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CAPITULO l 

l NTROOUCC l ON 

Una di:? lds má':> .. mt19uas at:t Lvic.J,,de~ humanas h.a sidu el ~stud10 de 

plantas y anlmales, parti.culc:1.ru1t:f1l.e .;..:;.,;,.::; f~cntc de al i•r•enl•.• y 

salud. Dest1E? los pr-imer<.is tiempc.s el homb'fe tuvo la neces1dad du 

distinguir entY"e aQLlellas plantas que eran venenosas y las QUE.' nu 

lo eran; de esta forma se iueYon desarrollando los conocimientos 

de las dY"ogas de origen natural, los que s~ fueron transmitiendo, 

veY"balmente en un comienzo y posteriormente en forma escrita, 

c.omo e1l los papiro..,, tabld7 e.le ban'o cocido, tratados de 

plantas, f armacvpeas y otr-os trctbajos. 

Indudablemente, el reino vegetal posee muchas especies de plantas 

que contienen <E.ustancias de v.llor medicinal que están aü.n por­

descubrirse, y gYan número de el las scm suJeto de en~ayos 

constuntes respecto a su vuloY farmacol 6gico 

(particulaY-mente por sus propiedades h1potensofas 1 citotG)l,1cas, 

vntibi6tico'.'ls 1 antiparkinsonianas, etc.). 

Un fa":>c.inante ..:ampo de ir1ve$\.igaciQn t:os el é'~tudlo de planla'-' 

u5add~ \..Orno mediLUIPle.,;, narcóticas y para otro<;; fille'::io por los 

9Y-upos indígenas. 

E11tre los. 9r-upo:. veg~talei; que caracterizan a las 7.0nas áridas de 

México se tiene a los magueyes, lo~ mezquites, lt\:. yuca<;. y la 

'fam1l ia Ca.ctaceae, la':i cuales son autóctonas del continente 

americano. México por su topografía, latitud y e.luna e~ un p.::.is 

con 9ra11 cantidad de ellas. 

Liis cactáceas por sus c: .. uac\.~res de ofg~1ni1ar..i6n, pte<;.ent.an 

hábi.t.os y estt uc\.ur as onc.t.6micas de dÚcJ.ptac ión c:tl tament~: 

espi=i:.ializadas oue les impurten una fisunomia. part1.:ular-. 

Presentan un complicado pYoceso metabólico en el que es necesario 

el C02t 0 2 y otras sust.oinc.ias minera.Je$ que dan Or'igen a lci 

formac16n de muy d1versos c.ompuestos or"gánicc:i~. 



Como resultado de los rr"~dernos p'fc•ced1m1ttnto!;; b1otec.nológ.ic.O~ dt.> 

a1slam1ento e),pé-r imentac i ..!in farmacql ógi.:a, 

vegcto.lE'.'s encuentran s~ camino hacia 1.1 111edi.:1na, en estado d1~ 

más Que en de nnl igua':> 

prepa.Yd.C ivnas gc1lén1....:~\5i <Trease Cha.,ll:?t, 1'382>. 

Al utiliza.y las té._ni.::.:ts de Cultivo de TeJidos Vegetales in. 
vi t YO se puede tener una pY opagac 1 ón de plantas basándO'.:il? en el 

pr1nc1pio de totipotencia, obteniendo así sustanc1ps de un alto 

valor econ6m1co, eJemplo de el lu son los alcaloides, a~ergenos, 

amiíloá.c.iJo':i, agentes ant imicrob1anvs, azúcares, cond1ment..:is, 

emulsificantes, fla.vono1des, fr"Pganc:1Ps, insectic1das, a....:\?itE.>s 

comerciales, ácidos 0Ygán1cos, v1tam1nas, et~. 

desc.:ul.J, 11n1enlo-:. dentro de 

con~tituyen uno de lo~ mayores logros c1enli fi~os del siglo XX. 

Su importPnc ia. radica no 5•Ho en lJ. comprensión de las 

estructuras y los fenómenos en que se sustenta la v 1da, sino 

también en el hec:hi.:1 de que esto~ nuevos e.once im1entos, al ser 

aplic.ados pueden contribL11r- a reo;.olver algl..lnvs de \0s prolilemas 

mAs gtr1.ves a Que se i=11fr~nlD. 1..1 human1dit.d. 

Como se sabe 10'5 uxt.Yactos de plantas han s1dc• 1..1•.;ados con 

propós.itc•s medicinal~s por el hombre th..1rante e ientos de aílos por 

lo cual nos despierta el interés de comprobar si ciertas especies 

dt- la familia Ca.eta.cea ( Coy·yLü1anta sp., Escobaria m1$sour1ens1s, 

Leuchtenbeyg1a princ ipis y Stenocereus quereta..-oen~is ) ptiedan 

ser fuentes na.tura les de su~tanc ia.s bacter ic ídas élprovechando los 

ventajas que 

... itro par-a 

pre~enta el uso de ~ultivo de tejidos vegetales in. 
ser e:t.ploYa.da la producción de pt incipi1)S 

ct11linuLrul.Jíon<.1>:i th~ i11l..erés médico. 



1.1. GENERALIDADES 

l.!. l. BIOTECNOLOGIA 

La b iotecnol og i a, que puede definirse como 11la 

transformación industrial de materias primas mediante la acción 

de microorganismos y otros agentes biológicos a fin de producir 

bienes y servicios útiles 11
, es una rama tecnólogica tan antigua 

como el hombre mismo. Así, el término 11 biotecnologia 11 hace 

referencia a laG aplicaciones de las ciencias biológicas en la 

medicina, la farmacología, la agronomía y la ingeniería química. 

La aplicación práctica de los descubrimientos científicos ha 

venido propiciando el desarrollo mundial de un nuevo sector 

industrial que utiliza sustratos naturales como materia prima 

básica y que adopta modelos biológicos de producr.ión que imitan 

los procesos de la vida CMichel, 1986). 

1.1.2. CULTIVO DE TEJIDOS. 

Al cultivo de tejidos ~·eget~les se le define como al conJunto de 

técnicas para cultivar, en condiciones asépticas y controladas, 

cualquier tipo de célula, tejido u órgano vegetal. Cualquiera 

parte de una planta ChoJa, tallo, meristemo, embrión, etc.>, 

separada de ésta y desinfectada mediante un tratamiento leve para 

eliminar a 1 os microorganismos que se encuentran en su 

supF.?rficie, es un 11 explante 11 del que se puede iniciar un cultivo. 

Dependiendo de las condiciones físicas Cluz, temperatura,cultivo 

liquido o semisól 1do, etc.), y químicas (sales minerales, 

vitaminas, reguladores del crecimiento, etc.>, el explante puede 

dar lugar a uno u otro tipo de cultivo: puede 11 desdifeYenciarse" 

en una masa amorfa de células denominada callo, la cual, 

dependiendo siempre de las condiciones utilizadas para el medio 

de cultivo, puede continuar proliferando como callo o disgrega~se 



en células aisladas, o bien dividirse organizadamente para dar 

lugar a tallos Y.raicos Cor9anogénesis). 

Es importante señalar que las células aisladas Ccélulas en 

suspensión y protoplastos>, pueden d1vid1rse para formar nuevos 

callos, órg~nos o embriones y, eventualmente, dar lugar a nuevas 

plantas completa~, idénticas a la planta de la que se tomaron los 

explantes; esta propiedad de regenerar nuevos 1ndiv1duos a partir 

de células proporciona la base potencial del cultivo in. vitre , 

fenómeno que se conoce con el nombre de totipotencia. 

l. l. 3. APLICACIONES DEL CULTIVO DE CELULAS VEGETALES 

Las principales aplicaciones del cultivo de células 

vegetales se encuentran en 5 áreas fundamentales: 

a. Micropropagación 

b. Preservación del germoplasma 

e. Mejoramiento genético 

d. Biosintesis de ffietabolitos 

e. Investigación básica. 

Actualmente, el empleo de cultivos de células aisladas como 

medio de investigar las rutas biosintéticas de los compuestos, 

muestra una gran pujanza, pués se trata de una técnica de valor 

potencial considerable, que será efectiva cuando se haya 

realizado un trabajo básico suficiente para poder üsegurar las 

condiciones optimas para la reproducción y el crecimiento de las 

células esta técnica ofrece la posibilidad de disponer de un 

material absolutamente uniforme, asequible en todo t iE.!mpo, 

susr.eptible de ser manejado bajo r:ondic ione5 

reproducibles, factores que raramente pueden ser 

conJuntar en el trabaJo con plantas vivas enteras. 

regularlas y 

posibles de 

Por otra parte, en México se llevan a cabo investigaciones sobre 

la biosintesis de metabolitos secundarios tales como: alcaloides 

indólicos con actividad antíleucémica en cultivos de Catharantus 

roseus, estero1des (ejemplo diosgenina), en cultivos de Oioscorea 



c:ompos1tu, caY-diotón1cos <digo:.dna), en célL1las de Digital1s 

ouY-puY-ea, hípotensc.iY-es en t rtl los de CasimiY-oa edul is. etc. 

En relación d l~ m1cropropagac16n, se encuantr.:1 

comer~1al1~add en México la produc.c16n de plantas or11amentales 

otras n1ás. CenLro del mar~o de la agricullurJ su Liene el cultivo 

de ld papd y hongos cum0st1bles (Quinter,l, 1385). 

1.1.4. METABOLITDS SECUrlOARIOS 

Lc.i~. mclc.lbol ito'.i secundar 10:; son ~usta11c.iu:. que ._;.e pr-oductm a 

consecu~nciu de und c...idcnil rJe c1:.o.1t\¿tcioner. )'reducciones en las 

rulas b1os1ntét1cas t~nto de an1male5 Lomo de µ!antas. 

cuatro ciltE'gor í as priru.1pales dt> metabol1tos 

secundarios: aceí tes eo:.enc 1 al es, gl icósitlos, ah.aloüles y 

eriz imas. 

~. Aceitas ~s~11cial~s 

Son una mezcla de terpenoides que se usan ..:omv sabol"L':antes, 

p~rfumes y solvente~. 

b. Gl icó~idos. 

Se entiende por glicósidos a los acetdles en los cuales el 

hidYo>nlo del azúcaf' es condensado con un grupo hidr"oxilo del 

componente no uzucarado y el hidro~ilo secundario es condensado 

denlto de la molécula. m1cama de azúcar paro foYmar un an1 l lo de 

6)\idu¡ el ..:omponente sin ai.Jcar o:.¡;;i c..orioce come. c:igl icona y l.'1 que 

i:ontiene i:\ZÚCcU" se le llama glicona; ír.cluyen: flavonoides, 

saponinai:; y gl icósidos c1 .. 11wgén1cos. 



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 cíclicos nitrogenados de reacción 

más o menos básica, con una 

f armacod inámica. 

fuerte actividad fisiológica 

Estos compuestos generalmente son muy activos fisiológicamente en 

lo~ humanos, y por consiguiente son de gran interés para la 

producción de fármacos, por ejemplo: morfina, cocaína y atropina. 

d. Enzimas. 

Son proteinas especializadas en catalizar reacciones biológicas. 

Entre las enzimas están principalmente las hidrolasas 

Cproteasas, amilasas y ribonucleasas) CRobert y Loyola, 1985>. 

l. l. 5. LAS CACTACEAS. 

a. ORIGEN. 

Las cactáceas son originarias del continente americano y se 

consideran entre las plantas más notables que caracterizan las 

zonas Aridas y semiáridas con fuerte insolación, sin embargo, las 

hay propias de bosques y selvas tropicales donde crecen en 

lugares húmedos y sombreados <Soltero, 1990>. . 

Desde las épocas prehispánicas este grupo de plantas ha sido un 

valioso recurso alimenticio, ritual y medicinal para los 

mexicanos. una oe 1as primeras orogas estuciada qu1mica y 

fisiológicamente fue la extraida del peyote, CLophophora 

williamsii> conocida actualmente como mezcalina. El mayor 

atractivo de muchas cactáceas para la mayoria de la gente ha sido 

los brillantes colores magenta, rojo, anaranjado, rosa, morado y 

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



mene ion,3dos son re fer idos por alyuno'!. llotár.ic<..1'.j ~unio melabQl i tos 

~ecundar Ju<::. <L~·pe;:: y Lozoya, er. pren~a), 

Poca ti8mpo después del descubr1m1ento de A1néric~, las cactácoils 

ya eran conocidas en Europa, y a. pr tnc lpios del siglo XIX se 

1..i_111~iU~ri:1Ui:1.11 wlc:111ld~ U~ 1..vlt-1..1..1(J11 ~UE:! c.ilt. .. m.:~ban pn~cius muy 

elevados. En nuestr.')s di as siguen siendo e odie ladas como planta5 

..:•rnamentaler;,. Las mod1ficac1one~ d¡;i forma color que s~ 

presentan en esta famil la, h~n sido explotadas ..:~n este f 1r1, 

La riquezJ con que cuenta nuestro país en mdteria de cactáceas es 

indiscutible, existe una gran cantidad de especie~ suceptibles de 

e:Apl0La..:16n c.om.._, plantas or·namentdles, con1estibles y medicinales 

CSoltero, 1'390J. 

b. TAXONOMIA. 

Un modef"no sistema de clu.sificac1ón para las cactáceas fue 

d~scrito por Hunt en 19ú7 del herbario Ue Kew. Hunt separó la~ 

tribus c~ctt>ae, Opunt iE!ile y 

Pcresk1eae. De esta~ tres tl""ibus, lcl ractP.ae r:c•nliene los l:etclos 

rr,js divert:.c.is e imp•)rt.antes erc.nóm1camente. De>ntro de esta tr-ibu, 

existen dos subtribus, la Cact1nae y la Cereinae, de lil cual la 

más importantt? econonúmicamente es la. Cactinae, sin olvidar a la 

tribu Opunt la~ que también es econ6mic.a.mente impor·tante 

CClclyton, 1'387). 

Las cactáceas mexicanas están representadas por cerca de 740 

especies, cifrñ que supera a la de cualquier otro pais, de las 

cuaJP.s aproximadamente el 731. son endémicas, lo que convierte 

def initivamcnte a México en el país con la mñyor riqueza 

cactofloristica, perc. también se ha convertido en el pais con el 

müyor indice C40Y.> de ~u cactoflora con algún grado de peligro de 

e:.1t inc if,n segU11 la IUCN ( Int~rni:lc. ional Un.io~ for the Ccnservat ion 

c.f NC1LLnE-l CArias-f'lonles, 19'30'). 



c. DESCRIPCION Y LOCALIZACION DE LAS ESP~CIES 
UTILIZADAS. 

Plantas s1mples o cespitosas, de tamaño medio hasta pequeñas. 

Tallo globoso hasta cortamente columnar, tuberculado; tubérculos 

dispuestos en series esp1raladas, aréolas monomorfas, la región 

esprnifera en el ápice de los tubérculos, la florifera se 

extiende por el lado adaxial del tubérculo en un surco que llega 

a la mitad del tubétculo o hasta cerca de la axila. Flores 

dispuestas en la base del surco de los tubérculos jóvenes 

cercanos al ~pie e, 1nfundibul i formes¡ ~egmentos del perianto 

numerosos, de color amarillo limón, rosado o purpúreo; estambres 

numerosos. Fruto desnudo o con 1 Ó 2 escamitas, jugoso, verdoso. 

La mayoria de las especies que integran este género crece en 

México, en donde tiene una distribución muy amplia, 

especialmente en los estados del centro y del Norte de la 

República, desde dondes~ extienden hasta el Sur de los E~tados 

Unidos de América CBravo-Holl is y Sánchez-Mejorada, 1991>. 

ii. Leuchtenberqia principis. 

Plantas pequeñas, simples o cepitosas, de 25 cm de altura y 15 cm 

de diámetro, llegando a medir hasta 50 cm de altura, con 

tubérculos muy largos, por lo que adquieren aspecto agavoideo. 

Tallo cilíndrico, corto, carnoso de unos 5 a 7 cm de diámetro, 

mas o menos 1enoso y suoeroso, tuoercu1aao, 1as partes v1eJas s111 

tubérculos. Tubérculos dispuestos en 8 y 13 series espira.ladas, 

muy largos y delgados, de 5 a 12.5 cm de longitud 1 a 1.5 cm. de 

espesor en la base, de color verde-azulado con tinte yojizo, 

ascendentes. Areólas situadas en el ápice de lo~ túberculos, en 

la porción truncada, sustentadas por una escama pequeña, cuando 



jovenes lanosas. Axilas lanosas. Espinas J argas, delga.das y 

suaves. Flores una en cada aréola, d~ 5 a 6 cm de d1ametro. 

Se le encuentra en los est.:.dos de San Luis Potosí, Nuevo León, 

Zacatecas y Coahu1Ja. Fue relat1vamen~e abundante en la Sierra de 

Parras y Sierra de Lñ Paila, Coahu11a, así como entre Matehuala y 

Saltillo (8ravo-Hollis y Sánchez-Mejorada, 1991). 

i i i. Stenocereu~. gueretaroensis. 

Planta arborecente candelabr1forme, con tronco bien definido, de 

5 a 6 m de alto o más. Tronco leRoso, como de 1 m de alto y 35 

cm. de diámetro o mas. Ramas como de 15 cm. de diámetro, de color 

verde, a veces con tinte roJizo; el conjunto de ramas forma una 

copa muy amplia, a veces como de 4 m de diámetro. Costillas 6 a 

e, prominentes, separadas por amplios intervalos. Areólas 

distantes entre si como cm, con fieltro café obscuro casi 

negro, granulosas. fruto gl obeso. Se cultiva por su fruto 

comestible muy agradable que se conoce con el nombre de 

''pitdyas.'' Existen variedades, horticolas que producen frutos de 

colores diversos. 

De esta especie se han aislado algunos triterpenos, entre ellos , 
uno denominado ácido queretaroico. 

Se distribuye en los estados de OL1erétaro, Guanajuato, Jalisco, 

Colima y Michoacán. De Jalisco se ha señalado en los alrededores 

de Guadalajara, Chapala, Zapotlán, Sayula, Villa de la Playa; de 

Guanajuato en León; de Querétaro en las cercanías de la ciudad 

del mismo nombYe y en Michoacán cerca de Jiquilpan CBravo-Hollis, 

1978). 



iv. Est.:oba.,.-ia sp. 

Son plantas pequeñas, casi siempre cespitosas; tubérculos con un 

surco Que se extiende desde el Ap1ce hasta la axila; espinas 

radiales y centrales aciculaY-es; flores brotando de la base del 

surco de los tubérculos Jóvenes¡ pericarpelo desnudo o con 

algunas pequeñas escamas; .,;,egml?ntot. 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 

pequeño; poro micropilar cerca del hilo; embrión curvo; 

perisperma grande. 

d. usos. 

Son mUltiples: como antiséptico, en la alimentación humana y 

animal, en la protección y mejoramiento de suelos, como 

combustible en el campo, en la construcción de techos y paredes 

de casas rústicas, paYa la fabr"icación de artesanías, en la 

formación de setos vivm;, como fuente de azúcar, alcohol, 

vinagye, mue i 1 agos, gomas y pect ina.s, para la fabJ"icación de 

papel y materiales aislantes, en la obtención de coloJ"antes, para 

la industria cosmética y como plantas de ornato CBravo-Hollis y 

Sánchez-Mejorada, 1991 >. 
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1.1.6. BACTERIAS UTILIZADAS. 

En el trabajo de invest1gac16n para probar las propiedades 

bactericidas de algunos cactos se utilizaron las siguientes 

bacterias: 

«. Escher'ichia ~pertenece a la fdmilia Enterobacturiaceae y 

su nombre se deriva de la raiz griega colon (intestino 

lar'go>. 

Los procesos potológicos producidos con mayor frecuencia por 

osta bacteria en P.l hombre son los que afectan al tracto 

urinario y a los riñones por vía hematógena o linfática, aunque 

con mayor frecuencia, sigue las vías ascendentes desde la uretra 

y a través de la vejiga hasta alcanzar los uréteres y el riñan. 

[. SJ2lL es un microorganismo que interviene con frecuencia en las 

peritonitis, en las apendicitis, en las infecciones de la 

vesícula biliar y las vías biliares, en conjunción con otras 

bacterias entéricas. También suele hallarse en la piel del 

perineo y en los genitales, infectando con frecuencia pequeñas 

heridas que se contaminan con orina o con heces. siendo el mA'=i 

frecuentemente detectado en los procesos sépticos gramnegativos 

que dan lugar a una bacteremia. La mayor frecuencia de esta 

enfermedad se ha encontrado principalmente en niños de corta edad 

y en individuos superiores a los 60 años, las intervenciones 

quirúrgicas o las exploraciones instrumentales del conducto 

intestinal biliar o del tracto genitourinario pueden favorecer la 

aparición de este tipo de sepsis COavis.,et al 1979). 

b. Agrobacterium pertenece a la familia 

Methylomonadaceae y su nombre deriva de las raíces griegas 

fill!J!§. Cun campo> bakter1on Cun pequeño bacilo) rhiza Cuna 

raiz) y qennaio (productor>. 

Esta bacteria gramnegativa, es causante de que se formen r~ices 

velludas y con deformaciones en forma de una masa entreluzada y 
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fibrosa. Puede ser húesped cuando existe una previa lesión en el 

tejido de las plantas CBuchanan and Gibbson, 1984). 

c. Stapbylococcus ~ pertenece a la familia Microccaceae y 

su nombre se deriva de la raíz griega staphyle Cracimo de 

uva) CBuchanan and Gibbson, 1984). 

Es una bacteria grdmposit1va, que causa gran variedad de 

procesos supurativos en el homb.-e, tales como furúnculos, 

ántrax, osteomelitis, abscE..~sos, infeccionl?s de las heridas, 

neumonía, 

purulenta. 

Ciertas 

empiema, pericarditis, 

cepas elaboran una 

meningitis y artritis 

cmterotox i na que produce 

intoxicaciones alimentarias. Puesto que los estafilococos 

originan con frecuenc.:ia mutantes Yesistentcs a los antibióticos, 

han pasado a ocupar durante la actual era de la quimioterapia 

ant1bacteriana una posición de especial significado en lc:1 

patogenia COavis., et al 197g). 

12 



CAPITULO 11 

R~' .. 'ISION DE :...ITERA7URA 

2.1 ANTECEDENTES 

2.1. 1 BREVE HISTORIA DEL CULTIVO DE TEJIDOS 

VEGETALES. 

Desde hace 120 años ctµYox1rnrl1Jamenle, ~n las investiga...:1one5 de 

f1s1ologíd vegetal se ha utilizado ld técnica de cult1v~ de 

te;idc;:.i;, l'.1tganos y célul.:i~ veg~tale5, que consiste en cL.ltlvdr" on 

med11.•S nutr1t1"'0~ ade.:.;.ad.:·s y en fOl"'rr.a üsl-pt1.:a, ~\p1..:t-s de- r-aiz y 

Ut- !.~111.J, µr imv1Jí0:;; de h.;•Ji=t, pr1murU.1.o::. v ¡.lc\1 lt::!.:i 1nmcu..luf<.i'=> dtt 

flo!""es, frL1t.-:.s inma.i .. L.1ros 1 .'..rge>r.os c.i;;lados, e111bri•:.ni:o~ .t16dLu-·JS 0 

ininadul"".:·s, segmenl.:•s de ..'irgano:; de tñ] lo y ho.Ja y algunas ve...:es 

ovarios, óvulos, anteras y polen CStreet, 1'377). 

Los pr ~meyuc;:, t11lt:?ntos en t?st..i técnicu Íl.1eron real izüdos por 

Sacks en 10&0 Knops en 18ó1, quienes vbservar"on qub' l..:.\s 

principales nutrientes dulas pldnta~ superiores er~n sL1stancias 

1nurgá111Lab y ¡irepardron un~ 50Ju~16n n~tr·1t1va que las 'ontenia, 

la ..:udl ha sido ul 1 l iz..;.dd. por mud1u•.;. 1nvest igddvt ci~ dest.fi:­

~ntonces CHurtadc• y Mer inv, 1988). 

RoLbln~ (1'3~2) enYiqu~..:ci el m1?dio de cultivo con ghtc:os.:t, agar y 

sales ir1orgánicas para el cultivo de ápices rad1culdres de varias 

espe.: ies. Los progresos logrados en los 30 arios siguientes a los 

e~perimentos fueYon muy pocos. Sir. embargo, el traba.jo pionero 

fue el de White (1934) có~ cultivo d~ áp1~e~ de raiz d~ tomat~ 

<Ly.:opersicum esculer.tum) E•n yr, mE.·d~ ..... l lq1.1idc.o 1..ü11Lenie-ndo ~a.les 

inorgán~c~1~, ~~lr~cl0 d~ le~adur~ J sa~~fOS~, e1' dor1d~ obt~vo u11 

crE::i..:lmienlo activo. Robbuis 1937 estudi6 el ef&ct~ de los 

microelem~ntos lnor9á1i1cos y s1.=1ñl~lú que- el ;:in1.. 1 m.:.nyaneso y 

boro ~~n necesar1~s para el ~ultivo d~ ápíces rddi~ulares 

CHurta.d1.:i y Mtt( lnv, l '380 1. 
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Went y Thimann descubren la auxina AJA (ácido 

indolacét1co>. 

Nobecourt y Gautheret en Francia., al igual que White en Estados 

Unidos en l939 repoYtaron un crecimiento indefinido en tejido de 

raíz donde se observa la formación de callosidades sembradas en 

un medio semisólido, al transferir porciones de esos callos a 

medio fresco, en intervulos de 4 a G semanas, los tejidos 

siguieron proliferando indefinidamente. Morel y Martín en 1952 

son los primeros investigadores que lograron obtener plantas 

libres de virus en dalia a partir de mer1stemos apicales en tallo 

<Hurtado y Me'fino, 1988). Muir, Hidebrandt y Riker (1954) 

transfirieron segmentos de tejido de callo a medio liquido en 

agitación y tuvieron éxito al obtener cultivos en suspensión 

conteniendo células asisladas y pequeños terrones o agrupaciones 

celulares. 

Sl<oog C1955) identifica la 6-furfurilaminopurina Ccinetina) 

observando la habilidad de este regulador del crecimiento 

vegetal para ir1iciar la divisiór1 celular. Incluyendo citocinas en 

los medios de cultivo se hizo posible la proliferación de células 

y la formación de callos de un gran número de especies vegetales, 

induciendo, ademas, la formación de estructuras organizadas de 

algunas de esas especies. 

Skoog y Millet (1957) usando combinac1ones de auxinas y cinetina, 

controlaron más detalladamente la formación de brotes y raices en 

cultivo de callos de tabaco. Por tanto es posible inducir la 

formación de raíces decrementando el porcentaje de cinetina en 

relación con auxina, mientras que invirtiéndolo se induce la 

Tormac1on ce yemc:1is que s.;i uesarro11an mas tarat:l' c:.omu urotE!':I. 

Murashige y Skoog (19621 desarrollaron un medio nutritivo con el 

que lograron un crecimiento rápido en tejidos de tabaco. En la 

actualidad, las sales inorgánicas de este medio de cultivo se 

usan con bastanto éxito en casi todas las especies. 



En esta bYeve reseña hist6Yica acerca de la aplicación de la 

técnica de cultivos vegetales en di feyentes áreas de 1 a 

investigación, se puede observay que desde lo5 primeYos ensayos, 

tentativas, avances y logros en la obtención de los componentes 

más adecuados dei medio de cult1vo, cond1c1ones ambientales y 

respuestu de los tejidos inoculados para la propa~ación de una 

determinada especie, se enfoc6 especialmente a la obtención dP, 

plantas libyes de patógenos y enfermedades, propagación masiva de 

algunas especies de interés económico y biológico, cultivo de 

diversos órganos y teJidos, como meristemos, cal lo, óvulos, 

ovat"ios, antev-as protoplastos, a~i como la fusión de los 

~ltimos y la regeneración de plantas a partir de estos lo cual 

nos permite 'fealizar estudios de diferentes fenómenos 

morfogenéticos y la obtención de productos secundarios con valor 

comercial que por ott'os medios sería m.\s dificil de real12ar 

(Hurtado y Merino, lgBel. 

2. 2. 2. MICROPROPAGACION DE CACTACEAS 

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales han mostrado 

ser un importante procedimiento en la multiplicación, el 

mejoramiento y la conservación de las plantas Utiles al hombre. 

La micropr-opagación, p'l"'opagación por cultivo de tejidos y 

propagación i.o.. vit.-o son sinónimos de un procedimiento para 

incrementar el número de individuos en condiciones artificiales y 

asépticas, con nutrición, luminosidad y temperatura controladas. 

Generalmente es la multiplicación asexual de propágulos pequeños. 

La micropropagación ha demostrado su utilidad práctica en 

especies de multiplicación deficiente o relativamente lenta 

(orquídeas, espárrago, fresa, cactáceas, etc.). Además, 1 a 

utilización sistem&tica de esta técnica para fines comerciales 

también se enfoca a la uniformidad genética del material de 

siembra cuando el inóculo asexual está ya diferenciado CRobert y 

Loyola, 1985). 
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El primer investigador que sugirió el valor del uso de la 

técnica de cultivos vegetales 

fue Mauseth en 1977. Ya que 

materia es disponible, el 

para la propagación de los cactus 

las técnicas son simples, y la 

desarrollo de dichos métodos de 

propagación para estas especies podría ayudar a la preservación y 

diseminación de especies en peligro de ext1nc16n CClayton, 1987>. 

Starling C1985l publ ic.1 que Leuchtenberqia princiois da 

razonables tasas de producción de brotes en medio basal MS con 

alta concentración de citocininas y baja 

aux inas. 

concentración de 

Ault y Blackman C1987> reportaron un exitoso sistema i!J. ~ 
para la inducción, p.,-oliferación y enraizamiento de yema~ 

axiliares en Ferocactus acanthodes, siendo estas plántulas 

traspasadas exitósamente a condiciones de invernadero. 

C1ayton, y colaboradores. C1990) publicaron su evaluación sobre 

la composición y Y-equerimientos de concentraciones de diferente= 

tipos de hormonas para la proliferación de brotes auxiliares de 

11 especies de cactáceas entre ellas se encuentra Escobar1a 

missourensis. 

Rodríguez-Garay, y su grupo de investigadores en 1990 lograron la 

micropropagación de g_. missourensis. Q.. erina.cea. "=..· principis. 

~· gueretaroensis y Coryphantha sp. entre otras, en el 

Laboratorio de cultivo de tejidos del Centro de Investigación y 

Asistencia en Tecnologia y Diseño del Estado de Jalisco, A.C. 

CRodriguez-Garay, 1990>. 

Rodriguez-Garay y colaboradores. C 1992> reportar'on por primera 

vez la producción de ralees en ~· pr inc ipis por medio de 1 a 

lJdt;t.i::H ld !:!• rn1¿uy~11~"" d t.rdVi:!':> Ot!' \.Y-dl1':>1UfllldClOll yentO>ldCd· 

Rodriguez-Garay y Rubluo. C1'392> realizaron experimentos con 

explantes de ~ ritteri logrando que 2 brotes de los 60 

utilizados enraizaran en un medio suplementado con IBA <Ac. 3, 

lndol butirico. Una de estas plantas se encuentra 

invernadero del CIATEJ. 
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2.2.3 PROPIEDADES BACTERICIDAS DE LAS PLANTAS EN CULTIVO DE 

TEJIDOS VEGETALES. 

Las propiedades medicinales de varios mater1ales y extractos de 

plantas han sido roconoc1das desde pr1nc1p1os del siglo V antes 

de Cristo. Esta información 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 antib16t1cos 

incrementaron el interés por la investigación de varios tipos de 

plantas tanto en su medio natural como 1!l ~ en busca de 

~ustancias bacter1c1das. Numerosas investigaciones con resultado~ 

positivos conducen a dumentar el intéres en buscar ostos 

materiales ant1microbianos que actualmente están en estudio por 

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

Carlson y Douglas <1'347l analizaron 5 diferentes tipos de 

extractos en 14 diferentes plantas que contenían sustancias 

antim1crob1anas para s._. col i y§_. ~-

Carlson y colaboradores. 0947) colectaron 550 plantas, de ellas 

fueron preparados los extractos y probados, encontrándose 

sustancia~ activas las cuales inhibieron el crecimiento de los 

microor-ganismos li· ~ y §.. ~ iD.. Yl!.!:2.· 
Mc:Cleary y colaboradores. (1960> en un estudio preliminar 

presuntivo de un extracto etanól ico de peyote (Lophoohora 

will1amsii) encontraron la presencia de un agente antimicrobiano 

llamado peyocactina que inhibe el crecimiento bacteriano tanto de 

bacterias gramnegativas como grampositivas encontrándose entre 

el 1 as: §... ~ USOA 209, Streptococcus pyogenes. Neisseria 

catarrhalis, Agrobacteripm tumefaciens, Bacillus subtilis USOA 

220 y ~ lutea USDA 1001. 

Mathes (1963) reali:zó experimentos con tejidos de fresno 

cultivados in. vitre durante 3 semanas en agar, obteniendo 

sustancias con propiedades bactericidas las cuales produjeron 

diferentes zonas de inhibición utilizando cepas de: ~ 

subt i l 1s, Bac i l lus ~' y §.. ~ entre otros. 
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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 pl.;mtas de lechuga y coliflor" l!!. vitro. La 

fracci6n insoluble al alcohol tuvo una al td ac t ivicJad 

inhibitoria pard g. aureus. 

Kanna y Staba C196Bl, estudiaron la actividad antimicrobiana de 

24 tejidos de plantas .i!l vitro tanto en cultivos s6l1dos como en 

suspensión, la mayoría de los extractos de i.:allos mostraron una 

actividad bactericida mayor paw"a §..~que pata i;_. coli. Los 

metabol itos secretados en el medio de cultivo contenían 

5ustanc i as bac tel"i e idas mas activas pata las bacterias 

gramnegativas y los teJidos de las plantds para las Gram 

pos1t ivas. 

Kanna y colaboradores <1971), reportaron que tanto en el medio de 

cultivo que contiene agar así como el de los ex.tractos de callo 

de 10 especies de plantas encontraton propiedades antimicrobianas 

contra s_. ~ §... aureus, Salmonella typhosa, y Cándida 

Agurel 1 y colaboradores (1971), reportar-en los alcaloides 

presentes en 14 e$pec ies del géner-o 1r ichocereus, detectados 

mediante métodos 'romatográficos. 

Veliky y Genest C1972) observaron una actividad significativa 

ant1microbia.na en extractos de células de un cultivo en 

suspensión. Una fuerte actividad bactericida fue observada para 

la rPpa ~ m~oateri11m tt cin?&, siPnrto tñmhit!in efectivo en fi.. 
aureus tt 15005 y ~· col i O 2014, en los experimentos real izados 

ln. Y..il.!..Q.· 

Veliky y Lata C197'1) obe;;ervaron la pre~enc.la de princ.ipios 

antimicrobianos en las ~élulas o tejidos in. vitre en el medio 

de cultivo donde crecieron di f~•r-entes especies encontrando que 

los extractos de Lactuca sativa, Cannabis sativa e lpomoea fill.• 

tuvieron principios más activos que otras plantas. 
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Viramontes (1991>, llevó a cabo la cuantificación preliminar del 

efecto bactericida de un extracto semipurificado de peyote 

Clophoohora williamsi1). Determinó que la concentrac16n mínima 

inh1bitor1a se encuentra en el rango de 40 a 200 mg/ml para 

oacter1a~ gramnegat1vas y pos1t1vas obtenidas de pacientes 

hospitalizados en el Hospital Civil de Guadalajara, Jalisco. 

Los resultados sugieren que después de haber observado el 

crecimiento de los cultivos de plantas in. vitre. el uso de estos 

deberá ser explorado para la producción de principios 

antimicrobianos de interés médico. 
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2.2 OBJETIVOS 

La presente tésis tiene como objetivo, determinar la 

acción bactericida de las siguientes Cactaceüs: 

Coryphanta sp., 

Stenocereus gueretaroensis, 

Esdcobaria missouriensis y 

Leuchtenbergia orincipis. 

V de esta forma plantear las bases para nuevo5 trabajos de 

investigación tendientes tanto a su comprobación como a su 

medición cuantitativa. 

En términos especificas la Tésis tiende a: 

- La medición de la actividad bactericida de los 

brotes en 4 diferentes especies de Cactaceas cultivadas ln. ~· 

- Medición de la actividad bactericida en 4 callos de 

las diferentes especies de Cactaceas cultivadas l!!... vitre. 

- Realizar un análisis cualitativo de la composición 

quimica en callos y brotes de las cactáceas empleadas, 

Los objetivos que se pretenden alcanzar mediante este trabajo de 

investigación se basan en el planteamiento de la siguiente 

hipótesis: 11 Los brotes y callos de las Cactaceas, seleccionadas 

y µruµdydUd':::t !.!.!... YlÍ..f u. 1..u11t..&.ttl1~11 ':::IU':::tt.dlll...&.d':::t Uct.l..Í.~r ll..lUd':::l1 
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CAPITULO III 

MATERIALES Y METODOS 

3,1 MATERIALES Y REACTIVOS 

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO 

Cepas: 

Escher1chia ~· AST 8-045 

Staphylococcus ~· AST B-047 

Agrobacterium rhizogenes. LBA 9402 

Provenientes del cepario del Departamento de Microbiología y 

Fermentaciones del CIATEJ. 

Brotes y callos de ld siguientes plantas: 

Leuchtenbergia pr1ncipis. 

StenocP.reus gueretaroensis. 

Escobaría missouriensis. 

Coyyphanta sp. 

Provenientes del laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales 

del CIATEJ, 
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3.1.2. EQUIPO DE LABORATORIO 

Espectrofot6metro UV - Vis <Perkin Elmer> 

Agitador orbital CNew Brunswick Sc1entific) 

Parrilla-agitador magnético CCorning> 

Potenciómetro d1g1tal <Beckman) 

Refrigerador a 40 c. 

Horno de incubaci6n <Ríos Rocha> 

Balanza analítica COhaus) 

Balanza granatariu CSartoriu~) 

Autoclave horizontal <Market Forge> 

Campana de flujo laminar CVeco) 

3.1.3. MATERIAL DE LABORATORIO 

Bisturi 

Mechero Bun5en 

Ptnzus de disección 

Frascos para alimento infantil con tapa de pol1propileno 

Cajas Petri desechables 90 x 15 mm 

Cajas Petri de vidrio 100 x 20 mm 

Pi zeta 

Cristalería 

Hs~ oacter101og1ca 

Micropipetas de 1000, 100 

Agitador de vidrio 

20 microl1tros 



Tubos de ensayo 15 x 2.5 cm 

Tubos de ensayo con yosca 

Mortero 

Agitadores magnéticos 

Papel aluminio 

Bolsa negra de plástico 25 x 35 cm 

Pdpel filtro Ml Merck 

Discos de papel de 7 mm de diámetro 

Penicílindros de vidrio de 8 x 10 mm 

Termómetro de laboratorio C-10 a 200>º c. 

Probetas 

Película plástica transparente adher1ble 

Isopos 

Frascos ámbar de 250 ml 

Gradilla 

Goteros 

Cápsula de porcelana 

3.1.4. SUSTANCIAS Y REACTIVOS 

Al MEDIOS DE CULTIVO. 

Medio de Cultivo YMB (véase formulación en el apéndice 
7.3). 

Medio Ue Cultivo Tript1caso Soya Agur. CTSA Marca 
Bioxon>. 



Medio básico de Murashige y Skoog CMS) adii..: ionado c.011 

0.2 mg/l\ de ANA CAc. 1ndolacéticol y 5 mg/lt de KIN 
C5- ftJY fut i 1aminopuf'1na) (véase fof'mul uc l ón en el 
apéndice 7.1) 

Medio básico de Murashige y Skoog CMSl adicionado con 3 
mg/lt de 2 1 4-D <Ac. 2 1 4-Diclof'ofenoxiacético),2 mg/lt 
de ANA CAc. indo! acét icol y 2 mg/l t de KIN. (véase 
formulación en el apendice 7.21. 

BI REACTIVOS. 

a. Reactivo de Mayer. 

1.35 gr de HgCl 2 en 50 rnls. de ague\ y 5 gr de KI en 10 
ml de agua. Juntar las dos soluciones y afatar a 100 
mi. 

b. Rea et i vo de Kedde. 

2 gr de· ácido 3,5-dinittobenzóico en 100 ml de etanol. 

c. Reactivo de Bush y Taylor o Kedde modificado. 

1'l. de ácido 3,5-din1trobenzóico en 0.5N de KOH en 
alcohol metilico al 5Y.. 

d. Reactivo de cloruro férrico. 

Se mezcló 0.3 ml de solución al 10 'l. de FeCl 3 con 50 ml 
de ácido acético glacial. 
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e. Reactivo de Bials. 

1.0 gr de orcinol en 500 ml de HCl al 30% y 25 gotas de 
solución de F'eCl,... al 10% 

Cl SOLUCIONES. 

a. Solución reguladora pH=4.0 

Preparación: 

A= 0.2M solución de ácido 
1000 ml l. 

acético Clt.55 ml en 

B = 0.2M solución de acetato de sodio C16.4 gr. en 
1000 mll. 

Se midieron de manera exacta y se mezclaron 41.0 ml de 
A y 9.0 ml de 8 CGonzález y Perialoza, 1981>. 

b. Solución reguladora pH=9.0 

Preparación: 

A= 0.2 M solución de carbonato de sodio anhidro 
C21.2 gen 1000 mil. 

B ~ 0.2 M solución de bicarbonato de sodio (16.8 
gr en 1000 mi). 

Se midieron de manera exacta y se mezclaron 4 ml de A y 
46. O ml de B CGonzál ez y Peñaloza, 1981). 
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e. Solución de pie.rato de sodio. 

rr l'...•pur d( l ón: 

1 gr dt.> N..i2 C03 y 100 mg Ue ácido ¡::di.;rico dfor·anóo 
c.on agua. hasta 10 mi. SecaYlo de (Jó a 35)º C. 
duYa11te 3 tlora~. 

d. Solución de alfa-naftol. 

Prepaf'ac i6n; 

:o gr. de alfa·-naftol en 100 ml de alcohol. 

e. Solución de Benedict. 

Prepayac ión: 

Se disolvieron 173 gr de c1tr·at0 üe sodio y 100 gr 
úe cur bona.to dP. sodio anh id,.-v en 900 ml de dgua.. 
Se calentó hasta co~plet~ d15Cluci6n y se filtrd. 
Se disolvieron 17.3 gr d~ 5ulfato cóprico en 100 
ml de agua. E~t .. 1 solu1..1Jn se a.9,,.eg6 despacio y con 
agitación continua a la sotuc1ón de tarbonato­
\.'. i trato. 

f. Solución de cloru-ro de sodi.o al 0.9%. 

g, Solución de h1d-rGxido de sodio O. tN. 

h. Ar ido c;111 fl'1rit:n al 1.~i' •• 

i. Ete-r de petróleo 
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j. Acido clorhídrico concentrado 

k. Gran al 1 as de magne!Jio 

1 • Oc t 11 -alcohol 

m. Benceno 

n. Amoniaco 

n • Eter etilico 

o. Alcohol et il ico 

p. Carbón activado 

q. Acido sulfúrico concentrado 

r. Acido nítrico concentrado 

s. Solución de KOH 0.5 N 
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3.2 METODOLOGIA 

3. 2. 1. MICROPROPAGAC!ON DE CACTACEAS 

OBTENCION DEL MATER!o<L B!DLOGICO. 

El m.;i.tet·1ul vegetal en.pleudo qu~ se Lltll1~~\ ful'ro:.in br"otes 

de las siguiente~ e~peci~s: 

l. Leuchtenber91a prin(ip1s 

3. Cor"yphantha sp. 

Culliv.:idas i.!:l-fil!..Q.. en el taborato1·io de Cultivo de 

TE?.iidos Vugct.Jle~ de las ino:.talaciones del CIATEJ. 

a. Micropropagat16n de lo& brote~. 

Se sembraron los brotes de cada especH? 1?n \O frasees de 

alimento infatil, i:.onteniendo 25 ml. del medto básico Murosh1ge, 

3koog (196:) udicionada con las vitaminas L-z (Phill1ps and 

Collins, 1979), con la presencia de dos rGguladores de 

Vll\I rr.,-·f11I" f11iri 1 

aminopurina>, utilizados para la regenE•rac16n de brotes (Clayton 

et .11 1 19'30>. 

Las res1embras se efec.:tuan:in cada 4 semanas;. f'n metJio tle Lultivo 

frese o. 
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b. lnitia~1~n del ~ult1vo de callu. 

Los de las 

Es.:..Q...bar_l-ª._ f!!.1??9_1.,l_~rerisis y Co,-_yphanta sp. se fraqmentaron en 

peque~os segmentos sobre und caja petr1 con la ayuda del b1sturí 

y ~.a.11._c:1-:., Duro11l.e ~'=>Lo toldµa lvdd~ lds man1pulaciun~s se ilevaron 

u cabo er1 cond1c iones clSépt icas y se- real izal'"on bajo u.,a caniµona 

de flujo laminar. 

1. Inducción del callo. 

r~r~ la inducción del c~llo de las especies mencionadas 

fUEl'"~n l'"eali¿ado•• lo~ siyu1enlwb pa~o~: 

- s~ pl'"eparó el medio de tuitivo b~SlCO Murashige y Skoog, 

ad1c.1onudt..l cor1 las vitaminas L-2. 

- Al medto de cultivo le eadicionaron los 

s1g1;ientes regul ad(.""Jres de cree imiento: 

ANA cncido r1dftalunacét1~ol 

KIN (6-fL1rfur1l aminopurinal. 

-El m~d10 de cult.ivo air.tes d~t.:l""itu fu~ dist,-ibuidc• cm 

.: in.:. o fy i'SCúS de dl imer.tei lnfant1l con tapa de 

pol ipropileno, por cddo una de las cudt!""o especies de 

cactos. 

Se ':i¡;>pararvn apro:1.11nadamente 150 mg. de &egmentos 

v1s1blemenle sanos de los brotes previamente fragmentados 

Cs1n contamina~ión por hongos, ni bacterias, 11i r1Bcrosis, 

etc. l. 

Con la ayuda de pinzas estériles fu~ron tr"onsfeYidu~ i.tl 

medio de cultivo preparado. 

· Los e al 1 os de la espe~ie Leuchtenbergi~ princjpi5 

(disponibles en el l.üboratorio del CIATEJ, AC), fueron 

~ul.a.m1:mte tt"aspasados al medio anl:e5 mencionado. 

Se e¡;peYi!• a que transcurrie>!""eui 



Se esperó a que transcurrieran 4 semanas para que el 

cultivo cumpliera la fase de tnducc16n <en la cual las 

células del inóculo inic ia.l hubieran e omenz ado su 

cree ímíento, tanto en nún1eri.J como en tama"o), se 

alcanzara la fase de proliferación célular; durante esta 

fase el tejido calloso aumenta su masa célular al máximo, 

para después ser utilizados en las s1guientes pruebas. 

c. Cond1c1ones ambientales de incubación para callos y 

brotes. 

Se colocaron todos Jo~ frascos inoculados con brotes y callos, en 

una cámara de incubación 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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IDENTIF!CACION DE LOS CONSTITUYENTES EN PLANTAS 

PRUEIJl\5 F'REL IMIN1".\REG QUJ:'1ICAS PRIMARIAS {0omín91..1ez, 1988; 

ENSAYOS PARA ALCALOIDES. 

-Se c..olocó un.;¡ pequer.a. ca.1"1t idad de ..:ada uno de los bYotes o 

cal los en un tubo de ens,,yo. 

-Se agreg,uon algunas gota.5 de agua, t&ncl guL1 de HCL diluido 1:1, 

y se agitó suavemente payo rJisolver. Después se agr-eg6 una gota 

de reactivo de Mayer. 

-Un µ..-ec.ipitado 

u.l·:aloidec;;, 

blanco lecho<.:>.:' 

PRUEBA PARA GL!COSIDOS. 

a. Gl icó•,;,ido~ ~~ ian1~génicos. 

indi~dria l~ preserlcia de 

-Se colocó 0.1 g de cada uno de lo:. brotes o cullo~. en un maltclZ 

[Ylt=!nmeyel" se le ayregaron 10 ml de ayuu., pora obtener una 

~oluc.16n. 

-Se tomaron 0.2 ml de 1.1 solu~1ón ant1::ir\c1r t se la cQlocó en un 

mat.raa:., ins~rtdndole una pequeña pieza de papel impregnado -:on 

picrato de ~odi~, de tal rnanera que la orilla más bajd del papel 

estuviera aproY.imadamente a una pulg~da del nivel superior de la 

solución. 

-Se dobló la tira de papel sobre el borde del matraz para que el 

papel colgara 1 ibremente. Se tapó el matraz, dejándolo así 

durante una ho,..a pal'"a poster tormente obser.var el cambio del 

color. 

Una. prueba positiva pal'"a llCN r·i:..:.ultLu ia en un cambiu de color 

del p~pel de amArillv d ,..ojo, 
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b. Glic6s1dos cardiacos. 

-Se preparó un extracto etanólico de la s1gu1ente manPra; 

Se maceraron los brotes o callos, de cada especie utilizada se 

agregó alcohol etílico en una proporción 1:1 v/v~ esta mezcla fue 

dejada en refrigeración durante 24 horas. 

El extracto obtenido proporcionó la base para la determinación de 

lactonas insatur·adas y 2-desoxiazUcares. 

PRESENCIA DE LACTONAS INSATURADAS. 

Procedimiento A: Reacción de Keddc. 

- En una cápsula de evapora~1ón se colocaron 5 ml. del extracto 

etanólico, obtenido tal como se decribe e11 el apartado 

inmediatamente anterior. 

- AJ extracto etanólico se le agregaron 5 ml. del reactivo de 

Kedde y se mezclaron muy bien con un agitador de cristal. 

- Se adicionaron y mezclaron 2 mi. de NaOH 1 N. 

Se observa el desarrollo del color. Un color púrpura indicaria 

positivamente la presencia de un anillo de lactona in~aturada. 

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

-Un trozo de papel filtro se impregnó con 0.1 ml del extracto 

etanólico antes obtenido, el que se sumergió en una caja petri 

que contenía el reactivo modificado de Kedde. 

-Se e'ICtraj6 inmediatamente el papel y se deJó secar a 

temperatura ambiente. 

una co1orac1on purpura 1na1car1a una respuesta pos1~1va, ce ia 

existencia de algón ar1illo de lactona insaturada, 
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PRESENCIA DE 2- DESOX!AZUCARES. 

-En una cápsula de porcelana se cvlocaron 10 ml. del extracto 

etanól ico ant~s señalado, deJándolo a baño de vapor hasta 

sequedad. 

-Se agregar-en 

pasó a un tubo 

3 ml del reactivo de FeCl~. se agitó; la mezcla se 

de ensayo pequeño, el que fué colocado en una 

posición correspondiente a un ángulo de 45º~ 

-Al tubo de ensayo asi inclínado se le deslizó por sus paredes 

internas l ml de H2 504 concentrado. 

La presencia de de un anillo en la interfase indicaría la 

pre~encia de 2·-desoxiazócares y/o glicósidos unido~ a 2-

desoxiazúcares. 

PRUEBA PARA TANINOS V COMPUESTOS FENOL!COS. 

-En un tubo de ensayo se colocó una pequeña cantidad de callos o 

brotes, se agregó 

solución de FeC1 3 • 

agua para disolver y después unas gotas de 

Al no haber reacción c.;on la solución de FeCla, indicaría que la 

planta no contiene taninos ni compuestos feri61icos. 

Un color azul-veYdoso o negro-verdoso, después de la adición del 

reactivo FeCl3 seria indicativo d~ la la presencia de taninos del 

tipo catecol. 

Un color negro-azulado, después d~ la adicción del reactivo 

FeC1 3 indicarla 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 cdlentó a ebullición y se aspiraró11 los Vdpores. Si se 

apreciara un olor aromático, indicaría la presencia de aceites 

volátiles. 

PRUEBA uE AZUtRE. 

-En un tubo de ensayo se colocó una pequeña cantidad de brotes o 

callos y se le añadieron 2 ml de HN0 3 ; se calentó a ebullición. 

Si se percibiera un olor desagradable indicaría ld presencia de 

azufre. 

PRUEBA PARA AZUCARES. 

Procedimiento A: 

-5.: colocó una pequeña cantidad de brotes o callos en un tubo di¿i 

ensayo y se le <lgregaron 1 O gotas de agua destilada y 

directamente Cno ~obre las paredes del tubo de ensayo>, 2 gotas 

de una solución fresca de alfa-naftol. 

-Después de haberse mezclado, se agregaYon 5 ml. de H2S04 

vac1andos por la pared interna del tubo. 

La formación de un anillo violeta indicaríd la presencia de 

carbohidrcitos. 

Procedimiento 8; 

··A 11nA pPqt1Pf\a rAn+;rlari rlP hrotpi; o r'r'\}ll'JS rr.ilor:l:'r1ns en un tuhn 

de ensayo, se l~ agregaron S ml de reactivo de Bials. 

-Se calentó la mezcla a ebullición y luego se dejó enfriar. 

Un precipitado verde floculento, indicaría la presencia de una 

pentosa. 



Pr.;:1.;: C?d i 111 i e:.on le• C; 

· Una pc.•queiíñ c .. mt.1dcld de la µlont.a s1.: disolvió en 2 ml. e.Je ügua 

destilada,<::.~ ci.gregarcn 5 ml. de t;:.c.lu.:i~n de Oer.edii:.t 

a ebullición µor 2 minl1los. 

St;> ] } íi!V<\ 

La rormación d~ un precipitado verde ümar1llento, que cambia 

ltlPIJO"' rnlnr ro.in 1.:artrilln inrlir<lri"' 1.:i r"'.-pc:;pnr-1."l rlµ 11n ,..¡71'11 ,::¡,. 

1·educ tv,-. 

PRUEBA PARA rLAVONAG 

-Se c.ol CH.~. 11r1il p¡..;iqwfr:~ cant idcld de b,.-c:it.es o call..::i~ en un tubo de 

an~ayo al que se agregaron 15 ml. de éter de petróleo; so sometió 

a calentamientu ha~td EiOºC , filtrdf , el Y"esiduo íue tl'"atado con 

volúmenes adic1onalub de éler d~ p~tróleo, y sometido nuevamente 

a calentaniienlo. 

-Se CL11nbinaro11 los filtrados etéreo5 y~~ evaporaron a sequedad. 

Se d1solv1ó el residuo d~sengrasado en 30 ml de etanol al 50%, 

ÍLIE' f i 1 trcldo distribuido en dos tubos de ensayo conteniendo 

cada uno de: ellos 2 ml c.Jel filtt·L-:¡do. 

-A un pr-imcr tubr.• cl1: t:n!',ayo se le .. "\gregaron 0.5 ml. ele HGl 

concentrado para 5er calentado 

m1nutos. 

bC1ño e.Ji: vapm dul""ante 5 

El desuYrollo dt? colvY roJo·violeta seria. inc.Jicativo de la 

pr~sencia de leucoantoc1Jni11as. 

-Al segundo tubo de en~ayc.• i:.e le agregaron O. 5 ml de HCI 

ccincentrado y 4 gr.mal las de magnesio. 

El cambio d& color.:tción dentr'J de 10 minutos, indicaría la 

pres~ncia de flavanoles. 

En el ca~o de que definitivamcmte ocurriera un cambio de colo~-, 

enfriar y diluir c.t.:in un vc•lumen igual de ayua. y agregar 1.0 ml. 

d~ oc.lil-<.dci:ihol .. Sf! cJyita y se formdn dli•,, c.e1prJ•.;. 

~l color v1ulela de la capa de octil-alcohol se debería a las 

gl1cnna."°, mientras que el ccilor ~n la cap~ 

atribuible a la pr"esE:>11c.ia d0 gl ic6sirJos. 
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PRUEBA DE ANTRAQU!NDNAS 

Proced1m1ento A: 

-Se colocaron brotes o callos en un vaso de precipitado al que se 

le añadió agua para disolver; después se agregaron 10 ml. de 

benceno, se agitó para mezclar bien y permitir que se separargn 

las dos fases (bencénica y acuosa), 

-Se traspasó la cdpa bencénica a un tubo de ensayo, al que se le 

agregarcri 5 ml. de solución reactivo de amoniaco • 

Un color r~jo indicaría la presencia de antraquinonas. 

Proced1m1ento B: 

-Sobre una placa de porcelana con cavidades se colocaron brotes o 

callos; se agr~garon unas cuantas gotas de KOH 0.5 N. 

Un cumbia color a rojo indicaría la presencia de 

antl"aquinonas. 
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3.2.3. ESTANDARIZACION DE INOCULO 

-En cajas petri conteníendo el medio de cultivo TSA se sembraron 

cada unñ de la~. bactt.•r1as ~·f...P..l.i. y §.. ~' paYa ser incubadas 

a 27º e durante 24 horas. 

-En una caja petri conteniendo el medio de cultivo VMB se sembró 

lü bacteria a.rhizogenes para ser incubada a 27° c. durante 48 

horas. 

-En condiciones asépticas y bajo la campana de flujo laminar, con 

una asa, se removieron y homogeneizaron cada una de las bacterias 

utilizando 10 ml del medio de cultivo liquido de crecimiento 

corre~pondiente a cada bacteria. 

-Cada una de 1 as suspensiones formadas fue traspasada a un vaso 

de precipitado en dcmde se tllzo la dilución conveniente par-a que 

el inóculo tuviera una absorbancia entre 0.1 y 0.2. Esta& 

lectura~ fueron tomadas en el espectrofotómetro 1..atilizando como 

blanco el medio de cultivo líquido de cada una de las bacteria. 

Las mediciones se realiiaron a una densidad óptica de 600 nm. 

-En un matrilz E""lenmeyeY contcm1endo 90 ml de medio de cultivo 

líquido correspondiente se inocularon 10 ml de cada una de las 

suspensiones bacterianils. El crec1m1ento bacteriano se ll~vó a 

cabo en un agitador orbital, con una agitación de 150 rpm y a una 

temperatura de 27° C. 

Se tomaron lecturas en el espectrofot6metro cada hora. Se 

realizaron las gráficas y sus análisis 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 callo~ obtenidos de cada e~pec1e fueron macerados 

en un mortero para tener un volúmen de lO ml, al cual se le 

agregaron 5 ml. de una soluc16n de cloruro de sodio ul 0.9'l. 

Cesterilizada en autoclave durante 15 minutos a 120 Lbs/plg2 ). 

Cada una de las suspensiones se mdntuv1eron en ag1tac16n durante 

1 hora a temperatura ambiente. Volúmenes de 2 ml. fueron puestos 

en G tl1bos de ennayo, 

-AJ tubo No. se le agregaron 2 ml. de solución salina al 0.9%. 

-Al tubo No. 2 se le agregaron 2 ml. de H2SQ4 al 1.5Y.. 

-Al tuUo No. 3 s~ le agregaron 2 ml. de solución reguladora pH 

4.0 

-Al tubo No. 4 se le agregaron 2 ml. de solución reguladora pH 

s.o 
-Al tubo No. 5 se le agregaron 4 ml. d~ éter etilico. 

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

-El contenido de cada tubo de ensayo fue mezclddo en el agitador 

magnético durante medio minuto y sellado con una película de 

plástico adherible para después ser guardados en una bolsa de 

plástico obscura en el refrigerador durante 24 hora5 CCarlson y 

Douglas, 1947). 
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3.2.:S. MEDICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE BROTES Y CALLOS 

DE LAS DlrERENTES ESPECIES DE CACTACEAS CULTIVADAS 

!.o. vitro. 

-Las bacteYias Es..:he,.1ch1d col 1 Stdphrlococcus ~fueron 

$µ111tiJ'"~Ó~S pn el ffll?dlt:• TSil ie> inr:uh~d.:ic; ~ ?.7° e dUY.:\ 11te 24 h•-'!'i.lS. 

Lct !Jct(.L~f¡,, AGrub.kltirium f111..:uwe1u~s fué ~l::'mUrddd er1 el medio YMB 

e incubada durante 48 horas a 27° C. 

-Con matE?rial estérll y en ln campana de flujo laminar,las 

bacteY1no:.. fueron J'"emovtdas con ayuda de un a~a, util1zundo el 

mismo madlC• de cultivo en est~;do 1 lqu1do en que fueron 

sembr-ada~. Se YdC 1aron a un fr-asco eslér 1 l y a partir d~ al 1 i se 

hizo una dilución utill?..'111do e.orno t..l1luyente su proph.1 medio de 

..:ull1vo en formn liquida para cada bdcleria, 

-En Es..:heYichid ~ sl? utiltlÓ la tlilu.:1M1 1;10 con una 

d~nE.id-:id ópliLa de 1.5SO 

-En Stn.philococc:u~ ~- se utilizó la dilución 1:12 con una 

densidad óptica de 1.400. 

-En Agrobacterium rhizogP-nes se utilizó lñ dilución 1:3 con una 

densidad ópt1~a de 0.400. 

-Las densidades ópt :e as fueron leídas en un e~pectro de 

dbsc1rc1ón r~rk1n Elnier una long1tud de 011da de 600 nm, 

utilizando -.::.:Jm1."'l blan~o el pyopi.:.. medio de culLivc.1 liquido donde 

creció cada bacteria. 

-Cada una de 1 as bac t 1::r i as fue sembr dda en una e aja pet r i que 

contenía una placa de ugar especifico para cada una de ellas, con 

la .-l\o'Udu de un isopo Se dt::isec.hó el isopo y se esperaron unos 3 

minutos antes de colocar los penicilindros fabricados en vidrio 

según medidas de la AOAC COficials Meth~d of Analysis of the 

Assor.:i<.'ltion Official Analitica.l Chemist). 

-Se dislrlbuy~ron ll1S 4 penitillndí"c•s,en cada uno de los 

vérti'e~ imagindrios tle un ~uadrado ~obre la placa del agar. 
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-InmediatamE?nte <lntes de probar la u.ct1v1d.::id bacter i<"itla, el 

extyacto del tubo número 2 (véase '..l.2.4>, que i:ontenia itcido 

sulfúyico al 1.5 % fue neutralizado con u11d solución de NaOH O. 1 

N. 

-Con una micropipeta se depositaron 225 microl 1tros de los 

extr·actos contenidos en los tubos números 1,2,3 y 4 en los 

penicilindros, de acuerdo con el procedimiento que se indicó en 

la sección anterior. 

-Se removió la clorofila del tubo número 5 donde estaba el 

extYacto etéreo por m~dio del carbón activado, ut1l1zando el 2% 

en relación ul volumen ocupa.do por el extrae to tlejándol o reposdr 

t hora a temperatura ambiente. Se aparU', un volumen de 1 ml. 

antes de ser filtrado utilizando paµel Wathman para quitar el 

carbón. El extracto etéreo se probó antes y después de haberle 

agregado el carbón activado. 

-Los contenidos de los tubos númeYos 5 y 6, etereo y etílico 

respectivamente, fue:iron probados utilizando un disco de papel 

Wathman de G mm., los que habían sido previamente impregnados con 

el los. 

-Las caJas petri que contenían las bac.terias [. ~ y fi. 
aureus, con los penicilindros, tul como se indicó anteriormente, 

se incubaron a 27º C. durante 24 hoyas~ la caja petri que 

contenía la bacteria a. rhizogenes se incubó durante 48 horas. 

Cada uno de lo~ e~perimcntos ue yealizó con su respectiva 

réplica. 

Se obseYvaron y anotaron los diámetyos en mil ímetYos de los 

ha1o~ dP 1as 7onas en donde se pYesentó inhibición. 
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3.2.G. MEDICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS ANTIBIOTICOS 
COMERCIALES V LAS SOLUCIONES UTILIZADAS PARA HACER LOS 

EXTRACTOS. 

Utili~~ndo las mismas técni~a~ p~ra medir la 

bactericida, se probó las soluciones reguladoras pH=4 y 

actividad 

pH•9 1 la 

1.5'l. e solución salina y solución de ácido sulfúrico al 

hidróxido de sodio con un pH=7,éter etilico, alcohol etílico y 

carbón activado ~on las bacterias empleadas en este estudio. 

También fueron probados los untibióticos comerciales Gentamicina 

80, Amox1l y Claforán. 

Reportandose los diámetros en m1limP.tros los halos de las zonas 

en donde se presentó inhibición. 



CAPITULO IV 

RESULTADOS 

4. NICROPROPAGACION DE CACTACEAS 

4.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO 

a. Micropropagación de los brotes. 

Se m1cropropagaron los brotes de las especies: Coryphanta sp., 

Stenocereu~ gueretaroens1s Escobar ia missouriensi~ y 

Leuc.htenberg ia princ ipis. Se mantuvieron libres de contaminación 

hasta el momento de ser utilizadas. 

b. ln1ciur.ión del cultivo de callos. 

La ptoliferación celular de lo5 callos se obtuvó 

siguiente~ tiempos: 

Coryphanta sp. en 5 semanas. 

Stenocereus gueretaroensis en G semanas. 

Escobaría missouriensis en 5 semanas. 

en los. 

Manteniendose libres de contaminación en el medio anteriormente 

descrito en la sección 3.1.4 hasta el momento de ser utilizadas. 
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4.2 IDENT!FICACION DE LOS CONSTITUYENTES EN LAS PLANTAS 

Pruebas químicas preliminares realizadas en brotes y callos 

de las Cactdceas cultivadas m ill.!::.Q... 

l. C.n ios. brot.es de ~oryR.!Ji!!l1..2.. sµ. st: e11conLraro11 present'="50 

alcaloides, 2-desoxiazúcares y/o gl ic6s1dos unidos 2-

desoxiaiúccires, taninos y compuestos fenól icos tipo catecol, 

carboh1dratos, pentosa5 y azúcares reductores. 

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

deso~iazúcares y/o gl1c6sidos unidos a 2-desoxiazúcares, taninos 

y compuestos ícn'lól icos tipo catecol, carbohidratos y pentosas. 

2. En los brotes de Escobaria m1ssourensis se encontraron 

presentes: 

2- desox1azúcares, carbohidratos, pentosas y azúcares reductores. 

Y en los callos de esta especie se 

desoxiazUcares y/o gl icósidos 

carbohidratos y pentosas. 

encontYaYon 

un idos a 

alcaloides, 2-

2-desoxiazucares, 

3. En los brotes de Leuchtenbergia principís se encontraron 

presentes: 

nl e al oí des, 2-desoxiazUcares y/o glícósídos unidos 2-

desoxiazUcares,tan1nos y compuestos fenólícos tipo catecol, 

caYbohidratos, pentosas y azúcares reductores. 

V en los callos de esta especie se encontraron: carbohidratos 

y azúcares reductores. 

4. En los brotes de StenoceYeus gueretaroensis se encontraron 

presentes: alcaloides, 2-desoxiazUcares y/o glicósidos unidos a 

2-desoxiazUcares, taninos y compuestos fenólicos tipo catecol, 

carbohidratos, pentosas y azucares reductores. 

V en los callor. de e~ta especie se t:mcontYaron: alcaloides, 2-

desoxiazúcares y/o glicosidos unidos los desoxiazúcares, 

taninos y compuestos fenól ic:os tipo catecol, c.arbohidratos y 

pentosas. 

E~los resultddos ~stan feportados ~n las tablas 4.2.1 y 4.2.2. 
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Tablo 4.2.1 Prueb,io preliminar•• química• primarias en ~rotes 

CON PUESTOS 

~ ::: pres~¡,.;i.1 
- = 311:fi1r.:: 
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Tablo 4.2.2 Pr1iob"3 ~r•liminareo quimicao primJriao en callo•. 

COMPUESTOS 

1-'-'l.--~·~l:"~· .. :!:·:~= -----r--r~--~--'---'----
::.-1:L:(.:1)ft1:·=· . 

... = ~r~!e~,.:n 
- :.. )lfr.!r,c1 ~ 

~ ~¡ ;•} ·:.:~::1:01 
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4.3 ESTANDARIZAC!ON DCL INOCULO. 

El cr~c1miento de la µublac10n bacteriana Odra ~dda Jna d~ 

las cepas util iiadas fue esquematizado en sus respectivas curvas 

de crec1m1ento, encontrándo!:>é' que cada uno de los cult1vos 

alravezaron l~s fases lag y logarilm1ca llegando ~ su fase 

estac1andrtd, All i s~ indican los tiempo~ y las cuncenlra,1ane~ 

bacter1an~s &~1slEnle~ ·~n L~da fa~e. 

Ver figuras 4.3.l, 4.3.2 y 4.3.3. 

Ver tJbla 4.3. l. 

Se hicieron dllucfoncR a nbaorbanc:ins mnyorcr. de 0.800 y i:ic grnficó la Densidad 

Optica. 

' !. ., 

Figura 4 .3 1- Cur.·a de cro;cimiento de St.~p/Jy/oc,,cc11s .wre11s 

__ .. ---------

1ie11po (hrs) 
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F19ura .4.3.2- Curia do crec1rr.1er1t0 <J" 

tienpu {hrs} 

Figura 4.3.3 - Curia de crecimiento de 

; 
~ 

;; 

1 :4 

. ~-----ª" 

~i~llJ>O (hr~} 
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Tabla 4.3.l Velocidad de crec1m1ento, 

Tiempo de duplicación de ~. ~ 

§... ~y e._. rh1zogenes. 

Cálculo de la velocidad de crecimiento de cada uno de los 

microorganismos:C,.. ); y del tiempo de duplicación Ctd). 

D~ acuerdo a los valores de las figuras 4.3.4, 4.3.5 y 4.3.6 

respectivamente, 

l n X2 - l n X 1 

µ 

In 2 

td 

µ 

/{. = 0.686 h - 1 td 1. 01 horas 
§.~ 

,,1.1. 0.125h-' td 5.53 hora 
e. rhizogenes e,.rhizogenes 

~ u.~1q h -, td i.¿ horas 
~. col i [. col i 
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Figura 4.3.4- Determinación gráfica de la velocidad d~ .;recimiento 

o 
Q 

.s 

específico dt> Sfiiph)ll•'"'''''~us .~ur"'""" 

-~ J 

.;:, ~ ¡ 
• :í 
~í 

J 
r 

l~ui~---­

?~11~,:i¡ 

~ ~...:.:--1n,Xlí 

1" tie.11po {hrs} ~·: 

Figura 4.3.5 - Determinación gráfica de la velocidad de crecimiento 
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Figura 4.3.5 - Determinación ~ilica de la velocidad de crecimiento 
especifico de Escherichla coh' 
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4.4 MEDICION DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE BROTES V CALLOS DE 

LAS DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS CULTIVADAS iQ. vitro. 

A partif" de lo!:i brotes de Cot"yphanta sp. se obtuvieron los 

jilJlliPntes YP~lll tAdo<;>: 

1. El extracto obtenido con la solución reguladora pH=4 formó un 

halo de inhibición de 10 mm. de diámetr'o con la bacteria e_. 
rhizogenes. 

2. El extracto obtenido con la solución reguladora pH;9 formó un 

halo de 10 mm. de diámetyo con la bacteria '1:.... rhizogenes 

creciendo sobre este halo una capa fina de bacterias. 

3. Los extractos obtenidos con la solución salina, el ácido 

sul fúT"ico al 1.51. ,éter etíl ice antes y después del tr;üamiento 

con carbón activado,agua y alcohol etílico 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 ácido sulfUrico al 1.57. formó un halo 

de inhibición de 14 mm. de diámetro con la bacteria E.,. aureus. 

Figura 4.4.2 

2. Con el extracto obtenido con la solución reguladora pH=4 se 

observó una inhibición en el crecimiento bacteriano de g_, col i y 

á· aureus dentro de los penicilindros. Figura 4.4.2 

3. El extra.e to obtenido con la solución reguladora pH=4 íorm6 un 

halo de inhibición de 14 mm. de diámetro con la bacteria e,. 
rh i z ogenes. 

4. Los extractos obtenidos con la solución salina, éter etílico 

antes y después del tratamiento con carbón activado, agua y 

¡lechal etílico no inhibieron el crecimiento bacteriano. 

A partir de los brotes de Leuchtenbergia princípis se obtuvieron 

lo~ ~iguientes resultados: 
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1. El extr~ct~ obtenido ~Qn do l~ s~luc16n reguladora pH= 9 f0rm6 

u11 t1dlt1 de liohibic1{.11 dl! 12 min. de dit.rt•t:tro 1.vr1 1.1 bactef'1a e_. 
rh i zogenes 

bacteria-:;. 

2. Los e);tr-actos obtenicJ¡_)~ con la soluci6n ~alina, el ác1c.Jo 

sulfúrico c.11 1.5'l., la S•)luc16n reguladora pH::: 4, el éter etil1c.:o 

antes y después del tr~t~miento con carbón acl1vado y tle ~lcohol 

etil1co no inh1b1eron el crec1mento bacteriano. 

A partir Ue 11..;s callor:. de LE!uchtenbe...!'.:...9...! Q.!J.n.Lllll.§. se obt.u·..,.ieron 

l cJS sigu1e11les 'l:!Sul tL.1dos: 

1. El e:..trJ.ct0 obtt>n1d.:.· con ái.:1do sul fUr1~0 al 1.5'1. formó un 

halo de intllb1c1ón dE· 5,70 mm. de diámetro con la bacteria§_, 

~-

2. Al ulil i~ar el extracto obtenido con la solución reguladora 

pH= 4 se observó unu inh1b1ci6n del crecimiento bacteríar10 de g_. 
2Y.!:..fil!§. dentro del pen1c i l 1ndrv. 

3. El extracto obtenido con la solución reguladora pH~ 4 fc.rm~1 

un halo de illh1b1.:.i~·n de 12 m111. úe diámetrc:.i con la ba~t.eria e,.. 
~·h i z.:igenes, 

4. Los extractos obt1mjtJws con 1.1 ::.0111.:1~11 sal 1na, la solución 

reguladora pi-!= 9, éter etílico antes y después del tratamiento 

Cc•n carbón activado, agua 

crc•o:imianto baclerianc •• 

alcohol etllico no inhibieron el 

A partir de los brotes rJe Escobaricl missouriensis 5e obtuvi1?ron 

los s1gu1entes resultados: 

l. Ni1lgui10 de los &'.l(trdt.tos obtt:!'nídos .;on la se.lución s.:.l ina,el 

ácidc. sul fút io.:o dl 1.51., lC\~ solucione•3 reguladora-3 pll=4 y pH"'-'3, 

étEr t.".'tjl icó ant.es y después di;:'>\ tral..~midntc.. con t •• lrbón, dgua y 

alcohol etílico tuvo acción bactericida. o inhibió el crecimiento 

de las bacterias probadas. 
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F'igura 4. 4. 1 

Inhtbición del crecimiento de Staphylococcus ~a partir de 

l~s extractos obtenidos de callos de Escobar1a missourtensis con 

solución Sdlincl y ái.::ido sulfúrico. 



Figur.;t 4,4,2 

Inh1bic16n d2l crei:ir.1i~nto de §J!.c.iphv!co._~~ ~a pu1'tir de 

loe; extractos obtenidos de cal los d~ C.:wy.Qb_r.i.J2.ta sp. con ácido 

sulf~rico y solución regu~ado~a con pH ~~.o, 
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A partir de los callos de Escobaria missouriensis se obtuvieron 

los siguientes resultados: 

1. El extracto obtenido con ácido sulf~rico al 1.5% formó un halo 

de inhibición de 12 mm de diámetro con la bacteria a. ~· 
F"lgura 4.4.1 

2. Al utilizar el extracto obtenido con la solución salina se 

observó una inhibición del crecimiento bacteriano de~. ~ 

dentro del penicilindro. Figura 4.4.1 

3. Los extractos obtenidos con tas soluciones reguladoras pH~ 4 y 

pH= 9, éter etílico antes y después del tr·atamiento con carbón, 

agua y alcohol etílico no inhibieron el crecimiento b~cteriano. 

A partir de 1 os brotes de Stenocereus queretaroensis se 

obtuvieron los siguientes resultados: 

l. Los extractos obtenidos con ácido sulfürico al 1.5% J 

solucion reguladora pH~ 4 forman un halo de inhibición de 12 mm. 

de diámetro con la bacteria ~. aur-eus. 

2. Los extractos preparados obtenidos a partir de soluciór. 

salina, solución reguladora pH ~ 9, éter etílico antes y despues 

del tratamiento con carbón activado, agua y alcohol etílico no 

presentaron inhibición del crecimiento bacteriano. 

A partir de los cal los de Stenocereus gueretaroensis se 

obtuvieron los siguientes resultados: 

1. El extracto obtenido con la solución salina formó un halo de 

inhibición de 6.70 mm. de diámetro con la bacteria a. ~-
2. Los extractos obtenidos con el ácido sulf~rico al 1.5Y. y la 

solución reguladora pH 4 inhibieron el crecimiento de §.. 

aureus formando con ambos un halo de inhibición de 5.35 mm. de 

diámetro. 

3. El extracto obtenido con la solución reguladora pH = 9 formó 

un halo de inhibición de 4.70 mm. de diámetro con la bacteria§_. 
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4. Los extractos obtenidos con solución salina, ácido sulfúrico 

al 1.5'l., éter etílico antes y después del tratamiento con carbón 

activado, agua y alcohol etilico no presentaron inhibición del 

crecimiento bacteriano. 

Todos los e~perimentos fueron realizados por duplicado y los 

resultados siempre fueron los mismos. 

Ver tablas 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3. 



Tabla 4.4.1 Accl6n bactertclda de los extractos vegetales sobre 
S. eurBll' 

!'-..._ Extroclos Diámetro de Inhibición (mm.> 
..... ......___ solución Ac. sulfúnco Soluciones 

Esoccies ~ .......... 
:)ali ne al 1.5% requ\adoras 

DH=4 oH=9 
.f.:Or~1pM:rt.! sp 
brote - - - -
callo - 14 . -
i.prl!itipis 

1 brote - - -
callo - 6.7 * -
E. miss·J)urifn.fl$ 
brote - - - -
callo . 12 - -
5.querBtaraertSis 
broie - 12 12 -
callo 6.7 5.55 5.35 4.7 

• int1ib\ción dentro del penicilindro 
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Tabla Ho.4.4.Z Acción bactericida de los extractos vegetales sobre 
d. r/li2upl:M$. 

'·-.._ Extractos Diametro de inhibicion (mm.) 

'-...... Sol11ción Ac. sulfúrico Soluciones 
........ salina al 1.5% requledoras 

Esoecies 
. ,_ 

oH•4 oH•9 
[i.lr~1p/;.Mf!f S/J. 

brote - - 10 1 o• 
callo - - 14 -

L.pri.'ICipis 
brote - - - 12• 
call•1 - - 12 

E. tnfSSIJürl°DM(~ 
brote - - - -
callo - - - -
S.qveretsroensis 
brote - - - -
~allo - - - -

•Hay una capa de bacterias fina sobre el halo. 
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Tablo No.4.4.3 Accl6n bactericida de los extroctos vegetales sobre 
E. CtJli 

'"'-._ Extractos Diámetro de lnhl bicion (mm.). 
1 "'--, solucion Ac. sulfúrico Sol 1Jc1ones 

,......._ ;atina al 1.5% requladoras 
Especies "-. IPH=4 IPH=9 
l"Qr ~~ohenta .sp 
brote 
callo 

L .. ori.?Cfpfs 
brote 
callo 

E. mfSS(Jarfensi.s 
brote 
collo 

S.qilertt.ert1Msf:: 
brote 
callo 

•Inhibición dentro del penicilindro. 
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4,5 MEDICJON DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS ANTIBIOTICOS 

COMERCIALES Y LAS SOLUCIONES PARA HACER LOS EXTRACTOS. 

Las soluciones salina, de ácido sulfúrico al 1.5Z e hidróxido 

de sodio, reguladoras pH=4 y pH=9, y carbón activado sin extracto 

de plantas <testigos> no inhibieron el crecimiento de las 

bacterias empleadas en este estudio, excepto 1 a solución 

reguladora pH=4 con la cual se observa una capa fina de 

bacterias de a_. rhizogenes al rededor del penic i 1 indro· formandose 

un halo de 12 mm de diámetro. 

Los discos de papel filtro impregnados con éter y alcohol etílico 

una vez secos, no inhibieron el crecimiento de las bacterias 

utilizadas. 

El crecimiento de §... ~ fué inhibido con el antibiótico 

Gentamic1na a una concentración de 40 mg/ml formando un halo de 

15 mm. de diámetro. 

El crecimiento de ~· ~ fué inhibido con el antibiótico 

Amoxiclina a una concentración de 166 mg/ml formando Un halo de 

16 mm. de diámetro. 

El crecimiento de ~· rhizogenes fué inhibido con el antibiótico 

Cefotaxima CClaforán) a una concentración de 25 mg/ml formando un 

halo de 23 mm. de diámetro. 

Ver tablas 4.5.r y 4.5.2. 
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Tablo 4.5.1 Acción bactericida de los reactivos utilizados en lo preparación de 
los extractoo vegetnlos. 

''-....._ lleoctivos1-.,,..,.....,.....,---.,.----,~D"-i'-'8;-'m"'e°'t"r-i'o,.-'d:,:ec.;i:,:n¡.oh:.oi.=b~ic"'i-"ÓF-n-'(-'m"'m""-'.)'--~-----1 
"--. Soluciones Carbón Solución Eter Alcohol ','°" Reo•Jlatloras Activado NaOH + H2 504 et!lico etílico 

Buctcrios ·,. oH•9 oH•4 oH=7.0 

E wli 

12. 

• Existe una capa ii na de bacterias sobre el halo. 

Tabla 4.5.2 Acción bactoricido 4• lo• 1ntibiólico1 tobn 
E. "li, S. 6UUU$ 11 A. r//izqpnes. 

~~· 
Dió"'8tro de i1hibición « mm.) 

GentamiciM Cefotaxime Amoxicline 
Bacteria• (40 mo/ml) (25 mo/ml) ( 166 mo/ml) 

E.IX'li - 16 

S.Jurere 15 - -
A. rhiZ()Qenes - 23 -
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CAPITULO V 

DISCUSION 

En este trabajo de investigación se obtuvieron drogas no 

refinadas de origen vegetal mediante las extracciones de 

diferentes soluciones con los brotes y callos de las cactáceas 

cultivadas l!J.. Y.!l!:.9. que inhibieron el crecimiento de los 

microorganismos s._. col i' §.. ~y a. rhizogen~. 

Los extractos obtenidos a partir da los brotes y callos de§.. 

gueretaroensis. brotes de Leuchtenbergia principis y Coryphanta 

sp., callos de Coryphanta sp. y E'.scobaria missourensis 

presentaron una inhibición del crecimiento bacteriano frente a 

las cepas ~. SQ.U., a_. Y"hizogenes y §.. aureus. 

Por otro lado en dos investigaciones realizadas por Carlson y 

cols. (1947>, en las especies de ~ rigida, Verbascum 

blattaria, Ceanothus velutinus y Chrysopsis mariana al igual que 

en este trabajo, donde se utilizaron las mismas técnicas de 

estudio se encontró una actividad inhibitoria de crecimiento 

para bacterias gramnegativas y grampositivas. 

En las pruebas químicas preliminares de las cactaceas cultivadas 

in vitre se encontró la presencia de carbohidratos, alcaloides, 

glicósidos, taninos y compuestos fenólicos, reportados en las 

tablas 4.2.1 y 4.2.2. Staba (1980) menciona que la obtención de 

este tipo de metabolitos es muy común a partir de diferentes 

plantas bajo la técnica de cultivo de tejidos. F'iguran 

alcaloides del grupo de la isoquinolina (Catarantus roseus>, 

taninos (cal los de Juniperus communis), compuestos fen61 ices 

CAcer pseudoplatanus) glic6sidos 

carbohidratos <Helianthus annus>. 

(Digitalis metronensis) y 

Se hace referencia a los alcaloides tipo isoquinolina debido a 

que existen evidencias de las propiedades bactericidas de ellos y 

además son los que generalmente producen las cactaceas <Sodi, 

1953). 
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El alcaloide peyocactina fué obtenido y probado su actividad 

bactericida por Walkington y cols (1960) observando halos de 

inhibición mayores que los producidos por los extractos de los 

cactos repor'tados en este tr·abajo. En cuanto a la investigación 

realizada por Viramontes (1991> sobre la misma temática sus 

resultados muestran una acción bactericida por parte de este 

alcaloide, así como lo reportado por las cactaceas que contenian 

alcaloides y que presentaron acción inhibitoria del crecimiento 

bacteriano. Otra evidencia de esto es la existencia de la 

berberina perteneciente a este mencionado grupo obtenida a través 

de la técnica de cultivo de tejidos estaba, 1980) y que tiene 

propiedades bactericidas CTaba.ta, 1991>. 

En lo que respecta al grupo de taninos y compuestos fenólicos no 

es rara su presencia en las cactaceas cultivadas !!l. vitro. Ya que 

se les considera como los meta.bolitas secundarios más comunes 

CSharp et al., 1977>. 

Por otra parte, la acción 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 alelopático de las plantas 

<Harborne, 1985). 

Esto coincide con la inhibición del crecimiento bacteria.no por 

parte de los extractos de las cactáceas reportadas que contenia.n 

taninos y compuestos fen6licos, además de que los callos 

fueron tomados en la fase de proliferación celular. 

La presencia de carbohidratos en las cactáceas es importante. 

Ya que estos metabolitos primarios dan origen a la presencia de 

los secundarios. Algunos azúcares como la glucosa, fructuosa 

ocurren muy frecuentemente en las drogas vegetales, tales como 

las que estan en combinación con los glicósidos. Dentro de las 

estructuras glicosídicas estan involucrados muchos antibióticos 

que derivan del metabolismo de los carbohidratos, los 

aminoglicósidos: gentamicina, kanamicina, neomicina, 

estreptomicina CTyler et al., 197Gl. Por lo cual quizA también a 

estructuras similares se les pudieran atribuir estas propiedades 
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inhibitorias del crecimiento bacteriano pof" parte de las 

cactáceas reportadas que contienen estos compuestos y que sus 

extractos presentaron esta inhibición. 

Los extractos vegetales preparados a partir de callos de 

Stenocereus aueretaroensis, tuvieron una actividad constante 

bactericida. En el análisis cualitativo realizado de estos se 

encontf"6 la presencia de taninos y compuestos fenólicos los 

cuales aparecen en determinados estados o etapas de crecimiento 

de los cultivos como lo menciona Harborne (1985). 

La bacteria más suceptible a los diferentes tipos de extractos 

reportados en la sección de resultados fue§.. ~· 

De acuerdo a los resultados de los experimentos, las 

posibilidades del uso industrial en el área farmacéutica de los 

metabolitos secundarios encontrados en las diferentes cactáceas 

estudiadas, son enormes ya que la 

metabolitos apoyada con la técnica de 

biosíntesis de estos 

cultivo de tejidos 

vegetales, se pudiera obtener u~a serie de beneficios económicos 

a partir de una comercialización adecuada de estos productos 

naturales de interés médico~ 

Se sugiere que los resultados obtenidos sean comprobados ya que 

los problemas a los que se enfrenta este tipo de investigación, 

son de órden genético, morfológico y bioquímico. 

Se debe estar alerta ante la posibilidad de que los metabolitos 

puedan estar solamente en el primer explante y no persistir en 

los subcultivos (Staba, 1'380). 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

1. Los inóculos util iiados fueron los adecuados para observar la 

inhibición del crecimiento bacteriano de g_. col i. §... aureus y a. 
rhizogenes. 

2. Diferentes tipos de extractos preparados a partir de los 

callos y brotes de las cactáceas cultivadas in.. vitre presentaron 

acción bactericida con las cepas §._. ~, [. mil y~ 
rhizogenes. 

a. El crecimiento de §.. ~ fué inhibido por diferentes 

extractos preparados a partir de callos de Coryphant.a sp. 

Leuchtenberg1a principis, Escobaria missouriensis y brotes de 

Stenocereus gueretaroensis. 

b. El cree imiento de s_. col i 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 

Leuchtgnbergia principis. 

3. El cultivo de tejidos vegetales a través de las diferentes 

técnicas de micropropagación puede ser usado como alternativa 

para Ja obtención de plantas como una fuente biológica de 
potenciales compuestos. 

Las ventajas que ofrece el uso de esta técnica sobre el 

convencional tipo cultivo de plantas completas son: 

a. Evita la destrucción del ecosistema. 

b. Producir compuestos bajo controladas condiciones ambientales. 

c. Regula el crecimiento celular y sus procesos metabolicos. 

d. Quizás se pudiera obtener suficiente materia prima para las 

necesidades industriales. 
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e. La biotransformación 

medicinal. 

de compuestos a compuestos de uso 

f. Biosintesis de metabolítos secundarios 

La técnica de cultivo de tejidos vegetales es de potencial 

valor para ser usada como una eficiente fuente industrial de 

metabolitos secundarios y ser producidos comercialmente a más 

bajo costo que a partir de las usuales fuentes comerciales. 

Una tecnología tan bondadosa y potencialmente importante debe 

estar ligada a la realidad social y ~conómica del país. 

México posee una gran riqueza vegetal, con recurso5 humanos 

calificados y estudios tecnológicos haciendo que sea necesaria 

la participación del sector público, privado y productivo para 

que exista una comercialización adecuada de esta tecnología y así 

el país pueda alcanzar una posición más ventajosa en los mercados 

mundiales. 
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RESUMEN 

El objetivo del presente trabajo fué determinar la acción 

bactericida in. vitro de las siguientes especies de cactáceas: 

Leuchtenbergia principis 

Escobaría missouriensis 

Coryphanta sp. 

Stenocereus gueretaroens1s 

En este trabajo de investigación se hizo la micropropagaci6n 

de las especies utilizando técnicas de Cultivo de Tejidos 

Vegetales. 

Se determinó cualitativamente la composición química 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: ~. ~' a. rhizoqenes y ~· ~-

El crecimiento de §_. col i fué inhibido por el extracto 

obtenido a partir de los callos de Coryphanta sp. 

El crecimiento de a_. rhizogenes fué inhibido por el extracto 

obtenido a partir de los brotes de Coryphanta sp. y 

leuchtenbergia orincipis. 

El crecimiento de ~. aureus fué inhibido por diferentes extractos 

preparados a partir de callos de Coryphanta sp.,Leuchtenbergia 

principis Escobaría missouriensis y brotes de Stenocereus 

queretaroenesis. 
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CAPITULO VI 1 

APENO ICE 

7.1 Medio Murashige y Skoog <1Só2) adicionado con las 
vitaminas -L2 CPhillips and Collins, 1979>, para la 
producción de brotes múltiples. <•> 

MS- Mayores 10 ml/l 

MS- Menores 5 ml/l 

CaCl:z 22 ml/I 

Fe,EDTA 10 ml/1 

Vitaminas -L,, 10 mi /l 

Sacarosa 30 gr/I 

Acido naftalenacético CANAl 0,02 mg/l 

G-furfuril aminopurina CK!Nl 5.00 mg/l 

Agar B.00 gr/l 

pH; 5.8 ± 0,05 

Esterilizar en autoclave. 

(•) Solución Stock de elementos mayores MS: 

COMPUESTO 

IG5.0 

KNO"' 190.0 

MgS0 •• 7HzO 27.0 

17.0 

Esterilizar (autoclave). 
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(*) Solución Stock de elementos menores MS: 

H3803 1240 mg/l 

Mn504,H20 2.38 gr /l 

ZnS04.7H2 0 2.12 gr/l 

KI 176 mg/l 

NazMo0 .... 2H:aO 50 mg/l 

CuSQ4,5H20 5 mg/l 

CoCl,.. 6H,.O 5 mg/l 

Esterilizar <autoclave). 

(*) Solución 

Thiamina 

Pyridoxina 

Inositol 

stock de Vitaminas -L2. 

200 mg/l 

50 mg/l 

25 gr/l 

No se esteriliza 
uso inmediato, 
tiempo. 

Solo guardar en refrigeración para 
o congelar para conservar por más 

(*) Solución stock de cloruro de calcio. 

CaCl,. 20 gr/l 

Esterilizar en autoclave. 

(*) Solución stock de fe.EDTA. 

feSQ4. 7Hz0 2.784 gr/l 

Na2EDTA 2. 724 gr/l 

Esterilizar en autoclave. ESTA TESIS Níl nrnr 
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7.2 Medio Murashige y Skoog C1962l adicionado con las vitaminas 
-L 2 <Phillips and Collins, 1979), modificado por Clayton., y 
cols. 1990) para la producción de callo. (*) 

MS-Mayores 10 ml/l 

MS-Menores 5 mlll 

CaCl 2 22 ml/l 

Fe,EDTA 10 mlll 

Vitaminas -L2 10 mlll 

Sacarosa 30 gr/l 

Acido 2,4-Dicloro- 3 mg/l 
fenox iacét ico C2,4-Dl 

Acido naftalenacético CANA) 2 mgll 

6-furfuril aminopurina CKINl 2 mg/l 

Agar 8 gr/! 

pH = 5.8 0.05 

7.3 Medio de cultivo para Agrgbacterium rhizogenes YMB. (*) 

K2 HP04 0.5 gil 

Mg5D ... 7H2D 2.0 gil 

NaCI 0.1 gil 

Manito! 10.0 gil 

Extracto de levadura 0.4 gil 

pH 7.0 

agar IS.O gil 

Rifampicina so.o mg/l 

C*) Se utiliza como solvente agua destilada. 
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