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La Biotecnologia ha sido considerada en la década pasada como una 
de las alternativas de mayor atractivo potencial en la solución de probl~ 
mas de alimentaciOn, salud, energia y contaminaci6n, cuya complejidad y -
magnitud crecen día con día. 

Los microorganismos, células vegetales y animales son entes lllllY -
versátiles con los cuales es posible concebir que a través de técnicas de 
fe:nnentaci6n se pueden suministrar al hombre algunos de los productos que 
requiere para cubrir sus necesidades como: fármacos, alimentos, agentes -
saborizantes y suspensores, compuestos químicos de gran uso, asi como -
energéticos. 

El cultivo "in vitro" de células, tejidos y 6rganos de plantas es 
una de las ramas de la Biotecnología de la que México y otros paises del 
tercer llUllldo podrían obtener grandes beneficios a corto y a largo plazo. 

En Mexico las actividades en este campo se iniciaron en 1970 a -.: 
raíz de la firma de un Convenio de Colaboraci6n Científica entre México y 
Ja¡>6n • Como ya se mencion6 para 1U1estro país y para otros en situaci6n 
econ6mica parecida, el empleo de éstas técnicas puede aplicarse en la agr_! 
cultura siendo lllllY importante en tres aspectos fundamentales 
a) Micropropagación de cultivos 
b) Preservacion de gennoplasma agronómico y silvestre 
c) Mejoramiento genético de especies. 

El cultiVt? de Tejidos también contempla aplicaciones dentro de la 
Industria Q.¡imica, contando con una Industria Fannaceútica en desarrollo 
que puede obtener beneficios ~con6micos con la biosíntesis o biotransfor
maci6n de metabolitos secundarios por células cultivadas "in vitro" , -
siendo esta area la que atañe a este trabajo.se pretende implementar un~ 
delo que permita el Jominio de dicha tecnologia en la obtenci6n de gluc~ 
sidos cardíacos •. 



1-\ltivo por el cual será necesario un cuidadoso anal1sis de las per! 
pectivas y de los próblcrnas prioritarios así collD la crcaci6n de un sistema 
que coordine la investigaci6n y optimice esfuerzos. 

Es fundamental que \ll1a Tecnología potencialmente importante como lo 
es el cultivo de células vegetales, esté intimamcnte ligada a la realidad 
social y econ6mica del pais~9 
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• 1.0 F U N D A M E N T A C I O N 

1.1 HISTORIA 

La principal fuente de obtenci6n de los gluc6sidos cardiacos es 
el género Digital-is, de las especies Digitalis lanata y Digitalis ~ 
~ ( la primera originaria de los Balcanes y la segunda de la Peninsula 
Ib~rica), descrita por primera vez en el Diosc6rides , en el cual se ha
cían juicios respecto a su accibn terapeútica, se sabía que era venenosa 
pero se le utilizaba como panacea para curar desde un catarro y hasta se 
decía que servía para curar tuberculosis. Hieronynrus Tragus la denomin6 
digitalis del género digitus l que significa dedo ) en Estraburgo en ---
1539. Es en 1775, que el Dr. William \llhithering practica con digitalis y 

se dice que una hechicera de Stanford Inglaterra es.la que le enseña a -
utilizarla efectivamente.16 

La Digital consta de un gran tallo con preciosas flores, en forma 
de dedal y sus hojas parecen lenguas de d.rag6n fig. 1, la digital depe!! 
diendo de su especie varia en color y forma pero muy ligeramente. La di
gital nativa de Europa, se tenía como planta ornamental por su gran be-
lleza en casi todos los jardines y como tal entrb al nuevo mundo. 

Después de haber sido enviada como regalo, se escapó de los jard_! 
nes y ahora crece libremente por todos los Estados Unidos de Norteaméri-

16 ca. 

l. 2 CLASIFICACION, FUENTES Y DISTRIBOCION DEL GENERO DIGITALIS 

1.2.1 CLASIFICACION 

Digitalis purpurea es una planta bienal que florece de mayo a ju
nio , a veces perennizante , en el primer año crece un roset6n de hojas -
a raz del suelo y cuyo diametro llega a medir hasta 70 cm dependiendo de 
la regibn, entallece al segundo año y echa un vástago que puede crecer -
hasta cerca de 2m • .Sus hojas estan sostenidas por un rabillo que se acor
ta hasta desaparecer en las superiores, las cuales pueden escurrirse a lo 
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largo del tallo y tienen forma variable, generalmente entre aovada y l~ 
ceolada o mas ancha. con la enervadura saltada al envés ,posee vellosida
des y es de color blanco, por el mismo. 

La flor mide de 3 a 5 on y es aventricuolada en el centro con mo
titas negras en su interior. Sus semillas son tan pequeñas que apenas m,.! 
den unos mili.metros y están contenidas en un fruto ruy pequeño, el cual 
produce cientos de ellas 
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La Digitalis ~ es roja y sus flores son más pequeñas, pero -
también tienen forma de dedal. La clasificaci6n botánica de Digitalis E!!!:
purea es la siguiente 

REINO Vegetal 
DIVISION Espermatophyta 
SUBDIVTSION Angiospermeae 
CLASE 
ORDEN 

Dycotiledoneae 
Tubifloreae 

SUBORDEN Solalineae 
FAMILIA 

GENERO 

ESPECIE 

l. 2. 2 FUENTES 

Crophulariaceae 
Digitalis 
Digitalis purpurea 

Digitalis tiene un mayor contenido de glucbsidos cardíacos que 
otros géneros, es por esto que se siguen extrayendo del mismo, variando -
el contenido dentro de sus mismas especies como se observa en la tabla I. 

México cuenta con una alte111B.tiva en la obtenci6n de gluc6sidos 
cardíacos, en el g€nero Thevetia que se encuentra de manera silvestre y -
distribui<lo ampliamente en todo el país. Al respecto se han realizado es-

. . 47,38 . . . 
tud1os en donde Syntex y ENEP Zaragoza evaluan la obtenc16n de d1g.!_ 
toxigenina a partir de semillas de Thevetia. 

1.2.3 DISI'RIBUCICN 

La Digitalis habita en regiones boscosas altas, con clima ~ 
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TPBL.A I.- % GUJ(l)SIOOS CARDIPCOS El'I DISTINTAS ESFt::CIES OC Digitalis 

Q. lutea Subesp.Australis __ 30 gluc6sidos identificados 2 no identi-
ficados. 

Q· dubia 31 11 0.47% 

D. davisiana 13 11 0.15% 

D. grandiflora 23 " 0.26% 

D. viridiflora 22 " 0.19% 1 no identi-
ficado. 

D. leavigata 24 " 0.14% 5 no identi-
ficados. 

D. ferruginea Schiskinii 3:5 " 0.40% 

D. cariensis lamarckii 39 " 0.63% 

D. EU!J2Urea 0.5% 
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do pero soleado; de suelos siliceos o descalcificados. Generalemente cre
ce acompañando a lo~ robles y abetos, arraigando en las fisuras de las ro
cas y peñascos desde el nivel del mar hasta unos 1000 m de altura. 

México cuenta con una especie aloctona en los estados de Puebla, -
Hidalgo y Sur de Veracruz de Digitalis purpurea, de la cual se extraen los 
gluc6sidos cardíacos, y desafortunadamente no se han realizado estudios p~ 
ra la domesticacibn de su cultivo. M:ltivo por el cual es importante reali
zar investigaciones al respecto, además de l!l:)ntar procesos de extracci6n -
y separaci6n de los gluc6sidos cardíacos. 

1.3 CCT>!POSICION QJIMICA 

Los gluc6sidos cardíacos aislados de fuentes naturales están consti_ 
tuidos estructuralmente por un !Úlcleo esteroidal (anillo del ciclopentano
perhidro fenantreno), conocido como aglucona o genina, la cual en el C-3, 
se encuentra unida por medio de un enlace glucosídico a un monosácarido,
o a una cadena de éstos y cuya estructura (I) es la siguiente: 

GENINA (I) 

Los carden6lidos como suele denominárseles también ca~ 
tienen C-23 ya que en el C-17 el esteroide está unido a un anillo de laE_ 

tona.insaturado. Existe otro tipo de gluc6sidos, denominados bufadien61idos 
cuya estructura es similar a la de los carden61idos, éstos poseen en el --
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C-17 una lactona de seis miembros, una o< -pirona o hexadien61ido, y por 
consiguiente se'convierte en una estructura de C-24 (II): 

HO 

~ - pirona o hexadien6lido (II) 

La digitoxigenina (III) es la aglucona más sencilla aisla
da hasta el momento de fuentes naturales, con acción cardiot6nica, sin -
emb~rgo la utilizada es la digoxina (IV); su diferencia radica en que es
ta posee un grupo OH, tmido en el C-14, la estructura es la siguiente: 

HO 

digitoxigenina (III) 



o 

H 

digoxina (IV) 

La digi toxigenina (III), se puede aislar también en fonna 

práctica a partir de la nerifolinatV) y de la 2'-acetilnerifolina (VI) que 

se encuentran contenidos en las=milla de TI1evetia, según estudios reali

zacios en -Syntex y ENEP Zarago:P ·~ 8 

nerifolina M 

CH3'.. 
o 

~COCH 

~ti>--~· CH3 O 

2'-acetilnerifolina (VI) 

1 



1.-1 METOOOS SI~ICOS 

Los intentos de sintesis han sido en vano y la única que se ha pod.!_ 

do realizar es a partir de 3 - -acetoxi-5- -androst:m-17-ona y donde 

obtener el 14· -hidroxi-20-oxisteroide es díficil y por lo t:mto no es -

costeable, la síntesis fué llevada a cabo por j)ondheimer y se puede apr~ 

ciar en la fig. 2. 

1.5 FARMACOLOGIA 

La acci6n fannacol6gica de digitalis se puede restunir como sigue: 

a) Aumento de la contractilidad del músculo cardíaco (actividad inotr6p_! 

ca) 

b) Prolonga el período refractario del n6dulo atrioventricular y del Haz 

de Hiss disminuyendo la frecuencia cardíaca. 

c) Aumenta la sensibilidad del nódulo sinoatrial al control del vngo. 

Su acción a nivel celular no está definida sólo la que ejerce en -

el músculo cardíaco anormal y no en el normal. Se sabe que inhibe el tr~ 

porte de sodio y potasio a través de la membrana del eritrocito y existen 

evidencias de que posiblemente esta acción sólo se ejerza en la distribu

ción de potasio. 

1.6 ASPECTOS SCX:IOECONCMICOS 

1.6.l INCIDENCIA DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

Según estadísticas recientes del Instituto Nacional de Cardiología? 

México se encuetra. dentro de los die7. primeros lugares con lUl mayor índice 

de ioortalidad por enfennr.dades card.iovasculares a nivel ffilUldial, esto -

se p.iede apreciar claramente en la fig. ~- Al mismo tiempo la TJYJrtalidad -

por enfermedades cardiovasculares en lu República Mexicana también ocupa 

los primeros lugares, la cu.l co;npremle ambos sexos y a todas las edades -

revelando que adquieren importancia desde nuy temprana edad; aunque la moI_ 

bilidad en estas enfenoc>dades .:!S mayor que el porcentaje de lll)rtalidad; --

8 
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también es importante mencionar que estos indices se incrementan en personas 
mayores de 30 años. Po~ otra parte la tasa de m:>rtalidad hasta el año pasado 
por enfermedades del coraz6n y tumores malignos ha crecido signif icativamen
te. 

En la República Mexicana, se observa que ·el Úldice aumenta en las -
grandes ciudades com:i Monterrey, Q.iadalajara y el Distrito Federal, tal vez 
debido al agitado ritmo de vida que se lleva en ésas ciudades por su alta in 
dustrializaciÓn COl'IKl se observa en la tabla !!? -

Por lo anterior puede decirse que la tendencia de m:>rtalidad cardio
vascular es a ir en aumento; va evolucionando con el desarrollo, ya que coirl:> 
observamos las tasas mas altas pertenecen a paises industrializados. Por tll!! 
to debe ponerse mayor atenci6n al diagnosticar los padecimientos, para poder 
erradicarlos poco a poco, y un estudio de la mortalidad dá un dato muy obj~ 
tivo de ello'. 

1.6.2 PRODUCCICN Y CCJ.IERCIO 

La mayoría de las hojas de digital del comercio se obtenía de plantas 
silvestres de·Oregon, Washington, Nueva York y Europa. Pero los gluc6sidos -
de digital son muy lábiles y para asegurar un potencial uniforme S.H. Penick 
& Co , ( que es la que prodt...:e mas de las tres cuartas partes de la digital -
en E.U.) empez:6 a cultivarla en campos de Meadow Springs en Ole}'., Pennsylva-
nia. Ellos hacen :recer a la digital l!Drada o Digitalis purpurea, de retoños 
11Jevos cada año, ya que s6lo usan las hojas del prirer año; se recogen a mano 
en otoño, se secan en bandejas y en hornos especiales que controlan el conte 
nido de humedad y de ahi se empacan en tambores herméticos: · .-· 

En Europa Meer Corporation y Burroughs Wellcome proporcionan la esp~ 
· cie griega Q· ~ . El principal problema radica en calibrar su potencia 

con respecto 'a un patrbn de medida. Dependiendo de la especies de digital el 
contenido de gluc6sidos es diferente en cada uno de ellos. 

Los gluc6sidos cardíacos ei especial digoxina y digitoxina son los · 
fánnacos de primera elecci6n en el tratamiento de éstas enfermedades aún a -
pesar.de su estrecho margen de seguridad. Estos activos son importados en su 
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TABLA Il. rlORTALIDAD POR ORDEN DE rnPORTANCIA EN LA 
REPUBLICA t1EXICANA POR ENFERMEDADES CAR-
DIOVASCULARES 

COMPRENDE CINCO ZONAS QUE SON: 

zor~As ESTADOS QUE COt1PREtlDEN 

l 28.1 BCN, sm, SIN, 00), TNFS. 

2 . 25.0 rtL ríIOI, CllAll, ~. YIJC- -
rlAY, HCD, TAB, ()'llf>, rm,· -
IF. 

3 34.4 JAL CllL 7JC, Sl.P, CHIS, -
p¡;s, Q,ROO, EOO. rtx. 

4 9.4 tm, PUE, BCS 

5 3.1 Gro. 



totalidad, son introducidos cono Acetildigoxina y Lanatbsido e, según repor-
. ff 

· tes del Instituto de Comercio Exterior , Suiza es el principal abastecedor 
de éstos cano se ¡:uede observar en las figuras 5 y 6. 

México, cuenta con una especie aloctona de Q. purpurea de la cual 
su OJltivo no ha sido danesticado por lo que se considera necesario real1zar 
estudios al respecto. 
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i. 7 ·an.TIVO DE Tl'JIOOS VEGE1'.ALES 
1. 7 .1 .ANIB:EDENTF.S 

16 

Antes de
0

1930 los íntentos por cultivar células vegetales o tejidos 
aislados, cano una alternativa para la propagaci6n de los miSDKls "in vitro" 
habtan fracasado y fué hasta esta fecha que algunos invescigadores aporta-
ron técnicas ademadas para el cultivo de raíces de algunas plantas. En --

1938 un ailtivo de tejido tuooral de un híbrido de tabaco y callos de Zana
horia contribuyeron favorablemente al desarrollo de esta técnica. 11 

A partir de 1960, la metodología se ha venido desarrollando notablemen
te, hasta culminar en técnicas . altamente especializadas, que se han dado -
a lo largo de la d6cada pasada, en la cual se ha visualizado un panorama ~ 
portante en la variedad de vegetales, que se contemplan en el campo de ali
mentos y medicamentos. 5,7,9,30 

El desarrollo de estas técnicas no se había propiciado, por lo que los 
dos grupos.que tradicionalmente han estudiado este tipo de metodología lo 
utilizaban con diferentes enfoques, asi a los químicos solo les interesaban 
los cultivos de células para estudios biosintéticos conv:i una alternativa P!!_ 
ra poder sintetizar en el laboratorio dichos compuestos. En cambio, a los 
fisi6logos vegetales les intersaban los mecanisros que intervienen en la -
fo:nnaci6n de productos secundarios. Por el contrario la actual integración 
de gnJpos nultidisciplinarios ha logrado grandes avances en la Ingeniería -
Ge~tica, han venido a revolucionar estos campos ya que con su ayuda se ha 
logrado obtener selectivamente y en cantidades considerables compuestos 
especificas mediante la técnica de cultivo de células vegetales. 31 

El lliltivo de Tejidos vegetales (CVI') es la técnica de hacer crecer c! 
lulas, Tejidosy·6rganos vegetales en un medio definido y en la ausencia de 
microorganiS!IDs. 

Los cultivos de células vegetales pueden efectuarse con diversas par~
tes db"la planta por lo que mencionan las siguientes : 
a) Cultivo de Organos .- se aislan los 6rganos, incluyendo cultivos de ex-

plantes de raiz, tallo, hojas, partes inmaduras de 
flores y frutos.5 
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b) Q.iltivo de embriones .- este se realiza a partir de eni>riones i.nmilduros 
aislados. 

c) Q.iltivo de callos .- Es la proliferación de células desorganizada a pa!. 
tir de explantes de 6rganos. Los callos crecen 
usualmente comou.na masa sobre un medio s61ido. 

d) Q.iltivo en suspensi6n • • Pequeños agregados de células se dispersan en -
un medio de cultivo líquido y con agitaci6n. 

Para poder realizar el cultivo de células vegetales hay que tanar en conside 
raci6n los siguientes aspectos. 

1. 7. 2 FUENTE VEGETAL PARA CULTIVO IE TEJIOOS 

El éxito de la técnica de cultivo, depende de las condiciones en que 
se encuentra la fuente vegetal. Hay ima variabilidad considerable _asociada 
con el genotipo de las plantas usadas como inóculos, de aqui que sea :impor
·tante considerar los siguientes factores 
1.7.2.1 Selección del órgano/ tejido 

Debe elegirs;;· el más apto para el a.iltivo de tejido, por lo que se 
deben realizar forzo~a!l'~nte y para cada 6rgano, estudios sistemáticos, para 
comparar cual es el uW.s adecuado. 

Aunque se ha considerado <Pe las células vegetales son totipotenci! 
les, se ha observado que existen !:imitaciones en algunos tipos de células. 

1.7.2.2 Fase de desarrollo del tejido 
Se ha observado que las plantas jóvenes o en crec:imiento son las 

cpe poseen mayor regeneraci6n en e."Plante, a diferencia de las plantas adu_! 
tas,. En la fase joven el desarrollo vegetativo es vigoroso y la fase rep~ 
ductiva es vigorosa y la de crecimiento es lenta en las plantas adultas; ~ 
bas son fácilmente distinguibles y pueden estar presentes al JniSlll) tiempo • 
en la planta. 

l. 7 .2.3 Tratamiento de la fuente vegetal 
Es necesario manteneT condiciones estandar , para· evitar diferen-

cias en el cultivo y mantener la mayor unifonnídad posible, para lograrlo · 
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es necesario t~ner en cuenta los siguientes requer:imentos 

a) Req.¡erimentos Estacionales .- Dependiendo de la estación del año, las dife 
rencias en la regeneración de la planta no son notables, los requer:imentos 
cl~ticos son por ejemplo: fotoperio<lo o temperatura. 

b) Requerimentos llltricionales.- Afectan el establec:imiento del cultivo vege
tal. 

c) Etiolaci6n .- Se refiere a los cambios de intensidad de luz sobre la fuen
te vegetal, en la que ésta puede provocar una respuesta favorable o no. 

d) Tratamiento con reguladores de crec:imiento . - Estos pueden mejorar las res 
puestas de 1 os explantes en las condciones de cultivo. 

1.7.Z.4 Tamafto del explante 
Se sabe que entre mayor es el explante, mayor es la posibilidad de 

contaminación, por lo que éste debe ser de un tarnafio mínimo, pero suficiente 
para inducir el cultivo vegetal. 

1.7;2.S Desinfestación del explante 
Es necesario eliminar todos los microorganiStOOs del tejido antes de 

ser cultivado, ya que éstos pueden destruir el tejido •. La presencia de micr~ 
organiSINJs en el cultivo provoca competencia metabólica por los sustratos, -
lo cuai afecta las condiciones del cultivo; los desinfestantes utilizados -
pueden ser etanol, hipoclorito de calcio o sodio, peróxido de hidrógeno, una 
vez desinfestado el tejido todas las subsecuentes nenipulaciones deben rea-
lizarse en condiciones estériles. 

l. 7.3 CCNl'ROLES DEL MEDIO AMBIENI'E 

i. 7. 3 .1 Condiciones rutricionales 
Para el desarrrollo de los cultivos, asi como el funcionamiento ÓE 

t:iloo de los mislllls, es necesario que los medios de cultivo contengan canti
dades adecuadas de sales de los siguientes elementos : 
a) Micro1UJtrientes están presentes en ~eilas cantidades en los vegetales 
y son I , B , Zn , Mn , M::> , Co , Al , Ni . 
b) Macro1UJtrientes : Son esenciales para el desarrollo normal de la.planta, 
como : e, ·N' , PO 4, H , o,, s , Ca , ~ , K , Fe • 

· Los rnacronutriente; son importantes ya que la concentración de sus -
iones regula la presión osmótica y el pH. Asi mismo los microrutrientes ac---
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!l1an como elementos catalÍticos en las reacciones metab61icos de 6xido·rcduE_ 
ci6n de las plantas, su ñ.inci6n es como cofactores de sistemas enzimáticos. 

l. 7.3.2 Fuente de Carbono 
Las fuentes de carbono que mejores resultados han dado son mono y disl

cáridos. Dentro de los primeros se encuentran glucosa y fructosa que dnn ~ 

celentes resultados y como disacáridos es la sacarosa la representativa y -

más :importante, ésta fuente es esencial para la pro<lucci6n de metabolitos s~ 
cundarios. En estudios realizados para la producci6n de gluc6sidos ca.rdía-
cos la fuente 6pt:iJna es sacarosa en una concentraci6n del 3%. 

1.7.3:3 Fuente de Nitr6geno 
Generalmente los medios de cul tívo contienen nitratos )' sales de amonio, 

las cuales son las fuentes de nitrógeno para el crecÍll'iento de planta dando 
buenos resultados por sí solas, pero la combinación de ellas da un balance -
adecuado para el desarrollo del cultivo de tejidos. El nitr6geno asimilado 
es utilizado para la síntesis de aminiácidos, ácidos nucleicos y es también 
importante para la producci6n de metabolitos secundarios. 

1.7.3.4 Fuente de f6sforo 
El f6sforo es ir'.po".'tante para la produccí6n de ATP siendo los fosfatos 

la fuente típica en el cultivo de tejidos vegetales, aún los estudios reali
zados para la producci6n de metabolitos secundarios, no llU.lestr::in que partici_ 
pen de manera importante. 

1.7.3.S Vitruninas 
Estas sustancias no pueden ser producidas por sí mismas en el cultivo de 

tejido vegetal por ello que sea importante introducirlas. Las vitaminas más 
utilizadas en medíos de cultivo son: tiamina, ácido nicot:fnico, clorhidrato 
de piridoxina y ácido pantoténico, ya que éstos tienen la ventaja de favore· 
cer la respuesta del explante. 

1.7.3.6 < Reguladores de Crecimiento 
Las hormonas vegetales es el ténnino usado por los físi6logos vegetales 

y la definen como una sustancia producida en estructuras a tejidos de la pll!!l 
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ta la cual es transferida a otras partes para ejercer su influencia en un -
proceso fisiol6gico específico. Existen varias sustancias sintét~cas, las 
cuales son capaces de causar o provocar efectos similares que las sustan--
cias sintetizadas por la planta. Por ello que en la actualidad se ha pref~ 
rido denominar como "regulador de crecimiento" a aquella sustancia natural 
sintética capaz de provocar una respuesta fisiológica y morfológica a cual
quier estadía ontogénico de la planta siendo éstas: auxina, citocininas, gi_ 
berelinas, ácido absicíco y etileno. 

AIJXINAS 

Las auxinas en máxima concentración se encuentran en las yemas, ~ 
pices de crecimiento de ramas, hojas y raíces. 

Las auxinas estimulan el enraizamiento y formación de brotes. Las 
auxinas incrementan la plasticidad de la pared celular permitiendo la entra
da y salida de agua; al mismo tiempo estinv..tla la actividad enzimática. 
Van der Wonde (1972) evalúa que las auxinas ex6genas en cultivo vegetal incr~ 
menta la síntesis y la actividad de la enzima glucano sintetasa. La elonga
ci6n se produce por incremento en la penneabilidad de la célula, provocando 
reducci6n de la pared celular. El orden creciente de potencia de las auxi--
nas es el siguiente: 2,4-D CPA ANA AIB AJ.A. -

La auxina natural es el ácido indol-3-acético (AIA)(VII). Los co!!! 
puestos de origen sintético con actividad de auxina son: ácido naftalenacé-
tico (NAA) (IX) y el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)(XI), el ácido -
indol-3-butríco (AIB) (VIII), el ácido paraclorofenoxiacético (CPA) (X). 

La relación estructural de todos éstos compuestos que poseen un -

nt1cleo insaturado plano que puede ser benceno, indo!, naftaleno con una ca-
dena lateral que posee un gn¡po carboxilo. Sus estructuras aparecen en la -
figura 7. 

CITOCININAS 

Intervienen en la multiplicación celular, además de estar involu
cradas en procesos de iniciación y proliferación de brotes, alargamiento y -

elongaci6n celular, retardación del envejecimiento, rompimiento de la dor--:
mancia de las semillas , partcnocarpia y floración. También estimulan la --
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síntesis de prot~inas específicas que están involucradas en la metafase y 
por lo tanto dicha fase se prolonga y en consecuencia la profase·no se ve 
afectada; esto sucede en estas etapas de ¡a reproducci6n celular. 

La primera sustancia aislada con esa actividad fue la cinetina 

Z2 

(6 furfurilaminopurina) (XII), las citocininas poseen una estructura básica 
de anillo de purina,de las mas conocidas son: cinetina (XII), bencila<lenina 
(BA) XIII), 6-bencilillllinopurina, zeatina (XIV), y cuyas estructuras se obser 
van en la figura 8. 

GIBERELINAS (GA) 

Estimulan el crecimiento del brote principalmente acelerando las tasas 
de elongaci6n y entre las células en la regi6n subapical del meristemo donde 
se estan desarrollando los entrenudos j6venes, también se les atribuye la i!! 
ducci6n a la síntesis de enziiras hidrolíticas del tipo de las amilasas y p~ 
teasas durante la germinaci6n de cereales. 

Son di terpenos y se han aislado de hongos y plantas, hasta 1979 se cono 

cieron 39. Los más abundantes son: GA, ~. GA4 y GA7' 

ETILEOO 

Lo produce la misma planta en situaciones de estress y sus efectos son 
negativos. El etileno es un compuesto gaseoso, que regula el crecimiento v~ 
getal sus efectos tóxicos sin inhibidores en su mayoría produciendo achapa-
rramiento, hinchaz6n lateral de los tallos, inhibe el transporte de auxinas, 
causando pérdida del comportamiento geotípico normal. 

ACIOO ABSICICO 

Se identifica en 1965, es aislado de frutos de algodón, estimula la -
absici6n, causa dormancia, acelera la caída de las hojas y del fruto, inhibe 
la floración de plantas inhibe la síntesis de las enzimas producidas por el 
GA en la germinación. 

·l. 7 .3. 7 PRECURSORES. 

La adici6n de una sustancia que forma parte de la biosíntesis 
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de un producto determinado puede ser t6xica o favorable al medio de rultivo, 
además de que puede incrementar la producci6n del metabolito secundario. 

1.7.3.8 Factores fisicos 

La luz es el factor más importante en la producci6n de metaboli-

tos secundarios ya que su efecto tiene un papel importante, de lo anterior 

existen una gran variedad de estudios al respecto. 

La temperatura en la que generalmente crecen y desarrollan bien -

los cultivos está en el intervalo de Z5-Z7ºC. La humedad y las condiciones -

atmosféricas, dependerán de las condiciones del cuarto de crecilniento de los 

cultivos y se recomienda que sean siempre las mismas. 

1.8 CONTROLES B!OLOGICOS 

1.8.l Crecimiento 

La actividad biosíntetica de los cultivos de células vegetales ~ 

generalmente varía con el crecimiento y fonnación de productos que son esenci!!_ 

les para la ¡:roducciór: d,-. mctabolitos secundarios. 

Datos eiqierimentales sobre la producción de metabolito5 ~ecunda

rios con respecto al tiempo ( ya que se tienen pocas evidencia<> acerca de la 

interreláción entre la velocidad de fonnaci6n del prodlcto y la edad de las 

células individuales en el cultivo de células vegetales), indican que los~ 

trenes de producción-crecimiento ¡:.ueden ser representados por los siguientes 

comportamientos. 

l. - La proclucci6n ocurre paralelamente con el crecimiento celular 

.,. Z. - La formaci6n del producto se retrasa hasta que el crecimiento celular ~ 

clina. o cesa. 

Con el fin de incrementar la eficiencia de producci6n del meta

boli to, se considera la posibilidad de acortar la fase "lag", que es una et! 

pa anterior a la iniciaci6n de la síntesis del producto, sin embargo los es

tudios realizados al respecto son nuy pocos. 



l.S.2 Morfogénesis de células en cultivo 

En las plantas superiores, hay ciertos compuestos los cuales son sin
tetizados o acumulados s6lo en 6rga.~os o tejidos particulares, de aqui que -

la diferenciaci6n morfológica sea necesaria para la obtenci6n de mctabolitos 
secundarios. 

La formación de estructuras especializadas se puede dividir en cuatro 
grupos, dichos fenómenos morfogen6ticos presentan algunos problemas los cua
les deben ser resueltos antes de usar estas respuestas libremente, para que 
sean de utilidad en las aplicaciones en que participan. 

Bajo ciertas condiciones, los callos,, las células en suspensión ob
tenidas de tejido vegetal diferenciado o algunas células aisladas de proto-
plastos pueden modificarse para inducir la fonnación de gran cantidad de raí 

ces , brotes o estructuras semejantes a embriones (embrioi<les). 
Los fenomenos morfogenéticos se dividen en: 

a) Fonnación de raíces - Es el tipo más frecuente de morf ogenésis que se -
puede observar en el cultivo de células. ~h.lchos -
cultivos 11Uestran formación de raíces, pero esta 
organogenésis es tan esporádica que no ofrece nru

cha esperanza para detenninar las condiciones bi~ 
químicas requeridas para la inducción de este fe

nómeno. 

b) Fonnación de brotes - Los cultivos pueden dar origen a un número grande 
de plántulas las cuales pueden originarse por fo!: 
mación de yemas o brotes mediante el proceso de -
embriogénesis. La capacidad es diferente de espe

cie a especie. 
e) Diferenciación celular.- Los estudios con cultivos de callos han llevado 

al conocimiento de algunos factores que son impo!: 
tantes para la detenninación del patrón de diíe-

renciación vascular. 

Los cultivos de células vegetales ofrecen un buen material para el es

tudio de la diferenciación celular y de la biosintesis de productos secunda--
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ríos, los estudios realizados hasta la fecha nos indican que a semejanza de 
lo que oa.trre en la planta, ~l producto secundario se fonna err mayor canti-
dad en cierta fase del ciclo celular y se ve influida frecuentemente por la 
relación hormonal. 

l. 8.3 Variación biosintetica por productos secunauarios 

La variación celular es otro factor, el cual puede regular el metabolis 
mo secundario, ya que posee un alto potencial respecto al mejoramiento de la 
capacidad biosintética de lineas celulares swnamcnte productoras de un meta
bolito secundario específico. Mediante el conocimiento de génetica y por me
dio de técnicas adecuadas de selección celular, se realiza el mejoramiento -
de lineas celulares ya sea por : 
a) Fusión sómatica 
b) Transfonnaci6n 
c) M.Jtagénesis 
d) Obtención de haploides 

La implementación de dichas técnicas será de gran importancia en el -
campo de a.iltivo de células vegetales para la producción de metabólitos se
cundarios. 

1.8.4 INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO 

Dependiendo del tejido, el callo se puede obtener de la corteza , C<l!!!
biwn, florema secundario o xilema parenquimatoso, el único requisito que -
se necesita, es que el explante del cual se va a inducir callo esté previa
mente desinfestado para sembrarlo en condiciones estériles en un medio de -
cultivo s6lido. El tiempo requerido de crecimiento es de 3-5 semanas, duran
te las oiales alcanza un tamaño adecuado para subcultivarlo, se toman peque
ñas porciones del callo y se colocan en medio fresco hasta obtener la canti 
dad adecuada para los experimentos necesarios. La temperatura de incubación 
es de 25-27 ºC. El efecto de la lu: tendrá · C\1;1e ser evaluado para el caso -
con que se esté trabaj:1ndo, ya que es específico. 

i. 8.5 Morfología y Citología 

Los cultivos de callos se pueden definir como tejido que prolifera -
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contimlamente de manera desorganizada dando lugar a una masa amorfa de célu 

las. Dentro de est.a defin.ici6n entran un gran número de tipos morfológicos 

los cuales varían en apariencia exterior, textura y composici6n celular. 

Algunos consisten de un tejido compacto y duro constituido por célu- .. 

las llll)' pequeñas y muy juntas, mientras que otros consisten de tejido sua

ve con mín:iJno contacto celular. L.1 pigmentación del callo también e.5 vari~ 

ble aún entre los callos aislados de la misma especie vegetal; nuchos de 

ellos carecen de coioraci6n, mientras que otros son de color verde claro -

(clorofila), los hay amarillos (carotenoides, flavonoides), o púrpuras, la 

clase r el grado de pigmentación no se ve afectado garndemente por factores 

rrutricionafos )' ambientales como la e:1.-posici6n a la lu:. 

La diversidad celular que los constituyen varía de a0.1erdo a diferen

tes factores Lm:luyendo el origen r la edad de los cultivos, así cano la -

composición del medio. Los cultivos que crecen activamente contienen una -

gran proporción de células vacuoladas que se parecen al parénqu:iJna y otros 

grupos de células pequeñas ; las células altamente varuoladas tienen muy -

diversas formas que van desde esféricas hasta filamentosas .Estos rultivos 

contienen algunas vecc5 tejidos que se parecen al floema, xi lema, o cambium, 

la presencia de estos ti~os de células está dirigida por la composición -

del medio y la edad del cultivo . 

.-\ltas concentraciones de auxina o tiempos de Olltivo prolongados favo 

recen la fonnación de células parecidas a traqueidas que provocan C<llllbios 

en el núcleo de las células, polipliodía y dismirución del número de cro-

mosomas, romp:iJniento y rearreglo son los mas frecuentes , éstos suceden al 

incrementarse la edad el cultivo. 

Como se ha podido observar el cultivo de células es ruy importante hoy 

en día, más aún cuando es posible realizar biotransfonnaciones en moléculas 

que no es fácil sustituir por medio de reacciones quimicas y que por otra 

parte son bastante sencillas para los microorganisllK>s o para las células, -

que ¡:ueden aamularlo como •.in metabolito serundario. 



1.8.6 CONSERVACIO~· 00 CELULAS VEGETALES 

Para la conservación de células vegetales sin que presentes divi
si6n celular, es necesario inmovilizarlas metabólicamente lo más que sea~ 
sible. Con este objetivo se han <lesarrollaJo varios métodos de acuerdo a 

los propósitos para los que se requiere cultivo. Los pr~<cipales métodos -
son : conservaci6n a temperatura de refrigeraci6n (0-lOºC), recubrimiento -
con aceite mineral y almacenamiento a temperaturas criogénicas. La primera 
técnica solo es útil para prolongar un poco el período de subcultivo que -
comúnmente es de 1-2 meses. 

En el recubrimiento con aceite mineral el medio de cultivo se cu
bre con una capa de 5-40 mm de espesor. La velocidad de crecimiento en estas 
condiciones es constante pero mucho más lenta con respecto a las condicio
nes de cultivo normales. 

El tercer método se basa en que la cinética de las reacciones qui_ 
micas de los sistemas biológicos indican que mientras más baja es la tempe
ratura.!.menor es la velocidad de reacción. Las temperaturas usadas para el -
almacenamiento criogénico de células son: nitrógeno líquido (-196ºC) o la 
de vapor de nitrógeno liquido (-140ºC). Estas temperturas se usan por tres 
razones; 
a) La temperatura que se alaanza es adecuada para el almacenamiento prolon
gado de las células (1-5 años); 
b) El nitrógeno 11quido y sus contenedores se encuentran comercialmente dis

ponibles y 

c) La reactividad del nitrógeno liquido es muy baja comparada con la del -
oxígeno líquido. 

La viabilidad de las células después del tratamiento para el a~ 
cenamiento criogénico, está influenciada por el tipo Je células, naturale
za y concentración de la sustancia crioµrotectora, la velocidad de congela
ción, velocidad de desccngclaci6n y los r.ftodos para determinar la viabili· 
dad celular. 



1.8.' OBTENCION,BICYI'ECNOLOGICA DE GLUCOSIDJS CARDIACOS POR CULTIVO DE cg_ 
LULAS VEGETALES. 

La técnica de cultivo de células ,vegetales se ha usado en los últ.!_ 
mos ai\os para la obtenci6n biotec:nol6gica de fánnacos, ya sea por biosinte
sis, que involucra la síntesis de NOVO de algún 'compuesto orgánico por las 
células del medio de cultivo, o mediante transformaciones de sustancias co
mo los glucósidos cardíacos , usando principalmente géneros de Digitalis y 
menos frecuentemente de Thevetia • Estudios sobre los requerimentos ruitr.!_ 
cionales para el cultivo de D. lanata y D. purpurea indican que el hidroli
zado enzimático de caseina inhibe el crecimiento el cual es mejor cuando -
se utiliza un medio suplementado con auxinas. Algunos investigadores menci~ 
nan el establecimiento de cultivos de callós~ o células de Thevetia en sus
pensi6n, pero no detallan la técnica que usaron para ello~8146 

Varios investigadores han estudiado la sínte~is de gluc6sidos car
díacos usando cultivos de células vegetales en los: .últimos años, pero otros 
no han sido detectados en cultivos , y en otros casos sólo se han encontr!!. 
do cantidades nuy pequeñas. De los estudios anteriores los que utilizan 
6rganos diferenciados han obtenido mejores cantidades de estas sustanciasf9,21, 
27, 45, 51. 

Se han realizado estudios sobre los efectos de las au.xinas en la -
producci6n de gluc6sidos cardíacos18 con el fín de encontrar las concentra
ciones adecuadas de estas sustancias para la biosintesis de los primeros. 
En estos, se ha encontrado que la adici6n · de algunos precursores de los -
gluc6sidos cardiacos , unido al efecto de las auxinas, at.DDentan la prochJc-
ci6n , aunque algunos de dichos precursores puede resultar ser t6xico para 
el cultivo.38 

Otros investigadores evaluaron el efecto de los cloroplastos (obt~ 
nidos por exposici6n del cultivo a la luz. ) y de algunas sustancias regula_ 
doras del crecimiento , en tejidos de D. purpurea encontrarcin que los clor~ 
plastes no son esenciales en la prochJcción de gluc6sidos cardíacos usando -
benciladenina (0.01 ppm) , ácido naftalenacético (0.1 ppm) y ácido Z,4-di-
clofenoxiacético (0.01 ppm), concluyendo que eran las concentraciones 6pti
mas de las hormonas antes mencionadas;a,31 



39 

También se ha observado que la edad de los cultivos e-s muy impor

tante para la produc¡;i6n d'e gluc6s1Clos cardiacos, ya que al parecer disminu

ye cqn respecto al tiempo, e inclusive puede llegar a desaparecer mientras 

que en otros casos puede aumentar con el tiempo si los cultivos se supleme_!! 

tan con algurias honnonas de crecimiento. 51 
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2.0 PLANTE AMI EN TO DE L PRO ,B L E M A 

En nuestro país las enfermedades cardiovasculares van en atunento dia 
con dia, según estadísticas recientes del Instituto NacLonal de Cardiología. 
El grupo de fánnacos más importante en la terapia de insuficiencia cardíaca, 
son los glucósidos cardíacos los cuales forman parte del cuadro básico de me 
dicamentos del país 8, ' y su principal fuente de origen es Dígitalis (plant~ 
herbácea originaría de Europa, con un alto contenido de glucósidos cardíacos); 
sin embargo uno de los graves problemas es el abastecimiento de estas fuentes, 
por las condiciones de cli.ina, suelo.z.necesarias para su desarrollo )' por el -
ataque de plagas que sufre el cultivo. 

De aquí que la Biotecnología se ha enfocado a la resolución de tales 
problemas y en una de sus r.últiples aplicaciones; como·lo es la técnica de -

cultivo "in vitre" de tejidos vegetales, y en condiciones de laboratorfo es 
capaz de obtener productos de interés Fannaceútíco a corto plazo, por medio 
de la aamulación de metabolitos secundarios o la utilización de células ve
getales como catalizadores enzimáticos para la realización de bíotransforma
ciones. 

Debido a que México importa la totalidad de cardiotónicos que consu
me, según reportes del Instíutto Mexicano de Comercio Exterior (L\1CE) 42

, el 
presente trabajo pretende utilizar la técnica de cultivo de tejidos vegeta-
les, para la especie Digitalis purpúrea recolectada en H.lauchinango, Puebla 
y en un principio se pretende realizar la propagación "in vitre" de sus sera! 
llas para poder obtener plántulas a partir de las cuales obtendremos tejido 
calloso, evaluando el efecto de la luz y balance honnonal ( . .\uxina/Citocinina) 
sobre la proliferación del mismo. 

En una etapa posterior se procurará que sirva de base para efectuar 
estudios de aCtD!lUlación y/o biotransfonnación de glucósidos cardíacos con el 
fin de efectuar un estudio comparativo con el proceso de obtención de los -
mismos. 
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El pr:imer paso para la obtención de células viables, capaces de efec
tuar la biotransfonna~i6n de la roléo.ila de digitoxina a digoxina mediante 
la introducción de un grupo OH en el carbono rrumero 14 del ruícleo esteroidal, 
es necesario inducir la genninaci6n "in vitro" de semillas de ----·-----
Digitalis purpúrea y posterionnente la proliferaci6n del tejido calloso, ob
tenido éste se pasa a un cultivo en suspensi6n y finalmente se llega a la -
implementaci6n del bioreactor vegetal, que es el r~sponsable de que se lleve 
a cabo la biotransformación. Aquí sólo se plantea la posibilidad de llegar 
a la obtenci6n del tejido calloso de plántulas de Digitalis purpúrea. 
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3.0. O B J E T I V O 

- Detenninar la concentración y tipo de desinf estante en semillas 
de Didtalis purpúrea. 

- Evaluar el efecto del balance honnonal Auxina/Citocinina en la 
inducción y mantenimiento de callos de Digitalis purpúrea. 

- Evaluar el efecto de luz y oscuridad en la inducción de tejido 
calloso. 



4.0 H I P O T E S I S 

Mediante un balance honnonal adecuado así como condiciones de 
luz/oscuridad se obtendrán las condicones id6neas para ·1a produc-
ci6n y mantenimiento del tejido calloso en semillas genninadas de 
Digitalis purpÚrea. 
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5. O MATERIAL Y METOOOS 

· S.1 MATERIAL 

5.1.1. EQUIPO 

Autoclave vertical marca AESA Mod. 300; 127 VCA 
Campana de flujo laminar marca YECO 
Balanza analítica marca BOSCH S 2000 capac. ZOOg Sensibilidad 0.1 mg 
Refrigerador marca FRILATIC Mod. RF 200 serie 8505-334 
Estufa ~on temperatura controlada CASA RIOS marca en trámite 127 volts 
Agitador magnético MAGNESTIR 
Potenciómetro CONDUCTRONIC pH 20 

Agitador V6rtex SUPERMIXER 1290 LAB-LINE Instruments 
Rotavapor Marca Bilchi 133833 
Balanza granataria OHAUS Capac. 2160 g 

S. l. 2 _ MATERIAL 

Material de vidrio de laboratorio marca PYREX 

Frascos de gerber con tapa de plástico 
Bisturí / navajas X-ACTO 24 

Pinzas de disección 
Algod6n° 
Gasa 

Extractor So.xhlet marca PYREX 
Cromatofolios Pl de gel de silice 60 F254 MERCK 

5.1.3 REACTIVOS 

CloIUrO de calcio dihidratado 
Nitrato de aminio 
Nitrato de potasio 
Ioduro de potasio 

R.A. marca BAKER J. T. 
R.A. marca BAKER J.T. 
R.A, marca BAKER J.T. 
R.A. marca. SCOIT REACTIVO 

CloIUro de cobalto hexahidratado R.A. marca BAKER J. T. 
Fosfato dibásico de potasio R.A. marca BAKER J.T. 
Acido B6rico R.A. marca 'IIDUCA ~IICA 

Tetr31IX)libdato de aJJX>nio dihidratado RA marca BAKERJ.T. 



&ilfato de magnesio heptahidratado R.A. BAKER J.T. 
&ilfato de manganeso tetrahidratado R.A. BAKERJ.T. 
&ilfato de cobre pentahidratado R.A. BAKER J.T. 
&ilfato de Zinc heptahidratado R.A. BAKER J.T. 
&ilfato ferroso heptahidratado R.A. BAKER J. T. 

Etilendiamintetracetato de sodio R.A BAKER J.T. 
Glicina R.A. MERCK 
Acido nicotinico R.A. SIQ.IA CHEM 
Mio· inositol R.A. MERCK 
Clorhidrato de piridoxina R.A. MERCK 7527 
Clorhidrato de tiainina R.A. MERCK 7527 
Agar libre de inhibidores MERCK 
Acído tricloroacético R.A. MERCK 
Cloramina T SIQ.!A 01EM 
Hidr6xido de sodio R.A. BAKER J.T. 
Acido clorhídrico concentrado BAKER J.T. 
Acido sulfúrico concentrado R.A. TEQiICA ~!MICA 

Hipoclorito de sodio comercial "CLOR.\.LEX" 
Peróxido de hidrógeno 30% R.A. MERCK 
Sales cuaternarias de am:mio SIBRON 

3ó 
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5. Z. METOOOS 
5. 2. l. RECOLECCION D~ MATERIAL BIOl.DGICO 

-Las semillas utilizadas se recolectan en fllauchinango, Puebla, en el 
Km. 37 de la carretera Tulancingo-Poza Rica sobre el ~ente Totolapa en junio 
de 1984. 

S. 2. 2. PREPARACirn DEL MEDIO DE CULTIVO 

El medio del cultivo que se cinplea es el de }furashigue y Skoog (1962), 

suplementado con vitaminas, la preparación del mismo es el siguiente: 

SOWCION 

A: Ca Cl~ 
B: Nliii03 

KNO • 
.) 

C: KI 

CoC1 2 
D: KlizP04 

H3Bo3 
Nazi'1o04 

E: MgS04 

MnS04 
CuS04 
ZnSo4 

F: FeS04 
NazEDTA 

VITAMINAS•. 
G: Glicina 

2H7 0 

6 H20 

• 2 Hzº 
7 H20 

4 HzO 
5 H2o 

7 H20 

7 HP 

Ac. nic.otinico 
M.ío-inosi tol 

H: Clorhidrato piridoxina 
Clorhidrato de tianúna 

CONCFNfRACION (g/100 ml) 

.t. 4 

16.5 

19.0 

0.0083 

0.00025 

l. 7 

0.062 

0.002S 
3. 7 

0.223 

0.25 

0.086 

0.278 

0.373 

o.ozo 
0.025 

LO 
0.005 

0.010 

* Concentraciones propuestas por Hagiloori22 (1980) para cultivo de 

Digitalis . 



P "R O C E D I M I E N T O 

Se pesan todos los componentes, se disuelven en agua destilada y 

desionizada. Se transfiere a un matraz voltnnétrico y se afora a un litro, 

La soluci6n F se prepara de la siguiente fonna: se disuelve primera-
mente el EDTA, en agua cáliente y se mantiene en agitación constante, post~ 
rionnente se adiciona lentamente el sulfato ferroso hasta que la soluci6n -
tome una coloración amarillo cristalina y se deja a ebullici6n por unos m:tn::_ 
tos hasta la completa fonnaci6n del complejo. En caso de que la solución sea 
turbia o si existe un precipitado, se recomienda volver a prepararse .. 

Los reguladores de crecimiento empleados fueron 2,~-D y cinetina. 

Auxina: Pesar 10 mg del ácido 2 ,4-D y disolverlo en un volumen de 
10 ml de una soluci6n de alcohol al 30i v/v. Pasar la soluci6n a un matraz 
aforado de 50 ml. y llevar al volwnen con la misma mezcla. La concentraci6n 
final es de 200 mg/l. 

Citocinina: Pesar 10 mg de cinetina y disolverla en la mínima canti
dad de {leido clorhídrico O.SN, con ligero calentamiento. Dejar enfriar la -
solución y pasarla a un matraz aforada de SO ml. Llevar al aforo con agua -
destilada y desionizada. La concentración final es de 200 mg/l. 

Las soluciones deben mantenerse en refrigeración a excepción de la so 
luci6n B y E, ya que debido a su alta concentraci6n precipitan a bajas tem~ 
raturas. Las soluciones de honnonas deben usarse recien preparadas aunque -
pieden prepararse cada quince días, debido a que éstas se <lescOl!lpOneh cuando 
son almacenadas por tiempos prolongados. Las soluciones G Y H (vitaminas) , 
se preparan cada 20 días éstas se conservan por poco tiempo cuando están en 
solución y son susceptibles a contaminación microbiana. 



De las soluciones anterionnente mencionadas se tomaron los siguien-
. tes volúmenes para preparar un litro de medio: 

Solucí6n A 10 ml 
B l ml 

e 10 ml 

D l ml 

E l ml 

F 10 ml 

G 10 m1 

H 10 ml 

- Se colocan aproximadamente 800 ml de agua destilada y desionízada en un ID! 
traz de un litro, después se adicionan los volúmenes antes mencionados, -

así como la iiolución de hormonas, posteriormente se adicionan 30 g de azú

car y.se ajusta a pH 5.4 a 5.S. 

- Se adiciona el agar en concentración 0.6% con agitación contínua para evi

tar la foI1Mc16n de grumos. 

- Se completa a 1000 m1 y ,e disuelve el agar por calentamiento. 

- El medio se vacía con una probeta 20 ml de medio a cada frasco de gerber. 

- Tapar el frasco y esterilizar a llSºC (15 lbs) por 15 minutos. 



S.2.3. PROCESO DE DESINFESf ACICN DE SFMILLAS Y PLANTIJLAS* 

• Las semillas se colocan en un frasco con· tapón de baquelita (éstas deben -
estar libres de residuos de hoja y paja). 

- Se les adiciona soluci6n de etanol al 70% y se dejan rc¡:osar durante 20 se 
gundos. 

- Se enjuagan con agua estéril dos veces, ésto se logra mediante la extrac-
ci6n de la misma con una jeringa estéril. 

- Las semillas son sometidas al desinfestante (hipoclorito de sodio dil 1:5 
durante 10 minutos de exposici6n). 

- Se enjuagan.tres o cuatro veces con agua destilada estéril. 

- Se extrae la mayor cantidad de agua para dejar las semillas lo mas secas -
posible. 

S.2.4. PROCESO DE SIEMBRA DE LAS SFMILLAS. 

- Se toman las semillas con unas pinzas, evit~do arrastrar agua. , 
- Con las pinzas se toman unas pocas semillas y se esparcen sobre el medio. 

~ Las bOcas de los frascos son flameados** y se tapan. 

, Desµiés de que se ha tapado el frasco, el contorno de la tapa se cul;ire con 
papel Parafilm. 

NOTA: Todas las manip.llaciones se realizan en condiciones de asepsia, para -
lo cual se requiere de un cuarto aséptico, campana de flujo laminSr, -
gorro, guantes, bata blanca y cubrebocas, todo el material (utilizado 
debe esterilizarse, ya sea por calor seco o calor húmedo, según sea el 
caso. 

* Para las plántulas se ,i,;ue el mismo procedimiento, estas se obtienen ger
minando a las semillas sobre un algod6n húmedo sin condiciones de asepsia. 

** Cada vez que se tomen semillas y/o se depositen en el medio las bocas de -
los frascos~deben flamearse. 



s.z.s. PARA LA INDUCCIOO DE CALLO 

- En la campana de flujo laminar y condiciones estériles al hipocotilo "1e -
se obtiene a los 12 días de haberse puesto a genninar las semillas, se le 
toma con la pinza estéril y fría. 

- Se coloca en una caja de petri que contiene un disco de papel filtro esté
ril. 

- Con el bisturía estéril se realiza el corte; en el cual solo se elimina -
una porción de raíz. 

- El explante se deposita en el medio en fol1113 horizontal como lo muestra el 
siguiente esquema: 

- Posterionnente el frasco se flamea, se tapa y éste se 01bre con papel Para 
film. 

S.2.6. INOJBACION 

Para la genninaci6n las condiciones de in01baci6n son las siguientes: 

a) Temperatura de i.ncubaci6n 2SºC : lºC 
b) Condiciones de luz: Luz contin.la (24 horas) 
c) Período de incubación: 9 a 12 dias 

Para la inducci6n de tejido callosó: 
a) Temperahira de i.ncubaci6n: 28°C ! lºC 



b) Condicones de luz: 

S,2.7. 

Luz continua (24 horas) 
Oscuridad (24 horas) 
Fotoperiodo (16 horas luz / 8 horas oscuridad) 

PARAMETROS DE CRECIMIENTO DEL TEJIOO CALLOSO 

S.2.7.1. EVALUACIOO DE PESO FRF.SCO. 

- Se tana el frasco con el tejido cultivado a las cuatro semanas. 

- Se extrae el callo con unas pinzas estériles y se coloca sobre el papel 
glassine previamente pesado. 

- El callo se pesa en balanza analítica. 

- Determinar el índice de peso fresco mediante la siguiente f6nr.ula: 

Donde: 

IPF = ......;;P"""F_F _= __ PF_I_* 
PFI 

PFF• Peso del callo después de cuatro semanas de incubaci6n. 
PFI= Peso del explante incial (hipocotilo) 
IPF• Indice de peso fresco 

* 
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El PFI se.detennina pesando al hipocotilo de la misma forma como se hizo con 
el callo. (s6lo que se hicieron varias determinaciones y se obtuvo un están
dar de peso por lo dificil de su manipulación en condiciones estériles). · 

S.Z.7.Z. EVAWACION DE PESO SECO 

- El callo se extrae del frasco después de cuatro semanas. 

- Se coloca en un pesafiltro a peso constante. 

- El pesafiltro se coloca en una de las tapas de la caja de petri. 
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- Se introduce a la estufa durante 24 horas a una temperatura de 60ºC. 

- Desp.¡és de éste ticmpo se saca, se deja enfriar y se pesa. 

- El índice de peso seco se detennina por diferencia. 

IPS= _PC_I ____ fMF_ 

Donde: 

PCI= • Peso del callo inicialmente 
FMF= Peso del callo seco 
IPS= Indice del peso seco. 

PCI 

s.2. 7·.3. DISPERSABILIDAD CELULAR 

- Para realizar esta detenninaci6n se toma el callo y se deposita en un tubo 
de ensayo que contiene S ml de agua destilada estéril. 

- Posterionnente se introduce una barra magnética de 0.5 cm de longitud 

- Se agita por diez mi1~i':os y se observa si hay total dispcrsi6n del callo 

S.2.8'. E.XTRACCION DE GLUCOSIOOS CARDIACOS DE PLAN11JLAS Y TEJIDO C\LlDSO. 

- Se torna aproximadamente l g de tejido 

- Se macera con S ml de una mezcla clorofonno:mctanol (1:1) en el homogeniz!!_ 
dor. 

- Se agita posterionnente durante 2 horas en un agitador magnético. 

- El extracto se concentra casi a sequedad a una temperatura no mayor de 60ºC 

NOTA: Se trabaja tejido fresco y tejido seco y pulverizado. (la temperatura 
de secado no debe superar los 60ºC) 
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5.3 METQIX)S DE IDENTIFICACION DE LOS GLUCOSIDOS CARDIACOS. 

CRCM\TOGRAFIA EN CAPA FINA. 

- Se utilizan placas de sílica gel 60 F254MERCK 

- El sistema de eluci6n que se utiliz6 fué una mezcla clorofonno:etanol (9: 1) 

- Como revelador se utilizó ácido sulfÚrico concentrado y mezcla cloramina T'(l%)-
6cido Tricloroac€tico (25%) en proporción (8:2) 

- Se utilizan como estándares de referencia digoxina y digitoxina. 

- Después de cuatro semanas de haber inducido el tejido calloso, se resiembra 
en las mismas condiciones asépticas de la siguiente fonna: 

- El tejido calloso se toma con pinza est€ril. 
- Se coloca sobre una caja de petri que contiene un disco de papel filtro 

estéril;; 
- Con el bisturí se realizan varios cortes transversales. 
- Cada corte se deposita en medio nuevo, con la concentración honnonai en 

que Éué inducido. 

6. O DESARROLLO E."\PERIMENTAL 

• En la figura 10 se encuentra de manera esquematizada el desarrollo e~ 
perimental, que sigui6 el presente trabajo de investigación. 

6 .1 EVALUACION DE LA VIABILIAD DE LAS SEMILLAS DE Digitalis purpurea 

Se cuentan 100 semillas y se depositan en un frasco que contiene un -
algod6n húmedo, se ponen a genninar y se observa el número de plántulas obte
nidas y se calcula el porciento obteni<.lo. 



FIGURA 10. ESOUEtU\ GENERAL DE rnABA.JO 
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6. 2 GERMINACI<ll DE LAS SEMILLAS. 

a) Medio no controlado.- Las semillas se ponen a genninar sobre un algod6n -
húmedo cubierto por una bolsa de plástico. 

b) Medio controlado. - Las semillas se ponen sobre medio basal Murashigue y 

Skoog, des¡J.lés se someten a balance hormonal, evaluando el efecto au."'<ina/ 
citocinina en la germinación de las mismas. 

ó.3. ELECCION DEL TIPO Y CONCENTRACION DEL DESINFESTANTE. 

La metodología de desinfestaci6n es la misma tanto para semillas como p~ 
ra plántulas, obtenidas de cultivo no controlado. 

Los desinfestantes probados fueron: 

- Hipoclorito de sodio a las siguientes diluciones: 1:.2, 1:4, 1:5, 
- Sales cuaternarias de amonio al o.2i y 0.5% 
- Per6xido de hidr6geno al 30% , los tiempos probados para los agentes desi!! 

festantes es 10 y 15 minutos • 

. 6. 4 ELECCION DEL EXPLANTE PARA lA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO. 

Los explantes probados fueron raiz, tallo, hoja de plántula de 7 serna 
nas de edad e hipocotilo de 9 dias. Las plántulas se obtuvieron en medio ba
sal de lll!rashigue y Skoog ya que de esta foliila se tiene un explante homo--
géneo. 

Los cortes que se realizan son los siguientes; figura 11 

a) Plántula (raíz, tallo, hoja) 
b) Hipocotilo (se elimina una porción de la raiz) 



FIGURA 9. TEJIOO CIUO$J rE Digitalis purpurea. 
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6.5 """"'UJli. ,.._,-a~ (leido 2,4 - "'""º'"""''""'''" Sci"' 
jndoloc•«oo. / c;n<'l.ru>) Y f(lTO(l>IDlC1""5 (M. o,cu<idad, fot'I"" 

riodo) ¡u:sPEC'i'O f.. lA lNDUCClON DE TE.Jl!lO CALJJ)SO· 

El ,xplont• ,1 .. ido d<l "'1'''"'°"'º "'''''º' '' ,.,.te • bol""" ,,,,. 
-1 '""ina/dtoci<tl•>» probondo d Ocido 2,4-D/Cin"· y J\1'\/Cin<'• de -! 
do con l• "''"' e<P'',..ntol dc l• fig. 12. 'º''"'º"""'e ,e P"'ebo ol Sci 
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relaci6n hormonal que dá mejor resp.iesta al tejido calloso. 
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7.0 RESULTADOS y orsi:;USION 

Las sem'illas utilizadas en este experimento fueron r~ 
colectadas en lluauchinango, Puebla. Fu6 necesario evaluar el 
porciento de viabilidad de las semillas y este es del 80% y -

el tiempo requerido para obtener el explantc adecuado es de -
9 a 12 días. 

7.1 GERMINACION NO CONTROLADA 

so 

Las semillas germinan en un período de 15 días sobre al
god6n hdmedo, las plántulas obtenidas se sometieron al proceso 
de desinfestaci6n y los'resultados se encuentran en la tabla -
III. La tabla muestra el porcicnto de contamianci6n a las dos 
semanas despuds de incubarse a 28ºC en luz contínua y oscuri-, 
dad, adn despuds de seis semanas las plántulas no dan respues
ta. 

En cuanto a los desinfestantes probados, se observa que · 
el menor porcentaje de contaminaci6n se obtiene con el per6xi
do de hidr6geno, pero necrosa al tejido, aunque tambidn con hi 
poclorito de sodio los porcentajes son menores del 50% no se -
seleccion6 a ninguno puesto que las plántulas no dan respuesta, 
ahora en la germinaci6n controlada se trabaja con las semillas 
que al parecer resisten más el tratamiento. 



TABLA III. PORCIENTO DE CONTAMHIACIOtl DESPUES 

DE 2 SErAANAS DE INCUBACION A 28ºC, 

EM LUZ CONTINUA BI PLANTULAS~ 

D. purpurea 

TIEMPO DE 
DESINFESTANI'E CONCEi'ITAACION EXPOSICION 

dilu--
ci6n. lOmin. 15min. 

5.65% 1:2 40% 20 

HIPOCLORITO DE ., 1:4 40% 40 
SODIO 

.. 1:5 40% 40 

clave 
912 0.3% 40 40 

SALES DE 
AMJNIO (S/N) * 60 60 

(S/N) 0.5% 40 60 

912 60 40 

PEROXIDO DE 
HIDROGENO 30% 18 

*Esta sal de amonio no posee clave 
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7. 2 GE™INACION COl\'TROLADA 

Los desinfestantes probados para las semillas fueron los que se 
rruestran en la tabla IV, de los OJales se eligi6 al hipoclorito de sodio 
con una diluci6n 1:5 y con un tiempo de exposici6n de 10 miP.. Nuevamente el 
hipoclorito y el per6xido son los que dan mejores resultados, aunque no po· 
demos dejar de mencionar a la sal de amonio clave 912, que también disminu· 
ye la contaminación de las semillas en el medio. Se elige al hipoclorito por 
varias causas, las ventajas y desventajas de los desinfestantes probados se 
muest;an en la tabla V. De lo ante1ior podemos decir que se prefiere t1aba· 
jar con las semillas que se obtienen de geTminaci6n controlada, porque las 
plántulas que se obtienen estan libres de micrnorganismos y las semillas -
resisten mas al p1oceso de desinfestaci6n. 

i. 3 EFECTO DEL BALANCE HOR\!O:\AL EN LA GERMINi\CIO:\ 

En la geTminaci6n contrnlad2 de 5emillas de Digítalis p..11p.i1ea 
se p..ido evaluar que el efecto propo1cionaio por el balance ho;monal dá re
sultados muy heterngéneos y no atTibuibles a un efecto específico de las -
hoTmonas evaluadas. presentando en algunos casos plántulas pequeñas con. · 
hojas grnndes o ccn t ojas pequeñas, que en ocasiones presentaban un color 

amarillento, po; lo que se decidi6 obtene; los explantes en un medio con-· 

t1olado en ausencia de hoTmonas. 

7. 4 ELECCION DEL EXPLANTE MAS ADECUAOO PAAA INDUCIR CALLO 

Pa1a elegir el explante más adeOJado se utilizaron plántulas de 
9 días y de 7 semanas de edad. Los resultados obtenidos se muestran en la -
tabla VI · , en la. OJal se observa que todos los explantes inducen 
callo a diferentes tiempos a excepción del tallo que regenera la planta. 

De los cortes realizados se eligi6 el hipocotilo (He), ya que in 
duce el tejido calloso a la segunda semana y no pronueve diferenciaci6n, sin 
embargo presenta la desventaja que para obtener la raíz, se requiere de 7 S.!:_ 

manas y para el He de .9 días. En relaci6n a las investigaciones realizadas · 



TABLA 1 V. PORC 1 ENTO DE CONT AM INAC ION DESPUES DE 2 SEr1ANAS 

DE INCUBACION A 28ºC EN LUZ CONTINUA P/\M SEMJ,:.~ 

u.AS ll: D., pm11urca 

CóNCB'lmA DIL!)--irfU>IPO DE E! PERIOLXJ DE --
DESINFESTAITTE CION. CION. l'OSICION. GEIU.11 NACTON. 

lOmin. lSmin. 

5.65\ 1:2 40 - 9 d Ítls 

HIAX:LORITO DE 
SODIO " 1:4 - -

.. 1:5 - -

clave 
912 U.3% 20 20 20 días 

ISi\LES DE 
liv.n~IO S/N 40 40 

912 0.5% - -

S/N 40 40 

PEROXIOO DE 
IIDROGENO 30% - - 30 dias * 

* Las semillas oscurecen (se oxidan) 
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TABlA V. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS AGENTES IiES WFESTArlTES 
?ROBADP.S PAIM D. purpurea 

~IffESTAllTE VB.JTAJAS DESVE!ffAJAS 

HIPOCLORITO DE SODIO • TIEMPO DE EXPOSICION 
CORTO. 

SD!ILL\S GERMINAN EN 
9 DL~S. 

LAS DILUCIONES NO --
AFECTi\N NINGUNA 

BARATO 

ºEROXIOO DE HIDROGENO NO HAY CONTAMINACION OXIDA LAS -
SFNIU.AS. 

TIEMPO DE EXPOSICION GERMINAN DES 
CORTO. PUES DE 30:: 

DIAS. 

isALES DE .AMJNIO NO HAY OXIDACION APRE SON CARAS. 
CIABLE. CCNCENTRACIO 
CONCENTR<\CICN 0.5% -- NES ALTAS. 
DISMINUYE LA Cei'<1'NlI- GERMINAN A -CION. 

A LOS 20 ---
DIAS. 

* Elegido para la desinfestaci6n de las semillas. 



TJlBLA VI, ELECCION IIl EXPlJWTE t'A.S AOCCIWXl EN LA ItlOOCC!lll 

DE TEJIOO CAl..iml OC D. purpurea , !r[IJWX) El'l LUZ 

Y OSCURIDAD A 28ºC. 

E X P LA il TE 

TIEJ'PO DE UIDl.X:Clal PLANTULA HIPOCDTILD 

Sf..\!A.'lAS RAIZ TALLO HOJA 
:arte corte 
e donde cuadra 

do. 

1 - Reg - - -
' 

2 callo Reg - - callo 

3 " Reg - - " 

4 " Reg - - .. 

5 .. callo callo - .. 

6 " " " callo " 

:SS 



por Vogel (1981), el cual observa que al trabajar con cultivos dif~ 
renciados tanto de brotes como ra1z;el contenido mayor de gluc6sidos 
cardíacos se encontrb en el cultivo de brotes y en el de raíz s6lo -
había trazas de ellos. 58 

7. 5 PARftMETROS DE CRECIMIENTO 
7.5.1 EVALUACION DE PESO SECO 

56 

Respecto a éste parámetro los resultados se encuentran en las 
tablas VII y VIII , en las cuales se encontr6 que sí hay efecto del b_:! 
lance honnonal y de fotocondiciones. Tratando de representar los re-
sultados obtenidos de tal fonna que se aprecie claramente el efecto -
de la relaci6n honnonal, en la fig. lA, se puede observar que existe 
una interrelaci6n del balance honnonal respecto a peso seco. En el --
rango evaluado se logr6 establecer máximos de respuesta en las relaci~ 
nes honnonales: 3.0/0.0; 3.0/0.l; 3.0/0.S; 3.0/1.0; 1.0/2.0 de donde -
se elige el 3.0/0.0 para oscuridad. Para luz los valores de 1.0/0.0; 
1.0/1.0; 1.0/Z.O y 5.0/Z.O muestran un comportamiento cíclico por lo -
que n~esulta predecible, sin embargo el má.ximo creci~iento se tiene 
en la relaci6n honnoaal 1.0/1.0 

Por otro lado conviene 1mencionar que el efecto proporcionado 
por la cinetina en ausencia de au.xina~o induce tejido calloso, sino 
que regenera la planta. 

7. 5 , 2 EVALUACION DE PESO FRESCO 

En éste parfuiictro también se observa que existe efecto por ?al~ 
ce horroc>nal y fotocondiciones, encontrándose exactamente las mismas r~ 
laciones honnonales que dan máximo crecimiento celular en peso seco y 

cuyos resultados están en las tablas IX y X. En este punto cabe men-
cionar que los callos obtenidos tienen un alto contenido de agua, to-
dos los valores oscilan entre el 90 y 95% con respecto a su peso. 

7.5.3 CURVA DE CRECIMIENTO 

De la matriz experimental probada, se seleccion6 el mejor indi
ce de peso seco, incubado en luz para evaluar su curva de crecimiento, 
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TABLA Vil. IrllllCE IE Fr9J SECO PARA CAUOS IE D. pulllUrea A LAS 4 
SBW¿l\S IfClB3AOOS EII OSCURllWJ A 28ºC, 

ACIDO 2,4-o (mg/l) 

o l 3 5 

o • 0.04787 0.1266 0.0965 

O.l • 0.0525 0.1116 0.0682 

o.5 • 0.0699 0.0814 0.0190 

l • 0.0784 0.0776 0.0816<: 

2 • 0.1063 0.0940 0.0917 
i 
1 

* El explante se regenera 

TABLA VIII. INDICE DE PE9J SECO PARA CALLOS OC D.purpurea A LAS 4 
SEiWIP.S Jr[UBl\OOS EIJ wz ffiffINUA A 2e·c. 

ACIDO 2,4-D (mg/l) 

o l 3 5 
~ 

o . 0.0956 0.0610 0.04S9 

0.1 • 0.0328 0.0289 0.0300 

0.5 * 0.0332 0.0400 0.0164 

h . 0.1017 0.0760 0.04955 

12 * 0.1007 o.osas 0.0960 

* No induce callo, el eicplante se regenera. 
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FIGUM JA, INTERREIXICJI DE PAl.NlCE IKJPHJIAL AUXHWCITOCitlJNA 

CCJI RESPECTO A R:SO SECO, 

(mg/1) 

o 2,4 -D 
ac. 

OSCURIDAD 

WZ COrff!Nl.JA 

(mg/1) 
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TABLA IX. IIIDICE PES) FRESC.O PARA CAU.OS DE D,purpurea A LAS 4 SErA 
r~s INO.JBAOOS f;ll wz ClllTHJIJ\ A 28ºC 

e 
I 

N 

E 

T 

I 

el 

A 

(mgl/l) 

o 

0.1 

0.5 

1 

: 

f o 

• 

• 

• 

• 

• 

wz cnrrrn111 
ACIDO 2,4-D (mg/l) 

1 3 ? 

0.9910 0.6877 0.5216 

0.4102 0.3528 0.3160 

0.3894 0.4881 0.2155 

1.2090 0.8763 0.5744 

0.9970 0.7418 l. 0392 

Tl\BlA X. INDICE PESO FRESCO PARA CALLOS !E u. purpurea A LAS 4 SEJi 
tú\S HlClJMIXJS EN OSCURIDAD A 28ºC 

e 
I 

N 

E 

T 

I 

N 

i\ 

(mg/l) 

o 

0.1 

0.5 

-
1 

2 

-rº 
• 

• 

• 

• 

. 

ACIDO 2,4-D (mg/l) OSCURIDAD 

l 3 5 

1 
0.5313 l~.;,0:1 1.1098 

0.6648 1.2135 o. 7186 

o. 7780 0.9400 0.2651 

0.8243 0.9887 1.1592 

l.119i 1.1586 1.0671 
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la cual se .muestra en la fig. 15 y de la cual se puede decir que a las 
cuatro semanas se obtiene el máxinD crecimiento del callo, 'ya que des
pués de éste tiempo el tejido tiende a perder agua y deshidratarse, es 
por esto que se decide resemnbrar en este tiempo y no a las 6 u 8 seJll! 
nas. 

El comportamiento seguido por las células vegetales se asemeja al 
de microorganismoscon la difrencia de que el crecimiento vegetal es 
nuy lento , se sabe que el tiempo de 30 a 60 horas 59 , por lo que el 
tiempo recomendado para la toma de muestras es de cada dos semanas, se 
gÚn se recomienda en varias publicaciones. 59 

7. 6 EFECTO DEL BALANCE HOR/>DNAL EN LA INDUCCION DEL CALLO 

Los resultados obtenidos en esta fase se presentan en las tablas 
XI y XII encontrándose que cuando se utiliza 6nicamente cinetina no se 
induce el tejido calloso y si la regeneraci6n dé la plántula, mientras 
que para concentraciones de auxina sola, así como la combinación con -
cinetina se obtiene tejido calloso. En este caso el explante utiliza
do ·es el hipocotilo, evaluando también el efecto de la luz en la in-

ducción del mismo. 

7.7 EFECTO DEL FOTOPERIODO·EN LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO 

Después de haber comprobado que la luz tiene un efecto importante 
se decide trabajar con una matriz de 2X3 con el ácido 2,4-D / cinetina 
y una matriz de 4X5 de AIA / cinetina, en fotoperiodo (16 horas luz/ 8 
horas oscuridad). En l~ tabla XIII se presentan los resultados, enco!!_ 
trándose que se logra mayor inducción en las relaciones honnonales 
3.0/0.5; 5.0/0.5; 5.0/1.0 para ácido 2,4-D/cinetina. 

Por lo que respecta a la matriz·con ácido AIA, los resultados se 
nruestran en la tabla XIV, observando que se presenta un mayor porcent! 
je de inducción en las concentraciones 3.0 / 2.0 y 5.0/2.0 para AIA/c.!_ 
netina. Sin emb[lrgo el AIA induce el callo más fácilmente que ácido .: 
2,4-D, tal aseveración es en base al tiempo que tarda en inducirlo Y 
el cual es para ác. 2 ,.i-D de 16 a 20 días y para AIA de 8 a 10 dias. 



Fl!lJPA 15. MVA rE CREClfilENTO PARA HIPOCOTILD OJJ BALNICE lmtJlAL. 

1.0/1,0 (mg/l) I! ACIOO 2,4-D/CINETIUA INa.fAOOS A 28ºC -

ai wz amnur>. 

2500 1 
2250 J i\ 

2000 ~ ¡ \ 

i \· 
1750 \ 

f '\ ,.... 1 

~ 
1500 I ·------. i 

1250 
i 
1 
1 

o I u 1000 
"' fl) ... • .... 

I 750 
o 
"' 500 1 
& ! 

/ 
250 

2 6 8 10 

tiempo (semanas) 
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TABLA Xl, f00Clf1ffi) JE ltlIOO:HJ-1 JE TEJIOO CALL.Oro C~> A !.AS 2 ~NIAS 
lf ICUPAOOS A 2s·c er1 wz cmnr~ 

e 
I 

N 

B 
T 

1 

N 

A 

(mg/1) 

~ 
o 

0.1 

0.5 

1 

2 

o 

* 

* 

* 

* 

* 

Acido 2,4 D (mg71~- ·. . . 1: 

1 3 5 

100 100 100 

100 100 100 

100 100 100 

100 100 100 

100 100 100 

TABLA XI 1, PORCI8ITO DE ItlDUCCictl DE TEJ 100 CAU.OSO (%) A LAS 2 S8Wll\S 
nOJBAOOS A 28ºC 8~ OSCURI!Wl 

e 

N 

B 

T 

I 

N 

A 

(mg/l) 

~ 
.9 

0.1 

9.s 

1 

2 

o 

* 

* 

• 

* 

* 

Acido 2,4-D (mg/1) 

1 3 5 

100 100 100 

100 - 100 

o 
100 100 100' 

100 100 100 

100 100 100 
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TABLA XIII. roRCIENTO OC IrIDUCClOO OC 1EJIOO CAU..Cro A !A) 
2 SB'WlAS A 28"C m FUTOffiUOOO PARA 
te. 2,4-D/CirlEiHIA. 

AC. 2,4-D (mg/1) 

3 5 

o 90 % 80 % 

e:: 0.5 100 % * 100 % • 
;::: 

1 i-

w u! ;;::: 90 ., 
100 "' ., /o 

! 

u ¡ 
(mg/l) 

(apariencia) •color café 
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TABLA XIV, roRCIB-ITO OC INOOCCictl OC TEJIOO CAU.000 A LAS -

2 SErWIAS A 28ºC EN FOTOPERIOOO PAPA AI.A/CINETirlA. 

AC. INOOLACETICO (mg/l) 

a 1 3 s 

a • za óa 60 

0.1 • 35 -- iO 

0.5 • 15 95 90 

1 • za so ªª 
2 * za 10a 100 



65 

7.8 EVALUACION DEL roRCIENTO DE DIFERENCIACIOO 

Considerando colOCl diferenciaci6n la formaci6n de brotes, raíces u 
hojas presentes en el tejido, de la matriz expcri.Jrcntal evaluada para 
fotoperíodo la tabla 'YN, se refiere al porciento de difercnciaci6n de 
callos de Q_. p..irpurea, encontrando que el balance 5.0 /O.O de AIA /ci 
netina presenta una mayor diferenciacibn, con respecto a la matriz -
evaluada para el ácido 2, 4_D donde se puede observar que el callo pe!_ 

manece indiferenciado. 

Tomando en cuenta lo anterior, se decide elegir al ácido 2,4-D -

corro honnona más adecuada para inducir el tejido calloso, ya que man-
tiene al tejido calloso indiferenciado tanto en fotoperíodo como en -
lu: y oscuridad a pesar de requerir un período más largo en la induc-
ci6n del mism:i. 

7. 9 DISGREGACION CELUL.\R 

Este parámetro es importante para el paso de células del medio -
sólido a un cult i.vo en suspensi6n , éste parámetro se evalua cualita
tivamente obser;::.:i lose que el callo obtenido de hipocotilo es el más 
friable por la facilidad de dispersi6n de sus células en una soiu---
ción acuosa. Los callos obtenidos de raíz también son frii.bles a di
ferencia de los que se obtienen de hoja. 

Como estos resultados solo fueron cualitativos no se pudieron t~ 
bular, solamente se estimó que se requiere de un lapso de diez minutos 
para dispersar el callo de hipocotilo y raíz. La dispersabilidad C!:_ 

lular fué adecuada para tas·matrices·experiméntales probadas. 

8. O, DETECCI ON DE GWCOSIDOS CARDIACOS 

La mezcla de gluc6sidos cardíacos se evalu6 por uedio de cromat~ 
grafía en capa fina, tanto para plántula como para callo a diferentes 
edades como se observa en los resultados de la tabla XVI. · 

Sin embargo en tejido calloso los gluc6sidos no se pudieron deteE 
tar por éste método y se considera necesario usar un método mas sensible. 
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TABLA 'fj, ~RCIENTO r.E DIFEmX:IACICJI PAAA CJ\U.OS OC 
D, rurrurea A LAS 4 SEJWIAS. 

/le., IIA 

3 5 
1 

o 30 % 10% 1 
i 
1 

~ o.s 0% 10% 1 z 

1-

1 
UJ 

1.0 0% 40% z 

u 1 
! 

PARA EL ÁC, 2,4-D NO HAY DIFERENCIACIÓN, 



TABLA XVI. IETECCim OC GUX:OSif.OS CARDIACOS TNITO Ell P~ffillA 

CQ'tJ EN CALLO). DIFOOffi:S EIMS. 

TIEJ1l0 
PlftN11JLA (SEJ'WlAS) CARO !ITTOO ICO 

2 

4 

7 + 

10 + 

12 + 

14 + 

CALLO 2 

4 

6 

8 

CFA~ rtlVIL CLDRCFO~'O:ETMVL (9:1> H .d!JSENCIA: (+) PRESENCIA> 
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9.0 aJNDICIONES MAS ADECUADAS PARA lA INDUCCION DE TEJIOO CALLOSO 

En la tabla XVII, se pueden observar las condiciones más· adccu! 
das para la inducci6n de tejido calloso de explantes de Digitalis----
Dichas condicones son el resultado de la rccqiilacibn de todos los par! 
metros evaluados así como la condiciones en que se 11-:)\•aron a cabo. 

TABLA XVI 1. COND l C 1 ONES MAS ADECUADAS PARA LA INDUCC!Oii: DE 

TEJIDO CALLOSO DE ll..~ 

¡ 

VARIABLE TIEMPO Ex PLANTE BALANCE HORMONAL FOTOCONDI CIONES 

2.~·D/C!NETINA 

HIPOCOTILO 

IHPICE PESO 4 SE- 3 I O OSCURIDAD 
SECO MANAS l / 1 Luz 

INDICE PESO 3 I O OSCURIDAD 

FRESCO 'J: I 1 luz 

FRIABILIDAD .. TODAS LUZ, OSCURIDAD, 

BUENA FOTOPER01lO 



b9 

10.0 e o N e L u s 1 o N E s 

Tanto el balance honnonal corno las fotocondiciones tiene 

un efecto importante sobre la cinética de crecimiento. 

Se encontr6 que las condicones mas adeaiadas se consiguen 

a balance honnonal 3.0/0.0 de ac. 2,4-D / Cinetina para -

oscuridad r a 1.0/ 1.0 de ác. 2,~-D / Cinetina para luz 

por lo que la presencia del p.luc6sido , marcará la pauta 

en la elecci6n de la relación horn1onal más adeaiada para 

el 0.1lti\1 en suspensi6n de Digitalis purpilrea. 

Respecto a la friabilidad fue adeaiada para todas las re-

ladones honnonales evaluadas, lo 0.1al es de suma import~ 

ci.a para el 0.1ltivo en suspensión. 

La resiembra del callo se realiza a las 0.1atro semanas. Des 

µ.iés de ocho semanas de resembrado el callo en las mismas · 

condiciones este no se diferencia. 



11.0 R E e o ME N D A e I o N E s 

Probar mediante Radioi.ruro..lnoensayo y HPLC la det~cci6h y 

OJantificacicn del gluc6sido en tejido calloso de Digi-

talis a diferentes edades. 

·lle las concentraciones hormonales elegidas llevar el 011 

tivo en suspensión , evaluando la cinética de crecimien-

to y producción de los glucósidos cardiacos para tejido 

calloso de Digitalis purpurea 

Determinar la oirva de cercimiento celular de Tejido callo 

so usando la hormona AIA, tratando de evaluar su cinética. 

Probar al ác. Giberélico para elongar más el talluelo del 

hipocotilo que se obtiene a los 9 días des¡i¡és de germinar 

las semillas. 

7U 



71 
IHBLIOGRAFIA 

1 Aberhart, T., Lloyd-Jones, M., Cospi, J., "B1osynthesis of Cardeoolides 

in g. ~ ", Phytochemistry, .U , (19i3J, 1065-71. 

Barz, M., Wolfgany, L., Reinhard, et. al. "Plant Tissue Culture .tts --

Jliotech.·. Appl. Proc. Int. Congr. lnst. 1976", Berlln, Ger. (1977). 

3 Bhagiath, S., Rastogi, R., "Cardenolides, Glycosides and genins", Phy

tochemistry, ~. (1970), 315-331. 

4 Bennett R., Horst, H., and Heftrnann, E., "Progesterones metabolism in 

Di.l!italis lanata", Phytochemistry,z,(1968J, 41-50. 

S Butcher , L., Dennis, N., "Plant Tissue Culture", (19i6), 67. 

6 Castle, M., "Isolation and quantitation of picomole quantities of Dig~ 

:dn ;md their metabolites by HPLC", J .of Chromatography, 115 , (19i5J 

4.57-~5. 

i Estadísticas del Instituto ~acionaJ de Cardiología, ~9 {1 ·Z), ~féxico, (1974) 

S Diario Oficial de la Fedi:oraci6n "Cua:::rci de ,\Jcdicamentos", lunes 12 de 

julio de 1982, Tomo 3i3, ~· 

9 OOller,V., Alfermann, A., Reinhard, Planta ~lcdica, 31, (1977), 3-6. 

10 Doller, V., y Reinhard, r:. , "Biotransformation of Cardenolides", Planta 

Medica, 37 (3), (19i9), 277-ZSS. 

11 Else, H., Pilgrh,T., Teascher,E., Pharmazie, 29, (1Y79), 72i·Z8. 

12 Einset, J. , "1i~o effects of Cytokinin on the .. ~uxma requeriment of Toba

cco callus culture", Plant Physiol., 59, (1977). ~5-~7. 

13 Fleischaxer, E., Weaver, M., Sinkey, L., "lnstrumentation for process • 

culture control", .l,dvances in apllied ~licrobiology, 27, (1981), 13 i ·67. 

14 Furuya, T., Kojima,H., S}'ono, K., Phytochemistry, .!.Q. , (19ilJ ,1529. 

15 Gamborg, O., ~h.m1.shigue, T., 'Thorpe, T., Vasil, I., "Plant Tissue cu1~ 

re Media in vitro ", 12(i),(19i6). 

16 Kreig, B., Margaret, "Medicina Verde" , Ed. CECSA, México, 1968. 

li Goodman, L., Gilman, A., "Bases Farmacol6gicas de la Terapeútica", Ed. 

Interamericana, 4a. ed., (1974). 

18 Gopa, s., lndian Drugs, ~ (9), (1981), 31i-1S. 

19 Goordmann, G., y Reinhard, E., Phytochemistry, 11, (19i2), 917. 

20 OOnter, Th., y Linde, H., "Cardiac Glycosides, prerequisites for develo!! 

ment of new Cardiotonic Compounds ", Experientia, 33 (6), (1!177), 697-836. 



21 · G.lmy, L., Vaganat, P., et rapat anidis, "Cultures de cals de 

Digitalis ~np.1rea L." Pharm. Acta. Helv. SS, (11-12), ll980), 

22 Hagimori, M., Matswooto, 1'., Kasaki, N., "Studics on tJ:¡e pro

duction of Digitalis cardenolides by plant tissue culture", -

Plant Cell Physiol, 21(8), 11980), 1391-1404. 

23 HagiJoori, M., y col. Plant Cell Physiol 23(7), (1982), 1205-11 

24 Hagimori, M., Matsurnoto, T., y Obi, V., Plant Cell Physiol, 69 

ll9!12)' 653-56. 

25 Heramann, I., y Repke, K., Experientia 19 , (1963), 472. 

72 

26 Heins, M., Nahl, J., Herch, H., y col. , "Preparation of ·meti_! 

digoxin by hidroxilation of Metildigitoxin in fennenter cultu

res of Digitalis lanata", Planta Medica, 33, (1978), 5i-62. 
27 Hirotani, M., y Furuya,T., "Biotransformation of digitoxigenin 

by cell suspension cultures of Digital is purpurea", Phytochemi~ 

try, 19 , (1981), 531-34. 

28 Hirotani, M., y Furuya, T., Phytochemistry, 19, (1980), 531-34. 

29 James, I., Veliki, J., Osukko, M., "Biotransformation of Card~ 

nolides by plant cell suspension cultures", Lloydia, 4ll5),(1978) 

475-87. 

30 Kartnig, T., y col., Planta Medica 35(2), (1979), 275-iB. 

31 Kartnig Von Th., Russheim, H., y Maunz B., "Cardenolide in Ober

fl!lchen kulturen aus keim-und laubbl1!ttenn von Q· J?Jrpurea" --

Planta Medica, 29 , (1976), 275-82. 

32 Kartnig, Von T., Russheim, H., Treusil, V., Maunz,B., "Cardenolides 

in callus a.ilture of Q. purpurea and Q. lanata", Planta Medica, 

35, (1979), 275-78. 

33 Kurz , W., y Constabel, F., "Plant cell cultures a potential Sou! 

ce of Phannaceuticals", Adv. in Apl. Microbiol., 25, (1979), 209-40. 

34 Lui, J., y Staba, E., " Effects of age and growth regulators on s~ 
rially propagated Digitalis lanata leaf and root rultures", Plan

ta ~ledica, ±!_, (1981), 90-95. 

35 I.ui, J., y Staba, E., "Effects of presursores on serially propaga

ted g. lanata leaf and root a.iltures", Phytochemistry, 18, (1979) 

1913-19. 

36 ~rashigue, T., y Skoog, F., Physiologia, 15, (1962), 73. 



73 

37 Tesis L. FL'rnfodcz, "Metabolismo de Nitr6gcno de Cultivo de Tejidos 

de llouvardin Tcrniíol.ia", Fac. de Q.limica, Divisi6n de Estudios de -

Posgrado, UNAM , (1979). 

3B Tesis Rodríguez , R., "Obtencibn de digitox.igeninn a partir de sem_! 

llas de 'Ihevet.ia", ENE!' Zaragoza, LJNJ\1.1, ( 1982). 

39 Robert, M., "La modificaci6n de las células vegetales en cultivo", 

CONACy'r' Za., ed., ( 1981). 

40 Singh, B., y Rastogi,H., l'hytochcmistry, ~. (1970), 315-331. 

41 Sta\Ja, E., J. Phann. ~ci., 51[3), (1962), 249-54. 

42 Sta\Ja, E., "Plant Tissuc cultures as a source of Biochemicals", C.R.C. 

Press, lnc., llaca raton, Florida, (1980), 1115-1122. 

43 Steward, l., Mott, B., "'lhe 1.sol<lt.ion :;.~<{ c.·ulture of free from higher 

plants", Methods Enzymology, 32, (1974), 723-32. 

44 Ynmada, Y., y Sato, F., Plant Cell Physiol., 19, (1978), 691-99. 

45 Yoshikawa, M., y Funiya, T., "Biotrnnsfonnation of dig.itmdgenin by 

Cell ~-uspcnsion cultures of Q· pur¡urea , Phytochemistry, 19, (1980) 

531-39. 

46 Esta<listicas del Instituto Mexicano de Comercio Exterior, (1974-83). 

47. Cn1z, I., García, J., Muchoasky, J., Regla,!., J. Org. Chem., ,'.!l, 
(1977)' 3580. 

48 Pumya, T., Kowaguchi, K., y llirotani, M., Phytochemistry, .!.?_(l), 

(1977), 1621-26. 

SO El-Ni.t , Abo, M., llil<lc\Jrant, y Evcrt, R., ln vitro .!.?_(8), 602-604. 

(1977). 

51 Gopa, G., y Datta, P., Planta Medica, i!,(4), (1981), 415-17.-

52 Staba, J., y Lambda, s., Lloydia, 26 (1); ( 1963), 29-35. 

53 Bandiero, M., y Morpurgo, G., llicpcrimentia, 26(5), (1962), 679. 

54 Dennis, N., Butcher, L., David, S., Jngram., Plant Tissue Culture 

(1976)' 67. 

55 Yeoman, M., Int. Rcv. Cito!.~. (1970), 383-409. 

56 King, P., A<lv. in Biochcm. Eng. 18, (1980), 1-38. 

57 Staba, J., y Lui, 11., Planta Medica, 41, (19Bl), 90-95. 

58 Vogel, G., l11ckncr, M., "Distribution of Car<lenoli<les in Digitalis la

nata ",Planta Medica,.'.!.!, , (1981), 161-65. 

59 Robert, M., y l.oyola, V., "Cultivo <le Tejidos Vegetales en ~xico" 

CONJ\CyT, México,(1985), pp.167. 


	Portada
	Índice
	Introducción
	1.0. Fundamentación
	2.0. Planteamiento del Problema
	3.0. Objetivo
	4.0. Hipótesis
	5.0. Material y Métodos
	6.0. Desarrollo Experimental
	7.0. Resultados y Discusión
	8.0. Detección de Glucósidos Cardíacos
	9.0. Condiciones más Adecuadas para la Inducción de Tejido Calloso
	10.0. Conclusiones
	11.0. Recomendaciones
	Bibliografía



