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ESTUDIO DE LAS CONDICIONES PARA LA MICROPROPAGACION DE 

DAMIANA (Turnera diffusa). 

1. RESUMEN 

Damiana es una planta arbustiva caducifolia que en condiciones silvestres mide 

entre 0.3 a 2 m de altura. Se desarrolla dentro de la vegetación denominada Matorral 

Xerófilo, con clima árido a semi-árido. Esta planta tiene importancia socio-económica 

porque Sus hojas se emplean para preparar bebidas de infusión, como saborizante de 

licor y tiene usos medicinales. A pesar de la importancia de la damiana, la única fuente 

de producción son las plantas silvestres, debido a que no se conocen las condiciones 

para la germinación de la semilla y no se han encontrado otros métodos de 

propagación, lo cual provoca una producción irregular. Así mismo, la escasa 

distribución y la imposibilidad de su cultivo pueden provocar que al aumentar la 

demanda exisla el peligro de extinción de dicha especie debido a una sobre 

explotación. Por eslas razones, el objetivo general del presente trabajo fue 

implementar una tecnología enfocada hacía el proceso de domestícación de esta 

planta por medio de la técnica de cultivo de tejidos vegetales. 

Los objetivos específicos fueron: 

1) Investigar las condiciones que favorecieran la propagación de la planta de damiana 

por medio de la técnica de cultivo de tejidos. 

2) Estudiar los requerimientos para la adaptación de estas plantas desarrOlladas in 

vitro al transplantarlas a macetas. 

3) Llevar a cabo investigaciones sobre la adaptación de estas plantas al sembrarlas en 

el campo experimental. 

4) Analizar y comparar el contenido de lípidos totales y aceites esenciales de las 

plantas de damiana micropropagadas y plantas silvestres. 

En la metodología empleada se establecieron las condiciones de asépsia para 

el cultivo de explantes de hojas; se probaron 2 medios de cultivo diferentes y un total 

de 78 combinaciones de reguladores de crecimiento. 
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Los resultados mostraron que en el medio MS después de 3 meses se iniciaba 

el desarrollo de hojas y a los 9 meses se desarrollaron plantas completas y 

posteriormente se resembraron para obtener brotes nuevos para la formación de 

nuevas plántulas. Después de obtener las plántulas in vitro, se transplantaron a 

macetas y se mantuvieron en un cuarto de cultivo con condiciones controladas, con 

70% de humedad, luz y temperaturas controladas. En cuanto se adaptaron a macetas 

se transplantaron al campo con una sobrevivencia del 90%. Se sembraron 60 plantas 

en el campo experimental del CIBNOR a una distancia de 1 m entre cada una, 

regándose cada 8 días durante 3 meses, cada 15 días durante 6 meses y 

posteriormente cada mes. Después de transplantar las plantas al campo, se podaron 

cada año. Se cuantificó la producción durante 3 años consecutivos y posteriormente al 

8 año, tomando el peso fresco y peso seco de hojas y tallos, hojas solamente y tallos 

solamente . Se analizó el contenido de Iípidos totales y aceites esenciales de las 

plantas micropropagadas (transplantadas al campo experimental) y de plantas 

silvestres; después de comparar los resultados estadísticamente, no se observaron 

diferencias significativas entre los dos tipos de plantas. 

En conclusión, de acuerdo con los resultados obtenidos, durante los 8 años de 

investigación sobre la micropropagación de damiana , se propone que esta tecnología 

es un método factible para la propagación y un importante avance en el proceso de 

domesticación de la damiana. 
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IIABSTRAeT 

Damiana (Turnera diffusa) is a deciduous shrub. In wild conditions it grows 0.3 

to 2.0 m high in arid and semiarid regions. This plant has socioeconomic importance 

because its leaves are used, by infusion, for drinks, as liquor flavoring, and for 

medicinal uses. In spite of the importance of damiana, the only production source is the 

wild plant, because seed germination conditions or other propagation methods are not 

known. This causes an irregular production. The scarce distribution and the 

impossibility of its cultivation cause the species to be endangered because of 

overexploitation. For these reasons, the general objective of the present work was 

implement a technology focused toward the domestication of this plant by means of 

plant tissue culture technique. 

The specific objectives were: 

1) Investigate the conditions for successlul propagation using plant tissue culture 

technique. 

2) Study the requirements lor adaptation 01 these plants developed in vitro lor 

transplant to pots. 

3) Investigate conditions to transplant these plants to an experimental field and obtain 

yield. 

4) Analyze and compare Ihe content of totallipids and essential oils between 

micropropagated and wild plants. 

With the methodology proved, we worked out the sterilization conditions of the 

leaf explants. We tested two different media and two different source of explants. 

Different combinations of plant growth regulator (78) were tested. 

Results showed development of leaves in MS media after 3 months and 

complete plants were developed after 9 months. Later in each transplant we obtained 

new buds and afterwards new plants. In vitro plants were transplanted to pots and 

grown at 70% humidity in a light and temperature controlled room. After adaptation in 

pots, plants were transplanted to the field with 90% survival. Plants (60) were sown in 

the CIBNOR experimental field. They were irrigated every 8 days for three months, 
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every 15 days for 6 months and in the following years each month. Yield was 

measure by pruning each year lor 3 years and at year 8. We weighed leaves and 

stems, both fresh and dry weight. Totallipids and essential oils from the leaves 01 wild 

and micropropagated plants growing in the field were analyzed. There was no 

significant difference between them. 

In conclusion, with results obtained over 8 years 01 research on damiana 

micropropagation, we propose this technology is a leasible method lor propagation 

and an important advance in the domestication process 01 damiana. 
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IIIINTRODUCCION 

la conservación de los recursos naturales, especialmente las plantas silvestres 

con valor socio-económico, es un punto que interesa a varios sectores de la sociedad. 

la extinción de algunas especies de interés farmacológico, puede provocar la 

pérdida de compuestos de interés para la terapéutica. Así mismo, son importantes las 

plantas de las zonas áridas, ya que desarrollan estrategias de sobrevivencia para 

tolerar las altas temperaturas y la sequía; al cultivar este tipo de plantas pueden 

hacerse productivas las zonas áridas, donde los cultivos tradicionales difícilmente se 

desarrollarían. 

Es por ésto, que es importante el cultivo para la conservación de estas 

especies, como es el caso de la damiana (Turnera diffusa), que es una planta 

arbustiva caducifolia en condiciones silvestres, mide entre 0.30 a 2 m de altura, con 

tallos ramificados, lisos y rectos, de color pardo rojizo, flores axilares pequeñas de 8 a 

12 mm color amarillo brillante; el fruto es una cápsula ovoide de 4.Q mm de longitud 

color verde, dehiscente del ápice a la mitad, trivalvar; semilla de color café o 

blanquecino cremoso, testa dura de superficie ásper¡¡ (Thomson, 1980). Se desarrolla 

dentro de la vegetación denominada Matorral Xerófilo, esta vegetación se encuentra a 

una altitud de 0-300 msnm con clima de árido a semi-árido, con temperaturas medias 

anuales de 22. 1 a 24 oC con máximas de 40·C en los meses de Julio y Agosto y 

mínimas de 12·C en los meses de Enero y Diciembre; baja precipitación pluvial con 

una media anual de 180 a 267 mm; los suelos son de textura ligera, clasificados como 

migajón arenoso o arena migajonosa, con pH ligeramente alcalino, pobres en 

nitrógeno (Wiggins, 1980). la damiana tiene importancia socio-económica , porque 

sus hojas se emplean para preparar bebidas de infusión, como saborizante de licor y 

tiene uso medicinal. A pesar de la importancia de la damiana, la única fuente de 

producción son las plantas silvestres, debido a que no se conocen las condiciones 

para la germinación de la semilla y no se ha desarrollado un método para la 

propagación, lo cual provoca una producción irregular. la escasa distribución y la 

imposibilidad de su cultivo puede provocar que al aumentar la demanda se lleve a 
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esta especie hacia el peligro de extinción debido a una sobre-explotación 

(Alcaraz-Meléndez, el al. 1994). 

Por lo anterior, la micropropagación de damiana es una buena alternativa para 

conservar y reproducir esta especie, debido a que esta técnica tiene ventajas tales 

como: 

Disponibilidad permanente del recurso; es posible controlar las condiciones medio 

ambientales de propagación, como son la calidad e intensidad de luz, temperatura, 

humedad, etc.; dosificación de nutrientes que requiere la especie; no existe influencia 

de microorganismos como, bacterias, algas, hongos o invertebrados microscópicos en 

el desarrollo de la planta; producción masiva de un clon con características 

genéticamente deseables, lo cual acelera el proceso de domesticación con un ahorro 

considerable de tiempo y favorece la propagación a gran escala en un espacio 

reducido. 
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IV ANTECEDENTES 

1. IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS COMO FUENTE DE METABOLlTOS DE 

INTERES ANTROPOCENTRICO. 

Las plantas son la fuente primaria de la vida por el proceso de la fotosíntesis. 

pero además, las ramas y hojas han protegido al hombre, proporcionando calor al 

prender la leña, alimentándolo con frutos, semillas y raíces. Gradualmente, en un 

proceso de ensayo y error, el hombre fue descubriendo las plantas que se podían o no 

comer y también descubrió ciertas cualidades mas allá de la simple alimentación, 

como fibras para elaborar vestidos, tinturas para teñir la ropa, el cuerpo o el cabello, 

perfumes extraídos de las flores, analgésicos contra el dolor, alivio contra la fiebre, 

entre otros muchos usos. 

El uso medicinal de las plantas y su eficiencia desde tiempos remotos, ha 

influido para promover la investigación sobre la búsqueda de nuevos compuestos 

biológicamente activos a partir de fuentes naturales. Actualmenle el 75% de la 

población emplea plantas o sus extractos y otras herramientas de la medícina 

tradicional, reportándose alrededor de 121 compuestos clínicamente aceptados como 

medicamentos a nivel mundial (Abelson, 1990). 

Las plantas han sido una fuente importante de medicamentos porque producen 

moléculas bioactivas, muchas de las cuales probablemente actúan como defensa 

química contra depredadores o infecciones, en la tabla 1 se describen algunas de las 

más importantes plantas que se han empleado tradicionalmente como medicína antes 

de que los científicos empezaran a analizar los componentes químiCOS y detectar los 

compuestos activos (Cox y Balick, 1994). 
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Tabla 1. Productos naturales descubiertos por conocimientos etnobotánicos. 

PRODUCTO USO MEDICINAL ..... . .••. 

PLANTA PROOUC'rORk 
NATURAL 

Aspirina Reduce el dolor y la Filipendu/a u/maria 
inflamación 

Codeína Disminuye el dolor y Papa ver somniferum 
suprime la tos 

Ipecac Induce el vómito Psychotria ipecacuanha 

Pilocarpina Reduce la presión ocular Pi/ocarpus jaborandi 

Pseudoefedrina Reduce la congestión nasal Ephedra sinica 

Quinina Combate la malaria Cinchona pubescens 

Reserpina Baja la presión sanguínea Rauvo/fia serpentina 

Scopolamina Disminuye las Oatura stramonium 
enfermedades motoras 

Teofilina Abre los bronquios Camel/ia sinensis 

~Inblastina Combate la enfermedad de Cafharanfhus roseus 
Hodgkin 

Soejarto (1996) reporta que una porción significativa de los compuestos 

farmacéuticos no sintéticos o semi-sintéticos actualmente empleados provienen de 

plantas superiores, seguido de productos provenientes de microorganismos, animales 

y por último de minerales. 

Los estudios etnobotánicos suponen que el uso que le dan a las plantas los 

indígenas, pueden ofrecer fuertes señales sobre su actividad biológica. Estos estudíos 

son actualmente uno de los varios métodos que pueden ser aplicados en la búsqúeda 

de plantas para estudios farmacológicos, se estima que 265;000 especies de plantas 

cubren la tierra y de éstas, menos de la mitad del 1 % han sido estudiadas 

exhaustivamente para valorar su composición química y medicinal (Cox y Balick, 

1994). 

El material vegetal o animal que se va a buscar o usar para una investigación 

inicial debe seleccionarse a través de numerosos criterios (Waterman, 1990; Cordell, 

1993) tales como: 
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al Información sobre el uso de la medicina tradicional. los conocimientos de la 

medicina tradicional están ampliamente aceptados como indicadores de la presencia 

de compuestos biológicamente activos en las plantas, es el primer paso para iniciar 

estudios sobre este campo. El uso continuo y prolongado de una planta en particular 

en la cultura indigena, para tratar cierta enfermedad es una demostración clara de su 

eficiencia. la información de los usos medicinales pueden ser obtenidos por medio de 

interrogatorios a las personas de una cultura en especial (medicina etnobotánica o 

etnofarmacología) (Soejarto, 1996). 

bl Aprovechamiento de la gran diversidad taxonómica del material de origen. 

Una práctica ampliamente adoptada en la investigación de los compuestos naturales 

de las plantas es hacer una búsqueda en un gran número de muestras para detectar 

uno o mas compuestos biológicamente activos. la razón de ésto es el hecho de que 

hay una mezcla en la diversidad taxonómica que refleja una gran variedad de 

compuestos químicos, debido a que cada especie de planta produce un juego de 

diferentes substancias químicas, esta capacidad ha sido desarrollada a través de 

millones de años de evolución biológica. 

cl Obser:vaciones en el campo enfocadas hacia la interacción entre organismos. 

las acciones en las que un organismo repele a otro, indican la presencia de defensa 

química, donde se protege la presa del depredador, pudiendo ser una interacción de 

planta-insecto, de planta-planta, etc. Este tipo de observaciones se ha incrementado 

como criterio para evaluar plantas de interés biomédico. 

dl Relaciones quimiotaxonómicas de organismos de los que se conoce previamente 

algún compuesto con actividad biológica. 

Cuando existen relaciones taxonómicas cercanas, la posibilidad de que los 

compuestos activos se encuentren en el mismo taxa son muy altas, cuando se 

encuentra un compuesto de importancia médica o farmacológica los ensayos se hacen 

buscando el mismo compuesto en taxas cercanas como por ejemplo en otras 

variedades de la misma especie, otras especies del mismo género u otros géneros 

pero de la misma familia. Estos conocimientos se basan en la quimiotaxonomía. 
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e) Resultados prometedores de pruebas biológicas (publicados o no) de un organismo 

en particular previamente estudiado. 

Los resultados de pruebas de laboratorio positivas o prometedoras proveen fuertes 

bases para regresar al campo y recolectar muestras del mismo taxon pero en gran 

cantidad para estudios posteriores, como aislamiento de químicos y otros bioensayos. 

Cox y Bally (1994), describen que en 1960, los ensayos estándares de 

búsqueda de varios tipos de drogas, consistía en hacer pruebas inyectando a roedores 

y esperando a ver si el animal se enfermaba, se mejoraba o presentaba algún otro 

cambio de comportamiento o de salud. Este tipo de búsqueda consumía mucho tiempo, 

era costoso y sin precisión. Ahora, treinta años después, los bioensayos son más 

rápidos, generalmente automatizados y significativamente más específicos. Muchos 

ensayos pueden hacerse probando la capacidad del extracto para influir en la 

actividad de una sola enzima involucrada en interacciones bioquímicas que determinan 

una enfermedad, por ejemplo, los científicos buscan un tratamiento contra el SIDA, el 

cual pueda inhibir la actividad de la enzima reverso transcriptasa en las células. La 

reverso Iranscriptasa codifica para el material genético del HIV que es necesario para 

reproducir las partículas virales. 

Las técnicas para el aislamiento e identificación de compuestos químicos en 

productos naturales son ahora muchos y más potentes, empleándose técnicas de 

cromatografía, espectrofotometría de masas y resonancia magnética nuclear 

principalmente (Abelson, 1990). El Instituto Nacional de Cáncer de Estados Unidos 

ha creado una tecnología revolucionaria para detectar drogas anticáncer, empleando 

en sus pruebas 60 diferentes líneas celulares de tumores cancerígenos, como por 

ejemplo tumores de cerebro, leucemia, melanomas, etc. Estas nuevas técnicas de 

rastreo para drogas anticáncer permiten evaluar alrededor de 20,000 substancías 

diferentes por año (Abelson, 1990). 

Las plantas representan una importante fuente para elaborar las medicinas 

actuales, consecuentemente la mayoría de las especies de plantas son un reservorio 

para descubrir nuevos productos bioactivos; la conservación de estos recursos permite 

la continuidad de su uso desde el punto de vista farmacológico (Soejarto, 1996). 
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2. IMPORTANCIA DE LA EXTINCION DE LAS ESPECIES PRODUCTORAS DE 

FARMACOS 

La extinción de las especies puede presentarse como una respuesta a los 

cambios medio-ambientales, al ir cambiando la calidad del bioespacio, las especies 

han evolucionado y adquirido nuevas adaptaciones o se han extinguido. Los registros 

fósiles demuestran que como regla general van produciéndose extinciones o 

pseudoextinciones de forma más o menos continua, aunque las tasas de extinción 

varian mucho en el tiempo (Newelt, 1956). Los organismos altamente especializados 

están menos capacitados para enfrentarse a los cambios medio-ambientales que los 

organismos flexiblemente adaptados; los organismos especializados poseen por lo 

general moñologías elaboradas y esto conduce a la teoria de la senectud racial. 

Dobzhansky, et al. (1980), definen dos tipos de extinción que se traslapan, uno resulta 

de la disminución del número máximo de especies de toda la biosfera y en el otro que, 

no se encuentra relacionado con la regulación de la diversidad, se presenta como 

resultado de cambios ambientales, ya sea faclores bióticos o fisicos, que resultan 

deletéreos para las adaptaciones de algunos linajes; el primer tipo depend!, de la 

diversidad y el segundo es independiente de ésta. 

Las extinciones independientes de la diversidad se producen de forma más o 

menos continua, la mayoría de los faclores independientes de la diversidad son 

climáticos, al aumentar o disminuir la temperatura o al modificarse la precipitación 

pluvial, se extinguen las especies. 

Las extinciones dependientes de la diversidad pueden llevarse a cabo local o 

globalmente y en algunos casos han afectado el nivel de diversidad de la biota de todo 

el planeta, los descensos en el número máximo de especies que provocan extinciones 

no pueden ser contrarrestados por la diversificación hasta que vuelva a ascender 

dicha capacidad. 

Es imposible predecir que compuestos de interés farmacológico pueden 

presentarse en especies que no han sido analizadas, la extinción de estas especies 

puede resultar, por lo tanto, en la pérdida de compuestos importantes para la 
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terapéutica, existe un gran número de especies en peligro de extinción como Gingo 

biloba, que es una planta antigua, la cual fue salvada de la extinción natural por el 

hombre y de este árbol se aislaron los compuestos ginkgolides, los cuales son 

inhib,dores potentes del factor activador de las plaquetas y promete ser eficaz en el 

tratamiento de isquemia y edema cerebral (Huxtable, 1992). 

La conservación de las plantas medicinales es importante para mantener las 

especies y las razas químicas para uso local y aplicaciones futuras, cambiando los 

patrones de uso de la tierra y la sobre explotación pueden provocar que la vegetación 

esté en peligro de extinción, como en el caso de las plantas como Valeriana (valeriana 

mexicana) y Psacalium (matarique); la disminución de las poblaciones silvestres 

debido al incremento de la demanda ha propiciado que algunos agricultores mexicanos 

inicien el cultivo de plantas medicinales populares como Heterotheca (árnica) y 

Agastache (toronjil) (Bye et al. 1994). 

Farnsworth y Soejarto (1985) hicieron un estudio sobre la pérdida económica 

que representa la extinción de una especie vegetal con aplicación farmacéutica que se 

desarrolla en los Estados Unidos; estos cálculos se basan en varios datos como: el 

número de especies de plantas superiores que se desarrollan en Estados Unidos que 

es de 20,674 (Kartesz y Kartesz, 1980), y se estima que para el año 2,000 se extinga 

el 10%, lo que equivale a 2,067 especies. Se llevó a cabo una encuesta sobre las 

medicinas recetadas e identificaron las que contenían extractos crudos vegetales, 

mezclas semipurificadas de compuestos activos, solamente los compuestos activos o 

compuestos activos que han sido modificados químicamente; encontrándose que 

durante el período comprendido entre 1959-1973 hubo un promedio de 25.36% de 

medicinas que contenían uno o más compuestos activos derivados de plantas 

superiores (Farnsworth y Morris, 1976). El número de medicinas recetadas con estas 

características fue multiplicado por el promedio del precio por cada año (en el período 

de 1959-1973), obteniéndose así un valor en dólares para 1973 de $ 3.188 billones de 

dólares. En 1980, el precio promedio de medicinas con principios activos vegetales 

era de $8 dólares y multiplicado este precio por el número de medicinas es alrededor 

de 1,014 millones, resulta un total de $ 8.112 billones de dólares. El tercer punto a 
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considerar para estimar el costo de las especies que pueden extinguirse, es la 

posibilidad de que contengan algún compuesto activo, aún no descubierto, para 

controlar algún tipo de enfermedad como cáncer, malaria o hipertensión; estas plantas 

estudiadas exhaustivamente suman un total de 5,000. De estas 5,000 especies en 

Estados Unidos, solamente se usan 40 , lo que nos indica que 1 especie de cada 125 

esta siendo empleada. Tomando los datos anteriores y como se indicó previamente, 

se calcula que se extinguirá ellO % de todas las plantas superiores para el año 2,000, 

lo que corresponde a 2,067 especies. Así, se calculó que 2,067 especies divididas 

entre 125 resultó que 16 especies empleadas farmacológiamente se habrán extinguido 

en el año 2,000. Basándose en los cálculos anteriores sobre el valor monetario de las 

especies que se emplearon en 1980, que fue de $8.112 billones, ésto determinó el 

valor de cada especie de las 40 empleadas como medicinales; dividiendo $8.112 

billones entre 40, se obtiene el valor por especie de $203 millones de dólares, y 

proyectando la posibilidad de que se extingan 16 especies útiles para el año 2,000 en 

Estados Unidos, el valor total calculado de pérdida será de $3.248 billones de dólares. 

3. DOMESTICACION DE ESPECIES 

la domesticación es un proceso evolutivo dirigido por el hombre, que resulta de 

la manipulación de los genotipos de plantas y animales. En la domesticación se 

emplea el sistema de cultivo, que es un proceso donde se manipula el ambiente y se 

propagan plantas en un medio artificial (Casas y Caballero, 1995). En el cultivo de una 

especie silvestre es necesario modificar el esquema genético resultante de procesos 

de selección natural a otro esquema adaptado a condiciones controladas por el 

hombre y a otros propósitos antropocéntricos (Hemández, 1985). 

En la domesticación se obtienen atributos en las plantas como: a) 

características convenientes para el hombre en las cuales generalmente se reduce la 

adaptación de las plantas en los hábitats naturales y b) la reducción O total 

incapacidad para diseminar progenie viable. Así, estos cultivos sobreviven gracias a 

las condiciones especiales de crecimiento y estrategias de reproducción impuestas por 
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el hombre ( Harlan, 1992; Van Raamsdonk, 1993). Es decir que la domesticación de 

las plantas implica los esfuerzos deliberados del ser humano para mejorar las antiguas 

variedades y desarrollar las nuevas variedades de cultivo con el fin de satisfacer las 

demandas alimenticias y de salud de los seres humanos y de los animales (Borojevic, 

1990). 

3 1 Evolución de plantas bajo domesticación 

Las plantas han ido evolucionando de acuerdo a los diferentes mecanismos de 

domesticación que les han aplicado. Por ejemplo, en el siglo pasado la remolacha 

azucarera contenía 9 % de azúcar, actualmente hay variedades que producen arriba 

del 20 % de azúcar. En la época entre las dos guerras mundiales, las variedades de 

girasol contenían 30% de aceite, mientras que los híbridos que crecen actualmente 

contienen 50% de aceite y hay algunos genotipos individuales que llegan a contener 

hasta el 60% de aceite. Se han observado más desarrollos espectaculares en la 

producción de legumbres y plantas ornamentales, donde un cambio de color o forma 

ha llevado a grandes ganancias económicas, como por ejemplo las nuevas variedades 

de tomate, pimiento y lechuga y la belleza de las nuevas variedades de gladiola, clavel 

y rosa (Borojevic, 1990). 

Después de la segunda guerra mundial, empezaron a desarrollarse nuevos 

métodos de domesticación y fitomejoramiento, junto con los métodos de hibridación 

convencionales. Las técnicas nuevas han permitido el desarrollo de nuevas 

variedades o especies sintéticas que nunca antes habian existido, estas técnicas 

consisten en, inducción de poliploidía, inducción de mutaciones, ingeniería 

cromosómica (adición de cromosomas y substitución), y el más reciente método de 

fusión de protoplastos y manipulación genética (técnicas de ADN recombinante) 

(Borojevic, 1990). 

La domesticación puede tomar dos caminos evolutivos diferentes, dependiendo 

de como se usa el recurso y el manejo que se le da, ésto fue probado por Mapes, el al. 

(1996), en estudios realizados con amaranto (Amaranlhus, spp.) donde analizaron las 

variaciones morfofisiológicas en algunas especies mexicanas de amaranto y su 
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relación con el uso y manejo de este género. Al realizar análisis estadísticos de 

multivarianza, determinaron que las plantas que se empleaban para producir granos, 

tendían a destinar gran proporción de su energía a producir inflorescencias; mientras 

que, las plantas que se emplean para ser consumidas como verdura fresca, 

destinaban una gran proporción de energía para aumentar su biomasa en forma de 

follaje. 

3.2 Proceso de domesticación 

Prescott-Allen y Prescott-Allen, (1986) definen varios fenómenos que se 

presentan en el proceso de domesticación como son: 

a} La predomesticación, es la primera etapa de la domesticación y consiste en 

recolectar las plantas útiles o sus estructuras directamente de las poblaciones 

silvestres, tolerando su dispersión en el medio donde cohabitan. La siguiente etapa es 

allerar la frecuencia génica, recolectando ciertas formas de una especie 

preferentemente que otras y propagándolas. 

b} Transdomesticación, es definida por Hymowitz como el movimiento de especies 

silvestres, por el hombre, de su área original a otras regiones donde sean susceptibles 

de ser domesticadas. 

c} Multidomesticación, se lleva a cabo cuando una especie ha sido domesticada más 

de una vez en forma independiente, en diferentes regiones. 

d} Policultivo de especies, es cuando alguna especie es la fuente de varios cultivos 

que surgen a diferentes tiempos. 

e} Poliespecies de cultivos, al contrario de la anterior, es la combinación de muchos 

cultivos de diferentes especies domesticadas a diferentes tiempos. 

f) Metamorfosis, en general, la evolución y el desarrollo de las plantas domesticadas 

es generalmente un proceso gradual, pero ocasionalmente un evento o una sucesión 

rápida de eventos puede transformar un cultivo ya sea genéticamente, 

económicamente o ambos. Esta metamorfosis generalmente ocurre cuando un cultivo 

se desarrolla fuera de su lugar de origen. 
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g) Domesticación incipiente, la domesticación es un proceso I~mto. El producto de una 

especie debe ser identificado, y eventualmente una forma particular de esta especie, 

debe ser encontrada, identificando las alternativas y las necesidades, y después los 

cultivos deben desarrollarse de tal forma que sean lo suficientemente productivos y 

fáciles de propagar para los productores. La domesticación requiere del desarrollo 

tanto del mercado como de la fuente de producción. 

El término nuevas plantas domesticadas, implica no solamente tomar plantas 

silvestres sino cierto grado de éxito en la producción, en muchos cultivos establecidos, 

de 3000 a 10000 generaciones aproximadamente, se han necesitado para seleccionar 

una extensa base genética de materiales cultivados para mejorar el cultivo además de 

las variaciones encontradas en las plantas silvestres. El trabajo de crianza para la 

mayoría de las plantas potencialmente domesticables, está actualmente en la fase de 

selección de las especies más promisorias para promover investigaciones futuras. 

La domesticación de las plantas incluye varios mecanismos evolutivos, que 

implican cambios biológicos a nivel citológico y genético. Estos mecanismos son la 

hibridación, inducción de poliploidía, inducción de mutaciones e ingeniería genética. 

Las técnicas de cultivo de células y tejidos, han abierto un nuevo campo de 

investigación: la variación somaclonal, esta área es considerada como una nueva 

fuente de variabilidad que revela y/o produce variabilidad sin tratamientos 

mutagénicos, producida solamente por el transplanle in vitro (Petersen y Alferman, 

1993). 

En principio, las plantas derivadas de cultivo de tejidos son fenotípicamente y 

genotípicamente idénticas a los tejidos o células que les dieron origen, dependiendo 

del origen del explante. Sin embargo, dependiendo del medio de cultivo, la edad de las 

células o tejidos cultivados, genotipo, efecto de la temperatura, luz, etc., se observa un 

gran índice de variabilidad en las características de un solo gen (color, forma, etc.) o 

en caracteristicas producidas por varios genes (altura, ramificaciones, etc.). Larkin y 

Scowcroft (1981), denominaron este tipo de variaciones como "variaciones 

somaclonales" y consideraron que podría ser usada en el fitomejoramiento como una 

fuente de variabilidad genética. Larkin y Scowcroft (1981, 1983), Scowcroft y Larkin 
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(1982) Y Lórz y Brown (1966 ) hicieron una revisión extensiva de la literatura sobre la 

variación somaclonal y citan los siguientes eventos como las principales causas de la 

variación somaclonal: 1) cambios totales en el cariotipo; 2) rearreglos cromosómicos ; 

3) entrecruzamiento somático e intercambio de cromatidas; 4) elementos 

transfonnadores y 5) amplificación genética y disminución. Dependiendo de la 

naturaleza de los cambios, los somaclones son más o menos estables, fértiles o 

estériles. 

Las variaciones somaclonales más frecuentes son la deficiencia de clorofila, 

este tipo de variación no afecta en la domesticación de cultivos forrajeros y cereales; 

pero si son importantes en plantas hortícolas. Las segundas variaciones más 

frecuentes son relativas a los cambios en el número de cromosomas y estructura, 

como la poliploidia, aneuploidía y varias aberraciones cromosómicas; estos cambios 

producen una inestabilidad genómica y gran número de estas variaciones se eliminan 

en subsecuentes generaciones sexuales y no tienen prácticamente valor en la 

domesticación. En plantas propagadas vegetativamente, como la papa y la caña de 

azúcar, las variaciones cario típicas somaclonales, pueden ser propagadas pero no se 

ha probado que sean mejores que las plantas que les dieron origen. El siguiente grupo 

de variaciones somaclonales involucra cambios en caracteres cuantitativos, 

principalmente reduciendo la altura, la fertilidad, prolongando la madurez, número de 

cultivos, morfología de la espiga, etc. (Borojevic, 1990). Un ejemplo de la aplicación 

práctica de las variaciones somaclonales fue desarrollado por DeVries y Stephens 

(1997) donde probaron 283 variaciones somaclonales provenientes de 12 variedades 

de tomate (Lycopersicon esculentum, MilI.) autopolinizados. Las variaciones fueron 

generadas a partir de callos producidos con explantes de hojas, para investigar si las 

variaciones somaclonales podrían incrementar la resistencia a 2 cepas de Clavibacter 

michiganensis subsp. michiganensis (bacteria que provoca cáncer en el tomate), 

probando variedades de tomate susceptibles o parcialmente resistentes. Los 

resultados obtenidos mostraron que si hubo variación somaclonal en tomates 

provenientes de la primera generación de callos. También se incrementó la 

resistencia a la enfermedad para ambas cepas de las bacteria probadas. Una línea de 
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la variedad de tomate "Bulgaria 12" redujo su susceptibilidad a la enfermedad hasta 

130 veces. 

4. LAS ZONAS ARIDAS, SU INTERES E IMPORTANCIA 

La damiana es una planta originaria de las zonas áridas y semi-áridas, por lo 

que, se describirán las condiciones medio-ambientales donde se desarrolla y las 

estrategias fisiológicas que requieren este tipo de plantas para su sobrevivencia. 

Los ecosistemas de desierto han sido definidos por varios autores de diferentes 

formas, sin embargo para este trabajo tomamos la definición de Shmida (1985) quien 

los ha clasificado de acuerdo a la precipitación pluvial en tres categorías principales 

que son: 

a. Semi-desiertos.- que se caracteriza por tener una precipitación entre 150 y 300 a 

400 mm por año, esta definición aplica especialmente en desiertos con lluvias en 

invierno. en desiertos con lluvias en verano o bi-estacionales, los límites pueden subir 

o bajar. En este tipo de ecosistema se desarrollan las plantas de damiana. 

b. Desiertos verdaderos.- son regiones que reciben lluvias menores a 120 mm por año. 

c. Desiertos extremos.- reciben una precipitación anual menor a 70 mm. 

Las zonas áridas y semi-áridas mexicanas son alrededor de 1 millón de Km' 

estas zonas son 8 y sus nombres son: a) Sonorense; b) Chihuahense; c) Queretano; 

d) Hidalguense; e) Poblano; f) Guerrerense; g) Oaxaqueño y h) Yucateco; estos 

nombres derivan de las regiones de donde proceden. Las zonas más extensas son la 

Sonorense (275, 000 Km') Y la Chihuahuense (453,000 Km') (Macmahon y Wagner, 

1985). 

La vida de los organismos que viven en los desiertos está controlada 

principalmente por una escasez generalizada de agua y para muchos organismos de 

desierto, también la escasez de alimento. La concentración y disponibilidad de ambos 

recursos varía grandemente a través del tiempo y del espacio a través de los años y 

entre cada año, hay períodos cortos de abundancia de agua y alimento después de las 
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lluvias; pero su temporada, duración y nivel son variables e impredecibles (Shmida, et 

al. 1986) 

Las plantas adaptadas al desierto pueden sobrevivir debido a diferentes ciclos 

de vida como son: a) las plantas anuales, que evitan la sequía creciendo solamente 

cuando hay humedad adecuada. b) las suculentas, como los cactus que almacenan 

agua. c) los arbustos de desierto, que tienen numerosas ramas que inician de un 

tronco corto basal y tienen hojas pequeñas y gruesas caducifolias cuando los períodos 

secos son muy prolongados (Odum, 1972). 

Las plantas de regiones secas, como regla general tienen raíces que crecen 

profundamente dentro del suelo o tienen tejidos que almacenan agua y que no se 

forzan hacia una restricción drástica de la transpiración. La restricción más efectiva de 

la transpiración se encuentra en las plantas CAM (Crassulacean Acid Metabolism) , en 

las que los estomas permanecen cerrados durante todo el día durante la época de 

sequía y se abren completamente en la nOChe. 

La resistencia a la sequía es la capacidad de las plantas a soportar períodos 

secos, esta capacidad es una característica compleja. 
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Figura 1. Mecanismos de las plantas para la sobrevivencia a la sequía. Tomado de 

Larcher (1980). 

SENSIBLES A SEQU/A 

Evaden la sequía 
(drido pasivas) 

Pluviotherophytas 

Geophytas 

XEROFITAS 

RESISTENTES A SEQU/A 

+ 
Evitan la desecación 
(drido acüvas) 

Conducción de agua 
eficiente 

Reservarlos de agua 

¡ 
Toleran la desecación 
(árido tolerantes) 

~ 
Polkllohldricos 
especies y estados 
de donnanc/a 
durante la sequ(a 

Levit! (1972) define que la resistencia a la sequía es el resultado de evitar y 

tolerar la desecación. Entre las plantas vasculares la tolerancia a la desecación es 

muy leve, así las diferencias en la resistencia a la sequía de diferentes especies son 

principalmente debidos a evitar la desecación. En regiones con periodos regulares 

secos y en los desiertos, hay plantas que evitan la sequía programando su crecimiento 

y reproducción en el corto período en que hay suficiente agua disponible. 

La mayoría de las plantas xerófilas nativas resisten la sequía, evitándola mas 

que tolerándola, enfatizando diferentes características dependiendo de la etapa de 

desarrollo de las plantas (Levit!,1972). En la Figura 1 se resumen los mecanismos de 

sobrevivencia de las plantas en las regiones áridas. 
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De acuerdo con estas estrategias se puede ver que la adaptación de las plantas 

a las zonas áridas implica la capacidad de evitar el marchitamiento y de permanecer 

latente durante largos periodos. 

la productividad primaria neta anual de los desiertos verdaderos es inferior a 

2,000 Kg/ha o menos de 0.5 gr/m'/día. la producción anual de la materia seca está en 

función lineal de la precipitación pluvial, lo que demuestra que el agua es un factor 

limitante general y dominante para la productividad en los desiertos (Odum, 1972). 

A pesar de la escasa vegetación de las zonas áridas existen especies que son 

utilizadas por el hombre para diferentes fines, las especies que constituyen los 

principales recursos económicos debido al volumen e intensidad con que se explotan 

(Marroquin el al., 1981) son las siguientes: 

a) Candelilla (Euphorbia anlisyphililica), se extrae cera mediante la cocción de una 

solución de ácido sulfúrico; esta cera tiene múltiples usos industriales en las ceras 

para pulimentos, manufactura de discos fonográficos, lubricantes, aisladores, 

pomadas, etc. 

b) Nopales (Opunlia spp.) estas especies se emplean como forraje, para alimentación 

humana tanto las pencas como los frutos. 

c) lechuguilla (Agave lechugUilla) la porción aprovechable es el conjunto de hojas 

centrales más jóvenes que vulgarmente se llaman cogollos, de los que se extrae el 

ixtle mediante el tallado de las hojas. 

d) Palma (Yucca spp.) se utiliza el ixtle de las hojas y también se emplean como 

alimento para el ganado. 

De acuerdo con los datos expuestos, las zonas desérticas constituyen un gran 

potencial para el desarrollo económico en México, ya que ocupan una extensa 

superficie del territorio mexicano y abunda la variedad de recursos de fauna y flora 

silvestres; sin embargo antes de explotar estos recursos es necesario cuantificar su 

potencial, debido a que su equilibrio ecológico es muy frágil y fácilmente podría 

alterarse en forma tal que costaria mucho tiempo recuperarlo. El uso efectivo de los 

recursos vegetales de las zonas áridas implican evitar el sobrepastoreo y la 

destrucción de la población antes de que se recupere. Esta destrucción casi 
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irreversible conduce hacia la invasión o incremento de especies no palatables o 

venenosas, el establecimiento temporal de algunas especies anuales y el subsecuente 

desmonte de la superficie del suelo y la erosión del mismo dejando áreas inútiles. 

5. CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA DE LA DAMIANA (Turnera diffusa) 

5.1 Características y clasificación taxonómica de la damiana. 

Se han llevado a cabo diferentes tipos de clasificaciones de la planta de 

damiana, una de estas clasificaciones es la del sistema de Engler . (1964) Y es la 

siguiente 

División: Tracheophyta 

Subdivisión:Angiospermae 

Clase:Dicotiledoneae 

Subclase:Arquiclamideas 

Orden:Violales 

Familia:Turneracea 

Género: Turnera 

El género Turnera tiene varias especies reportadas como son T. pumilla, T. 

ve/ufina, T. callosa, T. u/mifolia y T. pa/meri (Ramírez, 1903; Ramírez, 1904). 

La damiana que se empleó para este estudio se ha clasificado con diferentes 

nombres de acuerdo a lo reportado por Shreve y Wiggins (1964); en 1825 se clasificó 

como T. microphylla, en 1835 como Bohadschia humifusa, en 1843 como T. humifusa, 

en 1876 T. aphrodisiaca, en 1883 T. diffusa varo aphrodisiaca y en 1899 T. pring/ei. El 

nombre científico que se reconoce actualmente es Turnera diffusa, Willd. clasificada 

en 1820, el nombre genérico Turnera es en honor a William Turner, herbolario inglés y 

la especie diffusa, hace referencia a su hábito difuso o expandido (Vines, 1960). El 

nombre común que se le ha asignado a esta especie en México es damiana, pero 

dependiendo de la zona donde se desarrolla se le han dado otros nombres comunes 
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como son: hierba de la pastora, hierba del venado, ítamo real, misibkok y pastorcita 

(Martínez, 1959). 

La damiana tiene las siguientes características botánicas, es un arbusto 

caducifolio que mide entre 0.30 a 2 m de altura, con tallos ramificados, lisos y rectos, 

de color amarillo a pardo rojizo (Thomson, 1980); las ramas son pubescentes cuando 

jóvenes y posteriormente son lisas; las hojas son simples, alternas o arracimadas, 

oblongas o estipuladas con peciolos cortos, ápice obtuso, agudo, base corta acunada, 

márgenes dentados con 8 a 10 dientes de cada lado; el tamaño de la hoja varía entre 

10 Y 25 mm y presenta nervaduras prominentes por el envés Él impresas en el haz, la 

superficie es lisa de color verde olivo brillante. Las yemas son grises con pubescencia 

abundante, estípulas lineales y aromáticas sobre todo cuando están frescas. Las 

flores de la damiana son axilares, pequeñas de 8 a 12 mm, color amarillo brillante, 

perfectas, regulares, su cáliz es sésil, de 13 mm aproximadamente, tubular, tomentoso 

con 5 pétalos de 6-8 mm de longitud escasamente acunados, a veces retorcidos 

insertos en la entrada del tubo del cáliz, 5 estambres insertos cerca de los pétalos; 5 

sépalos oblongos o un poco aovados. El fruto es una cápsula ovoide de 4-8 mm de 

longitud dehiscente del ápice a la mitad, trivalvar, de color verde. La semilla es de 

color café o blanquecino cremoso, testa dura de superficie áspera, reticulada, dando 

apariencia de mazorca de maíz. El embrión es recto con abundante endospermo, 

carnoso, mide aproximadamente 2 mm de longitud por 1 mm de ancho y pesa de 1.04 

a 1.06 mg (Vines, 1960). 

5.2 Ecosistemas donde se desarrolla la damiana. 

La distribución de la damiana está reportada en el Oeste de Texas, Sur de 

California, México, Las Antillas y Sudamérica (Vines, 1960). 

En México, la damiana se encuentra localizada en los estados de Baja 

California Sur, San Luis Potosí, Coa huila, Chihuahua, Sinaloa, Nayarit, Tamaulipas, 

Querétaro, Zacatecas y Guerrero (Martínez, 1959), Figura 2. En Baja California Sur 

(figura 3), se localiza dentro de la vegetación denominada Matorral Xerófilo, asociada 

f10risticamente a plantas como cardón (Pachycereus pringlei), choya (Opuntia choya), 



Figura 2. Estados de la República Mexicana donde se ha reportado el desarrollo de 
damlana (Turne,. diffusa), en condIciones silvestres (Martfnez, 1959). 
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mezquite (Prosopis, spp.), pitaya dulce (Lemaero cereus var. thurberi), pitaya agria 

(Machaerocereus gummosus), san miguelito (Antigonom leptotus), incienso (Encelia 

farinosal, liga (Euphorbia xantil), biznaga (Ferocactus spp.), palo adán (Fouquieria 

diguetil), lomboy (Jatropha cinerea), datilillo (Yucca válida), torote colorado (Burcera 

microphylla), mala mujer (Cnidosculus angusfidens) y jojoba (Simmondsis chinensis), 

principalmente (Sandoval, 1982). Esta vegetación se encuentra a una altitud de 

O-300m con clima de árido a semi-árido, con temperaturas medias anuales de 22.1 a 

24° e y baja precipitación pluvial con una media anual de 180 a 267 mm. los suelos 

son de textura ligera clasificados como migajón arenoso a arena migajonosa, con pH 

ligeramente alcalino, pobres en nitrógeno, con pendiente de no más del 5% en 

laderas, planicies y mesetas (Wiggins, 1980) 

5.3 Usos e importancia económica de la damiana. 

En el aspecto de fanmacopea, la damiana se ha empleado por los indios del 

norte, desde tiempo inmemorial, con el fin de aliviar la debilidad muscular y nerviosa, 

empleando un macerado de las hojas y tomándolo en fonma de té, también la 

recomendaban como afrodisiaco. En Estados Unidos de América, se reporta que 

desde 1874 a la fecha, la damiana es considerada como excelente tónico y 

afrodisiaco, por lo que se comercia con esta planta. También se reporta su uso en los 

padecimientos originados por la debilidad nerviosa, en la inflamación de la vejiga, y 

especialmente en los estados alterados de los órganos sexuales, especialmente en 

casos de impotencia producida por excesos; por último, también se ha recomendado 

en casos de espenmatorrea, impotencia, nefritis y diabetes (Martinez, 1959). Díaz 

(1976), publicó un catálogo de usos y aplicaciones de plantas medicinales, 

enriqueciéndolo con evaluaciones dadas de acuerdo a infonmaciones clínicas, 

fanmacológicas o tradicionales, lo cual fundamenta las ideas sobre su efectividad para 

el tratamiento de las diferentes enfenmedades, indicando para cada uso la vía de 

administración, la parte usada y la referencia bibliográfica correspondiente; en cuanto 

a la damiana, este autor reporta que, en general, la parte de la planta que se emplea 

para usos medicinales son las hojas secas, en fonma de infusión o extractos 



Figura 4. Productos comerciales obtenidos de las plantas de Damiana 
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etanólicos. León y Coria (1992), reportan que se emplea contra la disentería, malaria, 

sífilis, dolores de estómago, de intestinos, dispepsia y algunas parálisis. 

En la industria, las hojas secas de damiana se pulverizan y se empacan en 

pequeñas bolsas de material permeable, para usarse como bebida, al igual que 

cualquier otro tipo de té. Otro uso industrial importante que se le da a las hojas de 

damiana, es como saborizante de licor, actualmente existen al menos 3 compañías que 

emplean las hojas de damiana como base para la elaboración del licor que producen, 

estas compañías se ubican, una en La Paz, Baja Califomia Sur, otra en Guadalajara, 

Jalisco y otra en la Ciudad de México (Figura 4). 

Las hojas secas y los extractos de damiana son muy aromáticos, debido a los 

aceites esenciales que contienen, estos compuestos han sido investigados por varios 

autores, aunque todavía falta mucho por investigar. Domínguez e Hinojosa, (1976) han 

detectado en extractos etanólicos la presencia de alfa-pineno, beta-pineno, 

triacontano, beta-sitosterol, triacosanona, acetovainillina, hexacosanol-1 y 

5-hydroxy-7,3',4'-trimelhoxy-flavona; en una mezcla de etanol y cloroformo detectaron 

beta-sitosterol y un flavonoide denominado gonzalitosin l. Spencer y Seigler, (1981) 

detectaron la presencia de un glic6sido cianogénico identificado como tetraphyllin B. 

Hasta la fecha la totalidad de las hojas secas de damiana que se encuentran en 

el mercado, proceden de las poblaciones silvestres, debido a que no se pueden 

cultivar, por la dificultades que representa la germinación de la semilla, para la 

propagación masiva de esta planta. Por tal motivo, la damiana silvestre se recolecta en 

el campo y se comercializa, por intermediarios o por empresas beneficiadoras que 

empacan el producto, destinando una parte al consumo local y otra para el interior del 

pais o en algunos casos para exportación. 

6. APLlCACION DE LA BIOTECNOLOGIA 

La biotecnología es una tecnología que emplea sistemas biológicos. La unidad 

básica de cualquier sistema biológico es la célula. En todos los métodos 

biotecnolégicos se involucran diferentes tipos de células pertenecientes a bacterias, 
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microorganismos eucariotes, plantas y animales (incluyendo al hombre). Dependiendo 

de los propósitos específicos o necesidades, se emplean células del tipo silvestre, 

mutantes que ocurren en condiciones naturales o células y organismos manipulados 

genéticamente. En la mayoría de los casos estos organismos o células no crecen en 

condiciones naturales, por lo que son cultivadas en condiciones de control estricto en 

un medio ambiente artificial o semi-artificial, las células y organismos desarrollados en 

estas condiciones pueden mostrar cambios en su morfología y ultraestructura (Mayer, 

1993). 

La biotecnología es una herramienta útil para aplicarla en aspectos prácticos de 

producción y conservación de plantas de interés económico o ecológico. 

Esta tecnología se emplea para producir metabolitos secundarios a partir de 

células vegetales. Actualmente, más de 20,000 diferentes compuestos han sido 

aislados y la mayoría de ellos se emplean para fines farmacéuticos, colorantes, gomas, 

fragancias o sabores. Hahlbrock (1986), describe las ventajas de la producción de 

estos compuestos por medio del cultivo de células vegetales : a) se pueden obtener 

altos rendimientos optimizando las condiciones de producción. b) la producción puede 

ser independiente de factores políticos, económicos, climáticos y circunstancias 

geográficas. c) se evitan las pérdidas por invasión de patógenos o herbívoros. d) 

optimizando la producción se puede estandarizar el contenido de los compuestos 

activos. e) los compuestos altamente tóxicos como los narcóticos se pueden producir 

bajo condiciones controladas. f) la adaptación a los cambios de mercado puede ser 

rápída y fácíl. 

Es posíble establecer estrategias para mejorar la producción de los compuestos 

(Petersen y Alfermann, 1993) como: 

a) Optímizar el medio de cultivo: buscando los nutrientes, la fuente de carbono y el 

equilibrio hormonal adecuados para la producción de metabolitos secundarios. Como 

resultado del proceso de optimización generalmente se emplean dos formulaciones, la 

primera para el crecimiento óptimo y la otra para la producción de metabolitos 

secundarios. Rubluo el al. (1995), investigaron la composición del medio nutritivo 

necesario para producir callos, que posteriormente originaron estructuras similares a 
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pelos absorbentes, el compuesto piquerol, a partir de una planta ruderal denominada 

Piqueria trineNia, este compuesto es útil como agroquímico y medicinal. Los 

resultados que obtuvieron mostraron que hubo mayor producción de este compuesto 

en los cultivos in vitro que en las plantas completas. 

b) Selección de líneas celulares altamente productivas: diferentes cultivos celulares 

de la misma planta pueden producir diferentes cantidades de metabolitos secundarios, 

aún en un mismo callo se pueden encontrar células que produzcan diferentes 

concentraciones de metabolitos secundarios, por lo que es importante la selección. 

e) Conocimiento y manejo de factores de estrés que pueden estimular la acumulación 

de metabolitos secundarios como: i) estrés en el medio variando los nutrientes como 

nitrógeno, fósforo, sacarosa, fitohormonas ii) estrés físico, variando la luz, luz 

ultravioleta, aireación, osmolaridad, pH. iii) estrés químico, aplicando metales pesados, 

elicitores abióticos. iv) estrés infeccioso, por medio de patógenos, elicitores bióticos. 

d) Diseño de los recipientes de cultivo y condiciones físicas: es importante el tamaño 

de los recipientes de cultivo, asi como la velocidad de agitación, lo cual influye en la 

oxigenación de los cultivos, la intensidad y tipo de luz. 

e) Aplicación de precursores metabólicos y reacciones de biotransformación: como 

enzimas que catalizan las reacciones y provoquen una mayor producción de los 

metabolitos secundarios. 

f) Inmobilización de las células vegetales para la producción de metabolitos 

secundarios: este sistema ha sido investigado extensamente debido a las ventajas que 

proporciona en los procesos biotecnológicos, una de las ventajas de este sistema sería 

el volver a usar las mismas células, sin embargo esto no ha sido posible debido a que 

la mayoría de los compuestos se almacenan en las células y los procesos para 

extraerlos reducen grandemente la viabilidad. 

g) Permeabilización de las células vegetales: un obstáculo desde el punto de vista 

económico en la producción de metabolitos secundarios, es que éstos se encuentran 

almacenados intracelularmente y recuperarlos es muy costoso. El lugar donde las 

células vegetales almacenan estos compuestos depende de la función fisiológica 

codificada genéticamente y es difícil de manipular. Por tal razón las investigaciones 
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han sido hacia la permeabilización de las células, para extraer los metabolitos 

secundarios, pero sin disminuir su viabilidad. Se han aplicado métodos físicos y 

químicos y dependiendo de la especie han dado resultados satisfactorios. Los 

métodos químicos empleados son por ejemplo la aplicación de dimetil sulfóxido, que 

permite que la membrana sea más permeable o la aplicación de solventes orgánicos 

para formar dos fases con el medio. Los métodos físicos, empleados son aumento de 

temperatura, permeabilizaci6n eléctrica o sonicación. 

h) Cultivo de estructuras diferenciadas: la síntesis de metabolitos secundarios en 

varias especies está asociada al grado de diferenciación de los tejidos. Esto explica la 

imposibilidad para obtener ciertos compuestos a partir del cultivo de células en 

suspención. La iniciación y propagación de diferentes cultivos puede controlarse por 

medio del régimen hormonal; además, la diferenciación de brotes y raíces en algunas 

especies se puede obtener al inocularlos con Agrobaclerium lumefaciens o A. 

rhizogenes , debido a que los genes bacterianos codifican para ciertas enzimas que 

catalizan la biosíntesis de fitohormonas en las plantas o interfieren con ellas, logrando 

una estabilidad integrada dentro det genoma de la planta. 

i) Ingeniería genética de células vegetales: durante los últimos años un gran número 

de enzimas se han aislado e identificado su función en las vías metabólicas 

involucradas en la producción de metabolitos secundarios, identificando 

posteriormente los genes que codifican estas enzimas y clonandolos para introducirlos 

en el genoma de las células vegetales. 

La biotecnología es una herramienta valiosa para la conservación de especies 

en peligro de extinción debido a que provee métodos para la propagación de plantas a 

partir de tejidos somáticos, meristemos, células y embriones; obteniendo plantas 

clonadas con las características fenotípicas y genotípicas de la planta que le dio 

origen. La extinción de una especie puede poner en peligro de extinción alrededor de 

10-30 diferentes especies que dependen de ésta (Raven, 1976). Por medio de la 

técnica de cultivo de tejidos se han logrado rescatar varias especies en estas 

condiciones, como en el trabajo desarrollado por Rubluo el al. (1993) con la cactácea 

Mammillaria san-angelensis de la cual solamente se encontraron 5 ejemplares en 
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condiciones silvestres y al implementar .las condiciones de micropropagación, se logró 

recuperar las poblaciones en el sitio original. Otro ejemplo, es la aplicación de la 

técnica de cultivo de tejidos para inducir la germinación de semillas de una orquidiacea 

(Blelía urbana), clasificada como especie en peligro de extinción y que lograron 

re-establecer en su hábitat original con una sobrevivencia del 56% (Rubluo, el al. 

1989). 

Si se combinan las técnicas de domesticación tradicionales con la 

biotecnología, se pueden lograr grandes avances en el mejoramiento de las especies, 

en menor tiempo. La biotecnología vegetal tiene gran potencial para ayudar a la 

agricultura en la domesticación de especies, suministrando técnicas que permiten 

llevar a cabo mejoras genéticas de alguna especie por medio del cultivo y fusión de 

protoplastos incrementando material genético nuevo. Además se pueden hacer cruzas 

enlre especies genéticamente distantes por medio de rescate de embriones y el 

subsiguiente cultivo in vi/ro del hibrido, siguiendo con la introducción de material 

genético del individuo silvestre. Para la regeneración rápida de especies haploides se 

han cultivado óvulos y anteras. La micropropagación provee métodos para mantener 

el germoplasma de individuos elite y así suministrarlos a programas de domesticación 

manteniendo el genotipo parental o la generación F1 (Giles y Morgan, 1987). Es 

posible inducir mutagénesis por medio de factores fisicos o químicos para incrementar 

las fuentes de variación genética y posteriormente hacer un barrido para seleccionar 

las especies de ínterés. Actualmente, algunos genes seleccionados pueden 

introducirse en las células vegetales empleando como vectores Agrobaclerium 

lumefanciens y A. rhízogenes o una transferencia directa bombardeando los tejidos 

vegetales con ADN cubierto con partículas de oro o de tungsteno (Vasil, el al., 1991). 

La regeneración de plantas vía embriogénesis somática puede proveer nuevos y 

efectivos medios para una propagación rápida. El almacenamiento de material 

vegetal viable, a bajas temperaturas, abre amplias posibilidades para la conservación 

delgermoplasma (Chen y Sharp, 1990). 

El fitomejoramiento de cultivos tolerantes a la salinidad es un paso adelante 

para combatir el problema del incremento de salinidad en los suelos agrícolas del 
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mundo. Al menos el 25% de las tierras de cultivo sufren de exceso de salinidad, 

principalmente por NaCI; el 25% por acidez excesiva causada principalmente por 

iones de aluminio y entre el 40 y el 60% por sequía (Nabar, 1990). Tanto la salinidad 

como la sequía, son los principales factor que limitan el desarrollo de las plantas en las 

zonas áridas y semi-áridas. El cultivo de tejidos vegetales provee una alternativa para 

el estudio y posibles soluciones a la problemática del estrés por sequía y salinidad 

(Alcaraz-Meléndez, el al. 1989), ya que permite estudiar los mecanismos de 

resistencia y adaptación de plantas halotolerantes (Vázquez-Duhalt, el al. 1991), 

seleccionar células resistentes mediante barridos in vilro, promover la hibridación 

interespecífica e inducir variaciones genéticas. Se ha reportado la selección de callos 

o células en suspensión tolerantes a la salinidad de diversas especies (Zacchini, el al. 

1997). Los datos reportados sobre crecimiento, mediciones fisiológicas de adaptación 

osmótica por exposición continua a estrés por sequía o salinidad, demuestran que las 

células vegetales son tolerantes como resultado de una adaptación fisiológica y no 

como la selección de diferentes tipos de células tolerantes (Chandler y Thorpe, 1986). 

Estas líneas celulares, dependiendo de su estabilidad y tolerancia son una 

herramienta valiosa para el estudio y confirmación de aspectos asociados a los 

mecanismos del estrés por sequía o salinidad. Otro avance importante en el cultivo de 

tejidos es la regeneración a plantas completas de estas líneas celulares tolerantes al 

estrés del medio ambiente (Chaudhary, el al. 1997). Es importante mencionar que las 

metas de la selección son producir plantas tolerantes, no plantas dependientes al 

estrés, y esto debe lograrse sin perder el rendimiento o las características deseables 

del cultivo. Algunos cultivos son difíciles de regenerar e inclusive difíciles para 

establecer cultivos celulares, en estos casos y en los que la capacidad de 

regeneración se pierde rápidamente, la selección a largo plazo es inapropiada. En el 

caso de plantas adaptadas a condiciones áridas difíciles de propagar por los métodos 

convencionales, la propagación clonal o multiplicación de genotipos específicos es de 

gran ayuda (Petersen y Alfermann, 1993). Como ejemplo tenemos la propagación de 

cactáceas por medio de cultivo de tejidos para sembrarlas en zonas áridas (Rubluo, el 



34 

al. 1996), la micropropagación de plantas tolerantes a sequia como el orégano 

(Alcaraz-Meléndez y Real-Casio, 1992, b) Y lajojoba (Uorente y Apóstolo, 1998). 

7, CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

7.1 Descripción del cultivo de tejidos vegetales. 

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que se emplea para el desarrollo 

de células, tejidos y órganos de plantas en un medio nutritivo, preparado en 

condiciones asépticas y bajo condiciones ambientales controladas. Esta técnica es 

una herramienta única y valiosa en la investigación, porque permite disminuir 

variables, debido a que es posible controlar la calidad e intensidad de luz, la 

temperatura, la mezcla de gases y los nutrientes; también reduce la interrelación entre 

dos o más órganos relacionados entre si y además no hay influencia de 

microorganismos (Staba, 1980). Dentro del cultivo de tejidos se han desarrollado 

diferentes tipos de cultivo, dependiendo del material vegetal que se emplee y los 

objetivos que se deseen llevar a cabo, como por ejemplo: a) cultivo de semillas o 

plantas, b) aislamiento de embriones maduros e inmaduros, e) aislamiento de órganos 

de la planta, d) cultivo de células indiferenciadas y e) cultivo de células en suspensión. 

Todas las técnicas de cultivo de tejidos están basadas en 3 fundamentos principales, 

que son: a) los explantes deben ser aislados del resto de la planta, b) los explantes 

deben mantenerse en un medio definido, controlado y preferencial y c) los cultivos 

deben mantenerse en condiciones asépticas (Brown y Thorpe, 1980). 

7.2 Selección del explantes. 

Es muy importante que la planta donadora de explantes sea cuidadosamente 

monitoreada y seleccionada, puesto que el estado fisiológico y el medio ambiente 

donde se desarrollan afectan su respuesta in vitro; las condiciones in vivo de la planta 

pueden estar determinadas por efectos del medio ambiente y no necesariamente por 

factores genéticos (Ketchum el al., 1987) y además determinar la estabilidad de los 
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caracteres fenotípicos y la capacidad de regeneración del cultivo (Dix y Collin, 1990). 

La edad del explante también es importante, los tejidos jóvenes generalmente son las 

mejores fuentes de explantes; porque se ha reportado que producen células y tejidos 

con mayor eficiencia. 

Una vez seleccionado el tipo de tejido o explante que se va a cultivar, éste debe 

ser aislado, desinfectado y transferido al medio de cultivo en condiciones estériles. La 

eliminación de contaminantes, generalmente se realiza con substancias 

desinfectantes, dentro de una campana de flujo laminar o en un cuarto esterilizado con 

luz ultra violeta o vapor (Constabel, 1984). 

Los explantes no deben ser muy grandes, ya que esto aumenta el riesgo de 

contaminación; un explante con una superficie adecuada en un volumen pequeño son 

las condiciones óptimas para facilitar el intercambio gaseoso y la absorción de 

nutrientes (Costabel, 1984). 

7.3 Factores importantes en el cultivo de tejidos. 

Los principales factores que afectan el cultivo de tejidos son: la composición de 

los medios de cultivo, pH del medio, reguladores de crecimiento, volumen óptimo del 

medio de cultivo, esterilidad del medio nutritivo, tipo e intensidad de luz, temperatura y 

humedad; los cuales se describen a continuación: 

Composición del medio de cultivo.- Uno de los factores más importantes que 

intervienen en el desarrollo y morfogénesis de los explantes vegetales desarrollados 

en cultivo de tejidos es la composición del medio nutritivo. Los medios nutritivos que se 

emplean con mayor frecuencia son el medio Murashige y Skoog, (1962) (MS) y el 

medio Gamborg (B5). El primer medio se usa frecuentemente cuando el objetivo es 

inducir la morfogénesis y el segundo medio se emplea cuando se requiere de una 

rápida proliferación de células. Ambos medios nutritivos son muy similares entre si, la 

principal diferencia estriba en que el medio B5 contiene una baja concentración de 

nitrógeno en forma amoniacal, alto contenido de nitrato de potasio y alta concentración 

de cloruro de tiamina (Chen y Evans, 1990). 
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La selección del medio nutritivo depende de la especie con que se vaya a 

trabajar, el tejido u órgano que se desee desarrollar y el propósito del experimento 

(Dodds y Roberts, 1990). 

En general, todos los medios de cultivo empleados para el cultivo de tejidos 

vegetales están compuestos de: a) sales minerales, b) una fuente energética de 

carbono e) vitaminas, d) aminoácidos, e) bases nitrogenadas, f) compuestos naturales 

y g) hormonas o reguladores de crecimiento (Conger, 1981). En los medios de cultivo, 

éslos elementos presentan las siguientes características: 

a) Sales minerales: Al igual que las plantas en condiciones normales, el cultivo de 

células requiere de macro y micronutrientes como: nitrógeno, fósforo, potasio, calcio, 

hierro, magnesio, manganeso, zinc, cobre, boro, molibdeno y azufre, además de 

oxigeno e hidrógeno que son tomados del agua (Butcher e lngram, 1976). 

b) Fuente energética de carbono: La adición de una fuente de carbono al medio 

nutritivo es absolutamente necesaria, independientemente del tipo de células que se 

cultiven, debido a que muy pocas células vegetales cultivadas in v/1ro son autótrofas. 

La fuente de carbono y energía que se utiliza con mayor frecuencia en el cultivo de 

tejidos es la sacarosa, la cual es generalmente utilizada en concentraciones del 2 al 

3%. Existen evidencias de que la producción de algunos metabolitos en los tejidos 

vegelales cultivados in vitro son afectados por la concentración de sacarosa que 

contiene el medio (Staba, 1980). 

c) Vitaminas: Las vitaminas tienen efecto catalítico en el sistema enzimático y se 

requieren en bajas concentraciones. Las vitaminas que se emplean comúnmente en el 

cultivo de tejidos vegetales son: tiamina que es la única vitamina esencial para todas 

las plantas cultivadas in vitro , ácido nicotínico, piridoxina (Dodds y Roberts, 1990), 

biotina, ácido pantoténico e inositol (Gamborg , 1984). Además de las vitaminas 

mencionadas, se ha reportado la adición de otras vitaminas al medio nutritivo, cuando 

el desarrollo o morfogénesis del tejido cultivado lo requiera (Staba, 1980). 

d) Aminoácidos: La mayoría de los tejidos cultivados in vi/ro son capaces de sintetizar 

los aminoácidos necesarios para su desarrollo; sin embargo, en ocasiones es 

necesario adicíonar mezclas de aminoácidos al medio, a excepción de la glicina que se 



37 

emplea en varios medios (Dodds y Roberts, 1985). Los aminoácidos y amidas 

reportados que tienen efecto benéfico en los cultivos in vitro son: la L-arginina, L- ácido 

aspártico, L-asparagina, L-ácido glutámico y L-glutamina (Staba, 1980). 

e) Bases nitrogenadas: Existen reportes de que el ácido guanilinico y el ácido citidílico 

producen efectos sobre el desarrollo de las células en el cultivo de callos (Staba, 

1980). 

f) Compuestos naturales: Los compuestos naturales como el agua de coco, extractos 

naturales e hidrolizados de proteínas como la caseína, lactoalbúmina, peptona y 

triptona, han sido empleados para enriquecer el medio nutritivo; sin embargo, no es 

posible mantener el control de calidad de éstos compuestos, por lo que no se 

aseguran resultados reproducibles (Staba, 1980; Conger, 1981). 

g) Hormonas o reguladores de crecimiento: Son fitorreguladores naturales o artificiales 

que se desplazan en la planta desde el órgano de producción hacia otro órgano donde 

se lleva a cabo la reacción. Las hormonas vegetales son agentes extremadamente 

importantes para el desarrollo de las plantas y tienen una gran influencia en su 

respuesta. a las condiciones ambientales extemas, siendo de esta manera, los 

principales reguladores de la expresión genética potencial de los vegetales (Moore, 

1979); es así como el desarrollo, diferenciación celular de los tejidos y el metabolismo 

en general son afectados por las hormonas (Staba, 1980). Los tipos de hormonas 

comúnmente reconocidas son: las auxinas, giberelinas, citocininas, ácido absísico y 

otros inhibidores del crecimiento como el etileno (Moore, 1979). Las auxinas y las 

citocininas son los reguladores de crecimiento que más se emplean en el cultivo de 

tejidos. Las auxinas son compuestos que estimulan el alargamiento de las células de 

los brotes y son similares al ácido indol acético en su actividad dentro de la fisiológica 

de las plantas. Las citocininas promueven la división celular bajo ciertas condiciones 

de bioensayos, regulan el crecimiento y desarrollo de la misma manera que la cinetina 

(6-furfurilaminopurina) (Dodds y Roberts, 1990). 



38 

pH del medio nutritivo.- El efecto de crecimiento y la selectividad de las plantas por un 

medio específico depende en gran parte del pH. El pH del medio nutritivo 

generalmente se ajusta entre 5.0 y 6.0 antes de agregar el agar y esterilizarlo por 

medio de la autoclave, conforme pasa el tiempo el pH tiende hacia el pH neutro, lo cual 

ayuda a la disponibilidad de los nutrientes para la absorción por los tejidos vegetales 

(Staba, 1980). 

Volumen óptimo del medio de cultivo.- Es importante mantener una proporción 

adecuada del volumen del medio con respecto al volumen del tejido y el recipiente que 

los contenga, ya que cualquier extremo afecta el desarrollo de las células (Staba, 

1980). En general, se emplea entre la cuarta y quinta parte del volumen para el medio, 

por ejemplo, 20 a 25 mi de medio en un frasco de 100 mi de capacidad para sembrar 

entre 3 y 5 explantes, o 4 a 5 mi de medio para un tubo de 20 mi para sembrar un 

meristemo. 

Esterilidad del medio nutritivo.- El medio nutritivo para el cultivo de tejidos en todos los 

casos deberá ser esterilizado, ya sea por medio de una autoclave o por ultrafiltración, 

a fin de obtener un medio aséptico. El método de esterilización más frecuentemente 

utilizado es dentro de una autoclave a una temperatura de 1210 C, a 15 libras de 

presión, durante 15 minutos; pero cuando el medio contiene compuestos que se 

desnaturalizan a altas temperaturas y presión, es preferible esterilizar por medio de 

ultrafiltración, con membranas de 0.45 o 0.2 m de abertura (Staba, 1980; Conger, 

1981 ). 

Efecto de la luz.- Los medios de cultivo para células vegetales contienen sacarosa lo 

cual disminuye la necesidad de efectuar la fotosíntesis, y de hecho, varías especies se 

cultivan rutinaria mente en la obscuridad. Sin embargo, la mayoría de los estudios 

reportados han demostrado que la luz juega un papel importante en la inducción a la 

organogénesis. Los efectos de la luz se subdividen en fotoperíodo, intensidad de luz y 

longitud de onda, al variar uno o más de estos parámetros, es posible inducir la 

moñogénesis con mayor éxito (Conger, 1981). 
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Temperatura.- El rango óptimo de temperatura para la incubación de los cultivos in 

vi/ro, generalmente el rango óptimo de temperatura es de 26 a 28' C, aunque se ha 

reportado que algunas plantas requieren alternar diferentes ciclos de temperatura para 

que se lleve a cabo la organogénesis (Conger, 1981). 

Humedad.- La humedad es un factor ambiental importante que debe ser considerado 

en el cultivo de tejidos. Los tejidos deben tener un suministro adecuado de humedad, 

pero si ésta es muy alta se incrementa el rango de contaminación de los medios de 

cultivo por hongos o bacterias y si la humedad es muy baja se dificultará la difusión de 

los nutrientes en el medio y además los tejidos se deshidratarán. El empleo de sellos 

de parafilm (®) alrededor de las tapas de los recipientes de cultivo, es una buena 

opción para mantener la humedad y aireación adecuadas y además es una medida de 

control de la entrada de agentes patógenos a los medios de cultivo (Costabel, 1984). 

La a·plicación práctica potencial de la técnica de cultivo de tejidos para la 

agricultura es muy diversa e importante, como por ejemplo: la inducción y selección de 

plantas haploides a partir del cultivo de anteras y polen para la obtención de individuos 

homocigotos con características recesivas útiles; inducción y selección de mutantes 

por medio de agentes químicos o físicos y la propagación clonal o multiplicación rápida 

de genotipos específicos que a diferencia de la propagación asexual por otros 

métodos, la técnica de cultivo de tejidos provee un medio ambiente aséptico y 

controlado, agregando además que la multiplicación es esencialmente más rápida 

(Conger, 1981). 

7.4 Micropropagación 

La micropropagación es la técnica para lograr el desarrollo de nuevas plantas 

en un medio artificial, en condiciones asépticas, a partir de porciones muy pequeñas 

de la planta, tales como embriones, semillas, tallos, puntas de ramas, puntas de 

raíces, callos, células individuales y granos de polen (Hartmann y Kester, 1980). 
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La micropropagación es la verdadera propagación de un genotipo seleccionado 

por medio de la técnica de cultivo in vitro. Con gran frecuencia, la micropropagación se 

asocia a la producción masiva con un precio competitivo (Figura 5). 
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Figura 5. Pasos básicos para la micropropagación de la mayoría de las especies 

vegetales (George, 1993). 
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En la micropropagación, Debergh y Read (1991) han definido 5 etapas críticas 

para el desarrollo exitoso de las plantas in vitro. Estas etapas son las siguientes: 

Etapa 0.- La etapa preparativa, consiste en evitar los problemas de contaminación 

cultivando la planta madre bajo condiciones higiénicas. Cambiar el status de la planta 

madre que será la fuente de los explantes, controlando el fotoperíodo y la calidad de 

luz, estableciendo los rangos de temperatura adecuados para las diferentes etapas de 

desarrollo de la planta y determinar un adecuado pretratamiento de la planta madre 

con reguladores de crecimiento. 

Etapa 1.- La iniciación del cultivo, que tiene como finalidad inducir las condiciones 

para mantener los cultivos axénicos y resolver los problemas relacionados con la salud 

y estado de los cullivos. 

Etapa 2.- La multiplicación, que consiste en investigar las condiciones para inducir la 

propagación de brotes adventicios que proporcionen retoños, los cuales tengan las 

características necesarias para transferirlos y contínuar con la siguiente etapa de 

desarrollo. 

Etapa 3.- Es la inducción, desarrollo y alargamiento de la raíz. Fundamentalmente hay 

solamente dos opciones en esta etapa, ya sea producir plántulas in vitro o inducir la 

formación de raíces en macetas con suelo, los faclores que influirán en la decisión que 

se tome serán las implicaciones comerciales, que dependerán de la infraestructura 

disponible, la calidad y cantidad de las plantas que se deseen establecer en el campo. 

Etapa 4.- Esta etapa consiste en investigar sobre las condiciones de transferencia al 

invernadero; el método y el equipo requeridos para evitar problemas en esta etapa no 

son autónomos, porque dependen principalmente de la calidad y tipo de material 

producido en las etapas anteriores. En esta etapa la eficiencia también es importante. 

El uso de sistemas conectados (McCown, 1986) con substratos naturales o artificiales, 

ofrecen la posibilidad de robatizar la mayoria de los requerimientos manuales de la 

micropropagación. El uso de invernaderos tradicionales no siempre es la mejor 

elección. Se ha desarrollado un sistema de multicapas que es viable para que el 

propagador emplee el espacio más eficientemente y también obtenga un mayor control 
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del medio ambiente, logrando así la mejor altemativa, para producir el mayor número 

de plantas en el menor espacio. 

La aplicación práctica potencial de la técnica de cultivo de tejidos para la 

agricultura es muy diversa e importante, como por ejemplo: la inducción de plantas 

haploides a partir del cultivo de anteras y polen para la obtención de individuos 

homocigotos con características recesivas útiles; inducción y selección de mutantes 

por medio de agentes químicos o físicos y la propagación clonal o multiplicación rápida 

de genotipos específicos que a diferencia de la propagación asexual por otros 

métodos, la técnica de cultivo de tejidos provee un medio ambiente aséptico y 

controlado, agregando además que la multiplicación es substancialmente más rápida 

(Conger, 1981). Las ventajas de la micropropagación de una especie, propuestas por 

Hussey (1978) y Fossard (1976), son las siguientes: 

a) multiplicación rápida de especies híbridas nuevas, con características comerciales 

importantes. 

b) eliminación de virus a partir de una planta infectada. 

c) propagación de clones en cualquier época del año. 

d) propagación a gran escala de plantas genéticamente uniformes. 

e) propagación vegetativa de especies difíciles de propagar. 

f) producción, selección y propagación de plantas con características de resistencia al 

medio ambiente hostil o resistentes al ataque de cierto tipo de patógenos. 

g) potencial para propagar plantas que no se pueden regenerar por medio de otros 

métodos de propagación. 

Al igual que la mayoría de las técnicas de propagación asexual, anteriormente 

analizadas esta técnica también presenta desventajas, por ejemplo: 

a) se necesita mano de obra calificada. 

b) los procedimientos son muy laboriosos por lo que se requiere emplear mucha mano 

de obra. 

e) altos costos debido al tipo de instalaciones, mantenimiento y mano de obra. 

d) gran variabilidad genética. 

e) mortalidad significativa de las plantas altransplantarlas a macetas. 
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Estas desventajas se pueden minimizar si la propagación de las plantas tienen 

demanda constantemente, si se incrementan las especies seleccionadas 

genéticamente, si se multiplican stocks resistentes a patógenos, si se establecen 

nuevos cultivos a partir de plantas silvestres y si se logra la clonación de líneas de 

hibridos producidos por semilla (Murashige, 1983) 

Los factores que favorecen la inducción de la organogénesis en células y tejidos 

vegetales, son los siguientes: composición del medio; el tipo de explante que se elige 

tomando en cuenta el genotipo, el tamaño, el estado fisiológico y el tejido u órgano del 

cual procede; el tipo de luz, tiempo de iluminación e intensidad y la temperatura, cuyo 

rango óptimo normal de la mayoria de las plantas es de 26 a 28° C. Asi mismo, cuando 

se hacen varios subcultivos se va perdiendo el potencial para la organogénesis. En 

esencia el genotipo de la planta escogida para la propagación, la estación del año y la 

variación moñológica pueden influir en la respuesta de la planta (Skivin, 1981). 

Los pasos a seguir para la micropropagación consisten como primer punto, en 

el establecimiento de cultivos asépticos, es decir, que deben ser removidos los 

contaminantes superficiales como hongos o bacterias. Posteriormente se deben 

buscar las condiciones para la multiplicación del explante promoviendo el desarrollo de 

yemas axilares y terminales o la inducción de brotes adventicios. Como siguiente paso 

se deben investigar las condiciones para el enraizamiento y la preparación de los 

propágulos para la transferencia al suelo, ya que en este último punto las plantas 

pierden grandes cantidades de agua por evapotranspiración y consecuentemente se 

deben tener cuidados en la etapa de adaptación (Hughes, 1981). 

Varios procedimientos altemativos han sido usados para la multiplicación clonal 

de plantas por medio de la micropropagación, como el desarrollo de yemas axilares y 

apicales, desarrollo de brotes adventicios y embriogénesis somática, los cuales se 

describen a continuación: 

7.4.1. Desarrollo de yemas axilares y apicales. 

En este método, las yemas axilares y apicales, pueden producir ya sea un solo 

brote o varios, dependiendo de la especie que se trate y del medio utilizado, la 

multiplicación clonal por este sistema está limitada a los brotes disponibles. La 



45 

propagación a través del cultivo de meristemos, es más amplia debido a que el 

meristemo es una pequeña área de células dividiéndose activamente, aunque carece 

de primordio de hojas y raramente se obtienen buenos resultados (Hughes, 1981). La 

ventaja de usar yemas axilares, sobre el cultivo de meristemos y las puntas de los 

brotes, es que el brote incipiente ya está diferenciado in vivo; así para establecer una 

planta completa solamente se requiere el crecimiento y la diferenciación de la raíz (Hu 

y Wang, 1983). Este método se emplea en clavel (Roest y Bokelmann, 1981), en soya 

(Evans, 1981) donde otros métodos de organogénesis o embriogénesis fallan. 

7.4.2. Desarrollo de brotes adventicios. 

En varias plantas, los órganos vegetales como las hojas, tallos, raíces o bulbos, 

pueden ser inducidos hacia la organogénesis, formando una planta completa o varias 

plántulas, este método tiene mayor potencial para producir una multiplicación masiva 

de clones que la inducción por brotes axilares. Por ejemplo, una sola hoja, puede 

producir miles de yemas o brotes, que son genéticamente iguales a la planta que les 

dio origen. Varias plantas se pueden multiplicar por este método, como la damiana 

(Turnera diffusa) (Diaz-Rondero y Alcaraz-Meléndez, 1987; Alcaraz-Meléndez y 

Real-Cosío, 1992,a ; Alcaraz-Meléndez, . 1994), crisantemo (Crysanlhemum 

morifolium) (Grewal y Sharma, 1978), etc. 

7.4.3. Embriogénesis somática. 

Uno de los descubrimientos más espectaculares en el cultivo de plantas ha sido 

la inducción de embriones somáticos en cultivos celulares (Reinert, 1959). Esto 

demostró la persistencia de la totipotencialidad de las células de las plantas superiores 

para la regeneración (Reinert, el al. 1977), varios estados de desarrollo de los 

embriones somáticos son notablemente similares a los desarrollados por un embrión 

ocurrido después de la fertilización. El fenómeno de la embriogénesis somática, 

actualmente, ha sido reportada en más de 300 especies en un amplio rango de 

plantas, como árboles, cereales, pastos, plantas de omato, plantas medicinales, etc. 

(Bajaj, 1995 a). Esta metodologia disminuye la lentitud y la laboriosidad de las otras 

técnicas de cultivo de tejidos (Murashige, 1983). Durante la última década, se han 

hecho trabajos sobre los factores que afectan la embriogénesis somática, estudios de 
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ultraestructura, aspectos moleculares, transformación genética y expresión génica en 

embriones somáticos. Algunas de las aplicaciones prácticas que han llamado más la 

atención son (Bajaj, 1995 a): 

a) Transformación genética de embriones somáticos y la producción de plantas 

transgénicas. 

Se ha probado que los embriones somáticos son un excelente material para 

estudios sobre la transformación genética, especialmente en especies arbóreas. Los 

embriones somáticos son adecuados para expresar el ADN introducido, y la 

regeneración puede iniciar a partir de una célula en la superficie del embrión, y están 

capacitados para regenerar plantas no quiméricas, la regeneración de los sistemas es 

de suma importancia para la ingenieria genética. Así, los embriones responden 

favorablemente a la aplicación de Agrobaclerium lumefaciens (Mathews, el al. 1992), a 

la microinyección (Neuhaus, el al. 1987 y al bombardeo de partículas (Wilde, el al. 

1992). 

b) Microinjerto de embriones somáticos. 

El microinjerto es una técnica relativamente nueva y se injerta la punta del brote 

o ápice !le la planta madre a una planta joven decapitada y creciendo en condiciones 

asépticas a partir de semilla, así, se rejuvenece la planta y se eliminan virus , 

especialmente en cítricos (Navarro, 1992). Aguilar, el al. (1992) aplicó la técnica de 

microinjerto a embriones somáticos de cacao, los cuales normalmente son difíciles de 

diferenciar a plantas completas, tomó embriones somáticos y los injertó en un 

segmento de raíz procedente de una semilla germinada de 3 semanas de edad, 

obteniendo plantas completas después de 18 meses. 

c) Producción de embriones somáticos en bioreactores. 

En la micropropagación convencional se requiere de mucho tiempo y es un 

trabajo laborioso y muy intensivo. Durante la última década, se ha incrementado el 

interés sobre los problemas que afectan el escalamiento (Bajaj, 1991). Para 

incrementar la eficiencia del escalamiento, se han empleado sistemas automatizados, 

para la producción de plantas; con este propósito se han desarrollado bioreactores, 

robots y otros variados sistemas mecanizados. Los bioreactores que se han utilizado 
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por varios autores para producir plantas a gran escala son: bioreactor de tambor 

rotatorio (Tanaka, et al. 1983), bioreaclor de fase gaseosa (Ushiyama et al., 1984), 

bioreaclor con luz intema, etc. (Margaritis y Wallace, 1984). Con estos sistemas 

Ammirato y Styler (1985), pudieron obtener 60,000 embriones somáticos de células en 

suspensión de zanahoria en un bioreaclor de un litro. 

d) Producción de semillas sintéticas 

Las semillas sintéticas pueden ser de embriones somáticos quiescentes o no 

quiescentes con encapsulación protectora, para la encapsulación se han empleado 

diferentes tipos de agentes gelificantes, como alginato de calcio, gelrite, gelatina, 

carraginina, etc. La encapsulación provee a los embriones somáticos una protección 

física, nutrientes, reguladores de crecimiento, antibióticos, fungicidas, etc. 

(Redenbaught et al., 1991). Sakamoto, et al. (1992), desarrolló un sistema 

automatizado para producir semillas sintéticas de zanahoria, con el que produjo y 

sembró 70,000 semillas sintéticas por día, obteniendo el 52% de plantas completas. 

e) Siembra directa en las camas de propagación de plántulas obtenidas por embriones 

somáticos y embebidas en un agente gelificante . 

Esta técnica es para el establecimiento de cultivos la cual incluye, germinación, 

incorporación de las semillas a un gel y plantación de la mezcla del gel y la semilla en 

las camas de propagación. Este sistema puede proveer: i) uniformidad y rapidez en la 

emergencia de las plántulas; ii) mejores y más rápidos rendimientos y iii) en algunos 

cultivos, mayor uniformidad en la maduración que al sembrar semillas convencionales 

(Gray, 1984). Esta técnica tiene el potencial para la manipulación a granel de 

pequeñas plántulas, sin necesidad de manejarlas individualmente; además el gel 

acarreador y proteclor puede contener aditivos como fertilizantes, reguladores de 

crecimiento, pesticidas, etc.; también crea un medio ambiente 'empacado' para 

semillas y plántulas (Salter, 1978). 

f) Criopreservación de embriones somáticos para la conservación de germoplasma. 

Los embriones somáticos son un material excelente para estudios de 

criopreservación. Desde el momento en que se pueden producir a gran escala en 

bioreaclores y tener un amplio rango de aplicaciones, se han mejorado las técnicas de 
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criopreservación, almacenando en congelador. Esta es una proposición viable para la 

conservación del germoplasma de ciertas especies a largo plazo y un posible 

intercambio de especies entre diferentes países (Bajaj, 1995 b). 

7.5. Criterios de éxito en la micropropagación 

El éxito en la micropropagación está asociado a la producción comercial. 

Desde el punto de vista comercial, la ventaja de la micropropagación puede estar en 

el desarrollo y el comercio de algún producto mejorado, en tres puntos de vista 

importantes: desarrollo de las plantas, incremento del producto y comercialización 

del producto (Chu y Kurtz, 1990). 

Desarrollo de las plantas 

Existen varios puntos en los cuales la micropropagación puede mejorarse y 

aumentar la velocidad de producción como: 

al multiplicación rápida, b) uniformidad en la producción, c) volumen abundante, d) 

plantas heterocigotas, e) plantas producidas por ingeniería genética, y f) conservación 

de germoplasma. 

Incremento del producto 

La micropropagación puede incrementar efectivamente la calidad deseable de 

una especie y por lo tanto proveer un producto de alto valor agregado, mejorando el 

fenotipo y propagando plantas libres de enfermedades. 

Comercialización del producto 

Además de los beneficios asociados a la comercialización en la 

micropropagación, es importante facilitar el flujo y distribución de las plantas 

propagadas, tomando en cuenta los siguientes puntos: a) presentación del producto, b) 

facilidad en la movilización y entrega a tiempo del producto, y e) producir especies 

fuera de temporada. 
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7.6. Calidad de las plantas micropropagadas en relación a las plantas silvestres y 

cultivadas. 

Las plantas en condiciones naturales, pueden reproducirse por dos métodos: 

sexual, por medio de semillas y asexual por medio de órganos vegetativos; 

dependiendo de las ventajas selectivas y la etapa evolutiva de los diferentes tipos de 

especies. Hay plantas que solamente pueden reproducirse por semillas, como en el 

caso de la mayoría de las plantas anuales; o exclusivamente por medios vegetativos, 

como las plantas acuáticas; o pueden emplear ambos métodos como en el caso de la 

mayoría de las plantas herbáceas perennes (Fenner, 1985). Las plantas de damiana 

se reproducen por medio de semillas. 

Las plantas seleccionadas y explotadas por el hombre también tienen diferentes 

tendencias para la propagación por semilla o por medios vegetativos; por lo tanto la 

calidad de las plantas dependerá del desarrollo de las técnicas probadas, las 

necesidades agronómicas, el producto que se desea obtener de cada especie y los 

costos de producción. 

La propagación por medio de semillas tiene ventajas tales como, 

a) las semillas son pequeñas comparadas con la planta original. 

bl se producen en grandes cantidades. 

c) su tamaño pequeño facilita la dispersión a nuevas tierras. 

dl pueden sobrevivir en condiciones adversas, como sequía, la cual difícilmente podría 

tolerar la progenie propagada por medios vegetativos. 

el cada una de las semillas es genéticamente diferente o única, esto es una 

consecuencia de la mezcla del material genético de los padres (por el 

entrecruzamiento de los genes). La diversidad heredada de la progenie producida 

sexualmente, provee a la población flexibilidad genética que asegura que al menos 

algunos individuos puedan sobrevivir a los estragos de la selección natural. 

La propagación vegetativa presenta ventajas tales como: 

al produce progenie que es siempre genéticamente igual o idéntica a las plantas 

madres, habiendo muy poca posibilidad de mutaciones somáticas. 
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b) las semillas producidas apomícticamente producen poblaciones que tienen una 

flexibilidad genética muy pequeña producida por cambios medio ambientales 

c) el índice de sobrevivencia es más alto que en las plantas propagadas por semilla. 

El objetivo en la propagación clonal es reproducir plantas de calidad deseable y 

cantidades uniformes. Este tipo de reproducción es más rápida por medio de cultivo de 

tejidos vegetales, que con los métodos de propagación tradicional, las ventajas de la 

micropropagación son (George, 1993): 

a) los cultivos inician con una pequeña parte de la planta (explante). 

b) se lleva a cabo en condiciones asépticas, libre de patógenos como hongos, 

bacterias y otros microorganismos. 

c) se pueden propagar grandes cantidades de plantas libres de virus. 

d) hay mayor flexibilidad para ajustar los factores que influyen en la regeneración 

vegetativa como medio nutritivo, reguladores de crecimiento, luz, temperatura, etc. 

e) es posible producir clones de algún tipo de plantas, que de otra forma su 

propagación vegetativa seria lenta y dificil. 

f) las plantas micropropagadas pueden adquirir características temporales más útiles 

para los agricultores. 

g) la producción es independiente de las estaciones del año y por lo que puede haber 

producción todo el año. 

h) el material para la propagación vegetativa puede almacenarse por largos períodos 

de tiempo (criopreservación). 

i) se requiere menos espacio y energía para el mantenimiento y propagación de las 

plantas madre. 

D el material vegetal requiere poca atención entre subcultivos. 

La habilidad para lanzar un producto con alta calidad es de primera importancia 

para que sean aceptadas las plantas micropropagadas por los consumidores. Para 

asegurar un alto nivel de calidad, es importante dirigir los esfuerzos hacia el control de 

calidad, incluyendo gradientes por tamaños , pruebas del producto y aclimatación. 

Además mantener la estabilidad genética y fenotípica de las plantas, teniendo cuidado 
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del medio de crecimiento para evitar la producción de callos que puedan provocar un 

cambio genético en las plantas micropropagadas. 

Por todo lo anterior se podria decir que en las plantas micropropagadas es 

posible controlar y mejorar la calidad, no siendo esto posible en las plantas silvestres 

y cultivadas. 

7.7. Factor económico en la micropropagación. 

Los costos de producción por micropropagación son comparativamente mayores 

que 105 métodos convencionales (George y Sherrington, 1984). Aunque, para muchas 

especies la micropropagación no es competitiva comparada con la propagación por 

semilla o por estacas. La micropropagación es conveniente solamente cuando hay 

alguna ventaja sobre los métodos convencionales, que incremente el valor, como 

cuando: a) una planta no pueda ser propagada fácil y rápidamente por otros métodos, 

b) el alto costo de otros métodos, c) los métodos convencionales requieran de técnicas 

especiales como el injerto, y d) la capacidad de producir plantas libres de 

enfenmedades (George y Sherrington, 1984). 

Los costos de micropropagación pueden detenminarse por diversos métodos, 

Oonnan (1986) sugiere 105 siguientes aspectos: 

a) el costo total de operación por producción en cierto periodo de tiempo, puede ser 

dividido entre el total de plantas vendidas. Estos cálculos dan una vista general de 105 

costos, pero esto no proporciona infonmación para comparar costos de producción de 

otras especies. 

b) los costos de operación por transferencias en la campana de flujo laminar pueden 

calcularse dividiendo el costo total de operación entre el número de transferencias en 

la campana y multiplicando por el número de horas por transferencia por el tiempo en 

cuestión. El resultado es el costo de operación en la campana de flujo laminar por 

hora. 

e) otro aspecto que debe ser calculado desde el punto de vista de producción es el 

espacio ocupado en 105 anaqueles del cuarto de cultivos, al analizar este factor ilustra 

la importancia de mantener ocupados todos 105 espacios. 
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d) determinar el costo de cada producto en las diferentes etapas de la 

micropropagación, llevando un control diario de cultivos por frasco, velocidad de 

multiplicación, pérdidas y asignación de espacios. Para las operaciones en las que las 

plantas llegan a la etapa 4, se debe incluir registros del invernadero, velocidad de 

plantación, tiempos de finalización y pérdidas al transplante. 

Para poder controlar y reducir los costos de producción es necesario examinar 

los componentes necesarios para la producción, hasta obtener plantas en macetas, 

estos componentes los desglosan Chu y Kurtz (1990) en los siguientes puntos: mano 

de obra en el laboratorio, utilidades, depreciación de las instalaciones, supervisión 

tanto en laboratorio como en el invernadero, mano de obra para la plantación directa y 

otros costos de producción como mantenimiento y reparación, aseguradoras, 

impuestos y viajes. Otros costos que pueden considerarse son los pagos por derechos 

de autor para patentar la metodología empleada. 

Et futuro exitoso de la industria de la micropropagación depende de dos puntos 

principales (Chu y Kurtz, 1990): 

a) ta prOducción de productos cuidadosamente elegidos, basados en un análisis de 

mercado exhaustivo. 

b) reducción de los costos de producción, tanto como sea posible sin disminuir la 

calidad del producto. 

Para lograr el último punto, es necesario optimizar los sistemas de producción, 

nivelando las condiciones de producción de grandes cantidades de plantas 

eficientemente y aplicando sistemas de micropropagación mecanizada que disminuya 

tanto como sea posible los costos de mano de obra. 
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V. OBJETIVOS 

1. Objetivos generales. 

Debido a la importancia socio-económica que representa la explotación de la 

planta de damiana en zonas semi-desérticas y además de que su uso sostenido sin 

implementar la domesticación y cultivo, puede conducirla en un futuro cercano a la 

extinción, sobre todo en un mercado en extensión lo cual puede suceder 

eventualmente, y tomando en cuenta que, la única fuente de explotación comercial son 

las poblaciones silvestres, se planteó como objetivo general del presente trabajo, 

desarrollar una tecnología para iniciar la domesticación de las plantas de damiana, 

considerando que el primer paso para la domesticación de las especies es la 

propagación, y basándonos en los trabajos reportados, se ha demostrado que a pesar 

de que la damiana produce semillas, éstas no germinan en condiciones controladas y 

en condiciones silvestres no se tiene registro de la germinación pero se infiere que es 

muy baja debido a que no existen, ni han existido grandes poblaciones de damiana, . 

Con estas bases el presente trabajo se enfocó hacia la investigación de las 

condiciones para la propagación de esta especie, empleando la té~ica de cultivo de 

tejidos vegetales, la cual es una alternativa que proporciona grandes ventajas, ya que 

se mantienen las condiciones medio ambientales controladas, se selecciona y dosifica 

el tipo de nutrientes que requiere la especie, se evita la influencia de cualquier tipo de 

microorganismos, también es posible seleccionar y propagar un clon de interés tanto 

ecológico como económico, se dispone del recurso permanentemente y cuando se 

han establecido las condiciones para la propagación es posible la producción masiva 

en un espacio reducido. 

El objetivo de este trabajo desde el punto de vista ecológico es proveer una 

metodología para la propagación de damiana dirigida hacia la domesticacíón, creando 

así un nuevo potencial para las zonas áridas agrícolas de México. Esperando que sea 

un medio eficiente de domesticación que reduzca el interés comercial de cosechar las 

plantas silvestres. 
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2, Objetivos especificos, 

Los objetivos específicos del presente trabajo son: 

1) Investigar las condiciones que favorezcan la propagación de la planla de damiana 

por medio de la lécnica de cultivo de tejidos vegetales, Probando dos medios nulritivos 

diferentes, 4 tipos de explanles, varias concentraciones y combinaciones de 

reguladores de crecimienlo, como ácido 2,4-<1iclorofenoxiacético (2,4-0), 6-bencil 

adenina (BA) y ácido indol bulírico (AIB). 

2) Invesligar el efecto en el enraizamiento de plántulas de damiana desarrolladas en 

cullivo de lejidos vegetales probando dos diferentes concentraciones de AIB, ácido 

naftalen acélico (alfa y beta) (ANA) y ácido indol acético (AlA). 

3) Evaluar el desarrollo y producción de planlas de damiana propagadas medianle 

cullivo de tejidos y su transplante al campo. 

4) Comparar el contenido de aceites esenciales y lípidos totales de las plantas 

silvestres y las plantas propagadas por cultivo de tejidos vegetales. 
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VI MATERIALES Y METODOS. 

1. Material biológico 

Se emplearon plantas procedenles de poblaciones silvestres de damiana 

ubicadas en el área fitogeográfica denominada Región de los Cabos. Esta zona 

presenta una altitud que va entre los O y 300 msnm, y se encuentra localizada al sur 

de la Península de Baja California, entre los paralelos 23· 27' latitud norte y 110· 14' 

longitud oeste (Figura 3) 

Se coleclaron plantas de 25 a 35 cm de altura y se transplantaron a macetas 

(10 cm longitud X 10 cm de ancho X 15 cm de altura) conteniendo suelo arenoso del 

sitio original y se llevaron al laboratorio, con el fin de emplearlas como fuente de 

explantes para los experimentos de micropropagación. Un año después se 

transplantaron al campo experimental del CIBNOR, ubicado en El Comitán, a 17 km. al 

norte de la ciudad de La Paz, Baja California Sur. Las plantas fueron comparadas con 

ejemplares del herbario del Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste S.C. 

(CIBNOR), ubicándolas en la familia de las Turneraceas y clasificándolas con el 

género Turnera, especie diffusa. 

También se emplearon como fuente de explantes hojas de plantas propagadas 

por enraizamiento de estacas. Las estacas se obtuvieron en las mismas poblaciones 

de plantas silvestres. Para inducir el enraizamiento de estacas, se sumergieron en una 

solución acuosa conteniendo ácido naftalen acético 2.15 X10'" M, durante 1 O mino y 

posteriormente se les aplicó un fungicida comercial (Captán,N-[tricloro metiltio] 

-4-ciclohexano-1-2-<licarboximida); durante el período de enraizamiento las estacas se 

colocaron en camas de propagación cubiertas con plástico, con suelo arenoso y 

vermiculita (1:1 v/v) a temperaturas entre 30 y 45 ·C entre 67 y 75 ¡JEm·'s·' de 

intensidad luminosa. 
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Figura 6 . Experimentos realizados in vitro en la micropropagación de damiana. 
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2. Cultivo in vitro 

la figura 6 resume la estrategia seguida para llevar a cabo la investigación 

sobre las condiciones para la micropropagación de damiana . la cual incluyó: 

a) Selección de e~plantes. 

Después de acondicionar las plantas a macetas. se procedió a buscar los 

e~plantes adecuados para el cultivo de tejidos, probando con brotes apicales, brotes 

laterales y hojas_ 

b) Pruebas de esterilización de los explantes_ 

Como se indicó anteriormente, el primer paso para establecer cultivos in vilro es 

esterilizar del material vegetal. Para esto se probaron diversas concentraciones de 

hipoclorito de calcio de 5, 10 Y 15 % sobre los explantes de brotes apicales, brotes 

laterales y hojas, variando los tiempo de tratamiento en 5, 10, 15 Y 20 min_ Cada 

tratamiento se probó en 20 explantes, sembrando 2 explantes por frasco en 3 

experimentos independientes _ Se hicieron revisiones periódicas cada tercer día 

durante 15 días, para observar en que condiciones de esterilización se obtuvo menor 

contaminación_ Con base en estas observaciones, se diseñó el sigu'iente 

procedimiento: se emplearon hOjas jóvenes y se lavaron con detergente comercial al 

5% (filtrando los precipitados que quedaron después de disolverlo), posteriormente los 

explantes se trataron los explantes primero con etanol al 95% durante 15-20 seg y 

después con hipoclorito de calcio al 10% durante 10 min; finalmente, se enjuagaron 5 

veces con agua destilada estéril y posteriormente se sembraron en los medios de 

cultivo. 

c) Selección del medio nutritivo para la propagación de damiana 

En este trabajo se experimentó con los medios 85 (Gamborg, el al., 1976) y 

Murashige y Skoog (1962) (MS)_ Se emplearon 20 mi de cada medio en frascos de 

vidrio de 120 mi de capacidad con tapas de plástico translúcidas _ 

d) Reguladores de crecimiento 

Para inducir la organogénesis, y el enraizamiento se probaron diferentes 

reguladores de crecimiento_ 
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Inicialmente se experimentó con los medios B5 y el medio MS complementados 

con ácido 2,4-<1iclorofenoxiacético (2,4-0) en concentraciones de 10.1 M a 10" M 

combinado con 6-bencil adenina (BA) en concentraciones de 10" M a 10'" M (42 

combinaciones en total). Se efectuaron 6 repeticiones por tratamiento en 3 

experimentos independientes (Diaz-Rondero y Alcaraz-Meléndez, 1987). 

Posteriormente, se probaron dos fuentes diferentes de exptantes, a) hojas de 

plantas silvestres y b) hojas de plantas propagadas por medio de estacas. Para los 

experimentos in vitro, se empleó el medio nutritivo MS suplementado con ácido indol 

butirico (AIB) en concentraciones de 10" M a 1 O""' M, combinadas con BA en 

concentraciones de 10" M a 1 O" M . El AIB se esterilizó por medio de filtración con 

membranas de 0.45 Ilm y se agregó antes de que solidificara el medio. Se probaron 6 

recipientes por concentración, 2 explantes de hoja por frasco y se repitieron los 

experimentos 3 veces (Alcaraz-Meléndez et al. 1994). 

Para mejorar el enraizamiento de los brotes desarrollados en el medio MS se 

probaron el ácido indol acético (AlA), alfa y beta ácido naltalen acético (ANA) y ácido 

indol butirico (AIB) en concentraciones de 1 a-s y 10.1 M. Se emplearon 50 brotes por 

tratamiento y se repitió el experimento 3 veces (Alcaraz-Meléndez, et al. 1998). 

e) Metodologfa de siembra y condiciones medio ambientales de los cultivos 

Todas las operaciones de cultivo in vitro fueron realizadas bajo condiciones de 

total asépsia empleando una campana de flujo laminar (Labconco). Después de la 

esterilización, se cortó el extremo inferior de los brotes apicales y axilares y se 

sembraron en el medio en posición vertical. Las hojas empleadas como explantes, 

fueron hojas jóvenes de 17-20 mm de longitud, se cortaron a la mitad 

transversalmente y ambos segmentos se colocaron horizontalmente en el medio. 

Todos los explantes se sembraron en frascos de vidrio de 120 mi de capacidad y 

cubiertos con tapas translúcidas esterilizables. Los explantes se incubaron en un 

cuarto de cultivo iluminado con luz fluorescente continua, con una intensidad de 100 

IlEm·'.seg·' , a una temperatura de 25 ± 2 ·C. Después de dos meses, cuando los 

explantes presentaban principios de brotes se transfirieron a medio fresco. Esta 

operación se repitió cada cuatro semanas a lo largo de nueve meses. 
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f) Evaluación in vitro 

En las pruebas de esterilización de los explantes se cuantificó el número de 

muestras contaminadas y el daño producido en los tejidos por los tratamientos con 

hipoclorito de calcio. 

Se evaluó el porcentaje de explantes que produjeron brotes, en los diferentes 

medios y concentraciones hormonales probadas así como el número de brotes 

producidos. 

Posteriormente, se cuantificó el porcentaje de explantes que enraizaron en el 

medio libre de hormonas, pero que habían sido tratados con diferentes 

concentraciones hormonales para inducir el desarrollo de los brotes. 

En los experimentos para inducir el enraizamiento, se cuantificó en forma 

porcentual el número de brotes que enraizaron con las diferentes concentraciones 

hormonales probadas y se cuantificó el número de raíces desarrolladas por brote en 

cada tratamiento. 

3. Culllvo ex vitro 

Las plántulas de damiana enraizadas in vitro, se transfirieron a macetas 

conteniendo suelo arenoso, y se colocaron en una cámara de cultivo a temperaturas 

entre 25 y 30' C y fotoperíodo de 12 horas de luz por 12 horas de obscuridad. La 

humedad relativa se mantuvo entre 95 y 99% cubriendolas con bolsas de plástico de 

20 cm de alto por 10 de ancho o con frascos de vidrio invertidos de 150 mi de volumen, 

estas condiciones se mantuvieron durante 3 meses. 

Después del periodo de adaptación, las plántulas se transplantaron al campo 

experimental del CIBNOR ubicado en El Comitán, Baja California Sur. Se sembraron a 

una distancia de 1 m por 1.5 m entre cada una y se regaron cada 8 días durante 3 

meses, cada 15 dias durante 3 años y posteriormente cada mes. El transplante se 

efectuó entre los meses de Octubre y Marzo, en los periodo en que la temperatura 

medio ambiental no es tan alta ni la sequía tan extrema. 

Para calcular el crecimiento, el peso fresco y el peso seco de las plantas, se 

realizaron muestreos anuales de 42 plantas micropropagas sembradas en el campo 
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experimental pesándose por separado hojas y tallos, el peso seco se obtuvo secando 

las muestras en el homo a 60· C y por diferencia entre peso fresco y peso seco se 

determinó el porcentaje de humedad. Estas evaluaciones se llevaron a cabo durante 3 

años consecutivos y posteriormente al octavo año (Tabla 9). 

4. Análisis de los aceites esenciales 

La metodologia empleada (Figura 7) es la descrita por Vázquez-Duhalt y 

Greppin (19B7) para la extracción de lípidos totales y aceites esenciales con una 

mezcla de metanol-cloroformo (2:1 v/v) durante 24 hrs. a una temperatura de 4 ·C. 

Posteriormente se filtró el extracto y se agregaron 3 mi de agua destilada, la mezcla se 

centrifugó, la fase clorofórmica se colectó y la fase acuosa se lavó 3 veces más con 3 

mi de cloroformo cada vez, la solución resultante se secó a una corriente de nitrógeno 

y se pesaron los lipidos totales; los aceites esenciales se obtuvieron al fraccionar la 

solución anterior con una columna cromatográfica de alúmina, eluyendo con éter 

etílico. el filtrado se concentró con el rotavapor, se resuspendió la muestra en 1 mi de 

éter etílico para transferirla a viales de 1.5 mi, se secó la muestra con nitrógeno y se 

determinó la concentración por peso. 
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Figura 7. Procedimiento empleado para la extracción y cuantificación de aceites 

esenciales en hojas de plantas silvestres y plantas micropropagadas de damiana. 
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El método empleado para la cromatografía en capa fina de los aceites 

esenciales fue el descrito por Kates (1982), y se llevó a cabo de la siguiente forma: 

Se tomaron los extractos de aceites esenciales y se concentraron con N2 • 

Las placas de vidrio (20 X 20 cm) cubiertas con 250 ~m de silica gel, con indicador 

fluorescente de 254 nm ( Baker), se activaron a 100' e durante 30 min, posteriormente 

se aplicaron 7 muestras diferentes a cada placa de cromatografía. La mezcla de 

solventes empleados fué éter de petróleo, éter etílico y ácido acético en proporciones 

90: 10: 1 (v/v/v). La cromatografía se corrió 15 cm para observar la separación de los 

compuestos. Las placas se revelaron rociando con una mezcla de etanol y ácido 

sulfúrico en proporciones 95: 5 (v/v) y colocándolas en el horno a 200 'C hasta que 

las muestras son visibles. Se midió la distancia de migración de cada compuesto 

revelado y se calculó el Rf de acuerdo a la siguiente fórmula: 

Rf = distancia del origen a la migración de la muestra! distancia del origen a la máxima 

migración del solvente. 

5, Análisis estadísticos 

El efecto de los reguladores de crecimiento en la formación de brotes, raíces y 

los datos obtenidos al muestrear las plantas desarroolladas en el campo experimental, 

se analizaron por medio del análisis multifactorial de varianza (ANOVA) y el análisis 

de una vía para determinar las diferencias significativas (Least Significant Test, LSD), 

empleando el programa estadístico "Statgraphics" versión 5.1 (Statistical Graphics 

Ca.). Los datos de porcentajes, se transformaron a valores arcsine antes de 

someterlos a las pruebas estadísticas, porque son de distribución binomial y se tienen 

que cambiar a una distribución normal como lo requiere el análisis de ANOVA (Zar, 

1974). El nivel de significación fué de 5%. 

Para comparar los datos de los aceites esenciales de las plantas silvestres y las 

plantas micropropagadas se empleó la '1" de Studenl. Se empleó también el programa 

estadístico "Statgraphics" versión 5.1 (Statistical Graphics Ca.). 
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VII RESULTADOS 

1. Selección de explantes para la micropropagación de damiana 

Los resullados obtenidos mostraron que las hojas son los explantes más 

adecuados para el cullivo de tejidos, debido a su mayor disponibilidad en las plantas 

colectadas y sembradas en macetas; porque en una rama de 20 cm de largo se 

obsevaron 67 hojas, 11 brotes apicales y 28 brotes laterales; otro factor importante es 

que hubo un menor índice de contaminación en las hojas. 

2. Pruebas de esterilización de los explantes 

Los resullados obtenidos en la esterilización de las hojas, brotes apicales y 

laterales se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2. Porcentaje de explantes no contaminados después de 15 días de tratamiento 

con hipoclorito de calcio. 

± desviación standard 

• daños visibles en los tejidos 

3. Cultivo in vitro de explantes de damiana 

En este trabajo el cullivo in vi/ro se dividió en tres etapas principales, las cuales 

se detallan a continuación. 
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3.1. Organogénesis con diferentes medios nutritivos y reguladores de crecimiento. 

Los resultados de estos experimentos que consistieron en probar los medios 

MS y B5 para la micropropagación de damiana y las combinaciones hormonales de 

2,4-010.1 a 10-' M combinado con BA la" a llr M (Oíaz-Rondero y Alcaraz-Meléndez 

1987) (Tablas No. 3 y 4). 

Inducción de callos. 

Al aplicar diferentes concentraciones hormonales, en ambos medios, se observó 

producción de callos, como se muestra en las Tablas No. 3 y 4. 
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Tabla 3. Respuesta morfogenética de hojas de damiana cultivadas en medio B5 con diferentes 
concentraciones de 2,4-D y BA. Los números entre paréntesis representan el porcentaje de 

I de (c) callos, (b) brottlS, ~no hubo ~ 

BA(M) (j; .--/; ~ ~ 

O c 3/IS (17) yls (33) _911S (50)_l!SI1,\IUU,II5/IS (83) -

b - - - - - -
h - - - - - -
r 3/IS(I~ - - - - -
c 3118(17) 3/18(1~ 6/IS(33) 112118(67)18/181100\ -
b - - - - - -
h - ]/18 (17) - - - -
r - - - - - -
c 3/18 (17) - - 12118 (67) 17/20 (86) -
b - - - - - -
h - - - - - -
r - - - - - -

10.7 e ]118 (17) - - 118/18(100) 6/19 (33) -
b 3118 (17) - - - - -
h - - - - - -
r - - - - - -

lo-' e 3/IS (17) 311 S (17) - 1 I 511 S (S3) 15/IS (83) -
b - - - - - -
h 3/IS(17) - - - - -
r - - - - - -
e I2IIS (67) 611S (33) 3/18 (17) ISms(twj 1./18(100) -
b 9/1 S (50) 12118 (67) - - - -
h ]11 S (17) -.2/IS (501 ..2"S (SOL - - -
r - - - - - -
e 611S (33) 311 S (l~ - 6/IS (33) 31IS (17) -
b - - - - - -
h - - - - - -
r 
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Tabla 4. Respuesta morfogenética de hojas de damiana cultivadas en medio MS con diferentes 
concentraciones de 2,4-D BA. Los números entre paréntesis representan el porcentaje de 

no hubo 

o 

10-' 

10-' 

IO~ 

ur' 
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El Análisis de Varianza con 95% nivel de confianza y la prueba de rangos 

múltiples (LSO, Least Significant Oifference Test) (Zar, 1974), mostró que si hubo 

diferencias significativas en la producción de callos entre los medios B5 y MS. 

El efecto de los reguladores de crecimiento en los explantes desarrollados en el 

medio B5 (Tabla 3), fué analizado estadísticamente por medio del análisis de varianza 

de dos factores (Zar, 1974). Para las muestras tratadas con 2,4-0, en el porcentaje de 

producción de callos hubo diferencias significativas entre las concentraciones 

probadas al nivel de significación de 1 %. También hubo diferencias significativas en el 

efecto de las diferentes concentraciones de BA al mismo nivel de significación. La 

aplicación de 2,4-0 10-' M inhibió la inducción de callos y los explantes se tornaron 

cafés. En contraste los explantes tratados con 2,4-0 10" Y 1 O" M solos o 

combinados con BA produjeron mayor porcentaje de callos. Al aplicar BA 10" solo o 

combinado con 2,4-0 1~ o 10-' M, se observó mayor desarrollo de brotes y hojas. 

Cuando se examinó estadísticamente la inducción de callos en el medio MS con 

diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento (Tabla 4), el análisis de 

varianza de dos factores mostró que si hubo diferencias significativas entre los 

explantes tratados tanto con 2,4-0 como con BA al 1 % de significación. Los explantes 

tratados con 2,4-0 10-' M en todas las combinaciones con BA al igual que en el medio 

B5, se tornaron cafés y murieron. Los explantes tratados con BA 10-4 M + 2,4-0 10" 

M produjeron un % muy bajo de callos y de color café. Los callos formados con 2,4-0 

1 O-- M en todas las combinaciones con BA, fueron de color amarillento y consistencia 

friable. Los callos formados con 2,4-0 10" M en todas las combinaciones con BA, 

fueron verdes y compactos. Los callos formados con 2,4-0 10" M con las diferentes 

concentraciones de BA fueron blancos y muy compactos. La mayoría de los callos 

formados con 2,4-0 10"' Y las combinaciones de BA y los explantes tratados solamente 

con BA formaron tejidos diferenciados. 
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Organogénesis en explantes de damiana. 

Después de la formación de callos y dependiendo del regulador de crecimiento 

aplicado, se observó organogénesis en ambos medios (Tablas 3 y 4). 

La organogénesis en el medio B5 fué menor que en el medio MS (Tablas 3 y 4). 

En el medio B5 la organogénesis fué mejor en los explantes tratados con BA 10" M Y 

2,4-0 1()7 M + BA 10"' M, observándose que la mayor producción de brotes fué el 

67%. El enraizamiento solo se produjo cuando se cambiaron a medio sin reguladores 

de crecimiento. 

En el medio MS adicionado con BA 10" M se produjo un gran número de brotes 

por explante (40.2 ± 18.6 brotes por explante). Al aplicar BA 10" M + 2,4-0 10-7 M, la 

producción promedio máxima de brotes fué de 34 ± 29. El mayor porcentaje de brotes 

enraizados (Tabla 4), fueron los tratados con BA 10" + 2,4-010" M, aunque el mayor 

número de raíces por brote fué en los explantes tratados con BA 1()5 M + 2,4-010" M 

Y fueron en promedio 6 ± 1.4 . 

Se analizó la eficiencia de los tratamientos para inducir la organogénesis de 

explantes de hoja de daminana, en el medio MS_, con las concentraciones de 

reguladores de crecimiento que produjeron brotes (Tabla 5) empleando el "Indice 

Relativo de Rendimiento de los Brotes" (IRRB) (Rubluo el al., 1984) y se observó que 

al aplicar BA 10" M se obtuvo la mayor eficiencia en la organogénesis. 

Los explantes tratados con BA 10" M Y BA 10" M +2,4-0 10-7 M, enraizaron y 

crecieron al ser transfeñdos 3 veces al medio MS sin hormonas. Bajo estas 

condiciones se produjeron entre 4 y 5 plántulas por explante; las plántulas 

desarrolladas se separaron y transfirieron a macetas con suelo arenoso. 

Los resultados obtenidos en los medios y las concentraciones hormonales 

probadas se muestran gráficamente el la Figura 8 para los explantes tratados con el 

medio S5 y la Figura 9 para los explantes tratados con el medio MS. 
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Tabla 5. Análisis de eficiencia de producción de brotes al cultivar explantes de hoja de 

damiana en el medio MS con diferentes concentraciones de BA y 2,4-D 

Concentración de reguladores de "" '~jjrildol""i~ncleN .• ".,. ,.Iiil.~.·r.".' .. ¡".:.· .. ·.~ .•...... e.·· .• ·.li.í¡;I.·.e.·.·.:.·.s.ll'.;~. 
crecimiento' .·.h. r .•. ·.o.·· ... · ... tos·····} eíCfañf,,···· p··t;· . ··r····;·,·'·",; .i' I " '. PH ....... R... ..•.. I t.\'. . ""';,,,. 

RA(M) 2,4-D (M) 

O O 67 8.5 569.5 

\0"' O 83 2.4 199.2 

10· O 33 6 198 

10· O lOO 20.3 2,030 

lO" O 100 40.2 4,020 

O 10.7 33 9.5 3\3.5 

lO" 10.7 75 9 675 

lO· 10.7 lOO 6.8 680 
10.7 10.7 83 8.4 697.2 

10· 10.7 67 15.3 1,025.1 

lO" 10.7 100 34 3,400 

lO" lO· 100 14 1,400 

• Indice relalivo de rendimiento de brotes (Rubluo, el al. 1984). 



70 

Figura 8. Representación gráfica de los callos, brotes, hojas y raíces producidas al 

sembrar explantes de hoja de damiana en el medio B5 con diferentes combinaciones 

de los reguladores de crecimiento 2,4-0 y BA. la escala representa 1 cm. 
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Figura 9. Representación gráfica de los callos, brotes, hojas y raíces producidas al 

sembrar explantes de hoja de damiana en el medio MS con diferentes combinaciones 

de los reguladores de crecimiento 2,4-D y BA. La escala representa 1 cm. 
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3.2 Organogénesis probando diferentes fuentes de explantes y reguladores de 

crecimiento. 

Estos experimentos se desarrollaron para evaluar la fuente mas adecuada de 

explantes, a partir de plantas silvestres transplantadas al campo experimental del 

CIBNOR y a partir de plantas propagadas por estaca. Los explantes fueron evaluados 

en medio MS con diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento, BA en 

concentraciones enlre 10-" M Y 10" M Y AIB en concentraciones entre 10" M Y 1 O" M 

(A1caraz-Meléndez, el al. 1994). 

Los explantes provenientes de las plantas propagadas por estacas no 

mostraron ninguna respuesta en ninguna de las combinaciones de reguladores 

probados. En todos los casos éstos se tomaron cafés y murieron después de 15 días 

de haber sido sembrados. 

Los explantes provenientes de plantas silvestres que fueron incubados en las 

diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, formaron brotes nuevos y el 

desarrollo de callos fué mínimo (Figura 10). 

La mejor combinación hormonal para inducir la producción de brotes a partir de 

explantes de hojas, en el medio MS fuá AIB 10" M + BA 10.7 M con una respuesta del 

92%. Las siguientes mejores combinaciones fueron AIB 10" M con 84% de producción 

de brotes y BA 10" M con 87% de respuesta (Tabla 6). Sin embargo, se observó una 

interacción compleja entre los dos reguladores de crecimiento y varios tratamientos 

fueron estadísticamente equivalentes. Cada explante produjo entre 3 y 5 brotes con 

hojas. 

Para promover el enraizamiento, los explantes con brotes y hojas se 

transfirieron al medio MS sin reguladores de crecimiento. El mayor porcentaje de 

enraizamiento se observó en las plántulas tratadas previamente con AIB 10" M o 

tratadas previamente con BA 10" M (Tabla 7), en la que se obtuvo el 100% de 

enraizamiento. El segundo pre-tratamiento para inducir la formación de brotes, y 

promover el mejor enraizamiento fué con AIB lo.s M + BA 10" M con el 92% de 

explantes enraizados. Todos los demás explantes que produjeron brotes tuvieron un 

porcentaje de enraizamiento muy bajo (Tabla 7). 
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El "Análisis de Varianza" con 95% de nivel de confianza y la "Prueba de 

Rangos Múltiples" (LSD), mostraron una compleja interacción entre las diferentes 

concentraciones de reguladores de crecimiento, y varios tratamientos fueron 

estadísticamente equivalentes. 
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Tabla 6. Desarrollo de brotes en el medio MS, al aplicar diferentes concentraciones de 

BAyAIB. 

a 
14/18 (78) 9/18 (50) 13/21 (61) 14/22 (63) 

abe abe abe abe 
10/18 (56) 12118 (67) 8/19 (42) 10/17 (59) 

abe abe abe abe 
15/20 (75) 12120 (60) 8/23 (34) 15/20 (75) 

abe abe abe abe 
14/19 (74) 14/21 (67) 12121 (57) 14/23 (61) 

abe abe abe abe 
20/23 (87) 6/19 (31) 16/22 (73) 

be ab a abe 

Los números entre paréntesis corresponden al porcentaje de producción de brotes. 

Cada valor representa 3 experimentos independientes. 

(a,b,c) representan las diferencias significativas entre columnas y renglones, 

determinadas por medio del análisis estadistico de varianza (ANOVA) y rangos 

múltiples (LSD) al 95% de confianza. 
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Tabla 7. Enraizamiento de plántulas cultivadas en medio MS libre de reguladores de 

crecimiento, que fueron previamente inducidos bajo diferentes concentraciones de BA 

y AIB. 

c 
11/14 (78) 3n (42) 8/13 (61) 11/15 (74) 11/13 (84) 

abe a abe abe abe 
8/18 (44) 6/12 (50) 6/8 (75) 12/13 (92) 9/17 (54) 

abe abe abe be abe 
14/18 (78) 8/11 (72) 4/6 (67) 8/10 (80) 6n (86) 15/20(74) 

abe abe abe abe abe abe 
7/14 (48) 9/14 (65) 10/12 (79) 8/12 (67) 9/12 (65) 8/11 (72) 

abe abe abe abe abe abe 
20/20 (100) 3/5 (61) 5/9 (56) 6/11 (55) 8/18 (44) 8/18 (44) 

be abe abe abe ab ab 

Los números entre paréntesis corresponden al porcentaje de enraizamiento 

Cada valor representa 3 experimentos independientes. 

(a,b,c) representan las diferencias significativas entre columnas y renglones, 

determinadas por medio del análisis estadístico de varianza (ANOVA) y rangos 

múltiples (LSD) al 95% de confianza. 
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3.3 Inducción de raíces. 

El efecto de la aplicación de diferentes concentraciones de auxinas para el 

enraizamiento de brotes de damiana desarrollados en el medio MS, se reportan en 

Alcaraz-Meléndez, et al. 1998. los resultados obtenidos después de 150 días de 

haber transferido los brotes a los medios con diferentes auxinas, mostraron el 99% de 

enraizamiento en brotes sembrados en medio sin hormonas, en brotes sembrados en 

medio con beta ANA 10" M Y en brotes sembrados en medio con AIB 10.7 M. El mayor 

porcentaje de enraizamiento (99.96%) fue en brotes tratados con AlA 10" M ( Tabla 

8). El número de raíces fué homogéneo en todos los tratamientos, entre 3 y 5 raíces 

por brote. 

los resultados se analizaron por medio del "Análisis de Varianza" con 95% nivel 

de confianza, y se determinó el nivel de diferencia significativa por medio de la 

"Prueba de rangos múltiples" (lSD), los resultados se muestran en la Tabla 8. 
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Tabla 8. Porcentaje de brotes enraizados de damiana, aplicando diferentes auxinas al 

medio. 

Promedio de 3 experimentos con 50 I tratamiento. 

(±) desviación standard. 

Las letras representan las diferencias significativas calculadas por análisis de 

varianza (ANOVA) y rangos múltiples (LSD), al 95% de confianza. 

4. Cultivo ex vitro de damiana 

Las plantas de damiana micropropagadas se sembraron en macetas, 

obteniéndose un 45 ± 2 % de sobrevivencia. La sobrevivencia del transplante de 

macetas al campo experimental del CIBNOR, fué de 100% (Alcaraz-Meléndez, el al. 

1994). 

Se muestreó el follaje de las plantas una vez al año para conocer su 

productividad. Los resultados del crecimiento y producción de biomasa, tanto de 

hojas como de tallos se muestran en la Tabla 9. Estos resultados corresponden a 3 

años consecutivos de muestreo y al octavo año, los cuales pueden ser utilizados para 

extrapolar la producción por hectárea, bajo las mismas condiciones de cultivo descritas 

en este trabajo. Estos cálculos corresponderían a una producción de entre 1,054 y 



Figura 10. Damiana micropropagada en medio MS y posteriormente 
transplantada a maceta conteniendo suelo arenoso procedente del 
campo experimental del CIBNOR 
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2,300 kg/ ha de hojas secas, dependiendo de las condiciones medio ambientales 

(Figura 11 l-

Tabla 9_ Producción y desarrollo de 42 plantas de damiana micropropagadas y 

sembradas en el campo _ 

a e 

1,266_7 ± 114.2 1,785.4 ± 
a b 133.7 

e 

902,2±67,6 
b 

159,7± 12_6 346.5±31.1 347,3 ±26 
a b b 

579.4±51539,7±42 
a b b 

1054±226 2287 ± 205 2292± 171 

a 

703± 100_1 
a 

465± 52_1 

171± 20 
a 

293,9 ± 18_1 
a 

1129± 132 

Los números marcados con las letras representan las diferencias significativas entre 

renglones, calculadas por análisis de varianza (ANOVAl y rangos múltiples (LSOl al 

95% de confianza, 

ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BIBLIOTECA 



A 

B 

Figura 11. Cultivo de Damiana micropropagada en el campo 
expertmental del CIBNOR. A. Damiana después de dos meses de 
transplante. B. Damiana de un año de edad en etapa de floración. 
C. Damiana de siete años de edad. 

r 
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4. Análisis de aceites esenciales de damiana. 

Los principales metabolitos que se extraen de las hojas de damiana son los 

aceites esenciales. En este trabajo se comparó la cantidad de lípidos totales y aceites 

esenciales entre las plantas micropropagadas y las plantas silvestres, 

(Alcaraz-Meléndez, et al. 1994). Los contenidos de lípidos totales y aceites esenciales 

extraídos de hojas de plantas silvestre y micropropagada, se analizaron 

estadísticamente por medio de la prueba de 't" de Student, y no hubo diferencia 

significativa entre los dos tipos de plantas, lo cual indica que las plantas de damiana 

micropropagadas pueden ser empleadas de la misma manera que las plantas 

silvestres. Estos resultados se muestran en la Tabla 10. Cada valor representa el 

promedio de 20 muestras analizadas. 

Tabla 10. Análisis de lípidos totales y aceites esenciales de damiana silvestre y 

micropropagada. Cada valor representa el promedio de 20 muestras analizadas. 

Lipidos totales Aceites esenciales 
(mg/ g. p.s.) (mg/g. p.s.) 

Plantas silvetres 77.72:1: 13.03 32.34:1: 9.41 

Plantas micropropagadas 67.04:1: 15.48 29.33:1: 5.24 

(mg/g. p.s.) miligramos por gramo de peso seco de hojas. 

El análisis por cromatografía en capa fina de los aceites esenciales de damiana, 

se realizó midiendo la migración de los compuestos en cm desde el origen y 

posteriormente empleando la fórmula para determinar Rf , los compuestos se 

identificaron de acuerdo a los reportados por Kates (1982) y por Vázquez-Duhalt y 

Greppin (1987), dentro de los sigueintes rangos, hidrocarburos (Rf 0.9 -1), triglicéridos 

(Rf 0.3 - 0.4), esteroles (Rf 0.1 - 0.13) Y se reportan en la Tabla 11. 
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Tabla 11. Resultados de la cromatografía en capa fina de aceites esenciales de hojas 

dedamiana. 

0.01 
0.05 
0.07 
0.14 
0.23 
0.32 
0.81 
0.97 

0.02 
0.07 
0.23 
0.81 
0.99 

0.03 
0.2 

0.38 
0.81 
0.93 

(0) compuestos identificados de acuerdo con Kates (1982) y Vázquez-Duhalt y Greppin 

(1987). 

(-) compuesto no identificado. 
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VIII DISCUSION 

1. Selección de explantes 

Los explantes empleados para la micropropagación de damiana, se tomaron de 

plantas silvestres transptantadas a macetas, y adaptadas a condiciones controladas de 

tuz y temperatura y posteriormente al campo experimental del CIBNOR, la selección 

de estas plantas se hizo considerando su aspecto saludable y que sus caracteristicas 

fenotípicas fueran representativas de las poblaciones de damiana, debido a que como 

mencionan Debergh y Read (1991), la planta original puede influir de diferentes formas 

al explante haciéndolo más adecuado o más confiable como material inicial; los 

parámetros que más se manipulan para la planta original son la luz, temperatura y 

reguladores de crecimiento. En la mayoría de los trabajos de micropropagación, los 

explantes que se escogen generalmente son los brotes apicales y laterales porque hay 

más riesgo de empezar un esquema de micropropagación con la formación de nuevos 

brotes, habiendo la posibilidad de incrementar la producción de plantas de 

caracteristicas diferentes a las establecidas en la planta original; pero cuando hay ,. 
limitación de estos órganos, se emplean partes de las hojas, como sucedió en el 

presente trabajo y como se reporta en la micropropagación de Ficus Iyrata (Debergh y 

DeWael, 1977) y Anthurium spp. (Pierik y Steegmans, 1976). También es importante 

la edad de la planta original, el estado fisiológico, edad del explante y el tamallo del 

explante (George, 1993). 

Los explantes más adecuado para la micropropagación de damiana fueron las 

hojas jóvenes entre 17 y 20 mm de longitud y como se describió en los experimentos 

in vitro, los explantes a partir de plantas silvestres fueron los adecuados (Tablas 6 y 7). 

En contraste, los explantes de plantas de damiana propagadas por estaca, que habían 

sido tratadas con reguladores de crecimiento para enraizarlas (ANA 2.15 X 10" M) 

(Alcaraz. et al. 1994), no se desarrollaron en los medios probados, tomándose cafés y 

muriendo a los 15 dias en los medios y en las concentraciones hormonales probadas, 

lo que confirma que el efecto de un tratamiento previo a la planta madre influye en el 

desarrollo de los explantes in vitro. Aunque no en todos los casos, la aplicación de 
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reguladores de crecimiento en la planta madre puede ser negativa, como en el caso de 

Magnolia soulangeana en la que la inyección de BA (arriba de 500 mgllt) al tronco, 

mejoró la etapa de iniciación del cultivo in vitro (Debergh y Read, 1991). 

2. Esterilización de los explantes 

El propósito de la desinfestación es destruir o remover los hongos o bacterias, 

sin matar a las células vegetales. La contaminación microbiana es citada 

generalmente como una de las principales causas de pérdida y altos costos en la 

micropropagación (Withersand y Alderson, 1986) Existen generalmente 3 fuentes de 

contaminación reconocidas (Long, 1997) que son: a) microorganismos epifitos en el 

explante; b) microorganismos endófitos en el explante y c) microorganismos que 

pueden ser patógenos o saprófitos y que pueden introducirse en el cultivo debido a 

técnicas deficientes de operación o invasión de los recipientes de cultivo. Los 

microorganismos capaces de sobrevivir y crecer en los cultivos requieren fuentes de 

nutrientes y carbohidratos; tanto los organismos epifitos como los endófitos, en 

condiciones ricas de nutrientes de los cultivos in vitro, crecen fuera del tejido vegetal e 

inundan o dañan los tejidos. 

Los agentes desinfectantes, más comunes empleados en el cultivo de tejidos 

vegetales, son el hipoclorito de calcio, hipoclorito de sodio, agua con bromo y etanol 

(Constabel, 1984). La efectividad del hipoclorito como desinfectante consiste en que, 

es una molécula pequeña y su carga neutra le permite penetrar dentro de las células y 

atacar los microorganismos infecciosos (Sauer y Burroughs, 1986). 

Estos tratamientos son muy importantes en la micropropagación de cualquier 

especie, debido a que si el tratamiento con agentes desinfectantes es muy severo, no 

hay contaminación, pero los explantes se dañan o mueren, como se reporta en los 

tratamientos que se aplicaron en explantes de damiana de 15% de hipoclorito de calcio 

y tiempos entre 10 y 20 min (Tabla 2). Debe, por lo tanto, haber equilibrio entre la 

concentración del agente desinfectante y el tiempo de tratamiento para que el explante 
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se descontamine y no se dañe, como ocurrió al emplear 10% de hipoclorito de calcio 

durante 10 min en explantes de hojas (Tabla 2) 

3. Cultivo in vitro de explantes de damiana 

3.1 Organogénesis variando medios y reguladores de crecimiento 

En esta parte del trabajo se experimentó con dos medios diferentes, 85 y MS. 

Para el cultivo de tejidos y órganos es de gran importancia la composición del medio 

nutritivo que se emplee. En la naturaleza, para crecer saludables y vigorosas, las 

plantas necesitan elementos que toman del suelo, denominados elementos mayores y 

elementos menores, dependiendo de la cantidad que necesitan para su desarrollo. Por 

tal razón, los medios nutritivos para el cultivo de tejidos están formulados con base en 

estas necesidades. Además los medios proveen una fuente de carbono como la 

sacarosa, para reemplazar el carbono que las plantas normalmente fijan de la 

atmósfera por medio de la fotosíntesis. Para mejorar el crecimiento varios medios 

incluyen pequeñas cantidades de ciertos compuestos orgánicos, como vitaminas, 

aminoácidos y reguladores de crecimiento (George, 1993). 

En este trabajo los explantes de hoia de damiana, respondieron en forma 

diferente a los dos medios nutritivos, siendo el medio MS el más adecuado para la 

micropropagación (Tablas 3 y 4) . El medio MS contiene mayor cantidad de sales 

minerales, vitaminas y 1 % más de sacarosa que el medio 85 y éste último tiene menor 

concentración de nitrógeno en forma de nitratos y amoniacal (Gamborg, 1984). Este 

punto es importante para el crecimiento y organogénesis, porque en el cultivo de 

tejidos vegetales, es fundamental la forma y disponibilidad en que se aplica el 

nitrógeno; la mayoría de las plantas toman el nitrógeno más eficientemente y crecen 

más rápido, si la solución nutritiva contiene tanto iones nitrato como amoniacales, que 

si solamente contienen alguno de los dos iones. Si bien, la damiana en forma natural 

se desarrolla en suelos pobres en nitrógeno, al aplicar la combinación de 

nitrato-amoniaco, del medio MS, la respuesta fue favorable para el crecimiento y 

organogénesis, comparándola con la formulación del medio 85. Otra diferencia 
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notoria entre los dos medios es el contenido de iones calcio, donde se observa 2.93 

veces mayor concentración de este elemento en el medio MS, el calcio se encuentra 

en los suelos donde crece la damiana en concentraciones normales, ente 60 y 80 % 

con respecto a los iones totales intercambiables (Alcaraz y Ayala, 1985; Chapman, 

1973), por lo que probablemente afectó la menor concentración de calcio en el medio 

85, el desarrollo y organogénesis de los explantes de hoja. La suma de todas estas 

diferencias ayudó a que los explantes se desarrollaran mejor en el medio MS que en el 

medio 85. 

Algunas combinaciones de reguladores de crecimiento, 2,4-0 y 8A en diferentes 

concentraciones hubo producción de callos. Los callos son una masa desorganizada 

de células parenquimatosas, que son tejidos con mucha plasticidad, como 

consecuencia de su bajo nivel de diferenciación (Esau, 1965). Con la edad los callos 

muestran islas meristemáticas o grupos de traqueidas y células pigmentadas. La 

formación de callos por un explante marca el principio de un cultivo de tejidos 

vegetales exitoso (Constabel, 1984). Los callos no son de un solo tipo, pueden diferir 

en apariencia, color, grado de compactación y moñogénesis potencial (George, 1993) 

como se observó en el tipo de callos que se formaron en el medio MS de los explantes 

de hoja de damiana. En general es necesario aplicar auxinas al medio nutritivo para 

que se formen callos a partir de explantes. La auxina que más frecuentemente se 

emplea para producir callos es el 2,4-0 (Constabel, 1984). Los resultados obtenidos 

en este trabajo confirman lo anteriormente expuesto, debido a que en el medio MS se 

formaron 4 tipos diferentes de callos al aplicar las concentraciones de 2,4-0 solo o 

combinado con BA, observándose callos amarillos y friables en la concentración de 

2,4-0 10" M, callos verdes y compactos en la concentración de 2,4-0 10" M, callos 

blancos y compactos en la concentración de 2,4-0 10" M Y callos con potencial 

organogénico al aplicar 2,4-0 lO" M. Esto nos muestra que conforme disminuye la 

concentración de 2,4-0, hay menor producción de callos, mayor compactación de los 

callos y se incrementa la tendencia hacia la organogénesis 

Las citoquininas tienden a promover la formación de clorofila en callos y células 

en suspensión y las auxinas pueden inhibirla como lo reportan Hildebrandt, el al. 
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(1963), al aplicar 2,4-0 en el cultivo de callos de chícharo, tomate y papa. Esta misma 

respuesta se observó en el presente trabajo, notándose la formación de callos con 

clorofila conforme aumenta la concentración de BA y disminuye la concentración de 

2,4-0. En experimentos realizados por Oavey, et al. (1971) observaron que el AlA y el 

ANA inhibían menos la producción de clorofila en callos que el 2,4-0. 

Sauders y Bingham (1975), reportaron en experimentos con alfalfa la 

disminución entre O y 5 % la producción de callos, aumentando la producción de brotes 

cuando incubaron los explantes en diferentes concentraciones y combinaciones de 

auxinas y citoquininas. El balance entre auxinas y citoquininas produce organogénesis 

más efectiva. En general, se ha publicado que es necesaria una proporción mayor de 

citoquininas que de auxinas para la inducción a la formación de brotes y brotes 

adventicios (George, 1993). Los resultados que se muestran en la Tabla 4 y en la 

Figura 7 confirman este último punto, debido a que el mayor porcentaje de producción 

de brotes fue al aplicar BA lO" M Y la menor concentración de 2,4-0 (10.7 M), aunque 

el mayor número de brotes por explante fue al suministrar BA 10-5 M al medio nutritivo 

MS. 

El porcentaje de enraizamiento de los explantes (Tabla 4) fue muy bajo y en 

algunos casos como en el medio MS adicionado con BA 10" M + 2,4-0 10" M 

solamente hubo producción de raíces y no de brotes y. hojas. La inhibición del 

enraizamiento puede deberse a las altas concentraciones de citoquininas, esto ha sido 

demostrado por varios autores (Harris y Hart, 1964; Ben-Jaacov et al. 1991), 

aumentando la inducción al enraizamiento debido a las auxinas aplicadas ya que las 

auxinas inducen la síntesis de poliaminas, las cuales incrementan la acción de los 

reguladores de crecimiento (Friedman, et at. 1985) 

los brotes de damiana obtenidos en el medio MS con BA 10-5 M, se sembraron 

en el medio MS sin reguladores de crecimiento para inducir enraizamiento, 

obteniéndose suficientes raíces para transplantar posteriormente las plántulas 

desarrolladas. Este efecto de enraizamiento de brotes al transferirlos a medio nutritivo 

sin reguladores de crecimiento es frecuente en algunas especies, según lo reportan 
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Dodds y Roberts (1990) y es debido a que los brotes y hojas de la plántula producen 

reguladores de crecimiento endógenos que inducen la formación de raices. 

El indice relativo de rendimiento de brotes (IRRB) que se muestra en la Tabla 

5, indicó que la mejor respuesta morfogenética fué al aplicar BA 10" M, aunque este 

parámetro nos muestra la eficiencia en cuanto a producción, es importante definir 

posteriormente el lamaño y calidad de los brotes que van a permitir que las plantas 

logren enraizar y posteriormente ser transplantadas exitosamente al suelo. En la 

damiana se observó que las plantas de mejor calidad para el enraizamiento y 

transplante fueron las obtenidas con el mayor IRRB aunque no se obtuvo el mismo 

número de brotes y de plantas. 

3.2 Organogénesis variando fuentes de explantes y reguladores de crecimiento. 

Los resultados obtenidos al probar explantes de damiana silvestre sembrados 

en el medio MS y probando otra combinación de auxinas y citoquininas, que fueron BA 

y AIB en diferentes concentraciones, tablas 6 y 7. 

En estos experimentos la producción de callos fue mínima formándose brotes en 

todas las concentraciones probadas, este efecto fue debido a la aplicación de AIB, 

esta respuesta es ventajosa debido a que al haber poca producción de callos 

disminuye la variabilidad genética, porque los callos pueden ser inestables 

genéticamente. El AIB es un agente particularmente efectivo en el enraizamiento 

(Dodds y Roberts, 1990) y en la mayoría de los trabajos sobre micropropagación, se 

emplea con el fin de inducir enraizamiento (Sudha, el al. 199B; Trindade y Pais, 1997); 

sin embargo en este trabajo, se observó que a altas concentraciones (10" M) se 

produjo un alto porcentaje de brotes 64% estadísticamente igual a los explantes 

tratados con BA 10" M Y al combinar AIB 10" M + BA 10" M hubo mayor prOducción 

de brotes (92%). Logrando así el equilibrio entre auxinas y citoquininas para inducir 

brotes en explantes de damiana. 

Se indujo el enraizamiento, transfiriendo los brotes a medio MS sin reguladores 

de crecimiento. Los resultados demuestran que si influyen los reguladores de 

crecimiento en los explantes tratados aunque se hayan eliminado del medio nutritivo, 
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ya que el enraizamiento fue muy diferente en los explantes tratados con diferentes 

concentraciones de reguladores de crecimiento. George (1993) reporta que es 

necesario transferir los explantes a medio sin reguladores de crecimiento, al menos 

dos veces para eliminar el efeclo residual de algunas auxinas como el ANA. Las 

concentraciones de reguladores de crecimiento más adecuados para la 

micropropagación de damiana fueron la combinación de BA 10·' M + AIB 10" M. Hasta 

ahora no hay otros reportes sobre micropropagación de damiana, sin embargo se ha 

reportado la organogénesis y regeneración de embriones cigóticos de una planta del 

mismo género denominada Turnera subulata (Rao, et al. 1988) donde también se 

empleó el medio MS y se indujo la fonmación de plántulas directamente al emplear BA 

5.3 X 10·' M. Se fonmaron callos al emplear ANA 6.4 X 10·' M. Después se 

transfirieron los callos al medio MS adicionado con BA 5.3 X 10·' M produciendo 

múltiples brotes, posterionmente se transfirieron los brotes al medio MS adicionado con 

BA 8.8 X 10" M tAlA 5.7 X 10·' M induciendo el enraizamiento. Aunque es otra 

especie y se empleó otro tipo de explante, hay similitud en los resultados obtenidos 

con damiana, en cuanto a que el medio MS fue favorable para la organogénesis y la 

aplicación de BA, aunque en menor concentración produjo plántulas y el enraizamiento 

fue inducido al aplicar auxinas y citoquininas en bajas concentraciones, no mencionan 

el porcentaje de producción, ni la sobrevivencia al transplante. 

3.3 Inducción de raíces 

Se probaron diferentes tipos de auxinas en concentraciones de 10" y 10·' M en 

brotes de damiana desarrollados en el medio MS adicionado con BA 10" M, con el fin 

de observar si los reguladores de crecimiento exógenos favorecían la producción de 

raíces, porque como se ha reportado en trabajos anteriores con otras especies como 

Atropa be/ladona y Atropa be/ladona var. Jutea (Thomas y Street, 1970), las auxinas 

exógenas inhibieron la rizogénesis y fueron estimuladas al aplicar compuestos 

antagónicas a las auxinas. 

Las auxinas han sido ampliamente empleadas en la micropropagación y se 

incorporan en el medio nutritivo para promover el crecimiento de callos, células en 
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suspensión u órganos. las auxinas promueven el crecimiento por dos medios: el 

primero en la pared celular induciendo la producción de iones hidrógeno dentro y a 

través de la pared celular uniendo los enlaces de las auxinas a los lípidos 

desnaturalizados y acidificando la pared incrementando su elasticidad; los iones de 

potasio del interior de la célula son tomados para contrarrestar la electrogenicidad de 

los iones de H' exportados (protones), esto tiene efecto en la disminución del potencial 

hidrico de la célula permitiendo asi Que el agua entre y la célula se expanda (Bóttger, 

1986); esta es la probable explicación de la estimulación al rápido crecimiento debido 

a las auxinas. la segunda forma de actuar de las auxinas es en el metabolismo de los 

aminoácidos y proteinas actuando en el metabolismo del ARN incrementando la 

sintesis de proteinas (Moore, 1979). 

la rizogénesis es producida al aplicar auxinas al medio, la acción inductora de 

raices por medio de auxinas es debido a la promoción de la síntesis de poliaminas 

(Friedman et al., 1985). 

la única auxina natural en las plantas es el AlA, y las otras auxinas sintéticas 

han sido de gran ayuda en la organogénesis, el efecto básico es el mismo, sin 

embargo dependiendo del tipo de planta y el medio empleado la respuesta puede 

variar, como en los resultados que se reportan en el presente trabajo (Tabla 8), donde 

observamos que en general el enraizamiento fue alto al incorporar las auxinas al 

medio nutritivo, observándose que no hubo diferencias significativas entre el control y 

105 explantes tratados con AlA 10" M, B ANA 10" M Y 10.7 M Y AIB 10-7 M; por lo que 

suponemos que los brotes de damiana producen suficientes concentraciones de 

auxinas endógenas para inducir la rizogénesis. 

Estos resultados nos muestran que no hay un incremento significativo al aplicar 

auxinas en el medio nutritivo para inducir la rizogénesis en brotes de damiana, por tal 

razón la recomendación es no emplear reguladores de crecimiento para promover el 

enraizamiento, ya que esto incrementaría los costos al micropropagar plantas de 

damiana a nivel comercial. 
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4. Cultivo ex vitro de damiana 

En este punto la aclimatación de las plantas de damiana micropropagadas al ser 

transplantadas a macetas es un paso muy importante y el paso donde se pierde un 

alto porcentaje de la producción, estas pérdidas se deben principalmente a la 

disminución de la humedad relativa, altos niveles de iluminación y el cambio de un 

medio aséptico a un medio séptico (Preece y Sulter, 1991) dado lo cual provoca estrés 

en las plantas, muchas de las cuales no son capaces de superarlo. En los resultados 

obtenidos con las plántulas de damiana, se obtuvo una sobrevivencia del 45 ± 2 % 

debido a que no fue posible adaptar un invernadero, y debido a que las condiciones 

climáticas en el sitio donde se lleva a cabo este trabajo, (El Comitán, Baja California 

Sur) son desérticas con nomenclatura BW (cálido y muy seco) con temperatura media 

anual de 21 a 26 ·C y precipitación media anual entre 100 y 200 mm (García, 1973). 

Algunos autores (Preece y Sulter, 1991) sugieren que la aclimatación sea progresiva, 

disminuyendo poco a poco la humedad relativa para que las plántulas se adapten 

anatómicamente y fisiológicamente, incrementando la posibilidad de sobrevivencia al 

cambio. 

Actualmente no hay ningún campo de producción comercial de damiana, y la 

producción de las poblaciones silvestres depende de las condiciones climáticas de 

cada año, por tal motivo no hay reportes sobre producción ya que varia año con año; 

sin embargo se llevó a cabo una comparación relativa entre los resultados de 

crecimiento y biomasa obtenidos en plantas de damiana micropropagadas (tabla 9), y 

la producción de plantas silvestres transplantadas y cultivadas en el campo 

experimental del Centro de Investigaciones Forestales del Noroeste ubicado en Todos 

Santos, Baja California Sur, a 150 Km al Suroeste de la Ciudad de La Paz, B.C.S., 

donde se llevaron a cabo dos experimentos, en el primero obtuvieron una prOducción 

estimada de 90 a 120 kglha de peso seco y en el segundo experimento obtuvieron 695 

kglha de peso seco a los 5 meses de haber transplantado las plantas y efectuando un 

riego inicial y después uno cada mes (Sandoval, 1982). 
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Otros datos proporcionados por ejidatarios del ejido ''Todos Santos" ubicado a 

5 Km de la ciudad de Todos Santos, B.e.s., donde hacen una propuesta para sembrar 

plantas de damiana, las cuales esperan obtener propagándolas por medio de estacas, 

empleando un enraizador comercial (Raizone-Plus), y calculan producir entre 43 y 49% 

de enraizamiento en dos épocas del año, marzo y noviembre, obteniendo 67.5 ± 7.5 gr 

I planta de hojas secas y estimando la producción de 11,000 plantas por ha obtendrían 

742.5 kg I ha al año. 

Los datos estimados de producción anteriores, son inferiores comparados con 

los de las plantas de damiana micropropagadas, presentados en este trabajo, donde 

estimamos una producción de entre 1,054 Y 2300 kg I ha de hojas secas por año 

(tabla 9) con una densidad de 6,600 plantas por hectárea sembradas a 1 m X 1.5 m 

de distancia entre cada una, estos resultados se deben probablemente a que las 

plantas de damiana micropropagadas una vez aclimatadas; son más vigorosas y se 

adaptan mejor al campo que las plantas silvestres transplantadas y propagadas por 

estaca, como por ejemplo en las plantas de damiana que logramos propagar por 

estaca, donde se obtuvo el 40% menos producción que las plantas micropropagadas, 

desarrollándose en las mismas condiciones de cultivo. Además hay menos 

variabilidad debido a que las plantas micropropagadas proceden por lo general de una 

sola planta, la cual puede seleccionarse de acuerdo a las características fenotípicas 

de interés ecológico y económico. 

Estos resultados muestran que después de ocho años de cosecha, las plantas 

de damiana micropropagadas siguen teniendo altos rendimientos de producción y 

abren una importante posibilidad de producción para las zonas áridas y semi-áridas, 

ya que el riego y los cuidados del cultivo han sido mínimos comparados con los 

cultivos tradicionales, que difícilmente podrían sobrevivir a estas condiciones 

medio-ambientales. 

En cuanto al valor comercial de las hojas secas de damiana, se presentan datos 

obtenidos en 1990 (Alcaraz y Real, 1992 a; ver anexo) donde se reporta que pagaron 

el kg de damiana en greña (hojas y tallos recién cortados y sin separar) a los 

recolectores, la cantidad proporcional a/ 55 % del salario mínimo por día de ese alío. 
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Los comercios de la ciudad de La Paz, B.C.S., vendieron el kg a granel, lo 

correspondiente a 128.3 y 137.5 % del salario mínimo por día y el kg de hojas secas 

en la Cd. de México lo correspondiente a 256.7 % del salario mínimo por día en 1990. 

Estos resultados nos indican que es un cultivo rentable y que al fomentarlo se podrá 

controlar la producción y la calidad del producto además la cosecha será mucho más 

fácil, manteniéndose además la sobrevivencia de esta especie. 

5. Análisis de aceites esenciales de damiana. 

Uno de los aspectos fundamentales que se buscan al propagar plantas por 

medio de cultivo de tejidos vegetales, es controlar o evitar la variabilidad genética, 

manleniendo las características fenotípicas de estas plantas. Por tal motivo, en este 

Irabajo se seleccionó un parámetro que permitiera comparar las plantas de damiana 

silvestres y las plantas de damiana micropropagadas, este parámetro fueron los 

aceites esenciales, los cuales son los metabolitos secundarios que se emplean en la 

industria del licor y en las bebidas de infusión. En los resultados obtenidos en este 

trabajo, se observó que en los análisis cuantitativos, no hubo diferencias significativas 

entre las damianas silvestres y las damianas micropropagadas (Tabla 10). Al llevar a 

cabo el análisis cualitativo (Tabla 11), se observó que tanto en damianas silvestres 

desarrolladas en condiciones silvestres , como las damianas silvestres y las 

micropropagadas transplantadas al campo experimental del CIBNOR, mostraron que 

contenían hidrocarburos y tanto las plantas silvestres como las micropropagadas 

contenían triglicéridos. Estos resultados preliminares nos muestran que es necesario 

llevar a cabo análisis con mejor resolución, como por ejemplo empleando cromatógrafo 

de gases, para detectar con mayor precisión el contenido de aceites esenciales que 

contiene cada tipo de planta. 

Con base en los resultados obtenidos, la micropropagación de damiana abre 

amplias posibilidades para la conservación y domesticación de esta especie, con 

importancia desde el punto de vista ecológico y económico para las zonas áridas. 
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IX CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos durante los 8 años de investigación sobre la 

micropropagación de damiana demuestran que es factible la micropropagación y 

posterior domesticación de las plantas de damiana, el balance entre las auxinas y las 

citoquininas para inducir la producción de brotes y posteriormente el enraizamiento. 

La metodología recomendada es emplear hojas jóvenes esterilizadas con hipoclorito 

de calcio al 10% durante 10 min, sembrarlas en medio MS adicionado con BA 10-5 M o 

BA 10.7 M + AIB 10" M para el desarrollo de brotes laterales y transferir los brotes a 

medio MS sin hormonas para inducir el enraizamiento. Además se definieron las 

condiciones para el transplante a macetas empleando suelo procedente de los sitios 

donde se desarrolla la damiana y disminuyendo paulatinamente la humedad relativa. 

Posteriormente se establecieron las condiciones para transplantarlas al campo 

experimental, seleccionando la época del año en que la temperatura medio ambiental 

no es extremadamente alta y aplicando riegos iniciales cada 8 días durante 3 meses, 

cada 15 días durante 3 años y posteriormente cada mes. 

Un aspecto importante que surge de estos resultados, es que puede iniciarse un 

proceso de seleccíón y domesticación con un enfoque basado en las características de 

los metabolitos secundarios. Lo anterior requeriría de un muestreo de poblaciones 

silvestres para seleccionar plantas con alto contenido de metabolitos y de esos 

ejemplares producirían líneas clonales. 

Al cultivar la damiana a nivel comercial, se beneficiaría la producción agrícola 

en las zonas áridas y semi-áridas, debido a que es un cultivo que requiere poca agua, 

suelos pobres, un mínimo de fertilizantes y plaguicidas, ya que en el cultivo de 

damianas del campo experimental del CIBNOR, solamente se aplicaron 100 gr de 

estiércol de vaca por planta por año y no fue necesario emplear plaguicidas ya que no 

fueron invadidas por ninguna plaga de insectos. Estos requerimientos son pocos 

porque comparándolos con algunos cultivos comerciales en el estado de Baja 

California Sur, como en el cultivo de chile, se requiere el doble de fertilizantes por ha y 

en cuanto a plaguicidas en este mismo tipo de cultivo se aplica de 1 a 2 kg por ha cada 
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3 o 4 días hasta que disminuye la plaga o hasta la cosecha (Aguilar, R. y Nieto, A. 

comunicación personal). 

También es importante mencionar que al disponer de una metodología para 

cultivar plantas de damiana, se abatirá la sobre explotación y la posible extinción de 

las poblaciones silvestres, debido a la forma actual de explotación. 

Si bien estos experimentos han sido la clave para iniciar el proceso de 

domesticación, aún podemos mejorar la metodología tendiendo hacia el escalamiento 

comercial, analizando los puntos donde pueden disminuirse los costos y buscando 

estrategias tales como la inducción de la embriogénesis somática, para promover la 

propagación masiva un aspecto importante es mejorar la aclimatación, estudiando y 

analizando los requerimientos fisiológicos de las plantas de damiana micropropagadas 

tales como la adaptación gradual al medio ambiente promoviendo el desarrollo de 

hojas nuevas mejor adaptadas a las condiciones ambientales bajo las cuales crece la 

planta, adaptándolas al fotoperíodo y al sustrato donde se puedan desarrollar mejor 

las raíces. También es importante profundizar más sobre el análisis cuantitativo y 

cualitativo de los aceites esenciales empleando técnicas de cromatografía de gases 

para identificar los compuestos y la cantidad que producen las plantas para 

posteriormente seleccionar plantas élite y generar lineas clonales de plantas con 

mayor y mejor producción de aceites esenciales. Y al mismo tiempo buscar plantas 

que produzcan más hojas y que su crecimiento sea más dinámico que otras plantas del 

mismo tipo, para producir mas de hojas de damiana. 

Como punto final es importante mencionar que la metodología desarrollada en 

estas investigaciones, además de generar nuevos conocimientos y evitar el riesgo de 

provocar el peligro de extinción de esta especie, es de aplicación inmediata para 

transferirla al sector productivo, debido a la importancia económica, por la industria 

que la emplea como materia prima la cual se ha ido incrementándose a través del 

tiempo. También es importante puntualizar que al sembrar plantas de damiana 

aumentará la productividad agrícola de las zonas áridas y semi-áridas mejorando la 

calidad de vida de sus habitantes. 
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XI. ANEXO 



MEDIOS DE CULTIVO 

REACTIVOS MEDIO M S (Murashige y MEDIO B5 (Gamborg, el al., 
Skoog, 1962) rngllt 1976} rngllt 

kNHJNO, 1,650 -
kNHJ,SO, - 134 

KNO, 1,900 2,500 

Ir.CI,. 2H,0 440 150 

!MgSO,.6H,O 370 250 

iKH,Po, 170 -
INaH,PO,.H,O - 150 

INa,EDTA 33.6 37.3 

FeSO,.1H,O 27.8 27.8 

MnSO,.4H,0 22.3 10 

[2:oS0,.4H,0 8.6 2 

IH,BO, 6.2 3 

~ 0.83 0.75 

lNa,MoO,.2H,0 0.25 0.25 

¡CuSO,.5H,O 0.025 0.025 

¡COC~.6H,O 0.025 0.025 

I<nicina 0.2 -
IAcido nicolÍnico 0.05 I 

Wiridoxina. HCI 0.05 I 

triamina. HCI 0.01 10 

mio-Inositol lOO 100 

S.carosa 30,000 20,000 

lAgar 8,000 8,000 

pH 5.7 5.5 



CLIMA EN LA CIUDAD DE LA PAZ, B.C.S. 

17.33 

24.86 

38.4 
extrernádamente 

seco 

18 

24.72 

242.2 
muy lluvioso 

16.5 

25.22 

261.5 
muy lluvioso 

17.42 

24.51 

138.0 
normal 

Clima correspondiente a los años en los que se tomaron los datos de producción de las plantas de 
damiana micropropagadas sembradas en el campo experimental del CiliNDRo 
Tomado de: Robles Gil, 1998. 



CALENDARIZACION PARA LA PRODUCCION DE DAMIANA PROPAGADA POR 
CULTNO DE TEJIDOS 

En esta tabla se muestra la integración de las etapas que se siguieron para la propagación 
de danúana por medio de la técnica de cultivo de tejidos vegetales.y los tiempos que se requieren 
en cada una. 
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Abstraet. E1tperiments weTe performed lo detennine optimal conditions ror callus mduction 
aod plantlet regeneratíon [rom damiana (Tumera diffusa, Willd.) Jeaf explants. MS media [7] 
aod 85 media (4] were used; both of them were supplemented wíth different combinations of 
2,4-dichlorophenoxyacetic, acid (2,4-D) and 6-benzyl-adenine (SA) In all cases the samples 
were incubated under continuous fluorescent Iight, IOO/lmol.m- 1.sec· 1

, al 25 ± 2°e for 60 
days. Highesl callus percentage was obtaíned in MS media supplemented Wllh 2,4-D lO-sM 
p\us BA lO-~M. Maximum percentage and mu\tiple shoots afió 1eaves were produced lO MS 
media with BA IO-~M and BA JO-s M plus 2,4-D 10- 1 M. These explants were transferred for 
roolmg (O MS medium without plant growth regulators. Later, rooted plantlets were succesS
rully eSlabhshed in soil. 

Introduction 

Tllrnera diffusa (Turneraeea) eommonly known as damiana [61 is a shrub 
that grows in the West Indies, South Ameriea and sorne regions of Mexieo 
and the United Sta tes [111. Its eeonomie importanee in the industry is due 
to the use of lea ves and stems as a flavoring and as an infusion [10, 91. In 
medicinal uses, damiana had been prineipaIly reported as a nervous stimu
lant. aphrodisiac and diuretie [8, 5, 11. In spite of the eeonomic importanee 
of damiana, there are no eommereial plantations in existence, due to the faet 
that there is no available methods for seed germination or soft-wood eut
ungs propagation. The main souree of produetion is still wild plants [9]. 

An option for tlie reproduetion of damiana plants is the use of tissue 
culture. The purpose of this study was to investigate the initiation and 
proliferation of eallus and plantlets of damiana by means of tissue culture 
with various concentrations of 2,4-0 and BA. 
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Materials and methods 

Damiana plants were collected in the final stage of tlowering (February), 
from areas near Todos Santos, Baja California Sur, Mexico (Fig, 1), They 
were transplanted to tlower pols containing the same soi! as that of the si te 
where they had grown, and placed in a shaded area to conserve the plant 
tissues, Young lea ves (l7-20 mm) were removed from plants and their 
surfaces sterilized with 5% filtered commercial detergent (Salvo plus) for 
3 min, 96% ethanol for 15-20 sec and 10% calcium hypochlorite for 10 min, 
followed by 5 rinses in sterile distilled water. They were cut (5-IOmm) and 
were transferred as follows; 3 explants for eaeh glass vessel (150 mi) capped 
with clear autoclavable lids. Each vessel contained 20 mi MS media (7J or 
20ml B5 media [4J, supplemented with 2,4-D 1O- 7 M to lO-3M and 
BA 10-9 M to 10-4 M, as detailed in lhe diverse experiments. The final 
culture medium was adjusled to pH 5.7 for MS medium and 5.5 for B5 
medium as in the original media, 0.8% agar (Sigma Chem. Ca., SI. Louis, 
Mo.) and 3% sucrose for MS media and 2% sucrose foc B5 media were 
added. The media were autoelaved at 121°C for 15min. The cultures were 
incubated under continuous tluorescent light, 100 "mol.m -'.see- I , at 
25 ± 2 cC for 60 days. After this period, growth and development of callus 
and plantlets were recorded. Pereentage of produetion of callus, shoots, 
lea ves and rools are relative to all the explants tested, 9 per treatment, over 
2 replicated experiments. In a few days (60) explanls with shoots and leaves 

Hg. J. Damiana (Turnera diffusa) mother plant from areas near Todos Santos, Baja California 
Sur, Mexico. Scale is lOcm. 
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grown in MS medium supplemenled wilh BA IO-'M and BA Io-'M plus 
2A-D 10- 1 M. were Iransferred 3 limes to MS medium, withoul plant 
groIVth regulators, every 20 days for rooting. Al the third transfer the glass 
''essels IVere of 750ml capacity and capped IVith aluminum foil. After this. 
plantlets IVere transferred to JO cm plastic HOIVer pots containing sandy soil. 
For their acclimatization they IVere placed in the laboratory under indireet 
day light at 25 ± 5 oc. 

Results and discussion 

Cal/liS lissue induclion 

The results showed that mulliple callus induction can be obtained from 
tlssue cultures of damiana, when a suitable balance between auxin and 
cylOkinin is present in the culture media (Fig. 2). 

A paired-sample t-test [3] between the two media tested for callus induc
(Ion lTabJe J) gave t = 4.67 with 41 d.e. which was significant at 1%. 

The effee( of growth regulators on explants grown on B5 media for callus 
II1duction (Table 1) was statistically analyzed by means of a tIVo-factor 
analysis of variance [12]. For 2,4-D treatments the percentage of callus 
induction IVas significantly dilferent at 1 %. There were no significant dif
ferences between BA treatments at the same levels of significance. The 

fif!.. 2. Leaf callus cultured 60 days 00 MS medium wilh 2,4-D 10-4 M Scalc i::. I cm. 
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Fig. 3. Plant regeneration fram leafsegments of Turnera dijJusa. (a) Proliferating shoot culture 
on MS media with BA lO-s M; (b) Third transfer lo MS media without plant growth regula
lors; (c) Rooted plants transplanted to sandy soil after 30 days. Scale is 1 cm. 

2,4-0 IO-'M inhibited callus induction and the expIants tumed brown. In 
contrast, the explants trealed with 2,4-D 10-' M and 10-4 M alone and 
combined with BA produced higher cal!us frequency. With 2,4-D 10-' Mor 
10-7 M combined with BA, shoots, leaves and roots were formed. 

When cal!us induction on MS media with different concentrations of 
growth regulators (Table 1) was examined by analysis of variance, the 2,4-D 
and BA effects were significant at 1%. 2,4-D IO-'M at all combinations with 
BA and BAIO- 4 M plus 2,4-DJO-7 M, 1O-'M, JO-4 M and IO-'M 
produced no callus, and showed brownish pigmentation. Calli fonned with 
2,4-0 JO-4 M al all BA combinations were yellowish and friable. Calli 
formed with 2,4-D JO-' M at al! BA combinalions were greenish and com
pact. Calli formed with 2,4-D 1O-'M plus BA concentrations were whitish 
and very compact. Most of the explants treated with 2,4-0 10-7 M plus BA 
and only BA, formed differentialed tissues. 

Planl differentialion 

After callus formation and depending on growth regulator concentrations, 
organogenesis was observed on both culture media tested (Table 1). 

Organogenesis in B5 media was lower than on MS media. In B5 medium 
organogenesis was best in treatments which contained BA 1O-'M and 2,4-
D 1O- 7 M plus BA JO-'M. Maximum percentage of cultures producing 



44 

rahle 1. Percentage of 18 explants which grew in B,5 and MS media supplemented with 
different concentrations of 2,4-0 and BA and developed calJus (e), shoots (5), ¡eaves (1) and 
roots (r) or (-) showed no tissue resp,?ose. 

2,4-D (M) 

SA SS MS 
(M) 

O ,10-' 10-6 lO-s 10- 4 10- ,\ O 10-' 10-' 10-' 10-4 10-' 

% % 

O e 17 33 50 100 83 67 33 100 67 100 
s - 67 33 

33 33 
17 - 33 

10-' e 17 17 33 67 100 83 75 67 100 83 
s - 83 75 

17 17 50 
r -

10- 8 e 17 67 86 33 lOO 67 100 lOO 
17 - 33 lOO 

17 50 

10-' e 17 lOO 33 100 83 lOO 100 100 
17 - 83 

67 
r --

10-' e 17 17 83 83 lOO 67 100 lOO lOO 
s - lOO 67 

17 - 67 33 
17 - 33 67 

10- 1 e 67 33 17 100 100 lOO lOO lOO 100 100 
s 50 67 lOO 100 100 

17 50 50 lOO 83 50 
r -- 33 

10- 4 e 33 17 33 17 17 
s -

1 
r -

shoots was 67%. Root initiation only occurred without growth regulators. 
In MS media all explants produced shaols in many trcalments. In 

BA 10-' M multiple shoot production occurred On all explants (average 
40.2 ± 18.6 shootsjexplant). Al BA 1O-'M plus 2,4-D 1O- 7 M there was an 
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average of 34 ± 29 shootslexplant. In calli, the highest pereentage of ex
plants ",ith roots was ",ith BA IO-'M plus 2.4-DIO-'M but BA 10' 'M 
plus 2.4-D IO"M produeed the higost nllmber of roots per explant 
(6 ± lA). 

The explants treated Wilh BA 10-' M and BA 10- 5 M plus 2,4-D 10- 7 M 
rooted and grew when transferred lo MS medium withollt plant growth 
regulalors (3 times). Under these eOnditions 4-5 plantlets per explanl whieh 
were prodlleed were scparated and transferred to sandy soil. All plantlets 
survi"ed and grew normally during 45 days (Fig. 3). 
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CAPITULO 5 

I'ROPAGACION, CULTIVO Y APROVECHAMIENTO 
DE LA DAMIANA (Turnara dlffusa, Wllld). 

L/l/a Alcaraz Meléndez y Sergio Real Cosía 

Resumen 

la Oamle.na (Turnara dlllusa) es un arbuslo que se d08arrolla en cl1mas áridos 
y seml·árldos, en vegetacl6n de matorral xer61l10 y selva baja caducllolla con una 
IImplla dlstrlbucl6n en el Conllnenle AmerIcano. En 8ala Call1ornla Sur se 
encuenlra en las áteas da amor11guamlen1o ti ¡"nuencla da la zona propuesta 
como ReseNa de la 816918r8 de la SIerro de le Laguna. (Aniaga y Ortega. 19S5). 

La planta de Oamlal18 tiene Importancia soclo·económlca porque se emplea 
en la elaboracIón de licor. como bebIda de 1n1us16n y pOlque en la medIcina 
hadlclonal se le emplea como estImulante nervioso, afrodisiaco y dl~lrétlco 
principalmente (Martfnez, 1959: Del Amo, 1979). Aunque la Oamlana se desarrolla 
en ~gunos estados de la República Mexicana, la Que se emplea con más 
frecuencia es la que se desarrolla en Bala CalifornIa Sur, argumenlándose que 
pOSee melor cal1dad que la procedente de otras reglones Es rTlUy Importante 
preclsar el hecho que. El la lecha, este recurso natural se encuentra sobteexplota· 
do, debido prlnclpalmente El que su eX\raccl6n se basa exclusivamente en la 
recolección, tlO exlsllendo a la fecha. campos de cultlvo productortes de esta 
planta. El prlnclpal obsláculo pata ello es la Incapacidad para promover la 
germlnacl6n de sus semmas. Por estas tazones en el presente trabalo se 
descrIben las caraclerlsllcas taxonól1llcas y el habltal de las poblaciones 
snveslres de Oamlana que crecen en la Reglón del Cabo, 8ala Camornta Sur. Se 
describe el empleo de la técnica de cultivo de lelldos, corno un método para la 
propagación de esta planta y se repOllan los resullados que se han obtenido, 
haclendo énfasis en la producción durante 3 aflos del cu1livo de estas plantas. 
propagadas por cultivo de telldos, en el campo a nIvel experImental Finalmente 
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!!le reportan dalos sobre la comerclallzacl6n de fas poblacIones Sl1\1981r98 y los 
Ingres09 que 8Potl61a venIa del producID dCl! ano 0"I9rI01. 

Abslrael 

Damlana ("TurMera dlllusa") 19 d shtub w1th wlde dlsltlbu!lol1, whlch utowaln 8tld 
and eóml·etkl ,e~'on8 01 sCTub vegalal1on. 11 19 lound Burroundlng Iha arad 

erapa.ud lor pt8sarvallon In Sletta de 1, Laguna (Arrlaga y Ortega, 1985). The 
eaval 01 Ihl8 planl have El soclo·economlc Importance In IIquor 11avorlngs, 
beveragus, and In !radlllona! .nedlelnctssuch ti!! naNeuS atlmulanlS. aphrodlslacs 
and dlute'Ics (Martlnaz, t9S9; Oal Amo. 1979). Oern18no grows In many Slates 01 
Max!co, bul motU pecpla prefar ¡he hlgh quaHly 01 Darnlana Irom Baja California 
Sur. Slnee lis aeeda don'! germlna!a undar CUtIlvatlon, Damlana 1$ over·harvested 
In the wOd; 11 Is slmply the only aource aval1able. Thls work descrIbes the 
taxonomlc chatacterlsllcs 01 Dam!ana and lis habltal lha Cabo Reglon 01 Baja 
Cal1fornla Sur. In addlllon, It dlscusaes Ihe economlc polenllal 01 Oamlana, 
proposes a melhod 01 lIssua cullura lar lis propagallon. and reports on Iha resulls 
01 a Ihree year experlmenlal culllvallon uslng Ihls melhod. 

Introduccl6n 

la Oamhlna (rUtnora dmusa). es un arbuslo perleneclenle a la lamllla da la, 
TUtnar8Ceoa y 8e desarrolla en las Anllltas. Am~rlca del Sur, Eslados UnIdos y 
MéxIco (Wlgglns, 19aO). Denlro de la República MexIcana, se encuentte en las 
zon88 ',Idall y lIeml·érldall de los esladoll da Ouerélaro, Sen Luis Polosl y Baja 
Call1ornTa Sur (Slandley, 1924). La Oamlana es una planta caduclfolla, que en 
condiciones s1!veslres, mide enlra 0.3 a 1.8 m. S\JS lallos son ramificados, lisos 
y recios. de color amarillo a pardo rojizo (Thomson. 1980) (Flg. 1). Las ramas 
son pubescentes cuando son Jóvenes y posteriormente son lisas. Las hojas son 
simples. alternas o arracImadas. oblongas o es!1puladas con pecIolos cortos, 
éplce obtuso, agudo. base corta acunada. con márgenes dentados con 2·10 
dientes a cada rado. El lamaiio de la hoja vatla entre 10·25 mm, y presenta 
nervaduras prominentes por el envés e Impresas en el haz, la superllcle es lisa 
de co1or verde olivo brman(e. las yemas son grises con pubescencia abundante, 
esHpulas lineales y aromáticas sobre todo cuando estan frescas Las nores de 
esta pranla son axilares peque¡;as de 8-1 ~ mm. de color amarillo. perfectas, 

PI'!10""O"CION DE OMAIM-IA .. 

Fllllr. l. lIu!ltacl6n de In CluncllulslleM morlo16g1eude I~ O~rnl~nll.l.!!!..!!..!u. dllluu. Willd 
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regurares, su cáliz es cési1, de alrededor uo 13 mm tubular lomc"t080 con 5 
pOtnlos de 6·9 ITlIll da IOll{lllud escosal\1crll~ acunados. a veces IclolchJos 
Insertos ell la e/llrad:t del lubo del cáliz. 5 esl.,JTlbres 1!1serios c('lca de los 
pÓlalos; 5 Sárnl10s oblongos O UII poco ';¡OVtltloS. Ellrulo es una cápsula ovoIde 
do 4·6 mm dI:! longitud dehlscenle del óp1ce a la mitad, lrlvalvar, de color verde. 
La semilla es de colol calé o blanqueslr¡o crelTlOSC), lesla dura eJo superficie 
Aspera, taUcurada, dando la apariencia de mazotca da malz. El embr1ón es reciO 
eon abundante ondosparmo carnoso y mide aproximadamente 2 mm da longitud 
por' mm de ancho y peSs de 1.0,1 a !.06 mg (Vlnea, 1960). 

en 9ala CalUornle Sur la Oamlal1B 813 localiza dentro da lo VEl'.latocl6M 
denominada Matorral Xer6Ulo, que 119 oneUe"tra 8 Una allltud de 0·300 m euyoll 
el1m8S son étldos y sgml·~tldos, con temperaturas medias anualas da 22.1 824 
e y bala preclpltacl6n pluvial con uno media anual de teo s 267 mm. Lo, suelo! 
donde as desarrolla son de lexturellgera da mlgaj6n arenoso a arana mlgalon088 
con pH nperamen!e alcalino, pobres en Nitrógeno, con pendIente de no más der 
5% en laderas, planIcies y mesetas (VVlgglns, t980). 

Esla esplilcle es de ImpOl1ancla econ6mlca e nivel Industrial porQue se 
empaca pata uHlh:arla como bebida de Inluslón; tombl(¡n es empleada como 
saborlzenle en dos tipos dllerantes de IIcot y como Ingrediente lundamer'lsI para 
la preparaclón de otro. Además, la Oamlana ha sido ulll1zada desde hace vatios 
e"os como plonla medIcinal denl!o de la herbolaria mexicana tradicIonal como 
estlmulanle nervioso, alrodlclaco ydlurétlco principalmente (Arias yCostas. 1976: 
Del Amo,1979: MartlnaZ, 1959', Martlne:z, 1979) A pesar de las grandes 
cantfdades de Oamlana requeridas para l<ls IndustrIas antes mencIonadas, la 
mayor parte de la Oamlana que se u11!l:za, es recoleclada en el Estado de Bala 
Call1ornla SUt, aspacUlcamenla de la Reglón de los Cabos. Aclualmente la única 
fuanle d6 obtención son las plantas silvestres ya que eslas no han sIdo 
domastlcadas, y la demanda de esta producto va en aumento lo que propIcia e 
mediano plazo la extinción de la especIe o al menos el aballmlento de las 
poblaciones silvestres. Pare que sea poslbte nevar a cabo un programa de 
relorestael6n o de domesticación de la planla, es necesario como primer punto 
conocer las condiciones de propagación Es por eslo que en el Laboralorlo de 
Flslologra Vegelal de la DivIsión de 81010gla ExperImental del C.I 8, se han 
Invesllgado las condIciones de propagación de la Oatnlana mediante los métodos 
convencionales, los resullados que se han obtenIdo demuestran que no es 
posible germinar seml!las de esta planta. por lo que se desarrollaron experlmen· 
los sobre la propagación asexual por medIo de cu!tlvo de te/Idos vegelales. 

El preserlte trabaJo tiene como obJellvo dar a conocer los resu1tados Que han 
sIdo obtenidos en la propagacIón y aprovecharnlento de la Oamlana a nivel 
experImental. utilizando la técnica de cultivo de lejldos como melodologfa 
fundamenlal para el desarro!1o tecnológico, en la domesticación y aprovecha
mIento racional de esle tecurso 

PnoF'AO¡\C10N OE o.\""r.\NA '.' 

Metodologla 

$a analizaron los resultados obtel1ldos por varios aUlores en lo Siena de la 
lnguflll, Con respeclo 01 lIpa de suelo, cUma y locollzacl6r' del recurso (Arrlaga 
y Ol1oga, 19S8), para conocer las caraclerlsllces de las zonas en dondo ge 
dellsrrollah las poblaclonell snvetres de Oamlana. 

Se e,teblac1aron las condiciones de regeneración clonal por "'edI0 de la 
tGcnlce da cultivo da telldos, en condIciones controladas do luz, con tiempo de 
ftumln8cl6n de 2" hrs al dte e Intensidad da lOO 6mol.m·'.aec·1 y una temperaturo 
de 25 ± 2: C (Olaz·Rondaro y Alceraz·Melér,dez, 1961). Los experImentos lueron 
enlucados 8 la oblenel6n del medio nutritivo y 18 combinación de 1I1011orrnona8 
adecuada para.!a lormaclón de nuevas planlas, empleando holas eomo 8xpl8nle 
InlcleJ, El medIo nUlrl!1vo adecuado fue el de Mura~n'Qe y 5koog (1002). 56 
Iransl1rleron los 8xplantes cada mes 8 medIo nuevo, observandose el InIcIo del 
desarrollo de las hojas a los 2 meses y el desarrollo de las plantas completas a 
los 9 mesas del 25% de los explnnles. Posteriormente se transplanlaron 8 
macelas con suelo arenoso y 25% de vermlcu11ta. se mantuvIeron en un cuat10 
de cultivo con 70% de humedad relativa y 25 :!: 2 C. Después de la adaptación 
a macetaa S9 Iransplantaron al campo experlmental. Las plalllas transplanladas 
e macelas lueron sembradas en el catnpo experImental del C 1 B., localizado en 
el Comltátt, BaJa Call10rnla Sur. Se sembraron a 1 m de dlsHlMcla entre cada una, 
se regaron cada 8 dtas dUrante :J meses y posteriormente clldo t5 dIos. Se 
midIeron y se podaron cada afio dUlallte ::1 arlos cor,secullvos para cuant1llcar el 
desarrollo y producclór, de eslas plantas. 

Se cua"nllcó e1 contallldo de l/pIdas tolales y IIpkJos lIeulros de Iallos y holas 
de plantAS silvestres, y de hojes de Darnlana propagadas por cultIvo de leJldos 
y Iransplal1ledas al campo experhnental. Los IIpldos lolales se analizaron por 
el m~lodo descrito por Vázquez·Ouholl, et al. (t991) y los ICDldos neUlros con le 
melodologla desarrollada por VázQue;z·Ouhall y Oreppln (1987) 

También se Investigaron las condiciones de explotación de este recurso en 
el Estado de Bala California Sur y su comerclall:zacIÓn. 

ResultadOS 

En los estudios reaUzados por Amaga y Ot1ega (1988). se observa que en la 
20na núcleo, del área propuesta corno Reserva de la Biósfera de la SIerra de 
la Laguna, el clima y el suelo no Son adecuados para el desarrollo de las 
plantas de Oamlana, ya que esla zona presenJa un clima trfo para esta especie 
y los suelos son arcillosos con drenaje pobre, por lo que no seria posible el 
desarrollo de esla planla en esta reglón, y como es de esperar no exIsten 
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pablseleMOS 911v9slr99 en eslos s1l109. SIn embargo. en las lonas da amor· 
tI~uaml9nlo g lnnuenela exIsten reglones con suel09 del 111'0 de LlIosolo9S con 
f:\agosol Eútrlco y de lex1utB gruesa (Maya. 19B8) donde al dGSartollo de la 
Damle.na 98 propIcIo. Además el clima donde 89 teporla qUe crecen poblaclonel 
di Oamll"1I .. delllpo d, loml·Arldo cálido elue cortGlpondll a .lgunu "olono. 
de la lOMII de amortiguamIento y de Inlluencla de la zona propuRsl. como 
RooaNa de la 910819ro'(Corlll, 1998). 

las poblaciones sl1voslres que han sido delecladas en la Reglón del Cabo 
Bon de lo. O a lo eoo msmn desde San Pedro hasta Loe Cabo8 (Amado Cola. 
como pete,). 

Los tesullados obtenIdos empleando la técnIca de culllvos de tejidos pate la 
propagacl6n de Demlane lueron del 70% de plenlas producidas "In vllro" con 
respecto al tolal d910s explanles sembrados, 45% de sobrevlvencla al transplante 
de macotas y un 100% al Itansplantetlas al campo; e.s decIr, con una eficiencia 
10tal dal 31.5%. 

La Tabla , muestra tos resultados de la produccl6n durante tres a/'l08 
consecutivos de las planlas propagadas por medio de cullNOS de telldos y 
sembradas en el campo experlmenlal. Con estos resullados se calcul6 que en 
1 ha sembrada con planlas a 1 X 1.5 m de distancia, habrla aproxlmadamenls 
6,600 planlas y bajo las condIciones de oulllvo descrllas anterIormente S9 S8 
producirla el primer ar.o 1.2 tOl1/ha de holas secas y el segundo y tercer a"o 
alrededor de 2.3 ton/ha de holas secas, 

Tat:t. No, l._ Ruullldo. Qbt.nldol do 42 planlas rUOpllOlldas por medIo d. ~uttlVQ d. lelldo. V 
nmb/ld" on 01 campo uperlmenlaldol C,l.e .• IQ~attudo en el Comlt'n, aa'l ClIlIlornll SUI. lit 
pllnl'. " podaron ~Id. ' .... 0 dultnl. Iru 111101 con1O~u\lvo,. 

Años 

2 3 

Altura {cm) 1037 115 130 
Peso Iresco por planla (gr) 9-11.0 1252.2 1690.2 
Peso seco por planla (gr) 5110 91-1.7 9705 
Pon:enln)o de humedad -157 27 O 440 
Peso saco de las holas por 
planta (gr) 188,0 3366 357.1 
Peso seco de las ramas por 
planta (gr) 323 O 5781 613..1 

I"'1I01'IIGIICION ut OIlIJ.IIINA. 'OJ 

COI' rospcdo ;'1 la C<lfllkJod tic los 11Ielollolilos secundallos Que conllel1l?n. se 
81111111.6 el c0l11(mldo tle Upltlos lol"les y Hpltlo!' I\eultos (Ply 21' observnr\UmiG 
tille los tAlios COl\lonlan ti 5 veces 11101105 IIpldos tolales que os holC'ls y 11\.<1 
\/aca! tTlell09 UI,ldos netl1ros (lOe los holM Al comporor el cOlltcnltlo 1I1)ld1CO 
0"\10 lnl holu tln 1011 phllllnll InOI'OIólOdos pOI cuHlvors dQ lollcJos y Ins plnl111HI 
sllvnstre:l. 110 so observo dllalencla !llglll1lcnllve. por lo 101110. 8e COl1!11derll que 
le! planlns propagadas por cuUlvos cJo lelldos sorl adecuadas pure I,'oveer In 
malorla prima 8 In:l IndUSlrlns C1l1e empleor, este recurso. 

lo$; datos sobre la explotacl6n y c:olnerc!all.1::RcI611 del recursos (Tabla 2) se 
obluvh~rol1 del lrebalo des8rtolla~o por Snndovnl, (1980) y tOlllblórl se solicito 
Inlormacl6n ell la Jel8lura del Programa Forestal de la OelelJnclótl de 8<11<1 
Call1ornla Sur, dcpendlet,te de la Secretaria de Agrlcullura y Recursos HIdráulicos 

Tabla No. '2 PIQd\l~clón y eom •• ~lallzl'leIÓn de la damlona duronle 6 II/lO!! Fuunt~, de Inlornlllcl6n 
• Sandoya! (1 1960 Y .. J.llllura dll I'rogllmll 1"0 .. ,1111 do la O.lo~lItléon de tln)1! CRlIlOlnl. Su. 
perl.ne~l.nle a la So~reto.l .. d. Ag.lcultura y n.~ur.o' Hldrlalltlcos. 

A~O 

1977 ~ 
1978 -
1979 ~ 
1985 .. 
1987 .. 
1988·· 
1909 u 

1990 (hasta 
Septiembre) 

PAODUCCION 
(Ton.9' 

" 32 
114 

4.5 
12 72 
0.0 

20,9 
3.0 

-------

Discusión 

DESTINO 

América. Europa 
AmérIca, Europa y Asia 
Arnér1ca, Europa y EUA. 
Ensenada, BCS , MéxIco 
Ctl. de México, TlluMa, la Paz 
Cd, de México, Tljuana, La Paz, 
Ce!. de México, Tiluano, La P<lZ 
Ce.! de México, Tljuélna, La Pnz 

Se ha reporlAtlo (8tandegee. 1891) que los poblaC10r1l>S silvestres de Oamiana 
en Bala Calilotnh-'l SUI se de!'i<llrollan en la negión d{' los Cflbas y \JIl<l ZOlla 
IIllport8nle para su desarrollo es la lona de Inlluencia y la zona de arnorll· 
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TtilO d. plontlfl "~ts'r .. 

1101"" d. plonlo, ,1I~.,t.n 

~'OJD' d. pI,,"I<t' 1>I'lI9(1l10<laf 
POI' culUvo 6t 1"1010' 

};gur. l. Análl$/. dI! l/pido. 10lal\lS y "pldos "fU!!O' Uf I-Ioias y lollos de Onm'oJU sNvastr. 
ploeado"!. d, Todo. $anlol. 8a!1 Call1Clrnla Sur y d. hola, de Oamlana propagada por medio d. 
cultivo de roJido! 

rnOPACI\CIQN DE OAMh\NA '., 
IIguomlolllO del olea propuosta COIIIO Reserva eje lo 816$1010 do lo SIerro do la 
laguno, 

La propagacIón por modIo de culHvo de lolldos pora conSONor la Oamlana y 
rel018810r los zon08 dondo creco S910 ospecla, ho sido tlosaHollndB Q nivel 
exporhTlonlal con buenos resullados. como so moslró o!1larlorITlonle. Hablet1do 
asl establecido 109 condlclon09 béslcas para 1<1 propagacl6n de Oamlana 
mediante el culllvo de teJld09, el 51idulenle paso 9S conUnuar COIl una Inve!!· 
I1g8cl6n de escalam1ento a nIvel comercial, con el I1n de establecer las con
tJlclones pOla In ptoeJucc16rl masiva, delermhlor los costos de produccl611 El 
InvestIgar las COlltJlclol1es para qua saa renlable !:!c01l6mlcamenle asla 
~roduccr6n . 

• En cuanlo a los resultados de producclón oblenltlos, 58 cOI'rlpararon con los 
reporlados por el Centro de hwesllgaclolles Forestales del Noroeste, quienes 
lransplantaron plantas de Domlana al campo experimental eJe Todos Sarltos, Saja 
California Sur. donde hubo una producclón estimada de 90 a 120 kg/ha y ell olro 
experimento realizado en el mhlmo Cenlto. se obluvo una produccl6n esllmado 
de 695 kg/hB a los 5 meses de haberlas ttfll'sptall1ado: y afectuando un rIego 
Inlclal y dOSPIJP9 utlO cada mas (Sf.lnclovnl, \900), Como se puede ohservor, los 
resultados del se~undo experimento, s(m shulleres n los rcsullotlos (tue 
obtuvimos en las plantas propagados por cu1!lvo de tejidos . 

En cuanto al valor comercial del producto. se consIdera q\le es 8110, debido 
b que en 1990 108 recolectores obtuvIeron un pago de $ 6,000,00 el Kg de 
Damlano con hojas y tallos sin separBr, este pago corresponde a155% del salarlo 
mfnlmo diado. a la lecha. En los comercios de la Cd. de la Paz Balo Ca1Homla 
Sur se vendIó entre $ 14,000 Y $ 15,000 el Kg de hoJo Seca a granel y en la Cd, 
de México se vendió D $ 28.000 de hoja seca a precio de mayoteo. Tamblen se 
obtuvo la Inlormaclón sobre el casIo tia la Damlana procedente de San Luis 
POlosl, la cual so vendIó en la Cd de México B SI 7,000 el Kg de hoja SBCS al 
mayoreo; lo que tlos Indica que la Damlano de Bflla Camarilla Sur lIerle valor 
comercial considerablemente más 0110, debido a su caHdad y demallda, 

Conclusiones 

De acuerdo con la Inlormaclón presentada se puede concluir que la Oanrl¡;lIla, 
considerada como un recurso 10res\01 no maderable, es una planta Que llene 
Importancia socio-económIca porq\Jc se emplea en la Industria y produce 
Ingresos económicos a las personas que la recoleclarl elllas áreas que rOdean 
la zona propuesta como Reserva de la BI6slera de la Sierra de la Laguna. SI 
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so ¡/lCromell!::!" las poblaclol1os f19lUrales. hnplomenlando ptogronlas tia 
reloreslac1611!J grgl1 escala y balo slstel11as tia culllvo con el mrnlmo eJe cuIdados, 
S6' IransformsráM las poblaciones srtveslles en ococu((fvos, COIl CII11¡Hlo9 de 
optImIzacIón y conservac1ótl del recurso. Lo cual lleJarnos de banallela! B lo! 
poblador e!, pt\:lsarvaré hu DObladORes allveslreg. 
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Abslnd.. IISSllC culture propagation was perlormed on !he 
",-ce .mub _ C!l!!!!!>§ l!iffl§!. Wmd) uoing MS 
mcdium (Murashtge :ud Skoog 1962) supplememed whb 
dilTereut combioaóons of !he plant growth reguJators. 
&beDzyl adenioe (BA) and iDdoIe.J.butyric acid (IBA). 
0rgan0gebe:Sis of Jea{ explants from wild plants and 
e.xpbDtS from propagated cuttings was oompared; oo1y tbe 

(onner feIl:CDCr.Ued cx:mplefe planlS. 1be higbest shootiog 
me (92%) occurred al a concenttatioo of lO'l M BA plus 
1~ M iBA. ltegeDen.!ed sboots were rooted in MS 
medfum witboul any plaDt gmwth regu1aun. Foliage 
producóvny of obo _ ... .,.¡ pbD!. unda fieId 
cu1tivatioll was dcum1.ined yearly over 3 yeaIS- 1be)ield 
iDaeased mmaDy rOl' tbe first two years.. 'The quantity of 
esscutW' oils in pupagatcd pIaats was sim.Wu' ro that of wild 
plams growing nearby. We p:opose ússue culture 
propragalÍco. of damiaDa as a viable means of &:::mes1icatioo 
of this wild pbm: for semi-arid agricolture in Mexico. 
COIDIDercial propagalioo would heIp lO cooserve wiId 
populatioos of damiana tlJat are anently threaleDCd by 
~. 

A ............ 
BA ~ 6-beozyl adenine; IBA ~ i.bd~3·1Myric &cid. 

The coosetvatioo of natural~. espedally wild plant 
species witb rom.merciaJ value, is an official objective of tbe 
curttnl Merlcan government. As tOO marJ.:et {oc wild 
p1ant products maeases. escal.a.ting llaJwsts of wild plants 
eodanger tbc existeoce of slow growing añd plants. 

Tbe wiId spice shrub damiana ~ diffusa) grows in 
arid aod semi-arid regions ofMexioo. tbc U.S.A. tbe West 
[odies and South America (WiggillS 1980). The leaves aod 
stemS of this spedes are used foc liqueur flavoring and 
beverages (Vmes 1%0). aod in traditiooal medicine as a 
stimulant, apbrodisiac and diuretic (Arias 1916; M.artfuez 

Corr~;sJ>Olllknc~ lO: L. Akara~·Mdcndcz 

1919). 'fhl; darniana eoo-type grown in Baja California 
Sur, Mexico 1$ geoeraUy preferred by conswners 
(unpID1isbed dala). Al \be preseDt time. damiana.leaves 
are lavily harvested from wild plants. causing concem COl 
tbe plant's survivaI in d1ewild. Tbeharvest of wild plants 
isdooe foc 3 reasoos: 1) tbeseeds can DOt gern:rlnateunder 
laboratory conditions. and seed gennin.ation in tbe wild 1$ 
tare. dm die first usuaIlitep ro-possIb!edome6lication is not 

• ..&hIo; 2)"""""'" by."";,,gs bos beon_~ 
roa coomen:ialscale (Sandoval1982)¡ and, 3) itis easy ro 
coUect and sen tbe foliage of wild damiana. 

Prevlous experimen!s wilb damiana tissue culture 
(Dfaz.-Roodero and A1caraz-Meléndez 1987) found tIlat 
M"",,"ge md Skoog (1%2) medium (MS) was re-Ihan 
B5 meWum (Gamborg el al. 1916) COI' callus fonnation 
befare tbe initiationof sboot organogenesis and subsequent 
rooting oí miaosboots. 

1be aims of tbi.s stud:y were: 1) ro domesticate wild 
datni..ma plants by means of tissue co1rure propagation usiDg 
planunalfrial originating from wild plants and from plants 
lhat were propagaJed by cuttings; 2) evaluare !be growtb and 
yield of tissue cultured plants fOl' 3 coosecutive yeaIS in !he 
fiekl. and 3) compare d:ae essendal 00 content of wild and 
tissue co1tore-propagattd plants. Our ecological goal was 10 

provide a melhod of damiana propagation leading to 
domesúcation, thus aeating aoewpotential fOlrural, arid
zooe agricuIture iD Mexico. Jt is boped tbat an efficient 
mean<; of damiam doroEsticatiro will reduce tbe commercia1 
incentive lO lwvest wild plants. 

Makrim and metbods 

Lea! _pIeS fOl'tis:sue culture propagatkn weretaken (rom twotypeS 
!tpw¡s. a}wiJd plants.and(b)pbnU~rro!llQltti:ngs. The wild 
ptQs (30= higb) wcteaJUeaed fJ\Xl1lMwLldemess aRa Ile3rTodos 
SDO$(13"p:d¡blitudllznd II(/' 11' westlong.!nxle).BajiLD.1JfOOlla Sur. 
MWco.mnsplitJUd ínlo¡as (to= kIIg X 10= wideX 15 cm h1gh) 
o;(R'Ibining smdy sáI ffOPl thdr odgimll<:Qlion, and maintalned inlhe 
hbcat:Wy fIKme )'W undernahllal UJwninalion and ternper= rangUlg 
from 2S-3S"c' or.e yeat1al«.1J>eY wm tmI$pIulled (otile experimental 
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fleld d the ~ roc BloIo¡lcal Resean:b, La Pu. Baja Callfomb Sur, 
M""", 

Thocutdnp WCIll cWIned from pllIItI oC die same oc:o-cype In IMAD\e 
loeation. Tho amirla. W~ hnlllOlled !Q 1ft aquooos 1Of.-Jal oC 
na¡:iUIlalMCaeetlc ICid (NM)(2.1.5 X 1O"M) roe 10 IIIIn, tbea cbstcd with 
1 comlllW:lal fun&lcldo {CII¡ün;N-(trlddoro 1MChfIIhloI-kydotl_",,¡-
2-d1ca1boldml40: RhonII l'I::lUl~c AlfO CQ" MP:lco). Duflnl tIlII fOOtIn, 
perlod, tho amlnp _ ¡rown In propaprJ4Jn bo4t In 1011 JIlIxturo 
c:ontaInlna Nnd)' IIOiI ancI medlum vennlQdlto (1:1. vM .. Impmilblles 
nnaln, from ~!I'C" 67-75 "U m' .. ' U&hI tnrenslty. Forexpedmenll 
uslng c:uuJnat. (i ¡uves 'WtIlI used for adt trearmeaL U __ r« 
experimenb uslna wild plants, (\ luva _ U50d COI' each ItOIIment 

Youn,l_ (17-20 aun !onll_ ooIlec:cooS {fOII\ both l)'pIS al pi ... 
al Ihc liUIlO time, ~cd witb $'; QlImII (:OIIImen:laI dc:c«¡ont (Salvo 
pI&$'; ?rotteJ &; OIll'lNc Ca) loIlowed by ~ __ dlslnfedlca 
with 9SS ttn.nol (IS-:tO 1) *Id 1~ QIdwn h)'ptXtdoñle (lO mln), dial 
l1nscd !I limos wllb Medio 4IsIUIed water. Tho Im'a: WMI N 
tramvel$ely in 1M mlddle. and boIb st~ _ pIaced bori~lywllh 
!he cut edPSIaUchInc: tilo medlum sud_ Two IMIJIIIC!1b WCRI ~ 
In 100 mi el_ WIIISeb (n mm diameter X 12 lI\ln h!thl conta1nIaa 20 mi 
o( MS rnedIwn and cappod wllh dear .-octlVlble 1Ids, Slx vessob _ 
used COf adt medlum oonOC8tfllion 01 DA ~ lB,\; lile eJpIIdlll«lll 
welll IlIpoMed 3 tk\<Ifi. Ths U -'os. v:OII ~ted wtth 
eomblllltlonl o( (\ d1ff~ (Ql~ oC lBA 00" M 10 IO"M) &lid 
BA (IÓ"MIO 10" M) torllWl cl36d1ffaaat treatJnmta (TabIo 1). Tho 
11100111111 "'al pteplted wilb d1ffermt BA conanuadons IIljlsted lo pH 1.7 
IIId mlxed wllh 0.811 qar IIId ,,, IUmlllllletexe autoclavln, .. 121- e 
Coe 20 mln. mA (pK s. 7) _ aer\liZlIcI by fillPdon thP3U,b • (l..45 pOI 
Mllllpore rúm: lIId addcd 10 tilo st«Ilo aaedium bc:f~ soIld1fleadoo. 

TIlo expIantt were ~b.Ied unoSer ccndllUllUl ~t 11'" (100 pS 
m~ sec") • 2S ! l' e (or 60 d Aftu lhb podod.lhoee tbat dewIoped 
shocU ",ere tnrIsrermi mootbl)' aJot 3 lI\OIdhS 10 hsb MS medlwn 
tacklna pIant ¡rowIb ftlgutalon lo devolo, roca. DI» lo Ihclr rdaIIveIy 
Iar¡o sI •• 1M 1. tmlsfer, IIlG pi .... wete lIIOYOd lnIO llIS8 wsseIs 
approxlmJlcly 7SO 011 (76 mm dlameter X tU.un hI&b> 0DnIaInInt: 10 mi 
d MS modlnm lIId SCIled wlth .Jumlnum roll. flnlllly, . .ner, montht In 
tIlO IIIOW1h dlamber, planllelll wero l....cened 10 500 mi poIII contalnln, 
unt~ l\ItUnI sandy soIl. Tho poli '\fa 0Il"ICf0d wh!I 7SO Id .... 
vesscIs for 0IIII mooth lo ~11I\&U.Zo tilo pIIntt 10 the Iower tdadve 
~W\ty (~). PoI: ~t K:dlmttlDUoo. ~ WU6 pl1IttI.\ In 
Jho l.oontoey uncIer Indln!d da)'tight OH!» pE m',fCIC"').2.5 !,. Cfor 
6-1 months. When !be pllfllS were ,.. QR hlah. by W«e nwpImtcd 1 
m aput In 1M S<il oC thc experlmirdal fidd. 'Ihe planta were IntprecS 
wlth 33 dm' water per m'cvcry 1 d ror 31110111hs, tnd thtIeJ,fter, _ry U 
d ror !he duntlon of!be litlld)'. Pbntt wtm rertUlwI <mi • )af In !be 
wlntcr wilb oow mllllUf/l It 100 UPlant. BadI ~mn, !he pIm wm 
measured IIld pnmed. Tho ptIIlIed IClVliI.eI stemI wm welBhecl 10 
detennino producIlvlty fotbolh fmb wd'" JIlcI dry weJ¡ht (~n dsled 11 
60" e for 2A h). 

ToIaIllplds and essentW di, al 1_ and lIM1S _ oxtnM:IOd lISIol 
methanoJ-cbloroform (2:1. vfV) fot 24 b 11 •• (:, Tbc:n, tbo eJllllIet was 
fillcred, 3 mi d djstllled wM _ added, tho miJlunl _ centriru¡ed, !he 

lower dIIoroform pbasu was wilhdn.wn, JIld !he lIlueuus pbIso w. W&SIlcd 
3 times wllb 3 mI d dIIoroform. The resuhln, soIUlICIl _ ddocl wllb 
NI' and Iho IOW lIp1ds were welghed. 11I5~.J 011. _ obI.Jned by 
fractlondlon usinll alamIna rolulM duornatogn¡ily aoooolInll 10 
Vizquu-PuhIlI and Oreppln (1987)_ WI1d pllPIs Md m1aopl'Op1l~ 
plants used In 1M llpid analysis were grown und«b WIIfI erl'o'lrorunMIII 
amdllloos It Bajt california Sur and wero dlUSen al fllldom_ 

The effect al groWlh tegulatoI'S m lIIoot lII1cI root fonnatim was 
starlstleally anaIy¡.ed by muldfactodal AIIaIysls al Varimce {ANOVA)and 
Lcas1 SlanIneanl D!f(elClll Tm (LSD)_ Before lIIIIysl$,!he dala W\l1llU'C
sine Iransformed beeause!bey wero al binomial dlstrlbullm and hall III be 
d1anged 10 a nonnal dlstribollon • requlred by lIIa1yslt o( variance 
(..\NOVA} lt 5'l ~ o( sll\J\\fi<:an<» (Zlr \974), Stuoktll'l t-tMt ___ 

used lo malyt.e the ~i.J dls dala. 

ResullS and dlscusston 

Theexplantsoriginating from plants tbat were propagared 
by aJttings sbowed no response to an)' oomblnatioo of plant 
r;rowtb regulator treatments dudD, tbc dssuc culture 
~. "!bey ..... d brown and dled withln IS d, boIh 
limes tbis experintenI: was performed This study provIdes 
no pbyslological explanatlon ro.. this phencmeoon. 
Howcver, il is known lbat pce-tteatments ofplanl stock can 
affecr: the rnIaop'Opagadon properties of its pIant parts 
(Dobo<gb ud Zlmmennon 1990). 

lll<pImt. aIgioatmg _ wBd fIm'" Ibat .... b>cuhoa:d 
wilhony _búWWoortbe pIant grow<hmgula1nm fonned 
DCW sboots (Pig. 1), and tbe growth oí callos was miointal. 
'Ibe best plant growth regulator ccmbiuadon ro induce 

shoots (O. tbe explanes (92%) was I(t'M IBA plus lO,7M 
DA. 1bo secood best COttIbinadons WCIl) 1()'4 M IBA witb DO 

DA and lO~M 8J\ witb DO IBA, where regeneratioo was 
84% and 81%, respectivel)' (rabie 1). However,lhere was 
• oomplex interactioo between tbe two growth regulators, 
and many treatments were statisticaUy equlvaJent Each 
""1'1 ... produred had 3 10 S leafy _" (Fíg. 1). 

Plg_ 1. Plantlels regMenICd from damiIN leaf explants In MS 
medium. Scalc Is I 1.'11\, 



GenenUy, expIant rooting can bepl"omoted in media lacking 
plan! growth reguJatocs. In Ibis study. the most rooting 
occurtcd 00 bormooe-free medium iD planttet> that had 
previously beeo tteated with l~ M IDA (aod no BA) or 
((ti M BA (and no IBA) for sboot ínductÍOll (Table 2). fu 
me opc:imal ~ttealIDents, 100% oC tbe uplants developed 
roots.. Second best rootiog W3S achieyed OD sboots 
previously induced with 10" M IBA plus 10"1 M DA, in 
whicb 92% o( ~lapts developed r()OtS. All other 
combinations of pbnt growth regularors in lhc prc
tteatrnc:nts rcsuhed in lower percentages of rooliDg (Table 
2). 

In .sumtnal)', lo produce !he grealest Dwnber of damiana 
pbntlets Ihrougb micr~pagation. ~ants should be 
pIaced OD optimaJ sboor induction medium (MS + J~ M 

lBA ... tal M BA). 1bereafter, lhey sbcu1d be transfeaed 
lO a MS medium Iacldng plant growth regu1ators Coc rooc 
deyelopment. Uoder this procedure, looUog was found 10 
tale place iD 80% of all transfmed sboolS. 

T'rampJmt SI.I1ViYa1 Di plantlets from the tissue culture 
flas.ks to tbc pots was 45%, and flom pots 10 !be fieid, 
smviva1 was 100%. Table 3 sbows !he growth and !be dry 
weighc produc:tiyity oC tbe kaves aod stems (the 
COIIIJllercia1ly viable pans) of micropropagated plants over 
!he 3 cmsecutive years of tbis study. and !he iocreased 
¡xoductiyity of these pIants for !be rust 2 yeats. 1bese 
results can be used 10 calculare tbe hypotbetical production 
per b:ctare under !be growing cooditioos described in 0tII 

srudy. The fus1 harvest year would bave POOuced 1200 
kgIba of di)' luyes, aod !he secood and drird yeats, 2300 
kgJbo. 

TIbk l. E1foa el differeot ~OI!S el BA md IBA 00 sbld 
~flOlD4aJni1rl,a. E.acfldeu:r1niftation~tllSlS 
~itates ~ ~ ~o da. 'Mem .sep;1n1ion by 
ANOVAIn4 UD JI! S'A leve!. widI Ndl 'Ql~ tnnsfOJmed 1(1 iu 

"""'" 'BA..., 
BA..., 

o ,o' ,.' ,.' ,o' 

o 's.b' '" """ """" ,"'" -,,' """ """ """ " ... ""'" """ ,o' - .",,, ., ... ""'" """ "..,. 

>O' ,- .... """ 92< 67"" ,-
,,' " ... ,,"'" ,,"" """ - "..., ... "'" 

,,,, ,.. 
""" """ ,-

The main secttKbry metabolites exttacted frcm damiana 
foliage are !he esseolial oiIs, whicb are used for flavoriog fu 
me liqueur industty 01 packOO for ~tea-I¡ke" beverages 
The quantity of toCaI lipids and essential oils is sbown in 
Table 4. Wbeo tbe lipi<k and essenLial oil contenl betweeo 
micropropagated and wild plants Was compared by student's 
l-Iest. there were 00 significant diffelence5, indicating thal 
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~opagated damiana plants can be useful fOl the food 
industry as weU. We proposetissueculture propagalion as 
a practical redmique COl" damiana propagatioo and later 
domestication. This cooId makeseml-arid 1ands in Mexico 
more produdive and decrease tbe probability oC 
over-exploilation and the possible extinction of native 
dalDiana populations. 

Tob'c 2. PercenUl'" of rooIs Mv~d in damlana plantlets glOwn 
a¡ ~·rl'l>l' ~ rollowing initial cultunl steps (I:¡ dif(eroot 
~ons of BA and IDA. %p,(,ean osepanIion by ANOVA ""d 
UD 11 S!4 lewI WÍIll e.:b value tnmiom'le<l t(l'ts arcsme. 

IBA (M) 

o ,o' .. ' ,o' .. ' ... 
o ,,,,,,' '000 """ ""'" 

... ,,, -lO' n'" ,,. ,,,'" " ... 61atK:: ..." 

'o' """ ,... 7S,'" ... lIatK:: ,.." .. ' """' """ """ """" "' .. ",Ix 
'o' """ """ ""'" """ "' .. """ .. ' H"'" "..., "''' '''''' "', .... 
l'able') Pro:loction (roen 42 damUnI plants prop;1ga1e<1 by tíssue 
Cllhure and pIaud m the uperimeru1 ftdd o(!be cent~r fO( 
BioIogicaJ Reseud'I el Baja ~iflllJlb. sur,locattd jp El Comitm, 
Baja Califomil Sur, Múico. lbe pbqt$ ..-ere (l\I1 off every year roc 
tbree.)'Uf$; res\l11S lre avuages (roen all the plants sampl~ 
Numbm; droolcd by a diffmnt ldIu, in eacli pusmetcr (row) are 
siplifio=tly cbffe«tll 11 p" O.OS by Qr.e-wa.y ANOVA md UD 

""" ""- 3rd year 

Heigt;t(WI) 1037 ~2.3a 1I4.9t2.2b 129.8 t2.Jc 

I'n:slIwei~ 9107tH2a 1266.7d142b \l8S4t1337c 
ror plan! (g) 

DI}' wei¡tl!. rar 042*34 la 914 l .8l.Ob 902.2.67.61> 

-00 

Hwnidily(S) 4S.7 " " 
Leaves. dry IS9.1~12.6a. 346.S .JI.lb 347.3.16.Ob 
... eighl (g) 

Sttms; d!y 214 h21 6a. S79.4~SI ~ S)91.42~ 

wdr#(g) 

Table 4. Upid CCIllenI md nelllfill (lOIlP lipid:<: ff()D1 laves of w,ld 
and lIIicJopropaglWl damiana plants (<l.w.-dry weight), *SD 

Wild planlS 

TOla! lipids 
(lIIg1g d.w.) 

11.72d3.03~ 

61.04*ISA8 

Es$I1:ntia! 011$ 
(lI'Iilg dw.) 

32.34t9.41 
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JNDUCaÓN AL ENRAIZAMIENTO DE BROTES DE DAMIANA (Tumera 

¿i!fusa) In viuo 
L AICIlraz-Mdindez; S. Reol-Cosfo; A. Rubluo 

Centro de Investigaciones Biológicas del Noroeste S.e. (CIBNOR), Biología 

Experimental, La Paz, Baja California Sur; Instituto de Biología, Jardín 

Botánico Exterior, UNAM, México D.F., México 

La damiana es un arbusto de la familia de las Tumeraceas, se encuentra 

localizada en el ecosistema denominado Selva Baja Caducifolia, es decir 

crece en condiciones semi-áridas. Esta planta tiene importancia socio

económica debido a que sus hojas se emplean en la industria como 

sabatizante de licor y como bebida de infusión. En la medicina tradicional 

se emplea como diurético, estimulante nervioso y afrodisiaco, 

principalmente. A pesar de su uso comercial la única fuente de producción 

son las plantas silvestres, debido a que no se pueden germinar las semillas 

en condiciones de laboratorio. En trabajos anteriores hemos reportado las 

condiciones para la propagación de damiana, pe.. medio de cultivo de 

tejidos, el objetivo de este trabajo fué probar diferentes auxínas aplicadas en 
concentraciones de 10" M Y 10.7 M, para mejorar el enraizamiento de brotes 

desarrollados en el medio Murashige y Skoog, adicionado con Bencil amino 

pUTina (BA) W6 M. Las auxinas probadas fueron Acido Indol Acético (AlA), 

alfa y beta Acido Naftalen Acético (NAA) yAcido Indol Butírico (AIB). 

Se probaron 50 brotes por tratamiento. Los resultados obtenidos después 

de 150 días mostraron, el 990/. de enraizamiento en brotes sin hormonas, 

en brotes con beta NAA 10" M Y AlB Hi M. El enraizamiento en brotes 

tratados con AlA 10" M fue del 100%. De acuerdo con los resultados 

obtenidos se observa que en general el porcentaje de enraizamiento es alto 

y la aplicación de AlA 10~ M indujo el mayor porcentaje de enraizamiento 

de brotes de damiana in vitro. 
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