al 1.5%.

~Al tubo No. 3 se le agregaron 2 ml., de solucién reguladora pH

-A]l tubo No. 4 se le agregaron 2 ml, de solucién reguladora pH

-Al tubo No. S5 se le agregaron 4 ml. de éter etilico.

-Al tubo No, 6 se le agregaron 2 ml. de alcohol etilico.

—El contenido de cada tubo de ensayoc fue mezclado en el apitador
magnético durante medio minuto y sellado con una pelicula de
plastico adherible para después ser guardados en una bolsa de
plastico obscura en el refrigerador durante 24 horas (Carlson y
Douglas, 1947),
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3.2.9. MEDICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE BROTES Y CALLOS
DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS CULTIVADAS

in vitro.

~Las bacterias Escherich:a col y Staphylococcus aureus fuercn

sambradas en el media  TSA & jncuhadas a 27° £ durante 24 horas,

Lo Lacleria Agrobacterium rhicoygenes fué senbrada en el medio YMB

e incubada durante 4B horas a 27° C.

~-Con material estéril y en la campana de flujo laminar,las
bacterias fueron removidas con ayuda de un asa, wutilizando el
mismo medic de cultiva en estado liguide en que fueron
sembradas. 5e vaciaron a un frasco estéril y a partir de alli se
hizo una dilucidén utilizando como diluyente su propio medio de
cultivo en fourma ligquida para cada bacteria

~En  Escherichia ¢oli s utilizé la dilucidn 1:10 con una
duensidad oplica de 1.5590

-En Gtaphilogoccus aureus se utilizd la dilucién 1:12 con una
densidad 6ptica de 1.400,

-&En Agrobacterium rhizogenes se utilizd la dilucidén 1:3 con una
densidad éptica de 0,400,

~-Las densidades épticas Tueron leidas en un espectro de
absorcién Perkin Elmer a wuna longitud de onda de 600 nm,
utilizamwlo como  blanco el propiv medio de cultivo liguido donde
crecid cada bacteria.

~Cada una da las bacterias fue sembrada en una caja petri que
contenia una placa de agar especifico para cada una de esllas, con
la ayuda de un isopo Se desechd el isopo y se gsperaron unos 3
minutos antes de coloucar los penicilindros fabricados en vidrig
segun medidas de la ADAC (Oficials Method of Amalysis of the
Association Official Analitical Chemist).

~Se distribuyeron los 4 penicilindros,en cada uno de los

vertices imaginarios de un cuadrado sobre la placa del agar.
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~Inmediatamente antes de probar la activadad bactericida, el
extracto del tubo nGmero 2 (véase 3.2.4), que contenia dcido
sul furice al 1.5 % fue neutralizado con una solucién de NaOH 0.1
N.

-Con una micropipeta se depositaron 225 microlitros de los
extractos contenidos en los tubos nameros 1,2,3 y 4 en los
penicilindros, de acuerdo con el procedimiento que se indicé en
la seccidn anterior.

~8e removid la clorofila del tubo numero O donde estaba el
axtracto etéreo por medio del carbén activado , wutilizando el 2%
en relacién al volumen ocupado por el extracto (leja'ndolo reposar
! hora a temperatura ambiente. Se aparté un volumen de ! ml.
antes de ser filtrado utilizando papel Wathman para guitar el
carbén. El extracto etéreo se probd antes y después de haberle
agregado el carbén activado.

-Lus contenidos de los  tubos ndmeros Sy 6, etéreo y etilico
respectivamente, fueron probados utilizando un disco  de papel
Wathman de 6 mm., los que habian sido previamente impregnados con
ellos.

~Las cajas petri gue contenian las bacterias E. coli y S.
aureus, con los penicilindros, tal como se indicé anteriormente,
se incubaron a 27° C. durante 24 horas; la caja petri que
contenia la bacteria A. rhizogenes se incubd durante 48 horas.
Cada uno de 1los experimentos se realizé con’ su raespectiva
réplica.

Se observaron y anotaron los didmetros en milimetros de los

halos de las zonas en donde se presentd inhibicién,
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3.2.6. MEDICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS ANTIBIDTICOS
COMERCIALES Y LAS SOLUCIONES UTILIZADAS PARA HACER LOS
EXTRACTOS.

Utilizando las mismas técnicas para wmedir la actividad
bactericida, se probé las soluciones requladoras pH=4 y pH=9, la
solucién  salina vy solucién de 4Acido sulfurico al 1,57 e
hidréxido de sodic con un pH=7,éter etilico, alcohol etilico y
carbén activado con las bacterias empleadas en este estudio.
También fueron probados los antibidticos comerciales Gentamicina
80, Amoxil y Claforan.

Reportandose los didmetros en milimetros los halos de las zonas

en donde se presentd inhibicidn.
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CAPITULD 1V

RESULTADOS

4, MICROPROPAGACION DE CACTACEAS

4,1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

a. Micropropagacidén de los brotes.

Se micropropagaron los brotes de las especies: Coryphanta sp.,

Stenocereus gueretarpoensis N Escabaria missouriensis y

Leuchtenbergia principis. Se mantuvieron libres de contaminacidn
hasta el momento de ser utilizadas.

b, Iniciacién del cultiva de callos,

La proliferacién celular de 1los callos se obtuvéd en los

siguientes tiempos:

Coryphanta sp. en S semanas.
Stenocereus queretaroensis en 6 semanas.
Escobaria missouriensis en S semanas.

Manteniendose libres de contaminacién en el medio anteriormente

descrito en la seccidn 3.1.4 hasta el momento de ser utilizadas.
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4,2 IDENTIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES EN LAS PLANTAS
Pruebas quimicas preliminares realizadas en brotes y callos

de las Cactaceas cultivadas jin vitro.

l. &N 1os brotes de Loryphanta sp. s enconLraron presentes;

alcaloides, 2~desoxiazucares y/o glicésidos unidos a 2-
desoxiaztcares, taninos y compuestos fenélicos tipo catecol,
carbohidratos, pentosas y azucares reductores.

Y en los callos de esta especie se encontraron: alcaloides 2-
desoxiazdcares y/o glicésidos unidos a 2-desoxiazicares, taninos

y compuestos fendlicos tipo catecol, carbohidratos y pentosas.

2. En los brotes de Escobaria missourensis se encontraron
presentes:

2- desoxiazucares, carbohidratos, pentosas y azucares reductores.
Y en los callos de esta especie se encontraron : alcaloides, 2-
desoxiazucares y/o glicdsides unidos a 2-desoxiazucares,

carbohidratos y pentosas.

3. En los brotes de Leuchtenbergia principis se encontraron
presentes:

alcaloides, 2-desoxiazdcares y/o glicdsidos unidos a 2-
desoxiazucares, taninos y compuestos fendlicos tipo catecol,
carbohidratos, pentosas y azucares reductores.

Y en los callos de esta especie se encontraron: carbohidratos

y azucares reductores.

4. En los brotes de Stenocereus queretaroensis se encontraron

presentes: alcaloides, 2-desoxiazlcares y/o glicdsidos unidos a

2-desoxiazlGcares, taninos y compuestos fendlicos tipo catecol

carbohidratos, pentesas y azicares reductores.

Y en los callos de esta especie se encontraron: alcaloides, 2-

desoxiazdcares ‘y/o glicosidos unidos a los desoxiazlUcares,

taninos y compuestos fenélicos tipo catecol, carbohidratos y

pentosas.,

Estos resultados estan reportados en las tablas 4,2.1:y 4.2.2.
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Tabla 4.2.1 Pruebas preliminares quimicas primarias en brotes

ESPECIES

COMPUESTOS Ciaeyndsnts oo | 2 artecists | 5 m

ar3ingstyradss

+ 3 + +

+ + L +

+ + - -
+ . . .

+ + + +

31 fsucosn - - - - -
b7 flavonalzs - . - B
2.~ ANTRAN MGHAS - - . -
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Tabla 4.2.2 Pruebas preliminares quimicas primarias 2n catlos.

ESPECIES
COMPUESTAS oryrhsalzen |1 aviocears 1S missorrionsis |5 qreredsrinasts
] L.
VLI 4 Dach g - - - -
H + - s +
- - - +
. B . .
+ - + r
- . . -
30 Rasoreia - - - -
2. ANTEACLI NS - - - -

== RnRcl

#1310 cataigl
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4.3 ESTANDARIZACION DEL INGCULO.

El crecimiento de la publacién bacteriana nara <ada una de
las cepas utiliradas fue esquematizado en sus respectivas curvas
de crecimiento, encontradndose gue cada uno de lo? cultivos
atravezaron las fases lag y logaritmica llegande & su fase
estacionaria, Allil se indican los tiempos y las concentraciones
bacterianas existentes wn cada fase,

Ver figuras 4.3.1, 4.3.2 y 4.3.3.
Ver tabla 4.3.1.

Se hicieron dlluciones a absorbancins wmayores de 0.800 y se grafied la Densidad

Optica,
rigura 4.3.1- Curva de crecimiento de S&apApococcds FUreus
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Dersidad dpuca

Figura 4.3.2- Curva de crecimients de A b TRt FRIEOGORES
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Tabla 4.3.1

Tiempo de duplicac
8. aureus y A.

Velocidad de crecimiento,

ién de E. coli

rhazogenes.

Calculo de la velocidad de crecimiento de cada uno de los

microorganismost (,, ); y del tiempo de duplicacién (td).

De acuerdo

respectivamente.

a los valores de las figuras 4.3.4, 4.3.5 y 4.3.6

In Xz - 1n X,
P B e
t= -t
In 2
td = mmmm———e
n
M = 0.686 h -*
S. aureus
M- = 0.125 h -*

A. rhizogenes

Aauraus

td

1.01 horas
S. ’

A.rhizogenes

td S$.53 horag

td

E. coli

1,2 horas
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Figura 4.3.4- Determinacion grafica de la velocidad de crecimiento
especifico de  Staphplovoccus auress
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Figura 4.3.5 - Determinacién grafica de Ia velocidad de crecimiento
especifico de  Sgrobaclerium rhizogenes
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Figura 4.3.5 - Determinacion grilica de la velocidad de crecimiento
especifico de  Escherichia colf
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4.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE BROTES Y CALLOS DE
LAS DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS CULTIVADAS in vitre.

A partir de 1los brotes de Corvyphanta sp. se obtuvieron los

iiguisntes resul tadas: .

1. E} extracto obtenido con la solucidén reguladora pH=4 formé un
halo de inhibicién de 10 mm. de diametro con la bacteria A,
rhizogenes.

2. El extracto obtenido con la soluci1én reguladora pH=9 formé un
haloe de 10 mm. de didmetro con la bacteria A. rhjzogenes
creciendo sobre este halo una capa (ina de bacterias,

3. Los extractos obtenides <con la solucién salina, el acide
sul furico al 1.5% ,éter etilico antes y después del tratamiento
con carbén activado,agua y alcohol etilico no inhibieron el

crecimiento bacteriano de las cepas en estudio.

A partir de los callos de Coryphanta sp. se obtuvieron los

siguientes resultados:

1. El extracto obtenido con dcido sulflrico al 1.5% formé un halo
de inhibicién de 14 mm. de didmetro con la bacteria S, aureus.
Figura 4.4.2

2. Con el extracto obtenido con 1a solucién reguladora pH=4 se
observé una inhibicidén en el crecimiento bacteriano de E. gcoli y

§. aureus dentro de los penicilindros. Figura 4.4.2

3. El extracto obtenido con la solucidn reguladora pH=4 formé un
halo de inhibicién de 14 mm. de didmetre con la bacteria A.
rhizogenes,

4. Los extractos obtenidos con la solucién salina, éter etilico
antes y despugs del tratamiento con carbén activade, agua y
alcohol etilico no inhibieron el crecimiento bacteriano. -
A partir de los brotes de Leuchtenbergia principis se obtuvieron

los siguientes resultados:
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1. El extracts obtenido con de la solucién reguladora pH: 9 furmd
uri haloe de 1ohibicidn de 12 on, de didmetro won la bactecia A,
rhizogenes y sobre este hals sk uhserva una capa fina de
bacterias.

2. Los extractos obtenidos con la solucién salina, el 4cido
sul farico al 1.5% , la solucién reguladora pH= 4, e] éter etilico
antes y después del tratamiento con carbén activado y de alcohol

etilico no inhibieron el crecimento bacterianc.

A partir de leos callos de Leuchtenbergia grincipis se obtuvieron

1os siguientes resultados:

1. El extracto obtenide con dcido sulfarico al 1.5%4 formd un
halo de inhibicidén de 6.70 mm. de didmetro con la bacteria S,
Aureus.

2. Al utilizar el extracto obtenide con la solucién reguladora
pH= 4 se observéd una inhibicidén del crecimiento bacterianoc de §,
aureus dentro del penicilindro.

3. El extracto obtenido con la solucidn reguladora pH= 4 forad
un halo de inhibicidén de 12 nw. de didmetro con la bacteria A,
rhizogenes.

4. Los extractos obtenidos con . la solucidn  salina,la sclucién
reguladora pH= 9, éter etilico antes y después del tratamiento
con carbén  activado,agua y alcohel etilico no . inhibiercn el

crecimiento bacterianc.

A partir de los btrotes de Escobaria missouriensis se obtuvieron

los siguientes resultados:

1. Ninguno de los extractos obtenidos con. la sclucién salina,el
dcido sul firico ol 1.9%, las soluciones regul adoras pi=4 y pH=9,
éter etilice antes y después del  tralamiento con  carbén, agua y
alcohol etilico tuvo accidén bactericida. o inhibié el ¢recimiento

de las bacterias probadas.
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E. missouriensis
T

; " Butter 4.0

Figura 4,4.1

Inhibicidén del crecimiento de Staphylocogccus aureus a partir de

los extractos obtenidos de callos de Escobaria missourignsis con

solucién salina y dcido sul furico.
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Coryphanta sp.

Figura 4,4,2

Inhibic1én del creciniente de Staphviococcwesn aureus a partir de

1os extractos obtenidos de callos dem Coryphanta sp. con acido

sulfurico y solucién reguladora con pH = 4.0,



A partir de los callos de Escobaria missouriensis se obtuvieron

los siguientes resultados:

1, El extracto obtenido con Acido sul furico al 1.5% formé un halo
de inhibicién de 12 mm de didmetro con la bacteria §. aureus.
Figura 4.4.1

2. Al utilizar el extracto obtenide con la solucidén salina se

observé una inhibicién del crecimiento bacteriano de 5, aureus
dentro del penicilindro. Figura 4.4.1

3. Los extractos obtenidos con las soluciones reguladoras pH= 4 y
pH= 9, éter etilico antes y después del tratamiento con carbén,

agua y alcohol etilico no inhibieron el crecimiento bacteriano,

A partir de los brotes de Stenocereus queretaroensis se

obtuvieron los siguientes resultados:

1. Los extractos obtenidos con acido sulfdrico al 1.5%
solucion reguladora pH= 4 forman un halo de inhibicién de 12 mm.
de didmetro con la bacteria 5. aureus.

2. Los extractos preparados obtenidos a partir de solucién
salina, solucién reguladora pH = 9, éter etilico antes y después
del tratamiento con carbén activado, agua y alcohol etilico no

presentaron inhibicidén del crecimiento bacteriano.

A partir de los callos de Stenccereus queretaroensis se

obtuvieron los siguientes resultados:

1. El extracto obtenido con la solucién salina formé un halo de
inhibicién de 6.70 mm, de didmetro con la bacteria S. aureus.

2. Los extractos obtenidos con el Acido sulférico al 1.57 y la
solucién reguladora pH = . 4 inhibieron el crecimiento de 8.
aurgus formando con ambos un halo de inhibicién de 5.35 mm. de

didmetro.
3. El extracto obtenida con la solucién reguladora pH = 9 formé
un halo de inhibicidn de 4.70 mm. de didmetro con  la bacteria §.

aureus.,
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4, Los extractos obtenidos con solucién salina, 4cido sulfdrico
al 1.5%, éter etilico antes y después del tratamiento con carbén
activado, agua y alcohol etilico no presentaron inhibicidén del

crecimiento bacteriano.

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado .y los

resultados siempre fueron los mismos.

Ver tablas 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3.
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Tabla 4.4.1 Accién bactericida de los extractos vegetales sobre
S. auress

.. Extractos | Diametro de inhibicion {mm.)

S solucion ¢, 3ulflrico Soluciones
”\ 3aling al 1.5% reguladoras

Especies ~. pH=4 pH=9
Loryphsnts sp
brote - - - -
callo - 14 * -
£ PrUCIPLS
brote - - - -
callo - 6.7 * -
£, missourienss
brote - - - -
catlo * 12 - -
FQUErELSrCERSTS
brote - 12 12 -
callo 6.7 535 5.35 47

* inhibicidn dentro del penicilindro
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Tebla No.4.4.2 Accién bactericida de los extractes vegetales sobre
A. rdizegencs.

... Extractos| _Diametro de inhiticion (mm.)

\\ Solyeidn &c. sulfurico Soluciones
. salina al 1.5% requladoras
Especies . pH=4 pH=9

Joryphents sp.
brote - - 10 10
cello - - 14 -

L.orincipis
brote - - - 12%
callo - - 12 -

£ missouriensis
brote - - - -
callo - - - -

TQUErelsroensis
trote - - - -
callo - - - -

* Hay una capa de bacterias Yina sobre ) halo.
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Tabla No.4.4.3 Accldn bactericida de Tos extractos vegetales sobre

£. coli
Extractos Diametro de inhibicion (mm.).
~ solucion Ac. sulfirico Soluciones
~. salina al 1.5% requladorss

Especies ph=4 =9
Loryphents sp
brote - - - -
callo - - # -

L.08InTpls
brote - - - -
callo - - - -

. MISSQUIIERSIS
brote - - - -
callo - - - -

S GUErELSr O E
brote - - - -
calle - - - -

* Inhibicién dentro del penicilindro.
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4,5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS ANTIBIOTICOS
COMERCIALES Y LAS SOLUCIONES PARA HACER LDS EXTRACTOS.

Las soluciones salina, de 4dcido sul furico al 1.5% e hidréxido
de sodio, reguladoras pH=4 y pH=9, y carbén activado sin extracto
de plantas (testigos) no inhibieron el crecimiento de las
bacterias empleadas en este estudio, excepto la solucién
reguladora pH=4 con la cual se observa una capa fina de
bacterias de A, rhizogenes alrededor del penicilindro  formandose
un halo de 12 mm de diametro.

Los discos de papel filtro impregnados con éter y alcohol etilico
una vez secos, no inhibieron el crecimiento de las bacterias

utilizadas.

El crecimiento de §. aureus fue inhibido con el antibidtico
Gentamicina a una concentracidn de 40 mg/ml formando un halo.de
15 mm. de didmetrao.

El crecimiento de E. coli fué inhibide con el antibiético
Amoxiclina a una concentracidén de 166 mg/ml formando un halo de
16 mm. de didmetro.

El crecimiento de A. rhizogenes fué inhibido con el antibiético
Cefotaxima (Clafordn) a una concentracién de 25 mg/ml formando un

hale de 23 mm. de diametro.

Ver tablas 4.5.! y 4.5.2.
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Tabla 4.5.1 Accion bactericida de los reactivos utilizados en ls preparacion de

Tos extractos

vegetalea.

.. Reactivos

Biametro de inhibicidn (mm.)
Seluciones Carbdn Solucibn Eter Alcahol
. Requladoras Activado  [NaQH + H2304]  etilico etilico
Bacterias  ~.] pH=9 | pH=4 pH=7.0
£ eoli - - - - - -
& sursus - - - - - -
8. rhsogenes - 12 % - - - -
+ Existe unz capa Tina de bacterias sobre el halo.
Tabla 4.5.2 Accidn bactericide de los antibidticos sobre
£. coli, 3. aureus y A. riizogenes.
~ Antibioticon Diametro ds inhibiciin (mm.)
Gentamicing Cefotaxima Amoxiclina
Bacterias 40 mg/ml) (25 mg/mi) (166 m/mt) |}
£ ooli - - 16
3. surews 15 - -
A. rhizogenes - 23 -
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CAPITULO V

DISCUSION

En este trabajo de investigacién se obtuvieron drogas ne
refinadas de origen vegetal mediante las extracciones de
diferentes soluciones con los brotes y callos de las cacticeas
cultivadas in vitro que inhibieron el crecimiento de los

microorganismos E. coli, 8. aureus y A. rhizogenes.

tos extractos obtenidos a partir de los brotes y callos de S.
queretaroensis, brotes de Leuchtenbergia principis y Coryphanta
SPay callos de Coryphanta sp. y Escobaria missgurensis
presentaron una inhibicién del crecimienté bacteriano frente a
las cepas E. ¢coli, A. rhizogenes y 5. aureus.

Por otre lado en dos investigaciones realizadas por Carlson y
cols. (1947), en 1las especies de Meibonia rigida, Verbascum
blattaria, Ceanothus velutinus y Chrysopsis mariana al igual que

en este trabajo, donde se wutilizaron las mismas técnicas de
estudio se encontré wuna actividad inhibitoria de crecimiento
para bacterias gramnegativas y grampositivas,

En las pruebas quimicas preliminares de las cactdceas cultivadas
in vitro se encontré la presencia de carbchidratos, alcaloides,
glicésidos, taninos y compuestos fenélicos, reportados en las
tablas 4.2.1 vy 4.2.2., Staba (1980) menciona que la obtencién de
este tipo de metabolitos es muy comin a partir de diferentes
plantas bajo la técnica de cultivo de tejidos. Figuran
alcaloides del grupoe de la isoquinolina (Catarantus roseus),

taninos (callos de Juniperus communis), compuestos fenélicos

(Acer pseudoplatanus) glicésidos (Digitalis metronensis) y
carbohidratos (Helianthus annus)

Se hace referencia a los alcaleoides tipo isoquinolina debido a
que existen evidencias de las propiedades bactericidas de ellos y
ademids son los que generalmente producen las cactaceas (Sodi,
1953).
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El alcaloide peyocactina fu#d obtenido y probado su actividad
bactericida por MWalkington y cols (1960} observando halos de
inhibicidn mayores que los producidos por 1los extractos de los

" cactos reportados en este trabajo. €n cuanto a la investigacién
realizada por Viramontes (1991) schre 1la misma tematica sus
resultados muestran una accién bactericida por parte de este
alcaloide, asi como lo reportado por las cactaceas que contenian
alcaloides y que presentaron accién inhibitoria del crecimiento
bacteriano. Otra evidencia de esto es la existencia de la
berberina perteneciente a este mencionado grupo obtenida a traveés
de la técnica de cultivo de tejidos (Staba, 1980) y que tiene
propiedades bactericidas (Tabata, 1991).

En lo que respecta al grupoc de taninos y compuestos fenélicos no
es rara su presencia en las cactdceas cultivadas in vitro., Ya que
se les considera como los metabolitos secundarios mds comunes
(Sharp et al., 1977).

Por otra parte, la accién antiséptica de estos compuestos esta
presente en determinados estados o etapas de crecimiento de las
plantas a veces como mecanismo preventivo de defensa contra el
medio ambiente es decir por un efecto alelopdtico de las plantas
(Harborne, 1985). .

Esto coincide con la inhibicién del crecimiento bacteriano por
parte de 1los extractos de las cactdceas reportadas que contenian
taninos y compuestos fenélicos, ademds de que los callos
fueron tomados en la fase de proliferacién celular.

La presencia de carbohidratos en las cacticeas es importante.
Ya que estos metabolitos primarios dan origen a la presencia de
los secundarios. Algunos azicares como la glucosa, fructuosa
ocurren muy frecuentemente en las drogas vegetales, tales como
las que estan en combinacién con los glicésidos. Dentro de las
estructuras glicosidicas estan involucrados muchos antibiéticos
que derivan del metabolismo de los carbohidratos, .los
aminogl icésidos: gentamicina, kanmamicina, neomicina,
estreptomicina (Tyler et al., 1976). Por lo cual quizi también a
estructuras similares se les pudieran atribuir estas propiedades
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inhibitorias del «crecimiento bacteriano por parte de las
cactdceas reportadas que contienen estos compuestos y que sus
extractos presentaron esta inhibicidn,

Los extractos vegetales preparados a partir de callos de
Stenocereus gueretarcensis, tuvieron una actividad constante

bactericida. En el andlisis cualitativo realizade de estos se
encontré la presencia de taninos y compuestos fenélicos los
cuales aparecen en determinados estados o etapas de crecimiento

de los cultivos como lo menciona Harborne (1985).

La bacteria mas suceptible a los diferentes tipos de extractos

reportados en la seccién de resultados fue S. aureus.

De acuerdo a los resul tados de los experimentos, las
posibil idades del uso industrial en el area farmacéutica de los
metabol itos secundarios encontrados en las diferentes cactéaceas
estudiadas, son enormes ya que la biosintesis de estos
metabolitos apoyada con la técnica de cultivo de tejidos
vegetales, se pudiera obtener una serie de beneficios econdmicos
a partir de una comercializacién adecuada de estos productos
naturales de interés médico.

Se sugiere que los resultados obtenidos sean comprobados ya que
los problemas a los gque se enfrenta este tipo de investigacién,
son de 6rden genético, morfolégico y bioquimico.

Se debe estar alerta ante la posibilidad de gque los metabolitos

puedan estar solamente en el primer .explante y no persistir en

los subcultivos (Staba, 1980).
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CAPITULD VI

CONCLUSIONES

1. Los inéculos utilizados fueron los adecuados para observar la
inhibicion del crecimiento bacteriano de E. coli, §. aureus y A,

rhizogenes,

2. Diferentes tipos de extractos preparados a partir de los
callos y brotes de las cactdceas cultivadas in _vitro presentaron
accién bactericida con las cepas S. aureus, E. celi y A.

rhizogenes.
a. El crecimiento de 8. aureus fué inhibido por diferentes

extractos preparados a partir de callos de Coryphanta sp.
Leuchtenbergia principis, Escobaria missouriensis y brotes de
Stenocareus gueretaroensis.

b. E1l crecimiento de E. ¢oli fué inhibido por el extracto

obtenido a partir de los callos de Coryphanta sp.

c. El crecimiento de A. rhizogenes fué inhibido por el extracto
obtenido a partir de los brotes de Coryphanta sp. ¥y
Leuchtenbergia principis.

3. E1 cultivo de tejidos vegetales a través de las diferentes
técnicas de micropropagacién puede ser usado como alternativa
para 1a obtencién de plantas como una fuente biolégica de
potenciales compuestos.

Las ventajas que ofrece el uso de esta técnica sobre el
convencional tipo cultivo de plantas completas son

a. Evita la destruccidn del ecosistema.

b. Producir compuestos bajo controladas condiciones ambientales,
c. Regula el crecimiento celular y sus procesos metabolicos.

d. Quizds se pudiera obtener suficiente materia prima para las

necesidades industriales.
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e. La biotransformacién de compuestos a compuestos de uso
medicinal.
f. Biosintesis de metabolitos secundarios

La técnica de cultivo de tejidos vegetales es de potencial
valor para ser usada como una eficiente fuente industrial de
metabol itos secundarios y ser producidos comercialmente a mas

bajo costo que a partir de las usuales fuentes comerciales.

Una tecnologia tan bondadosa y potencialmente importante debe
estar ligada a la realidad social y =2conémica del pais.

México posee una gran rigueza vegetal, con recursos humanos
calificados y estudios tecnolégicos haciendo que sea necesaria
la participacién del sector publico, privade y productivo para
que exista una comercializacién adecuada de esta tecnologia y asi
el pais pueda alcanzar una posicién mads ventajosa en los mercados
mundiales.
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RESUMEN

E!l objetivo del presente trabajo fué determipar la accién

bactericida in vitro de las siguientes especies de cactaiceas:

Leuchtenbergia principis
Escobaria missouriensis
Coryphanta sp.

Stenocereus queretaroensis

En este trabajo de investigacién se hizo la micropropagacién
de las especies wutilizando técnicas de Cultivo de Tejidos
Vegetales.

Se determiné cualitativamente la composicién quimica de cada
una de ellas.

Se probaron las propiedades bactericidas de cada extracto
obtenido a partir de los callos y brotes de cada una de las
especies con las cepas: E. coli, A, rhizogenes y §. aureus.

El crecimiento de £. coli fud inhibido por el extracto
obtenido a partir de los callos de Coryphanta sp.

El crecimiento de A, rhizogenes fué inhibido por el extracto

cbtenido a partir de los brotes de Coryphanta sp. ¥y
Leuchtenbergia principis.
El crecimiento de §, aureus fué inhibido por diferentes extractos
preparados a partir de callos de Coryphanta sp.,Leuchtenberqia
principis , Escobaria missouriensis y brotes de Stenocereus
queretaroenesis.,
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CAPITULO VII

APENDICE

Medio Murashige y Skoog (1962) adicionado
vitaminas -Lz (Phillips and Collins, 1979,
produccidén de brotes maltiples, (#)

MS- Mayores 10 ml/1
MS- Menores S mi/}
CaClz 22 ml/1
Fe.EDTA 10 ml/1
Vitaminas ~L= 10 m1/1
Sacarosa 30 gr/l

Acido naftalenacético (ANA) 0.02 mg/}
6=fur furil aminopurina (KIN) 5.00 mg/1
Agar 8.00 gr/1
pH = 5.8 t 0,05

Esterilizar en autoclave.

(#) Solucién Stock de elementos mayores MS:

COMPUESTD ar/l
NHoNOo 165.0
KNOa 190.0
MgS50a. 7Hz0 27.0
KH2POa 17.0

Esterilizar (autoclave).
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(%) Solucién Stock de elementos menores MS:

HaBOa 1240 mg/1
MnS04.H20 2.38 gr/1
ZnS0a. 7H=0 2.12 gr/l
K1 176 mg/1
NazMoOa . 2H20 50 mg/1
CuSQa. SH20 S mg/l
CoClz.6H20 5 mg/}

Esterilizar (autoclave).

(%) Solucidén stock de Vitaminas -L=.

Thiamina 200 mg/1
Pyridoxina 50 mg/1
Inositol 235 gr/1
No se esteriliza . Solo guardar en refrigeracién para

uso inmediato, o congelar para conservar ‘por mas
tiempo.

(%) Solucidén stock de clorurc de calcio.
CaCl= 20 gr/l

Esterilizar en autoclave.

(%) Solucidén stock de Fe.EDTA.

FeS0a.7H20 2.764 gr/l

Na2EDTA 2.724 gr/l

Esterilizar e'n‘ autoclave, [STA TES,S Hq BEBE



7.2 Medio Murashige y Skoog (1962) adicionado con las vitaminas
-Lz (Phillips and Collins, 1979), modificado por Clayten., y
cols. 1990) para la produccién de callo., (%)

MS~-Mayores 10 ml/1
MS-Menores S mi/1
CaClz 22 ml/1
Fe,EDTA 10 ml/1
Vitaminas -La 10 mi/i
Sacarosa 30 gr/1
Acido 2,4-Dicloro- 3 mg/}

fenoxiacético (2,4~-D)

Acido naftalenacético (ANAY 2 mg/l
6~fur furil aminopurina (KIN) 2 mg/l
Agar B8 gr/1

pH = 5.8 ¢ 0.05

7.3 Medio de cultivo para Agrghbacterium rhizogenes YMB. (%)

KzHPO. 0.5 g/1
MgSOa.7H=20 2.0 g/1
NaCl 0.1 g/l
Manitol 10.0 g/1
Extracto de levadura 0.4 g/l
pH 7.0

agar 7 15.0 g/1
Rifampicina 50.0 mg/1

(#) Se utiliza como solvente agua destilada.
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