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IN T R~D D u e e I O·N 

El cultivo de células y tejidos vegetales se basa 

en un conjunto de metodologías y técnicas de laborato 

rio que han venido modiricándose y adaptándose a dis

tintas especies vegetales. Estas técnicas permiten h~ 

cer cierto grado de manipulación en el proceso je mor 

rogénesis de los tejidos vegetales, de tal manera que 

a partir de células somáticas es posible la rormaciÓn 

de un conjunto de células no direrenciadas morrolÓgic~ 

mente y con cierto grado de homología bioquímica y ge

néticamente totipotenciales. Asimismo, ha sido posible 

también inducir el proceso en sentido contrario, es d~ 

cir, a partir de callos se ha logrado reorganizar nue-
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vamente las estructuras, diferenciar los tejidos y re

cuperar otra vez la planta completa. 

En la actualidad, es posible regular el proceso de 

crecimiento y diferenciación celular en las plantas en 

un grado impresionante mediante manipulaciones cuanti

tativas de los fitorreguladores y otros factores que 

regulan el crecimiento a través de la regulación meta-

6Ólica. Es importante mencionar, sin emoargo, que este 

proceso se ha logrado inducir en forma completa sola -

mente en un número muy reducido de las especies veget! 

les conocidas y que además no se conocen·aun los meca

nismos a nivel molecular que controlan dicho fenómeno. 

Otro de los grandes atractivos que presentan los 

sistemas de cultivo de células vegetales, es la posib! 

lidad de hacer manipulaciones genéticas con ellas. En 

efecto, los adelantos logrados en los cultivos de las 

células vegetales proporcionan ya la posibilidad de m! 

nejar éstas como si fueran sistemas bacterianos,.indu~ 

cir en ellos cambios fundamentales en el genoma celu

lar y posteriormente selec~ionar adecuadamente, de los 

sistemas de cultivos, las células 4 ransformadas (San -

chez, 1978). 

La ventaja de trabajar con cultivo de tejidos vege

tales es que se puede tomar cualquier parte de la pla~ 

ta y administrándole la concentración adecuada de fito 

rreguladores y teniendo un medio adecuado de vitaminas, 

aminoácidos, azúcar,y minerales crecerá un callo o bien 
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un brote dependlendo de si este cultlvo está en la ose~ 

ridad o en la luz. Ya que las células al tener la cara~ 

ter!stica de poder desdiferenclarse y rediferenciarse -

(totipctencialidad de la célula) da como resultado que 

este tejido sea más manejable para cualquier propósito, 

ya sea cultivo de Órganos (hojas, tallo, raíz, anteras, 

etc), regeneración, cultivo de embriones, cultivo en 

suspensión, propagación, etc, dándonos informaciones di 

ferentes de acuerdo a lo que queramos estud lar. Además 

de que elcrecimiento de las células en cultivo se da en 

un menor tiempo a comparación de lo que tarda en crecer 

la planta en condiciones normales (Hudson, 1982 ). 

Con base en lo anterior se plantearon los siguientes 

objetivos: 

a) Obtener a partir de embriones inmaduros y anteras 
callos. 

b) Obtener brotes a partir de hoja sin pasar por callo. 

c) Y hacer medios de cultivo que sean reproducibles en 

la práctica para más adelante encontrar un medio de 

mantenimiento adecuado para hacer nuevos estudios. 

En lo particular lo que nos interesa a largo plazo

es obtener una !!nea celular de estos tres tejidos, o 

bien de alguno de ellos que contenga vincristina y vin 

coleucoblastina que son alcaloides que contiene la pla~ 

ta Catharanthus roseus que se utilizan como antlcancer! 

genos(Waizel. 1979), ya que la planta los produce en 

muy peque~as cantidades. Además no se ha encontrado una 

1{11ea celular en cultivo de tejidos que contenqa estos 
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alcaloides o al menos alguno de ellos (Carew, 1962, 1964, 

1966, y 1970; Wolrgang, et al 1980¡ Constabel, et al, 1981; 

.¡ l<urz, et al, 1981). 

Por esta razón creemos que es muy importante utilizar esta 

técnica ya que las ventajas que nos representa seraÓ de uti

lidad en la investigación para combatir el cáncer. 
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CAPITULO 1 

A N T E C E O E N T E S 

1.1. Breve historia de los cultivos de tejidos: 

La historia de los cultivos de tejidos vegetales ha sido 

adecuadamente revisada por los autores (White 1931, 1936, 

1941; Cautheret 1935, 1937; Nobecourt 1939; Fiedler 193S ci 

tado en Oodds y Roberts) pero aquí solamente la comentare -

mos brevemente. 

El pri~er concepto fue claramente formulado en 1902 por 

Haberlandt, quien tuvo la idea de experimentar con los tej! 

dos vegetales y Órganos aislados bajo condlclones.de labor! 

torio, solamente que estos experimentos no pudieron tructi• 
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ficar (Camborg et al, 1976). 

Los cultivos de tejidos vegetales de explantes o de Órg! 

nos(rafces) fueron capaces de crecer en poco-tiempo pero no 

sobrevivieron ilimitadamente, estos estudios fueron report! 

dos en 1922 por Kotte y Robins (Camborg et al, 1976). 

Los primeros cultivos que fueron capaces de crecer ilimi 

tadamente, fueron reportados en 1934 por White usando raí -

ces de jitomate (Gamborg et al, 1976), 

White en 1939, Nobecourt en 1939 y Gautheret en 1940 es 

tablecieron el primer cultivo de tejido verdadero. Tal téc

nica ha sido desarrollada rápidamente y ha sido aplicada P! 

ra el. estudio de una variedad de problemas, muchos de los 

cuales son de interés bioqu{mico(Camborg et al, 1976; Dodds 

y Roberts, 1982). 

Los trabajos,pioneros destinados a la obtención indus- -

tria! de metabolitos de interés económico se deben a Nic• -

kell (1962); durante esta década quedó claro que si bien 

las células vegetales no pueden competir con los microorga

nismos en la producción de metabolitos primarios, no es as{ 

para la producción de metabolitos secundarios de alto peso 

molecular, sintetizados Únicamente por plantas superiores. 

Durante los sesentas se demostró que el cultivo de ante 

•as de angiospermas tienen el potencial para producir nume 

rosos embrioides haploides (Guha y Haheshwari, 1966, 1967; 

Bourgin y Hitsch, l9ó7l. También en estas techas se desarr~ 

liaron las técnicas de aislamiento de protoplastos y cult! 

vo (Cocklng, 1960). En general este método inYolucra la di 
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gestión enzimática de la pared celular por preparaciones p~ 

rificadas de celulasa y pectinasa y se mantiene el control 

sobre la expansión de los protoplastos con un osmótico (por 

ejemplo sorbitol y manito!). Los protoplastos aislados y 

cultivados regeneran nuevas paredes celulares, forman colo

nias celulares y eventualmente plántulas (Takebe et al ,1971). 

Hanning en 1904 cultivó embriones inmaduros de Raohanus 

y Cochea y desde esa fecha hasta hoy se han hecho estudios 

de cultivo de tejidos modificándose estas técnicas para o~ 

tener un mejor crecimiento de las diferentes partes de las 

plantas sembradas (Oodds y Roberts, 1982). 

En las secciones siguientes del presente trabajo se men 

clonan algunos estudios realizados para varias especies en 

donde se utilizaron embriones inmaduros, embriones madu~os, 

anteras, brotes y hojas. 

1.2. Ventajas y aplicaciones de los cultivos .!2. ~: 

Los cultivos de tejidos pueden ayudar a ml~imizar vari! 

bles tales como los factores ambientales; se puede tener 

un mayor control de la luz, humedad, temperatura, mezcla 

de gases as{ como la composición del medio nutritivo. As!

mismo, pueden reducirse las influencias correlativas entre 

los Órganos y como pueden crecer en la ausencia de bacte -

rias, hongos y posibles virus se eliminan los artefactos 

producidos por dichos microorganismos (Loyola-Vargas, 1984). 

Los cultivos de tejidos también pueden ser usados para pr~ 
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servar germoplasma y como un instrumento para el fitomej2 

ramiento de plantas. 

También los cultivos de tejidos producen sustancias qu! 

micas Útiles, económicamente rentables. Esta posibilidad 

se visualizó cuando en l950':Arreguin y Bonner reportaron 

que el cultivo de tejidos vegetales de guayule produc!a 

hule. En la actualidad los cultivos de tejidos pueden ser 

manipulados para que puedan extraerse espec!ficamente alg~ 

na o algunas sustancia~ del tejido o del med!o en el cual 

ha crecido el cultivo (Nickell, 1980). 

Las principales ventajas de los cultivos de tejidos son: 

- Condiciones controladas 

- libres de contaminación 

- Selección de variantes 

- Independencia del medio ambiente 

- Estado fisiológico uniforme 

- Obtención de nuevos compuestos ( Loyola-Vargas, 1984). 

Hasta ahora se han identificado no menos de ZOO produ~ 

tos producidos por los cultivos de tejidos vegetales, los 

que en general se pueden dividir en tres categor!así 

1) aceites esenciales 

2) glúcosidos 

J) alcaloides 

Aunque son muchos los adelantos logrados en este terr! 

no, aun existen obstáculos que requieren ser superados. 

Entre ellos tenemos: 

a) La ~nestabilidad genética 
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b) La baja producción de las sustancias de interés 

e) La lenta velocidad de crecimiento del cultivo. 

1.3. Terminolog{a: 

Una simple deflnici5n de los cultivos de tejidos veg! 

tales puede ser el crecimiento productivo de una masa de 

células vegetales sobre algún tipo de medio nutritivo.La 

masa de células vegetales puede ser parte de un Órgano, 

tal como raíz o tallo, o puede ser simplemente una masa 

de células no diferenciadas \callo). Más co111~111110:11te una 

planta en cultivo de tejidos se refiere al cultivo de te 

jidos de callos en crecimiento sobre un medio sólido (cu! 

tivo estático) o en un medio líquido (cultivo en suspen

sión) (Taylor y Farnsworth, 1975). En· tanto que explante 

se refiere al fragmento de una planta o tejido usado al 

inicio del cultivo (Street, 1977). 

Ya que muchos autores utilizan diferente terminología 

para clasificar los diferentes cultivos que se pueden h! 

cer dependiendo de la parte de la planta utilizada, nos~ 

tros escogimos las definiciones de Street (1977} y Gam

borg y Shyluk (1981) porque consideramos que abarcan to

das las posibilidades para hacer un cultivo; éstas son 

las siguientes: 

Cultivo de Órganos: se refiere al cultivo de Órganos 

aislados como son puntas de ·raíz, puntas de tallo, primor 

dio de hoja y/u hoja, ovarios, microsporas, anteras, etc, 
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~te material mantiene su identidad morfológica y fisiolÓ 

gica básica. 

Cultivo de embriones: éstos son cultivo de embriones 

aislados maduros e inmaduros. 

Cultivo de callos o tejido: son tejidos dando origen a 

la proliferación desorganizada de células de explantes u 

Órganos de plantas, Los cultivos son usualmente crecidos 

como una masa de células no diferenciadas sobre un medio 

sÓl!do, 

Cultivo en suspensión: éstos consisten en células aisl,!!. 

das no diferenciadas, muy pequeñas que se encuentran en un 

medio l{quido en agitación, 

Cultivo de meristemos: el cultivo de meristemos u otro 

tejido se utiliza con el propósito de regenerar plantas o 

conservar germoplasma. 

Cultivo de protoplastos: es el cultivo de células que se 

les priva de su pared celular y también de ellas se pueden 

regenerar plantas completas. 

1.4. Bases para la obtención de cultivo de tejidos: 

El crecimiento de masas de células no organizadas (ca

llo) sobre agar o en medio líquido (suspensión) son ampli~ 

mente utilizados en estudios bioqu{micos y de crecimiento 

(Carew y Staba, 1965; Street, 1977 y Loyoia-Vargas, 1984). 

La inducción de un callo se efectúa generalmente planta~ 

do un trozo de tejido diferenciado estéril sobre un medio 



- 11 -

nutritivo gelificado con agar y al cual se le han agregado 

ritorreguladores. El medio y los reguladores del crecimien 

·to se determinan mediante un sistema de ensayo y error (Ga~ 

borg et al, 1976) o bien buscando bibliográricamente algun 

medio adecuado de alguna ramilla cercana a esa especie, se 

prueba ese medio y si no da resultado entonces se hacen va 

riaciones en éste probándose simultáneamente diferentes ex 

plantes. 

El callo puede cultivarse transfiriéndolo todo o una pa~ 

te a medio sólido fresco con el objeto de que adquiera un 

crecimiento más rápido y consistencia suave (rriahilidad), 

esto se conoce como resiembra. Dependiendo de la planta de 

que provienen los callos pueden ser blancos, amarillentos o 

pigmentados con antocianinas (Dodds y Roberts, 1982). 

Las direrencias en el medio de cultivo, medio ambiente, 

edad, origen celular y tasas de crecimiento pueden expli -

car el comportamiento de una línea en particular y no nece 

sariamente representar una característica general de las 

células vegetales en cultivo. Condiciones más uniformes pu~ 

den ayudar a obtener datos y observaciones más comparables. 

Hay tres factores en particular, los cuales gobiernan 

los sucesos de cultivos de células. Estos son: el origen del 

explante, el medio de cultivo y las condiciones medio amblen 

tales (Gamborg et al, 1976). 

Origen del explante: la producción Útil de callos y subs~ 

cuentemente la regeneración de la planta es dependiente, en 

parte, de la calidad asociada con los explantes usados y és 
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tos están relacionados con la condición de la fuente vege-

tal, es decir, que haya tenido sumunistros nutricionales a 

decuados antes de ponerse en cultivo. Las plantas jóvenes 

proveen los mejores explantes. Las plantas viejas pueden t~ 

ner acumulados más patógenos en sus tejidos y por lo tanto 

no ser saludables. Por consiguiente las plantas viejas pro

bablemente contienen menos tejido meristemático y pueden te 

ner el problema adicional de madurez fisiológica (Staba, 

1980). 

Se ha observado que los explantes grandes presentan mayor 

inclusión de contaminantes microbianos en los·tejidos. Hay, 

sin embargo, un tamaño mínimo efectivo para los explantes, 

para que crezcan adecuadamente y además para que el daño d~ 

bido a la disección y transferencia sean producidos; tene -

mos el caso de los meristemos muy pequeños que al ponerlos 

separados crecen lentamente, mientras que si se ponen varios 

en el mismo frasco, crecen más rápido y se reduce el daño 

causado por la disección (Seabrook, 1978), 
# 

Medio de cultivo: Dependiendo de la planta que se este e! 

tudiando, se utilizará el medio de cultivo adecuado, tene -

mos por ejemplo que existen diferentes medios basales como 

el de White, Gamborg, Murashige-Skoog, etc; y éstos pueden 

modificarse de acuerdo a las necesidades de la planta de do~ 

de se quiere obtener una !{nea celular (Hudson, 1982). De! 

qu{ se desprende la importancia de los requerimientos nutr! 

cionalel del cultivo que se verán más adelante. 

Condiciones medio ambientales: éstas se refieren a las 
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condiciones que se deben de tener antes del culivo, como s~ 

r{a el tratamiento de los Órganos de la planta ruente que 

se va a utilizar, es decir que se pongan en t'do, luz, oscu

ridad, etc. o bien de las condiciones adecuadas que se deben 

de tener después de inducido el cultivo como son: el t'otoper{~ 

do, temperatura (que puede ser de un rango de 25-27 •e), eti!! 

!ación, etc (Staba, 1980). Estos factores dependen de la es

pecie vegetal que se este trabajando. 

1.5. Requerimientos nutricionales de los cultivos de tejidos: 

Aunque las plantas completas tienen requerimientos sim

ples para el crecimiento, los cultivos de tejidos veqetales 

tienen necesidades más complejas y rara vez son autotróricos, 

esto quiere decir que el tejido vegetal !!! vitro require u

sualmente de macro y micronutrientes al igual que un cultivo 

hidropÓnico. En resumen, otros nutrientes tales como fuente 

de carbono y vitaminas son necesarios. las células vegetales 

aislados frecuentemente requieren de la adición de vitaminas 

y reguladores del crecimiento que normalmente son sintetiza

dos .!.!! vivo por una parte u Órgano de la planta y transport! 

dos a otra donde son metabolizados. Poco se conoce del erecto 

de algunos constituyentes individuales del medio de cultivo 

sobre la produccibn de metabolitos secundarios debido a la 

complejidad en la composición qu{mica de los tejidos (Staba, 

1980). 

Los medios basales de Murashlge y Skoog, Camborg, Miller y 
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y Ojima son más adecuados para un amplio rango de plantas 

y para la promoción de organogénesis en cultivos, se deben 

de encontrar concentraciones adecuadas de fitorreguladores 

para que haya un crecimiento de las células cultivadas. Pa 

ra cada especie el medio de Murashlge y Skoog (MS) presen-

ta una mayor concentración de sales, lo cual le permite man 

tener el crecimiento de más células en cultivo. Algunos io

nes, como es el caso del ión amonio, puede presentarse en 

altas conentraciones en el medio de cultivo para desarrollar 

tejido .!Jl vitro en todos los estadios. El agregar fosfato 

monobásico de sodio en la solución de sales de1 medio MS ha 

sido benéfica para algunos tejidos, El medio MS presenta ma 

yor cantidad de microelementos comparado con otros medios, 

El incluir agentes quelantes, tales como el EDTA aseguca 

que el hierro sea capaz de mantenerse en solución en un am

plio rango de pH (Seabrook, 1976) el cual en los medios de 

cultivo es usualmente ajustado en un rango de 5 a 6 antes 

de la adición del agar, ya que el creciLmiento de los teji

dos en el medio de cultivo son pH dependientes. Por otro l! 

do la concentración del nitrógeno y de potasio parecen ser 

importantantes para la embriogénesis somática, Reinert (1972) 

propusó una interacción entre nitrógeno y auxina la cual 

lleva a la emhriogénesis.(S taba, 198()). 

Las vitaminas son importantes para que haya un buen cre

cimiento .!.!! ~ del cultivo de tejido, la más ampliamente 

usada es la tiamina.HCl (Merck). 

La sacarosa se utiliza como fuente de carbono la cual es 
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absolutamente necesaria para la mayorfa de los tejidos ya 

que muy pocas cé 1 ulas son autotrór leas ~ ~· La concen 

traci6n de sacarosa más comGnwente usada es de Z a 3 % co

mo fuente de carbón~ sin embargo, hay evidencia de que la 

producción de algunos metabolitos obtenidos de cultivo de 

tejidos vegetales pueden ser afectados por la concentración 

de sacarosa (Tabata, 1977; citado en Staba, 1980 y Dodds y 

Roberts, 1982), 

Los reguladores del crecimiento, en plantas intactas, a~ 

tu"an para regular y coordinar procesos que ayudan al desarr~ 

llo normal de la planta. El crecimiento, la diferenciación 

del tejido y las células as! como el metabolismo secundario, 

son afectados por los fitorrequladores. El agregar regulad~ 

res del crecimiento al medio de cultivo de vegetales no es 

siempre necesario para cultivos de callo. Sin embargo, el 

suministro de reguladores del crecimiento es usualmente o

bligado para cultivo de callos en los cuales se requiere un 

incremento en las tasas de crecimiento u organogénesls. 

Muy pocas plantas en cultivo producirán callos Jbundante 

mente en ausencia de reguladores del crecimiento. 

Generalmente el ácido indolacético (~IAJ es la au,ina más 

usada para el cultivo de tejidos vegetales debido a sus p~ 

cos efectos adversos sobre la orqanogénesis. 

El ácido 2,4 diclorofenodacético (2,4-DJ es una Juxina 

que suprime la organogénesis y es particularmente Útil para 

la inducción v man11tención de cultivo de ~allos. 

Las citoc:ininas son un sequndo r¡r11po de reguladores del. 
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crecimiento en donde las más usadas son la cinetina (K) y 

la benzilaminopurina (BA, BAP), esta Gltima tiene particu

larmente un efecto en la dominancia apical en brotes axil~ 

res y sobre la proliferación de brotes inducidos l!!, ~ 

(Staba, 1980). 

Skoog y Miller (1957) reportaron que el balance de niv~ 

les de auxina y citocinina tienen un efecto sobre la form! 

ción de Órganos, Ambas, auxina y citocinina, son necesarias 

para el control del crecimiento y la organogénesis l!!, vitro. 

La propagación de los diferentes reguladores del crecimien-

to y las concentraciones que son requeridas para cada tejido 

varía con el estadio de desarrollo del tejido cultivado. 

Los aminoácidos y amidas pueden ser utilizados para el 

cultivo de tejidos vegetales de algunas especies entre las 

más utilizadas est;n la L-asparagina, el L-ácido aspártico, 

la L-arqinina, el L-ácitlo glutámico y la L-glutamina (Huang 

y Murashige, 1977). 

Como se mencionó antes, la fuente de nitrógeno viene da-

da por el amonio y el nitrato en el medio MS. Además se sa

be que los ácidos citidÍlico y guan!lico sirven para mejo

rar el cultivo de callos (Huang y Murashige, 1977), 

También algunos cultivos requieren de complejos natura -

les como la leche de coco, el extracto de levadura, la pep-
, 

tona. la lactoalb•1mina, etc, que eran uti !izados anteriorme!!_ 

te y que en la actualidad se tienden a substituir debido a 

que su uso puede producir resultados no reproducibles. Pese 

a lsto alqunos autores lo siguen utilizando (Vasil y Botti, 
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1983). 

1.6. Cultivo de callos: 

El cultivo de tejidos vegetales puede reallzílr~u 

medio nutritivo solidil'icado con agar, en donu·. :l tej 

forma un callo o masa de c&lulas en prollferaci~n, ~ · 

es conveniente para i[tducir ·y mantener líneas 1111. 

(Gamborg et al, 1976). 

Este callo generalmente presenta un crecimi1.·r· 

vamente lento, Las nuevas c'lulas son formadas en iJ 

feria de la masa del callo existente, la cual (':• 

sometida a un gradiente nutrlcional que va 

las que están en contJcto directo con el medi 

que erecen en la superficie del callo (Gamborg S '" 

W81). 

Desde el punto de vista funcional el callo 

pacid.Jd de desarrollar Órganos normales, plán· 

des que pueden formar plántulas completas (St.r· 

Cuando un callo se deja crecer por mucho ti 

mismo medio, los nutrientes esencial~s son ~ .• 

el callo, al igual que hay una pC:r11i 

de metabolitos por el callo, por estJ r., 

brarlos en medio fresco despu's de un cierto t• 

que no mueran y crezcan en mejores condiciones. 

po puede ser de tres sem,irias cJ "Jn mes : Strf'~~. ~. 
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1.7. Micropropagación: 

La micl"opl"opagación es la técnica que se utiliza para 1~_ 

grar el desar,ollo 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 rafees, células individuales, hojas y 

granos de polen. 

El tipo de patrón del crecimiento que se presenta depen

de del potencial genético de la planta as! cult4vada y del 

amhiente químico y físico a que está sometido el tejido en 

cultivo, De manera potencial, con esas técnicas es posible 

reproducir plantas de todas las especies si se conoce lo 

suficiente de sus requerimientos nutl"itivos, hormonales y de 

cultiva. 

Las aplicaciones principales de esas técnicas en la pro-

pagación de plantas son: 

a) establecer plantas libres de organismos patógenos, 

b) aislar células o líneas celulares genéticamente extrao.:_ 

dinarias que pueden convertirse en nuevas variantes de 

plantas 

e) y permitir una multiplicación rápida en condiciones que 

las mantengan libres de enfermedades. 

Esas técnicas son especialmente significativas para pr.2 

porcionar nuevos métodos de propagación vegetativa rápida 
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de plantas. 

El valor del cultivo de tejidos como procedimiento de pr~ 

pagación de plantas, depende de la capacidad del callo para: 

l) diferenciar rafees y brotes 

2) desarrollar pequenas··estructuras semejantes a embrioides 

a partir de células individuales y agregaciones de célu

las. 

La diferenciación de. rafees y brotes se hace con m¡s fa-·· 

cilidad en ciertas plantas herb¡ceas como zanahoria y taba

co (Hudson, 1982). 

La propagación de los cultivos de tejidos también puede 

proveer la utilidad de mantener poblaciones de especies ra

ras y que est¡n en peligro de desaparecer O··bien de especies 

que son dif{ciles de cultivar o que su crecimiento es muy 

lento y producen poca descendencia, tenemos el caso de las 

cact¡ceas de las que se-han hecho varios estudios (Mauseth, 

1977, 1979; Johnson y Emino, 1979; Johnson et al, 1979 y 

Stefanis et al, 1950). 

También se han hecho estudios de propagación de plantas 

que tienen importancia económica tal como las orquídeas, col, 

maíz, trigo, arroz (Jagannathan et al, 1977) y Boungainvillea 

en donde utilizaron BAP y AIA para la obtención de los bro

tes (Sharma, 1981). 

1.8. Cultivo de embriones inmaduros: 

El cultlvo de embriones inmaduros se ha aplicado p•ra 
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resolver problemas prácticos tales como el prolongado pe

riodo de latencia de muchas semillas que retarda su velo

cidad de reproducción, el daño de las mismas provocado por 

organismos patógenos que impiden su germinación y también 

el aborto frecuente de embriones híbrido& que en muchos ci 

sos es ocasionado por un desarrollo deficiente del endospe! 

mo; problemas que en gran medida se ven solucionados con el 

cultivo aséptico de los embriones en un medio nutritivo ade 

cuado. Además, estos cultivos .!.!!, vltro se han utilizado pa

ra la obtención directa de callo a partir de embrión (Lowe 

y Conger, 19:.i9). 

El cultivo de embriones también ayuda al entendimiento 

de la morfogénesis. Además ha habido progreso hacia el ais 

lado de embriones jóvenes (inmaduros), Se ha demostrado que 

los requerimientos nutricionales de tales embriones llegan 

a ser progresivamente menos complejos que el de los maduros. 

También porque se sabe que de explantes más jóvenes se ob

tiene callo más rápido y un mejor crecimiento, 

Embriones pequeños globulares requieren un delicado balan 

ce dP fitorreguladores tales como auxina, giberelinas y cit~ 

cinina, junto con adenina y vitaminas del grupo B y relativa 

mente altos niveles de sacarosa. 

En resumen, la importancia en el desarrollo de estudios 

del cultivo de embriones jóvenes ofrece un método para ori

ginar embFlones h{bridos derivados de ciertas cruzas inter

especlflcas, tenemos como ejemplo el lino y la cebada. El 

hecho de que algunas células dentro de las masas de callo 
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sean capaces de formar embriones o merlstemos organizados 

es altamente significativo, esto indica que tales c~lulas 

retienen toda la información genética requerida para el 

desarrollo normal de una planta completa, ellas son toti-

potentes (Butcher e Ingram, 1976). 

Se han hecho más estudios acerca de embriones maduros, 

que de inmaduros, en el caso de los primeros se ha traba-

do desde 1936 con embriones sembrados in vitro de Avena ----
sativa, orquideas, ~ mays, Panicum palmifolium, Vallota 

purpurea, Pinus resinosa, Thuja oceidentalis, Picea ~-

densis, Tsuga canadensis y Pseudotsuga taxirolla (De La 

Rue, 1936) y actualmente se ha trabajado con TPi ticum ~--

tivum, lamia pumila, Pennisetum americanum, entre otras 

(Webb et al, 1982; Vasil y Ozias, 1983; Vasil y Botti, 1983). 

En los segundos, se han encontrado estudios (desde 1936) de-

varias especies que pueden ser crecidos en cultivo e inducir 

la formación de plantas completas. Estas especies son: Tara-

~ officinale, Chrisathemum_leucanthemum, Lactuca canaden

ili• Coreopsis lanceolata, Lycopersicon esculent1Jm, Nicotia

!!i!. y Bryophvllum crenatum, Zea mavs. Estos embriones inmadu

ros med{an entre 0.5 y l mm cuando fueron transferides al 

nuevo medio (De La Rue, 1936) y actualmente se ha trabajado 

con Papaver somniferum, Hordeum, Linum entre otras especies 

(Butcher e 1ngram, l976j Dodd& y Roberts, 1992). 

1.9. Cultivo de anteras: 
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Las células de plantas haploides contienen un simple co~ 

plemento cromosÓmlco, es deelr si su número cromosómico dl

ploide es ZO, por ejemplo, el haploide tendría 10 cromoso -

mas, y estas plantas son Útiles en programas de fitomejora

mlento para la selección de características deseables.La pr~ 

puesta de cultivo de anteras y eultivo de polen es para pro

ducir plantas haploides por la inducción de embriogénesis de 

divisiones repetidas de esporas monoploides, microsporas o 

granos de polen inmaduros (Dodds y Roberts, 1982), Hay que.!! 

clarar que las anteras son cortadas cuidadosam·ente y transf!:_ 

ridas a un medio nutritivo apropiado, Estas al ser cortadas 

en un estadio inmaduro usualmente crecen anormalmeAte y no 

hay desarrollo de granos de poleA de las células madres del. 

polen (Butcher e Ingram, 1976). 

Las microsporas representan el comienzo de la generación 

del gametofito macho. Las microsporas maduras, qspecialmente 

siguiendo su liberación de tétradas, son referidas como gra

nos de polen. El número cromosómico de estos haploides puede 

ser duplicado con la utilizaci Ón de colchici na, lo que prod_!:! 

ce una planta homocigÓtica más estable (Vasil y Nitsch, 1975), 

El es~adio particular de desarrollo de las anteras en el 

tiempo de cultive es el factor más importante en llevar a ca

be la producción de embrioldes. 

En especies con un determinado númere de anteras por flor 

o serles de yemas florales puP.den ser examinadas en orden 

para dar todos los estadios de desarrollo, Básicamente se u-
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s•n dos métodos: l) las anteras cortadas son cultivadas so 

bre un medio de •gar o l{quldo y la embriogéftesis ocurre 

dentro de la antera, o Z) el polen es removido de la ante

ra, por medAo de un corte o por dehiecencia natural de la 

antera, y el polen aislado es cultivado sobre un medio l{

quido. Puede.tomar de Ja 8 semanas para que emergan plán

tulas haploides de anteras oultivadas (Reinert y Bajaj, 1977 

citado en Dodds y Robe.rts, 1982). 

Sunderland (1979) reportó que las flores de muchas plan

tas que se utilizan en cultivos de anteras caen dentro de 

tres cate!orlas: premitÓtica, mitÓtica o postmitÓtica. En 

la categor{a premitótic• la mejor respuesta es obtenida al 

usar anteras en las cuales las microsporas han completado 

la meiosls, .paro aun no comienza la primera división del 

polen (ejemplos, Hyoscyamus y Hordeum vulgare). Las ante

ras que corresponden al grupo mitótico Pespeoden Óptimame~ 

te cere• de la primera división del polen (ejemplos,~

!!.!!!.!. tabacum, Datura lnnoxia y Paeonia). Los estadios tem 

pranos bicelulares del desarrollo de polen es •ejor en las 

plantas postmitóticas (tjemplos, Atropa belladonna y Nico

tian•)(Do4ds y Roberts, l9SZ). 

Otro fac~or en el cultivo de las anteras es el estadio 

fisiolÓgico 4e la planta padre (ejemplo, fotoper{odo, in

tensidad de luz, tempera•ura y nutrición mineral). Las an

teras deberSn de ser tomadas de flores p•oducidas durante 

el comienzo del per{odo de floración de la planta (Sunder

land, 1971>. 
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Se han reportado altas producciones de embriones que 

provienen de anteras que crécen bajo d{as cortos y altas 

intensidades de luz (Sunderland,.1971). 

Varios tipos de anteras requiereA pretratamiento para 

la mejor producción de emb•iones en algunas plantas. El 

pretratamiento de anterasa bajas temperaturas por per!o
/ 

dos de Z a 30 dlas a temperatura de 3 a 10 <t pueden es-

timula• laembriogénesis (_S_underland y Roberts, 1977). 

La presencia- de tejidos de anteras en el..cultivo, in -

troduce varios factOl'es definidos que influenclan la pro

ducción de embrioides .. Raghavan (15178) sugÚió que el gr.! 

diente de auxina endÓgena dentro de la antera puede 'jugar 

un papel en el desarrollo del grano de polen. 

Se han hecho diversos estudios sobre el cultivo de an-· 

teras en diferentes especies, en cuanto a concentraciones 

de fitorreguladores, si requieren pre*ratamiento o no, en 

que fuente· de sacarosa crecen mejor, producción de embrlo 

nes, etc .. Las espeeies en donde se han hecho estos estu • 

dios sonr Arachis hypogaea, 1• vlllosa, ~. ~-mays, 

.Q!:!!.! sativa, Nicotiana, Triticale, ~ braslliensis, ~

~· Arabidopsis thaillana, Solanum 11igrum y Anemone ™
densis (Cresshorr et al, 197Z; Harn et al, 197ZJ Chaletr et 

al, 1981; Bajaj et al, 1981; Zapata, 1981; Bouquet et al, 

1982; Bullock et al, 1982; Chen, 1992; Jialin et al, 1981; 

Sharma et al, 19831 Raquin et al, 1983; Keathley et d, 19811 

Johansson, l98l; Dlng et al, 19841 Henry et al, 1984; Sund~! 

land et al, 1984; Lazar et al, 12S4 y Shaerfer, et al, 198~). 
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En el cultivo de anteras de arroz Zapilta en 1981 utili

zó un pretratamiento de frío a 8 'C por 13 d{as en la os -

curidad y al final 16 horas continuas de luz, este trata -

miento le diÓ mejores resultados de formación de callo y 

producción de embriones. Además de que la concentración de 

sacarosa fue de 20 g/ l y de agar 8 g/ l a un pH de 5.6 y 

los fitorrequladores que se utilizaron fueron de 1 ppm de 

2,4-D con i ppm de K. 

Otro autor nenclona que el pretratamlento que le dió 

mejores resultados rue el de 4 ·e en las siguientes espe

c_!_es Hordeum vulgare, IHcotiana tabacum y P;¡eonia ~· -

flora (Sunderland et al, 1984). 

1.10. Cuantificación del cultivo de tejidos: 

Después de que los callos han crecido por un tiempo en 

asociación con el tejido original, llega a ser necesario 

el subcultivo de los callos en un medio fresco. El creci -

miento sobre el mismo medio por un perfodo grande ocasiona 

el agotamiento de nutrientes esenciales y la desecación 

gradual c1el agar. Los metaboll tos secretad os por los callos 

durante el crecimiento pueden acumularse hasta niveles tó

xicos en el medio. La transferencia del fregmento de callo 

debe ser una masa suficiente para asegurar la Penovación 

del crecimiento sobre el medio fresco: sl la transferencia 

del inÓculo es tambi'n pequena puede tener una velocidad 

peque~a del crecimiento o ninquna.Street, 1977, ha recomen 
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dado que el inóculo debe tener un diámetro de 5 a 10 mm y 

un peso de 20 a 100 mg. Los subcultivos sucesivos son u. 

sualmente realizados durante 28 d!as con tubos de cultivo 

conteniendo JO ml de medio. Una curva de crecimiento t!p! 

ca para cultivo de callos es mostrada en la figura l que 

se asemeja a una cu•va de crecimiento de bacterias. Yeo -

man y Mcleod (1977) sugieren que los cultivos mantenidos 

en agar a 25 ·e o abajo de este rango podrán ser subculti 

vados de 4 a 6 semanas. Un callo sua~e puede ser subdivi

dido con una espátula o escalpelo y transferirse directa

mente a la superficie del medio fresco. 
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Respuesta del crecimiento de un cultivo 
de callo típico. Este callo en particu
lar podrá ser su&cultlvado apro~imada -
mente en un intervalo de tiempo indica
do por X. 
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1.11. La Planta 

1.11.1. Taxonomía: 

El género ~ rue establecido por Linneo en el año de 

1753 en su "Species Plantarum" (1:209) donde distingue dos 

especies ~ ~ y ~ major. La descripción genéri

ca asociada con su diagnosis espec!rica apareció en 1754 

en la quinta edición de "Genera Plantarum", d¿nde ~ 

minor L. es el lectotipo aceptado del género (Stearn, 1966). 

También esta especie recibe diferentes nombres de acuer 

do al lugar donde se cultiva, entre estos tenemos: Vinca, 

Vicaria, Magdalena, pervinca, Teresita, Maravilla, etc. A

demás ha recibido los siguientes nombres cient1ficos: Y.!!!

.s.!!. ~· Lochnera ~· Catharanthus roseus y Ammocallis 

~· Ya que esta planta recibía tantos nombres cient{ri

cos Stearn en 1966 realizó una investigación para determi

nar cual era el ROmbre ciendfJ.co correcto y encontró que 

desde 1920 los botánicos convinieron, para la flora de 

las apocinaceas de las Indias Oceidentales, que el nombre 

más comúnmente usado era el de Catharanthus roseus L, G. 

(Don), usado por varios autoi:es, antes de que Pichon lo 

tomara en 1948 y Stearn en 1?56. 

El primero en reconocer que ~ ~ L. difer!a en 

muchos carácteres de la ~ propiamente dicha y que de-
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b{a ser puesta en un género aparte fue Ludwig Relchenbach, 

quien en 1828, le propusó el nombre genérico de Lochnera. 

Pichon en 1948, enlistó 34 diferencias entre Lochnera y 

~· Por esta razón en el Codigo Internacional de Nomen 

clatura Botánica el género correcto es Catharanthus y no 

Lochnera. 

Pichoa (1951) en Farnsworth, 1961; la clasifica como 

sigue; 

Familia: Apocinaceae 

Subfamilia: Plumeriodeae 

Tribu: Alsotonieae 

Subtribu: Catharanthus G. Don. 

Sección: Lochnera (Reichb. f.) Pich. 

Género y Especie: Catharanthus roseus (L.) G. Don. 

1.11.2. Descripción botáftica: 

Es una planta subarbustiva de 40 a SO cm de alto, de 

rápido crecimiento, leñosa en su base. con ramas erectas, 

hojas simples, enteras, sin est!pulas. opuestas, siempre 

verdes, coriaceas, mucronadas y obtusas, d~ 3 a S cm de 

largo por ).5 a 5 cm de ancho, su peciolo bidentado o 

biestipulado en su base; flores axilares, ~olitarias o 

en pares, 'sésiles, actinomorfas, hermafroditas, de color 

rosa o blancas, pálidas por el envez y con el centro ro

jo o pGrpura oscuro, aunque hay variedades sin este pun

to rojo (Sancnez, 19791. 



- 30 -

Caliz de cinco divisiones y sus segmentos ciliados, c~ 

rola gamopétala, pentalobulada, de perfloración contorne! 

da, cinco estambres inseptos en el tuba de la corola, coR 

los f!lameRtos cortes y las anteras alargadas, aproximad! 

mente en cono, ovario súpero bicarpelar, bllocular, con 

placentas axilares, estilo indiviso, estigma ancaho y gru~ 

so, muchos Óvulos en cada división. 

Los fÓllculos o vainas tienen de 2.5 a 4 cm de largo 

(sin embargo, en el laboratorio se hao encontrado de 0.5 

a 6 cm de largo) y de 2 a J mm de diáme~ro y contienen de 

15 a 20 semillas cada una con un tegumento delgado de ce~ 

lor negro. Hay que aclarar que la medida de las vainas 

puede variar de acuerdo a los nutrientes y a las condici~ 

nes ambientales, es decir mucha humedad, temperatura, etc; 

en que se encuentre la planta (S<Ínchez, 1979; Waizel, 1979 

y Castillo, 1984). 

Este género presenta seis especies incluyéndose ~

ranthus roseus; estas espeoies son: Catharanthus roseus, 

C. lanceus, f.· trichephyllus, f.· longil'olius, f.· pusiUus, 

C, s~itulus (Farnsworth, 1961), En la figura 2 se observa 

a Catharantkws roseus, 

1.11.3. Distribución geográfica: 

Con la excepción de f· pusi llus, una espech de la In

dia, todas las especies de Catharanthus son endémicas de 

MadagascJr. S.· rnseus fuf! intPoduclda a Par!s y lue110 a 



Figura Z 

• H. 

En esta rigura se muestra a la planta 
Catharanthus roseus aue pertenece a 
la ramilla de las Apocinaceas, ver 
clasificación (en el punto l.11.l.) y 
descripción botánica (en el punto 
1.11.Z.) 
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los jardines betánicos europeos dentro de los tr6picoa c~ 

mo una planta ornamental y ha llegado a ser actualmente 

una planta pantropical. 

Se dispersó por cultivo a la India, Indochina, Indene

sla, Las Filipinas, Australia, Sud-Af'rica y el Oriente, 

America, Las Indias OccldeAbales, Europa y aún Rusia (Ta_r 

lor y Farnsworth, 1975). 

En México se encuentra en las zonas tropicales de Jall~ 

co, Vueatán, Puebla, Veracruz y Oaxaca, Se ha viste éesa -

rrollándose en los estados de Mlchoacán, GuerrePo, Morelos, 

CampecRe, Tabasco, Querétaro, Quintana Roo y Baja Callf'or

nla cultivadas para ornato. 

Es apreciada por sus bellas f'leres durante todo el año, 

razón por la cual le llaman "Maravilla'' en donde es cultiva

da (Taylor y Funsworth, 197i~. 

Ho se conoce la fecha exacta de introdueción a nuestro 

pa{s. Se le menciona por Sesse y Mociño como cultivada en 

Orizaba, Veracruz y Jalisco desde el año de 1894 (Waizel, 

1979}. 

1.11,4. Datos adicionales: 

Esta especie crece en el trópico, cáliáo-hÚMedo y tam

bl~n puede crecer f'uera de éste (Waizel, 1979), 

En cuanto a enfermedades no se ha obse~ado ninguna, co

mo ataque de hongos u otros mieroor~anismos, en las que 

se encuentran cultivadas en Quint•na Roo se ha observado 
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un pulgón en la hoja (Castillo, 1984) y en el invernadero 

se han observado hormigas en las raíces de las plantas p~ 

ro jamás se ha observado que se coman éstas o a las hojas. 

No se ha encontrado en la literatura que relación tengan 

las hormigas con esta planta. 

El número cromosómi..c..o de C. roseus es 16 (2n) pero se 

ha observado este 2n de 32 cuando a la planta se le aqr!. 

ga co lchicina, es decir son tetraploldes (Tay lar y Far ns 

worth, 1975 l. 

1.11.5. Utilidad de la especie: 

Es empleada contra diversas enfermedades en varios 

países por ejemplo en El Salvador, Cuba y Filipinas las 

hojas se utilizan para las afecciones de la garganta y 

ojos. En Filipinas también las raíces se utilizan como a 

gente abortivo. En Vietnam las hojas, ra!ces v planta 

completa se utilizan oara las evacuaciones intestinales. 

En Madaqascar las rafees v plantas completas se utilizan 

como laxante y también para el dolor dental la ra!z. En 

Sudáfrica la rafz y las hojas las ocuparo para la menstrua 

ción excesiva, etc (Farnsworth. 1961). 

La planta~· roseus contiene al menos 130 alcaloides 

(Ta~'lor y Farns1,ortl1, 1975; Carel\, 1?7.,) de los cuales 

dos, vlncristina 1· vlncoleucoblastina. destaciln por ser 

empleados con ~dto, desde 1963, en el tratamiento de la 

leuct>mia y de otros cánceres humanos. Estas sustancias 
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se presentan en muy pequeñas cantidades del orden de 

0.00025 %, por lo que se requiere grandes cantidades de 

plantas para la producción del medicamento, por ejemplo, 

para obtener un gramo de vincrlstina, se necesitan 500 

kl los de hojas secas de E_. roseus (Waizel, 1979). 

En México esta planta es empleada como ornamental y 

también contra el cáncer sólo que el producto terminado 

es muy caro. 

Una solución para producir estos alcaloides sería e~ 

contrar una línea celular en cultivo de tejidos vegeta

les que los contenga a ambos o por lo menos a uno de 

ellos. En estudios que hasta ahora se han he~ho en pro

ducción de alcaloides por medio de cultivo de tejidos 

con esta planta no se ha producido ninguno de éstos y 

en dichos estudios han utilizado como inóculo tallo, íl_<;! 

ja y pared de antera, pero en ninguno de ellos han esp~ 

cificado bien el método de trabajo para obtener una sim 

ple inducción de dicl:los cultivos, por esta razón se tu

vo que iniciar el trabajo para primero inducir a la far 

maciÓn de callo y posteriormente obtener la lfnea celu

lar (Carew, 1962, 1964, 1966 y 1978; Wolfgaog et al, 

1980; Kurz et al, 1981; Constabel et al, 1981), 
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C A P I T U L O II 

MATERIALES Y METODOS 

2.1. Elaboración del medio: 

En un matraz con agua destilada en agitación se agre

garon las soluciones que se muestran en el apéndice tres, 

Posteriormente en otro matraz con agua en agitación se 

agregaron los fi torreguladores (ya sea para propagación, 
~- . 

embrionei inmadurGS o anteras) llevindolos a ~stos a un 

pH ácido (de 3 ó 4). Después los fitorreguladores se mez 

clar~n con las soluciones y se ajustaron a un pH de 5.6, 

En seguida se agregó la sacarosa y se aforó, Previamente 
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se lavó el agar, ya que se ha observado que cuando éste 

no es puro puede haber problemas en el crecimiento de 

los callos o bien no crecer. Por esta razón el agar se 

debe lavar hasta que tome un color blanco. Cuando el a 

gar ya está lavado se mezcló con la solución antes men 

clonada y se fundió a una temperatura de 60 ºc. 
Posteriormente se vació en tubos y/o frascos, llenan 

do los primeros a 8 ml y los segundos a 20 ml. Ambos se 

taparon con papel aluminio, solo que los frascos se C!:_ 

rraron con ligas y por Último se esterilizan en autocla 

ve a 125 •e durante 15 minutos. 

Cada mes se tuvieron que hacer soluciones nuevas (ver 

apéndice dos) para evitar que haya precipitaciones y 

contaminaciones en los medios. 

Todo el material que sobraba de ·la resiembra es de

cir tubos contaminados, pinzas, frascos (con capacidad 

de 100 ml) y agua destilada, etc, deb!an ser esterili

zados para evitar contaminaciones posteriores. 

2.2. Material biolÓgico: 

Planta: 

Las semillas de ésta fueron obtenidas en Lone star 

seed Co. San Antonio Texas, se germinaron en tierra y 

contaban con un ai'lo de edad cuando se trabajó con ellas. 

Fueron crecidas en el invernadero con luz natural a una 
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temperatura en el dla de 40 t y en la noche de lS •c. 

Propagación: 

Las hojas que se escogieron fueron de diferentes tama-

ños, clasificándolas en tres grwpos, chicas (O.a cm • 1.0 

cm), medianas (1.1 cm - z.o cm) y grandes (Z.Z cm - J.O 

cm). Además tenían que presentar un color verde y prefe -

rentemente se escogían de las partes superiores de las 

plantas, las cuales están menos sucias. Se hizo un experimento 

previo de estos tres grupos ue plantas y el mejor resulta 

do que se obtuvo fue en las medianas. 

Embriones inmaduros: 

Las vainas se eligieron de diferentes tamaños observá~ 

dose que no se llegara a tomar las semillas ya maduras 

que se distinguen por tenep co~or negro. En general tam -

bién se cl~sificaron por su tamaño en tres grupos: las 

chicas (0.5 a 0.9 cm), las medianas (l.O a ~.o cm) y gran

des (4.0 a 6.0 cm). Se seleccionó el primer rango de esa 

manera ya que en 0.5 cm se pod!an apenas apreeiar los em -

briones con ayuda de! microscopio de disección. 

Anteras: 

Las yemas florales que se escogieron medlan desde 1 a S 
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mm. 

En los dos experimentos se midieron éstas, procurando 

que hublera un número considerable de cada una de ellas. 

Se hizo un experimento previo de esas medidas dando mej~ 

res resultados en la medida de 2 a 3 mm que rue la que 

se uti lizÓ, 

2,3. Propagación: 

El medio de cultivo que se uti lizÓ fue el de Murashl-. 
ge-Skoog modificado, ver apéndice l, y complementado con 

las concentraciones de ritorreguladores que se muestran 

en el siguiente cuadro más B g/l de agar y 30 g/l de sa-

carosa. 

AIA (mg/l) 

10 l 0.1 

10 

BAP (mg/ l) 1 

0.1 

La esterilización de las hojas fue de la siguiente ma~ 

nerae 
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1.- Se lavaron las hojas perrectamente con Extrán al 5 l, 

ayudándose de un cepillo. 

z •. Se pusieron en agitación con Extrán al 5 S durante 10 

minutos. 

3.- Se enjuagaron con agua destilada durante 2 minutos. 

4.- Después se pusieron en etanol al 70 ' durante 5 minu

tos. 

5.- Las hojas se pusieron enteras en hipoclorito de sodio 

en agua en una relación 3:1 durante 10 minutos. 

6.- Se llevaron a la campana de rlujo laminar a enjuagar 

con agua destilada estéril y a cortarse por la nerva

dura cada hoja con·un bisturí estéril apoyándose en 

una caja de Petrl. 

7.- Las hojas se colocaron en un matraz quitasato de 250 

ml con hipoclorito de sodio en agua en una relación 

3:1, se mantuvieron en agitación durante 10 minutos y 

bajo vació. 

8,- Posteriormente se llevaron a la campana, se vaciaron 

en un embudo cubierto con una gasa estéril para enju! 

garse con agua destilada y posteriormente se sernbra -

ron en los diferentes medios anteriormente descritos, 

9,- Todos los cultivos se pusieron en el cuarto de culti

vo a una temperatura de 25-30 ~ y luz continua. 

2.4. Embriones inmaduros: 

Las vainas se esterilizaron de la siguiente manera: 
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l.- Se lavaron las vainas seleccionadas con cepillo y Ex

trán al 5 ~. 

2.- Se lavaron en agitación con Extrán al S \ durante 15 

minutes. 

3.- Se enjuagaron con agua destilada durante un minuto. 

4.- Se pusieron en agitación en etanol al 70 \ durante Z 

minutos. 

S.- Posteriormente se pasaron a hipoclorito de sodio 

agua en una relación de 3:1 durante 20 minutos. 

6.- Se lavaron en la campana las vainas y se disectaro1 

con el microscepio de disecci&n para después sembrar 

se. 

El medio de cultivo-que se utilizó t'ue el de Murashi· 

ge-Skoog 1962 (medio M-S), modllicado y suplementado 

con l ppm de 2,4-D con O.l ppm de K. 

Se geli ficÓ con agar a S g/ l y JO g/ l de sacarosa. 

Una mitad de los embriones sembrados se colocaron en 

luz cont!nua y la otra en la oscuridad a una temoer~ 

tura de 25 ºe. 

2.5. Anteras: 

Pretratamiento: antes de que se sembraran las anteras, 

las yemas florales se trataron con frío a '- :e en la oscu 

rldad durante l,2,3,4,5,6~7,S,9,10,ll,l2 y 13 dfas (pri -

mer experimento), 

En el segundo experimento también la5 yem~s flora.les 
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antes se trataron con frio a 4 ·e en oscuridad los d{as 

que se mencionaron anteriormente pero después de cada d{a 

se pusieron en luz condnua durante 16 h a 25 ce (Zapata, 

1981). 

Esterilización de las yemas florales: Las yemas flora

les se cortaron de las plantas que estaban en el inverna

dero, se pretrataron como se menciona anteriormente y pa

ra el primer experimento se lavaron como sigue: 

1.- Extrán al 5 % durante 5 minutos, 

2.- Posteriormente se enjuagaron en agua destilada duran

te 2 minutos. 

3.- Se pasaron a etanol al 70 % durante 2 minutos. 

4.- Y por Último se pusieron en hipoclorito de sodio en a 

gua en una relación de 3:1 durante 17 minutos. 

En este experimento se hizo una repetición de los mej2 

res días que dieron callo. Estos días fueron 1,5,61 7,B, 

11 y 12. En este caso la esterilización se cambió por

que en el primer experimento hubo contaminados. 

1.- Se pusieron en Extrán al 5 % durante 10 minutos. 

2,- Se enjuagaron con agua destilada durante 2 minutos. 

3,- Después se pasaron a etanol al 70 % durante 5 minutos. 

4.- Y finalmente en hipoclorito de calcio al 6 % durante 

17 minutos. 

El procedimiento anterior se utilizó en el segundo ex

pe~imento con el pretratamiento antes mencionado y se hi

zo repetición de todos los días. 

Medio de cultivo: El medio de cultivo que se utilizó 
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fue el M-5 modi fJ.cado y suplementado con l ppm de 2,4-D 

más l ppm de K y 20 g/l de sacarosa. Se gelificó con 

Sg/ l de agar. 
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e A p r T u l o III 

R E S U l T A O O S Y D I S C U S I D N 

3.1. Propagación: 

Se observa en el cuadro uno que en la concentración de 

1 ppm de ácido indo! acético {AIA) con 10 ppm de Bencil 

amino purina (BAP o BA) fue con la que se obtuvo un mayor 

porcentaje de hojas que se mantuvieron completamente ver

des (94.7 %); en la concentración de l ppm de AIA con l 

ppm de BAP se obtuvo un porcentaje de-57.6 y en la conce~ 

traoión de 1 ppm de AIA con O.l ppm de BAP del 46. 7 \. Ob 

serv~ndose estos resultados desp~és de·2 meses de haber -
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los puesto en el medio de inducción, 

En cuanto a las hojas con partes verdes la concentra

ción que tuvo mayor porcentaje fue la de 0,1 ppm de AIA 

con 0,1 ppm de BAP con un valor de 66. 7; posteriormente 

la concentración de 10 ppm de BAP con 10 ppm de AIA tuvo 

un 60 % y l ppm de BAP con O.l ppm de AIA o~tuvo un va -

lar de ~9.J %. 

Observamos que los porcentajes de la columna de hojas 

completamente verdes son totalmente diferentes a las de 

hojas con partes verdes. 

Suponemos que las hojas que están completamente ver -

des no se están difer.enciando y por lo tanto pueden dar 

brotes, sin pasar por callo, mientras que las otras (ho

jas con partes verdes) se están desdiferenciando para 

dar callo. 

En el cuadro 2 observamos que la concentración que 

presenta mayor porcentaje (53,3 %) de hojas completamen

te verdes fue la de l ppm de AIA con l pmm de BAP, en se 

gundo término se encuentra la concentración de 10 ppm 

BAP con 10 ppm de AIA con un valor de Jl % y en tercer 

lugar l ppm de BAP con 10 ppm de AIA con un valor de 

9. 7 % • 

Comparando los dos cuadros que se mencionan anterior

mente, observamos que la Única concentración que mantuvo 

las hojas completamente verdes fue la de l ppm de AIA 

con l ppm de BAP, mientras que las dos concentraciones, 

l ppm de AIA con 10 ppm de BAP y l ppm de AIA con O.l 
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ppm de eAP, ya no presentan hojas completamente ve~d~s. 

En camoio, en la concentra~tón de l ppm de BAP con 10 

de AIA se pueden obtener algunas hojas co:,1p.letamen-

te verdes mientras que en e i cuadro l no aparec{an éstas. 

También obser~amos que en la concentración de 10 ppm de 

BAP con 10 ppm de AIA aumenta el porcentaje de hojas 

completamente verdes a 31. 

En las hojas con partes verdes observamos que en las 

concentraciones de 10 ppm de B . .\P con l ppm de AIA y l 

ppm de AIA con O.l ppm de B.\P hay un 100 %, la concentr~ 

ción de O.l ppm de AIA con u.l ppm de B.\r tiene un valu1· 

de 92.8 % y la concentración de l ppm de B . .\P con O.l ppm 

de AIA que tiene un valor de 57.6 %. 

Comparando estos resultados con el cuadro uno de ho -

jas con partes verdes, se observa que aumenta el porcen

taje de la concentración de O.l ppm de AIA con O.l ppm 

de BAP, en la concentración de 10 ppm de BAP con 10 ppm 

de AIA disminuye a un porcentaje de 20.6 y la concentra

ción de 1 pmm de BAP con 0.1 ppm de AIA tambi&n disminu

ye a 57.6 %. 

De las observaciones anteriores se puede concluir ten 

tativamente que el medio que mantiene mejor las hojas 

completamente verdes es l ppm de Al•\ con 1 ppm de BAP. 

En el cuadro 3 la concentración que presenta mayor 

porcentaje de callos verdes es la de l ppm de AIA con 0.1 

ppm de BAP (100 %), en segundo lugar está la concentra -

ciÓn de O. l ppm de BAP con O. l ppm de AIA ( 92.3 % ) y en 
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tercer lugar está la concentración de l).l ppm de AIA con 

l ppm de BAP (56 ,). 

Observamos en el cuadro ~ que la concentración con que 

se obtuvo mayor porcentaje de callos verdes es la de l 

ppm de AIA con 0.1 ppm ele BAP con 51~ .• 5 % , con la i:oncen

tración de 10 ppm de AIA con O. l ppm de BAP se obtuvo un 

50 % y con la concentración de 10 ppm de BAP y 0.1 ppm 

de AIA tiene un valo~ de 42.S %. 

Comparando estos resultados con el cuadro tres, obse!. 

vamos que la concentrJciÓn de l ppm de AIA y 0.1 ppm de 

BAP el porcentaje disminuye, pero aun as! tiene un consi

derable porcentaje en comparación a los otros. La concen

tración de 0.1,ppm de AIA y 0.1 ppm de BAP disminuye a un 

23 % y la concentración de l ppm de BAP y O.l ppm de AIA 

disminuye a un 37.5 %. 

En ninguno de los resultados anteriores se obtuvieron 

brotes, sin embargo, se puede sugerir que las concentra

ciones con mejores resultados para inducción de callos 

verdes son las siguientes: l ppm de t\IA con 0.1 ppm de 

BAP, 10 ppm de AIA más .O. l ppm de BAP y 10 ppm de BAP 

con 0,1 ppm de AIA. 

Posiblemente no se obtuvo brote ya que tal vez se ne

cesitaba otro barrido de concentraciones de fitorregula

dores y haberlo5 resembrado en intervalos de tiempo más 

cortos, 

Las hojas que dieron mejores resultados para la obten 

ción de callo verde fueron las medianas de 1.1 - 2.0 (ver 
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materiales y método) cm de largo. Las que ten{an 11ayor 

tamaño se contaminaban más fácilmente y las de tamaño 

pequeffo·no daban callo o se ponían completamente transpa

rentes. 

Hay que aclarar que en todos los cuadros anteriores 

no se tomaron en cuenta los tubos que estaban contamina

dos. 

J.Z. Embriones inmaduros: 

Los embriones sembrados en el tratamiento de luz die

ron un valor del 25 % de callo, como se puede observar 

en el cuadro 5, hay que aclarar que este porcentaje es 

parcial ya que no se contaron todos los embriones disec 

tados por ser muy numerosos y muy pequeños, si no que 

se tomó como el 100 % el número de embriones sembraaos 

en frascos, 

En este caso se sembró en 1 ppm de 2,4-D (ácido 2,4 

diclorofenoxiacético) con 0,1 ppm de cinetina (1\) (medio 

de inducci&nl, ya que este medio fu~ el que dio mejores 

resultados utilizando hojas y se quizo orooar esta con

centración con los embriones inmadur~~. 

En el tratamiento en la oscuridad s~ obtuvo un 50 1 

de callo en el rango de 1.1 - 2,0 cm {medianas! obser

vándose un mejor crecimiento. 

Comparando los resultados en oscuridad y en luz, los 

callos de oscuridad eran más grandes y más suaves que 
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los de luz. 

Después de dos meses los callos se pasaron al medio 

de o.z5 ppm de ácido nartalén acético (AHA) con 0.25 

ppm de 2,4-0, ya que hab!a dado un buen resultado en ho 

jas como medio de mantenimiento después de dos meses a 

partir de la siembra, datos previos en el laboratorio, 

y se empezaron a pesar los callos de embriones. Se obt~ 

vieron las siguientes gráficas de porcentaje de lncreme~ 

to de peso fresco contra tiempo. 

Gráfica l: 

Lo que se observa en la gráfica l parte A (meses-H) 

e~ que en el primer mes hay un incremento considerable 

del peso fresco del orden de 560 %, en los otros dos me

ses se observa que va descendiendo lo que slgnif ica que 

el cultivo se está estabilizando. En la parte B (d!as-d) 

se observa que el cultivo se encuentra en crecimiento en 

rase lineal (aunque parece ser que el Último punto i ndl

ca que se est& estabilizando). 

Sin embargo, en la gráfica B se necesita el Último 

dato para ver· si sigue creciendo o no ya que el Último 

punto se ve que se sale un poco de esa línea de crecimien 

to, solo que éste no se pudo sacar porque se contaminó 

el cultivó. 

Tal vez no hubo crecimiento de los embriones conteni

dos en las vainas grandes (4.0 - 6.0 cm) y chicas (0.5 -
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0.9 cm) por que pudo habe'rseles dañado en la disección 

o bien por su variabilidad genética, o también por el 

erecto de los fitorreguladores. Los mejores resultados 

se dieron en las vainas medianas (LO - 4,0 cm de largo). 

Obsérvese la fotografía uno en donde se muestra un 

callo de embriones inmaduros del tratamiento de oscuri-

dad. 

3.3 Anteras: 

En el cuadro 6 se muestran los resultados del pretra

tamiento de frío utilizado por Sunderland (et al, 1994) 

y los d!as de tratamiento junto con el medio que utilizó 

Zapata (1951). 

En el cuadro ó se observa que los tiempos que dieron 

mejores resultados fueron 1, 6, 7 y 11 d{as, mostrándose 

el mayor porcentaje de obtención de callos en el d{a 11, 

64.3 %. Si vemos la columna de promedio en gramos, se 

tiene que hav buena inducción de callo de 0.05 a 0,06, 

mil.lntras que en el d!a 7 tenemos que hay buen porcenta

je de callo pero poco promedio de peso, ya que hubo ma

yor núm~ro de contaminados en ese dfa y en el d{a 6 ocu 

rre lo contrario. 

En cuanto a los explantes que no formaron callo; pudo 

ser por que los individuos presentan una variabilidad q~ 

nética intrínseca y no necesariamente producen callo en 

esas condiciones o bien a causa del tratamiento en fr!o. 



F o t og r ar í a l 
En &sta se observa un callo de em
briones inmaduros con tratamiento 
en oscuridad a una temperatura de 
25 C. El explante pertenece-al 
ranqo de l.O a l+.O cm (medianas i. 
Se encuentra en medio M-5 moctirica 
do v suplementaao con O.Z5 r\riA más 
0.:!5 de 2,1+-0 (ppm). 
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sin embargo, se desecha esa posibilidad ya que los eKpla~ 

tes en el tratamiento l y 5 si presentan callo, mientras 

que, en los d{as 2 al 4 no se presenta nada, si hubiera 

sido el tratamiento no hubieran dado los demás d{as (en 

este caso el 5, 6 y 7), lo mismo ocurre con los explan

tes en los tratamientos 8 y 9. Lo que se esperaría ser!a 

obtener inducción de callo en todos los cultivos, hasta 

el d!a 12, por que es claro que el d{a 13 si está afecta 

do por el tratamiento, ya que se realizó la repetici&n 

del experimento 2 veces (en éstas si dieron los e~plantes 

en los tratamientos 2, 3, 4 y S días) y se aumentaron 

siete días más al tratamiento (20) y no se obtuvo callo 

en los días del 13 en adelante. 

El medio que se utilizó para la inducción fue el de 

l ppm de 2,4-0 con l ppm de K con pretratamiento de 4 ~ 

en oscuridad. 

En las siguientes gráficas observaremos los resulta -

dos del tratamiento de oscuridad. 

Gráfica 2: 

En ésta se muestra el tratamiento de seis dfas a 4 t 

en oscuridad (A6l• En la parte A (meses-MI se observa 

que en el primer mes hay un incremento de peso fresco 

del 609 % aproKimadamente, esto indica que se desarrolló 

rápidamente a partir de un tamaño tan pequeño como el de 

las anteras ensayadas y en los otros tres meses se comien 
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za a ver que el crecimiento del mismo se empieza a esta 

bilizar, 

En la parte B observamos que el creci~iento está en 

fase l{neal, es decir, que los callos están desarrollán 

dose-normalmente, están creciendo, 

Gráfica 3: 

En cuanto a los resultados de ésta (que-pertenece al 

tratamiento 7), es decir 7 días a 4 ºC en oscuridad, se 

observa en la parte A que en el primer mes hay un valor 

de porcentaje de-peso fresco de 295 y en los otros 3 m.!:_ 

ses se estabiliza el crecimiento del callo. En la parte 

B se observa que el callo está creciendo en una fase it 

nea!, 

Comparando estas dos gráficas observamos que la indu~ 

ción es mucho mayor en la gráfica 2 que en la 3, sin em

bargo en la parte B se observa que estos dos cultivos 

con tratamiento diferente están creciendo. 

Gráfica 4: 

Tenemos que en ésta se representa al tratamiento con 

un d{a a 4 :e en oscuridad y que pertenece a la repetí -

ción de los mejores d{as con ese tratamiete, En la oarte 

A se observa que el porcentaje de peso fresco fue del 

309 en el primer mes y en los tres meses siguientes se 
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observa que el crecimiento del callo se esta estabiliza~ 

do. En la parte B (d{as·d) se ve claramente que los ca -

llos están en la rase lfneal de su curva de crecimiento. 

Comparando estos resultados con la grárica tres parte 

A es mayor este porrentaje en la parte A de la grárica 4 

y con la grárica dos parte A, el resultado es mayor en 

ésta que en la qrárica 4 parte A. En cuanto al crecimie~ 

to en las tres gráficas parte B están en rase l{neal. 

Los resultados en el cuadro 7 muestran Lis rc.;;ouPS' jS 

al mismo medio con el mismo pretrata11lento, sólo que de,!! 

pués de éste se pusieron las anteras en l (, f, r-1ir1t!nuas 

de luz después de cada d{a. 

Se observa en este cuadro que los eiq1la11tes que pre • 

sentan callo son los pretratad35 con 1 a J d!as observán 

dose un buen promedio en peso de O.O) a 0.06 9 esto qui~ 

re decir que cualquiera de estos tres d!as en esas condi 

clones nos dará buena inducción de callo. Mientras que 

en los d{as 4 al 13 no se obtuvo nada, aqu{ queda bien 

claro que el tratamiento es el que esta afectando a los 

individuos. 

Se repitió este experimento dos veces y se obtuvieron 

los mismos resultados. 

A los dos meses de sembrados se hizo lJ primera pesa

da y después cada mes. 

Estos resultados se observan en las siguientes gráfi· 

casi 
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CráUca. 5: 

En ésta se muestran los tratamientos A1, Az, A3 (los 

sub(ndices se rerieren al d{a del tratamiento) con 4 t 

en oscuridad con 16 h cont{nuas de luz. En la parte A 

s~ obtuvo un porcentaje de 300 de incremento de pese 

fresco y en el se~undo mes se está estabilizando. En la 

parte B se observa que hay crecimiento. 

Crárica 6: 

En ésta se presenta la repetición de los tratamientos 

A1, Az y A) con 4 ~ eft oscuridad con 16 h cont{nuas de 

luz. En la parte A se ve que en el primer mes el porcent! 

je de peso fresco rue menor que eA el, segundo que alcan

zó un valor de 370, esto quieee decir que esta crec!endo 

en este mes más rápido, en el terceP mes se observa que 

se está estabilizando. En la parte B se ve que tiene un 

crecimiento en fase l!neal. 

Comparando esta gráfica con las demás es la Única que 

ha tenido crecimiento mayor en el segundo mes. 

Hay que aclarar que todos los cultivos fueron induci 

dos primero en frascos CZ meses) y después fueron pasa

dos a tubo para que no se contaminaran y se pesaran más 
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fácilmente, excepto los de la gráfica que se indujeron en 

tubo desde el principio. 

Se observa que en todos los datos, los tratamientos A1 1 

A2 y A3 con 4 11C de oscuridad o bien 4 ºC en la oscuridad 

con 16 h cont!nuas de luz dan buenos resultados para la 

obtención de callos. Solamente una vez produjeron callo 

los explantes de tratamiento 5, 10, 11 y 12 (primera vez), 

en las repeticiones no se obtuvo nada. En el tratamiento 

de 4 ~ en la oscuridad con 16 h cont{nuas de luz desde 

el d{a 4 al 13 no se obtuvo nada en la primera vez ni en 

las dos repeticiones. 

Las yemas florales que dieron callos fueron las de 2 -

J mm de largo (ver materiales y método), 

Gráfica 7: 

Se muestra la curva de crecimiento en donde se obser

va que hay un crecimiento cont{nuo hasta los 3Z d{as. En 

ésta se presenta al inicio una fase lag en donde el callo 

se está estableciendo en el medio (2-8 d{as), después e~ 

pieza a crecer (del dla 8 al 3Z) y esto indica que esta 

planta presenta un crecimiento más prolongado si se com

para con la curva teórica que se muestra en los antece -

deRtes. 

En la fotografía dos se observa el callo de anteras 

con pretratamiento a 4 t de oscuridad. 



F otograf'la 2 Se observa un callo de anteras con 
tratamiento en os e u r id ad a 4 •e • 
El explante pertenece-al rango de 
Z a 3 mm en medio M-5 modificado 
y suplementado con 1 ppm de 2,4-0 
más 1 ppm de K a una temperatura 
de - 25 ºC. 
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CUADRO 1 

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FITORRECU 
LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS Pi\Rr\ PROPAGA':' 

CION DESPUES DE DOS MESES DE CULTIVADO A UNA TEMPERATU 
RA DE 25 a 30 'C EN MEDIO M-S MODIFICADO. -

CONC. FITORREGU HOJAS COMPLETA HOJAS CON N 
LADORES (ppm).- MEJNTE VERDES - PARTES VER TUBOS 

"' DES % .. 

1 AIA - 1 BAP 57. 6- o 33 

10 BAP - 10 AIA 13.6 60 30 

1 BAP - 10 AIA o 32. 3 31 

1 BAP - 0.1 AIA 11.1 59.3 27 

10 BAP - o .1 AIA o 57.1 21 

10 AIA - O .1 B AP o 25.8 31 

l AIA - 0.1 BAP 46.7 o 15 

0.1 AIA - O.l BAP 26.7 66.7 15 

1 AIA - 10 BAP 94.7 o 19 
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CUADRO 2 

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FIT ORREGU 
LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS PARA PROPAGA= 

CION DESPUES DE UN HES DE LA PRIMERA OBSERVACION ~ UNA 
TEMPERATURA DE 25 a JO ''C EN MEDIO M-S MODIFICADO, 

CONC. FITORREGU HOJAS COMPLETA HOJAS CON PAR N 
LADORES ( ppm). - MENTE VERDES TES VERDES TUBOS 

% "' "' 

1 AIA - l BAP 53.3 o 30 

10 BAP - 10 AIA n.o 20.6 29 

1 BAP - 10 AIA 9.7 22.0 31 

l BAP - o .1 AIA 7.7 S7.6 26 

10 BAP - 0.1 AIA o SS.O 20 

10 .. AIA - o .1 BAP o 7.6 28 

1 AIA - o .1 BAP o 100.0 13 

0.1 AIA - 0,1 BAP o 92 .s 14 

l AIA - 10 BAP o 100.0 17 
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CUADRO 3 

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FITORREGU 
LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS PARA PROPAGA'.:" 

CION DESPUES DE UN MES DE LA SEGUNDA OBSERVACION A UNA 
TEMPERATURA DE 25 a 30 e EN MEDIO M-S MODIFICADO. 

CONC. FITORREGIJ CALLOS VERDES CALLOS CAFE N 
LADORES (ppm) .- % CON BLANCO TUBOS 

% 

l AIA • l BAP o 66.7 30 

lO BAP - lO··AIA zo.a 20.s 24 

l BAP - 10 AIA 11.l o 36 

l BAP • o .1 AIA 56,0 4 25 

10 BAP - 0.1 AIA 10.5 15.8 19 

10-·AIA • o .1 BAP 2.3.0 o 26 

1 AIA • o .1 BAP 100.0 o 12 

0,1 AIA • 0,1 BAP 92.3 o 13 

l AIA • 10 BAP 17.6 82.3 17 
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C U A D R O 4. 

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FITORREGU 
LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS PARA PROPAGA= 

CION O[SPUES DE UN HES DE LA TERCERA OBSERVACION A UNA 
TEMPERATURA DE 25 a JO '·e EN MEDIO M-S MODIFICADO. 

CONC, FITORREGU CALLOS VERDES 
LADORES (ppm).- % 

l AIA - l BAP 14.J 

10 BAP - 10 AIA 12.5 

l BAP - 10 AIA O 

l BAP - O.l AIA 137.5 

10 BAP - 0,1 AIA 42.8 

10 AIA - O.l BAP 50.0 

l AIA - O.l BAP 54.5 

0,1 AIA - 0,1 BAP 23.0 

l AIA - 10 BAP O 

CALLOS C AFE N 
CON BLANCO TUBOS 

% 

35,7 7 

85,5 8 

100,0 6 

62,5 8 

57 .1 7 

so.o 6 

45.4 11 

76, 9 13 

100,0 13 



CUADRO 5 

TR ATAMIENTO DE LUZ V OSCUR !DAD DE EHBR IONES INHADU 
ROS DE CATHARANTHUS ROSEUS DE DOS MESES DE CULTIVADO 

AºUNA TEMPERATURA DE 25 "C EN MEDIO M-S MODIFICADO Y 
SUPLEMENTADO COll 0.25 ppm DE ANA V 0.25 ppm de 2,4-D. 

TRATAMIENTO VAINAS CHICAS VAINAS MEDIANAS VAINAS GRANDES 
(0.5 - 0.9cm) (l.O - 4.0 cm) (4.0 - 6.0 cm) 

OSCUR !DAD O 50 % DE CALLO O 

LUZ O 25 % DE CALLO O 

CUADRO 6 

PRETRATAMIENTO DE ANTERAS DE CATHARANTHUS ROSEUS A 
4 •c EN OSCURIDAD DESPUES DE DOS MESES DE CULTIVADAS A 
UNA TEMPERATURA DE 25 ce EH MEDIO M-S MODIFICADO Y SU
PLEMENTADO CON l ppm DE 2 ,4-0 MAS l ppm DE K. 

TIEMPO (DIAS) \ CALLOS X (g) 

l 60 0.06 

z o D 

J .. · o D 

4 o o 
5 27.J o. oz 
6 J0.7 0.06 

7 63.6 O.OJ 

8 D D 

9 o o 
10 15.4 o.oz 
11 64.J 0.05 

12 26.7 o. oz 
lJ o o 
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CUADRO 7 

PRETRATAHIENTO DE ANTERAS DE CATHARANTHUS ROSEUS A 
4 •e EN OSCUR !DAD SEGUIDO DE 16 HORAS CONTINUAS DE 

LUZ DESPUES DE DOS MESES DE CULTIVADAS EN MEDIO M-S MO 
DIFICADO Y SUPLEMENTADO CON l ppm OE Z,4-D MAS l ppm -

DE K. 

TIEMPO (DIAS) % CALLOS X fg) 

1 80 o.os 
2 40 O:Oó 

3 15 o.os 
4 o o 
5 o o 
ó o o 
7 o o 
8- o o , o o 

10 o o 
11 o o 
12 o o 

13 o o 
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GllAF JCA 21 En esta gráf lea se presenta el lratamJ cnto 
en el cJ{a 6 de dnteras en 4 ºC en oscurl -
dad (en Ja parte A) y en la parte O el ere 
cimiento acumula.to con el mismo tratamlen:
to. Las grár lcJs es tan da1las l'n porcen laje 
de peso fresco cnnt.r.:i tiempo, en meses (Al 
y en d{as (11), 
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ln esta grártc.i se ohserva el tratamiento 
del d(.1 7 c11 4 ''C de oscuridad de anl!!ras 
(J>drle A y 11). r.n lil pdrte A se presenl<1 
el pollr¡uno de frt•cuH11clJs d.1do en porclen 
to 1fo JH?SIJ rre 5l'O contra tiempo en meses y 
en 1.1 ¡i.irte 11 ~e prcscnld el creclmlt>nlo 
acumulado'~" L1~¡ mls1na'i co1ttlfclonc-s ante, .. 
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CRAFICA 41 Esta gr¡fica presenta e1 poll<Juno de frecuen 
olas (parte A) y el crecimiento acumulado -
(~arte 8) en anteras con tratamiento de un 
dla en 4 QC de oscuridad en porcentaje de pe 
so fresco contra tiempo en meses y/o en d(ai. 
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GRAFH.:A 51 [11 esta tráflca se presrnla e11 Id parte fl. el 
polf9ono de trecue11clas en porclento de peso 
fresco cont.ra tlem110 en meses de anteras con 
tratamlcnlo de los dlas l, ?. y J en oscurl -
dad con 4 •'e se11ulda de 16 hora:i contlnuas 
de lu1 y 1?11 la part.e íl ,;e m1wslra e 1 crecl -
miento ;icum11J.1ilo 1•11 1.1s 1111,;mas cor11Jlelones 
anteriores ~1éllo qtH• 11 1 t i(•mpo c•!Jl,1 '~" d{as, 
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GflAFICA 6 B 

~RArrcA bl En esta gr$fica se presenta en la parte A el 
polfgono de frecuencias en porciento de peso 
fresco contra •tiempo en meses de anteras (re 
petición del1tratamiento de los d(as 1, 2 ,
J) en oscuridad 4 ''e seguidas de 16 horas 
contfnuas de luz y en la parte B se muestra 
el crecimiento acumulado en dfas. 
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GRAFICA 7 

·" 

10 20 30 

Tiempo (días). 

Curva de crecimiento durante 32 d!as. Esta dada 
en porciento de peso fresco contra tiempo en 
d!as. 
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CONCLUSIONES 

Se tienen que hacer más experimentos en cuanto a pro

pagación, alrededor de las siguientes concentraciones, 

1 ppm de AIA con O.l ppm de BAP; O.l ppm de AIA con 

0.1 de BAP; l ppm de BAP con 0,1 ppm de AIA y 10 ppm 

de AIA con 0,1 ppm de BAP y de éstas tratar de obte -

ner brotes, en lugar de callo, o bien aunque este pr! 

sente el callo tratar de obtener brotes, o hacer otro 

barrido de concentraciones de estos rltorreguladores 

per~ en valores intermedios a los de la tabla (ver ma 

teriales y método) o también probar per{odos de re 

siembra más cortos con las concentraciones usadas. Las 

hojas que respondieron mejor rueron las medianas (l.l 
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- Z. O cm). 

En cuanto a los embriones inmaduros se obtuvieron 

bueno resultados en el tratamiento de oscuridad con 

l ppm de Z,4-0 más O.l ppm de K y 0.25 ppm de ANA 

con O.Z5 ppm de 2,4-D. En cuanto al tPatamiento de 

luz no se dieron tal vez porque. la c oncen trae i Ón no 

fue la adecuada aunque lo sea para la oscuridad. Las 

vainas que respondieron mejor fueron las medianas 

(1.0 - 4.0 cm). 

En anteras se encontró que el pretratamiente adecu! 

do fue de los d1as 1, Z y 3 en 4 •e de oscuridad S! 

guidas con ló h contínuas de luz. El tamai'io óptimo 

de las yemas florales fue el de'2 a 3 mm de largo y 

la inducción fue adecuada con l ppm de Z,4-D más l 

ppm d111 K. Los mejores d{as del tratamiento a 4 •e en 

la oscwridad fueren 1, 6, 7 y 11 aunque en este Últi 

mo d!a no hubiera crecimiento en las repeticiones 

posteriores. Adesás se comprueba que del tratamiento 

1 al 12 s{ deberla de existir callo, ya que en los 

resultados mostrados se observa que en las repeticl2 

ne& s! dan los días 2, 3 1 4 y 8 y no dieron al prin

cipio por que cada individwo responde diferente a 

las condiciones dadas (variabilidad genética). 

El crecimiento en embriones inmaduros y anteras (ob

sérvese las gráficas) es ba$tante bueno para las con 

d1clones dadas. 

En cuanto a la c~rva de cpecimiento se concluye que 
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esta planta presenta un tiempo de crecimiento prolo~ 

gade:ya que durante los 32 d!as que se sig•ló la gr! 

fica no llegó a la fase estacionaria. 
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s u e E R E N e I A s 

En anteras y propagación hay que encontrar un medio 

de mantenimiento adecuado para mantener los cultivos 

blancos y suaves. Hay que recordar que este trabajo 

es el inicio de un proyecto a largo plazo, ya que 

en la bibliografía citada jamás mencionaron bien 

las t¡cnicas de cultivo de Catharanthus roseus que 

se supone utilizaron para obtener un cultivo en su! 

pensión, por esta razón se tuvo que empezar a poner 

las bases para encontrar una línea celular estable 

y posteriormente con ella hacer otro tipo de estu • 

dios, tales como los bioquímicos. 

También para que haya menos contaminación se propo-
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ne la germinación de las semillas en condiciones esté

riles. 

Se tiene que hacer una repetición de la curva de cr~ 

cimiento aumeRtando el número de tubos, para encontrar 

h rase estacionaria y poder eneontrar··el d{a de re si e.!!!, 

bra adec~ado. 
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APENDICES. 

o.- Medio basal de Hurashlge y Skoog, 1962 (Medio H-sl."""" 

A. Sales Formula Concentración Conc. 
en mg/l. 

IU trato de amonio NH4M03 1650 41. z N inH 

Ni trato de potasio KN03 1900 18.8 mH 

Cloruro de calcio cae i 2 . ZH2 O 440 3,0 mM 

Sul!'ato de magnesio MgS04 . ZH20 370 1.5 mM 

Fosfato monobásico 
de potasio, KHzP04 170 l.2!i riiM 

Yoduro de potasio Kl 0,83 5,0 .... M 

Acldo bórico H 3803 ó,2 100 .M.M 

Sul!'ato de manganeso MnS04 . 4H20 22.J 100 ...._M 

Sulfato de zi ne ZnS04 . 7H20 8.6 JO ....._f.I 

Molibdato de sodio tlazMo04 . 2Hz0 0.25 l. o ~M 

Cloruro de cobalto CoC lz . 6Hz O o. 02 5 0.1 ....._M 

Sul f' ato de cobre CuS04 . 5H20 o. 02 5 0.1 ..,__/.! 

EDT A Haz EDTA 37.3 0,20 riamM 

Sulfato de hierro FeS04 . 7Hz O. 27.S 0.1 mM 

Sacarosa ·JO. O g/l 

pH 5,7 - 5,8 

8, Constituyentes orgánicos 

mio-inosltol 100 mg/l 

Ac nicodnico o. 5 mg / l 

Plr"idoxlna . HC l o. 5 mq/l 

Tiamina . HC 1 o .1 mg/ l 
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1.- Medio basal de Hurashige y Skoog modificado. 

Nombre del Fórmula Concentración Conc. 
compuesto. en mg/ l. 

Cloruro de calcio cae lz • ZHzO 440 3.0 hiM 

Nitrato de pota-
sio l<N03 1900 18.8 mM 

Sulfato de amo-
nio (NH4) 2S04 1650 41.2 N mM 

Yoduro de pota-
slo l<I 0.83 5.0 -.M 

Cloruro de co • 
balto CoClz . 6Hz0 0.02¡ 0.1 ..... M 

Fos~ato monobá-
sic o de potasio KHzP04 170 1.25 mM 

Acido bórico H]B03 6.2 100 ....,M 

Molibdato de so 
dio Na 2No04 . ZH20 0.25 1.0 .,....H 

Sulfato de mag-
ne si o MgS04 • 7H20 370 l.5 mM 

Sulfato de man-
ganes o MnS04 • 4H 20 22.3 100 .M.M 

Sulfato de co -
bre CuS04 . ¡H20 0.025 0.1 -"l.M 

Sulfato de Zinc ZnS04 . 7H 2o 8.6 30 ,...M 

Sulr ato de hle-
rro FeS04 . 7Hz0 55.7 o.zo mM 

EDTr\ Naz EDTA 74.5 0.21 Na ml·1 

G licl na 200 

Plridoxina 50 

Acido nicot!nico 50 

Ti amina 1000 



Nombre del 
compuesto. 

M- inosi to! 

Agar 

Sacarosa 

pH S.G 
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Fórmula 
Concentración 
~n mg/l 

10000 

ªººº 
20000 

30000 

para 
anteras 

para 
propaga"'.' 
ción y-.:.: 
embri e
nes in
maduros 
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2.- Soluciones concentradas para la obtención del 

medio M-S. 

Soluciones 

Agar 

A 

B 

e 

o 

E 

F 

V 

Sacarosa 

Compuestos que se 
utilizan 

Cloruro de calcio 

Ni trato de potasio 
Sulfato de amonio 

Yoduro de potasio 
Cloruro de cobalto 

Fosfato monobásico 
de po,flasio 
Acido bórico 
Molibdato de sodio 

Sulfato de magnesio 
Sulfato de manganeso 
Sulfato de cobre 
Sulfato de Zinc 

Sulfato de hierro 
EDTA 

Glicina 
Pil'.ldoxina 
Acido nicot!nico 
Ti amina 
M- inosi tol 

Concentra 
clón en 
mg/l 

440 

1900 
1650 

0.83 
0.025 

1-10 
6.2 
0.25 

370 
22.3 

0.025 
8.6 

55.7 
74.5 

200 
50 
50 

1000 
10000 

8000 

20000 anteras 

30000 embrio
nes in
maduros 
y propa 
ción. -
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3.- Cantidad adecuada de-las soluciones para haceP 

un litro de-medio M-S. 

SOLUCIONES ml/l 

A 10 

B 10 

e 10 

D 10 

E 10-

F 5 

V 10 

F i torreguladeres 

pH 5.6 

Sacarosa anteras 20 g/l 

Sacarosa propagación 30 gil 

Sacarosa embriones lnmadwros 30 g/l 

Agar s g/l 

Nota: En la solución V (vitaminas) la tlamina esta 

diez veces más concentrada que en el medio ~ 

riglnal de M-5 
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