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INlRO!l.tCION 

Las técnic.:¡s del cultiV•) de te"Hdos vegetales inici<wc.n con los 

d�?scuhrirnientos de Sacko �- !<nc.ps en 1860, quienes ,;tbservaron que 

las S!Jbstancias más imporLmtes absorbi!'!"ls por las plantas eran 

lo!> compuestos inorgánicos 1' en base a estas obser-vaciones 

elaho¡·aron una substancia nutritiva llamada sol uc ión • knüps " )' 

empleada CClllo comPonente básico en los medios de �ult ivo, (2:3) 

LGs primeros des•:ubrimientos dentro de 1 área de cultivo de 

tejidos vegetales " in vitro " se remontan a pr ine ip ios r!e siglo. 

En 1902 eJ «lem.�n G. Haberlandt ut iliBndo el medio de f(nops 

oh tuvo pequeÑas m.1sas celulares dt> j itomate pero no Dbtuvo 

ffi!.tltiplic.1d6n celular a c;1usa de la senr:i l lez del medi(• de 

·�ultivo, Durante el .;!i4o de j926, Went descubre las <tuxinas 

(f itohormonasJ. En 1934 White marca la importancia d:� las 

vitaminas pat-a el crecimiento d•:! algunas rafees ¡ en 1'7-19 

Limasset y C:ournuet publican s11s observaciones sobre la ausend a 

de virus en mer ist�mos aislados de tabaco virosü. (1,23) 

A principios de los <�ÑOS 50s se gener;,¡Jiza el !JSO del agna de coco 

dentro d:� los med ios de cu lti vo )' en el aÑO de l9�c5 Skoog y sus 

cül.;�boradores buscaron el factor de la división ceiular , encon-

trándolo en prep<�radones de DNA. Este factor füe aislado e 

identi fieado comc1 6-furfur ilarninopurina J lamándolo también 

Kinet ina. En los at�os de 1957-1960 se encontró que los callos 

transferidos a medios lfquidos produef�n una suspensión 

quesepodía prepag;w a través desubcultivos.(2"3,6,20 



Dar.=mte la década de los 6(!s se prad icaron cult i·vos de anter.:¡s 

;;.•r-:<rluciendo ;;ran c,;�ntidiid de edJricnes haploides arletés de aisl�r 
i cul tivar protop!astos. Dentro de los aÑos 7üs se prob6 la 

regener,1ción de pl;mtas completas a P<�rtir de una so la ��élula, la 
micropro¡:;agaeión de plantas a partir de proto;:;lastos y la fusión 
de prQtoplastos p;¡r.:J la regener.:.lción de hibrictos. 1\ prim�ipil:.s de 
los airos 80s se multiplicó la mierüpropa�¡;:.ción de diferentes 
pl;¡nt.as t;¡les como ornct[!!!ntales, frutales y foresta les . U7.l 

n C'ultivo de tejidos vegetales se ref iere al cultivo "in vitro" 

de todas las Pades de la planta br.tio condiciones asépticas . 

Debido a el principio rle totipotencia, el cu.=tl marca que cada 
c�iluia rtentr·c, de la planta tiene el potencial par� regenerar la 

planta completa igu<�l a la qu� pr-oviene sí es provista de hs 
condiei.:•nes ar.!ecuada-:., ya que un organismo m:Jltir.elular es 
el r esu l tado de murha.s divisiones sucesivas m<1nteniend•) así 

.;¡ toda la planta con la misraa información genet i ca. UJ 

Los cultivc•s " in vi tro " pueden in ici <lrse prá•:-ticamente a p2.rtir 

de ciialquier _p.:�rte de ttna pJ;¡nt,., coroü las hojas, el tallo�el 

meristemo, ei embrión, ta flor, etc. Sin embur·go, la fuente inicial 
es detenninante para el ffi,)yor bdto t>n los cultivos. Es necesario 
vt i1 izar pl.antas sanas \' vigor<Jsas como fuente 
dor.adoi"a; seleccionar las p .:�rtes más jóvenes y tener en Cüenta el 

tamaÑo de la sección que se prett!nde sembr.ar·. 

La sección de la p!.anta separada y desinfededa mediante un 
tratamiento para eliminar- los microorganismos que se eneuentran 

en SIJ Sltpedieie se llama "explante" d,;d cual se p!Jede i n i ciar un 

·�ul ti VQ, La presend a de los micr !XIt·gani s:nc•s � es indeseable ya 
que su tiempo de multipliead6n es mucho m.3s corto que el de las 

ef!htlas veget.:¡les y al desarrollarse agot<�n los nutrientes del 

medio d·� cultive•, ader.¡¿s de que pceden liher-a.r al r.n?dio d edos 
Productos tóxicos imPidiendo el buen desarrollo del tejido 
vegda1 (17, 12L 



F'éra la esterilización de lil<lterial veget-aL existen gran Nntid.:d 

d·� co."ilpw.?stc•s quJmicos entre Jos que se encuentran: (1.�'3.24} 

- hipc-.dorito de sodio. 

- hipocíorito de calcio. 

- dic!oruro de men:urio. 

- bactericidas r fungicidas. 

- et�nol 70-Sü Y., 

Despu.2s de la esterilización y la si�mbra en los m�dios adecuados 

los explantes PUeden dar lugar a diferentes tipos de desarrollo: 

a) Callo.- masas de células produc ida por, divisiones celuJ¡¡res 

desorgan í z ada s. 

b) l)?]uJas a isladas.- cultivadas en medios líquid•)S para iniciar 

el a islam i ento a partir de callos. 

e> ürganc.g.énesis.- d ivi sión org,1nizada de ta!!os 6 r<�fces . 

rl.l Emhriogénesis.- división organizada del embri6n. 

ei Protoplastos.- producción de células sin par>!d celular. 

Tc:dos e llos d.:�n lug"lr a plantas completas idénticas a aquella de 

la que fueron tomad•)S los explantes, (6} 

Para el. buen des,Jrrollo qge se pi"etende dar a un culti.vo " in 
vitro " son muy importantes las condiciones <lmbi:?ntales, entre 

�ilas se enc1Jentran principalmente la Ju;! ¡• la temperatura. La 

luz debe ser blanca, fluorescente, teniendo una intensidad 

luminosa de 40 watts . D>1 acuerdo a las experiencias previas se 

sugiere una distancia de 50 cm. entre las preparaciones y las 

l<im¡:;aras. Mem�s es necesari o prc¡pordonar un fotoperlodo 

ade,:u.'ldo. fn cu<Jnto a la temperatura de las cc1maras de incubación 

es h.�bitualmente constante, par;¡ la mayorfa de las plantas ésta 

se sitú.;¡ muy ·�er·�.:�na a los :27 seó (1,4,?.1) 

ResP�?do a la� condiciones nutrícion�les, los medios d<' cultivo 
p!Jed�n ser semis61irlos 6 ifq1tidos, depend iendo del propósito 

p,:¡rticulm·, al igual del pH adecuado, el cu�l varía en un r<�ngo 



de 5.5 a 6.0 generalmente. Ellos eonti�nen sales miner<�les que 

i r.duyen elementos_ tales como: clorur·os, sulfatos, iorluros. fosfatos 

y ni tr<ttos que se pued•?n a lmacen.:u· en soluciones concentrad;:¡s 

llamJdiis soludones stock de li!s cuales se toma la cantidad 

necesari;¡ p.:¡ra la concentr.;�ción �dec·u:tda d>=!l med.io. (8,11,241 

La composición mineral de un m<!dio de cultivo se basa en el 

equi l ihrio predS•) de los diferentes i ones en solución. la 

r!iferencia de los medios de cultivo consiste en la v.:�riadón de 

L�s concentraciones de li\5 sales minerales cümo aumento en la 

concentr.aci.ón de nitr6geno cc:no nitratos .:-.amonio, del hierro, 

Pota�;ii), c«lcio í' el magnesio que son tan i:r.portantes en el 

met<�bolismo de las plantas. la fuente de carbono también es de 

gr<m importancia dentro del medio de cultivo utíl izt�ndo 

generalmente li! sacarosa y usa.ndo una concentración aproximada de 

20 gr por litro. (12,2:3, 24j 

Las v.itaminas tamhién tienen gr"an importancia ya que favore·�en el 

desarrollo de los cultivos "in vitr-o", las más empleadas son 

aquellas que pertene•:en al grupo B: 

-Vitamina E:1 ó tiamina-HC:l,se descompone en el autoclave pero 

los productos de su degfadad6n son tambi�n activos para el 

crecimiento vegetal. 

- IJit.:imina B6 6 pirido:<ina.-HCJ, es termorresistente e importante 

en el ct·eeimiento de la:. células. 

- Mio-inositol aunque no es una vitamina propiamente tiene 

eiectos estim!Jl.:mtes "!n h formación de v.::trios constituyentes 

cel!Jl<ires que intervi8nen en la división celular. 

- Vi hmina E, ayttrla a la formación d•! ca llos que provienen ele 

embriones y de células en suspensién.(23) 



Las f i tohormonas, llarti<Jd.:¡s también reguladores de cree imiento a 

c<msa de que <�ctualmente . existen naturale� y sintétic;¡s, se 

dividen e·n 3 categorías: auxinas, citoc iniM s y giberelinas. En 

la TAB!..f\ No.l s2 :r.:Jestran algunas de sus propiedades. 

El -3gua •Jtilizada en el cul tivo de tejidos par-3 preparar med ios y 

soluciones debe ser destilad.;� y desionizada , cuidando de no 

almacena• la más de 1 semana . (23) 

El agar-agar usado eomi1 s istema da sopor-te presenta diferentes 

vent�j as y;¡ que es es hb le a 1m rango amP 1 io de temPeraturas 

además de no ser d igerido fli)r las enzimas de la planta )' no 

reacciona con Jos consti tu)'entes de J medio; también se han 

utilizado otros materiales de soporte como papel filtro y 

membranas . (2;;) 

Se enC•j!!ntran t&r.lhién otros SiJ?lementos utilizado� en 

Jos ¡¡¡�dios tales cr.mo el extrado de levadura, jugos \' extractos 

de varias frut;,¡s com.:r plát<mo, j itomate y agua de coco, tarr.bién 

;¡_ntíoxid.tmtes como el acido ascórb ico y absorbentes comer el 

carbón act i v<�do, (23J 

.De 2sta prcpied¡:¡d de regenerar plantas completas a partir de 

células es rloni!e se estuhlecg el poteneial del cultivo "in vitre" 

como tJna herramienta en diferentes áre.:¡s com�7• la 

microprof.lagación, ccnser-vaci6n de genr.opl·lSr.l<l. mejor .. 1miento 

genético, investigación básica, etc. í.t5) 

11icropropagad6n.- t'Jiltiplicación asexual "in vitro11 a partir de 

!Jfl exPl ante mediante la índucdón de la embriogénesís e, la 

organ·Jqén�<:i s. 1\ctualr:l!.!nte P.n Mé:dco es en esta área donde se 

prt?sentan más .w.licaciones inm::d iatas , en la solu,�i 6n de 

prob!"!mas de la producción agrícola nacional, farmacéutica y la 

e�:P !otaci6n comen:¡;¡¡ de plantas ornarn�ntales. A¡; licándola a 

especies con al9una car,;dedstic� sobr�saliente, de ciclo 

reproductivo largo o pl-1nt<1s con vaior comercial impüdilnte.(15) 



Conservación de germoplasma.- Es importante para la eonser,,aeión 

d� m;¡_ter-iales que se propagan veget<Stivamente o que producen 

<:e¡¡i !las recalcitr.�ntes, además d:: algunas especies c¡ue se 

encu!'!ntnm en peligro de e;dinción a Ci\Usa de la contaminación 

ambiental, agric!Jltl.lra wasiv<i 6 sobre-ex;:;Jotadón de los recursos 

nat1tn!es. USJ 

l'!ejoratíento genético.- Sometiendo las células vegetales a 

condi(·jones C(mt ro lartas de sales. inhibidor·es, to:dnas dünde se 

desarrollen c<�raderístieas d2 .::tr!<�phei6n 6 resistencia, estas 

v.=tri<Jntes Perr¡¡iten seleccionar r�todos de fit•)mejoramiento. <15i 

Investigación Básica.- Cc•mo herrilmient;¡ en la investigación de la 

biología vegetal, fisiología veget al . genética vegetal r 

patología vegetal, present.;;ndo diferentes vent�jas como el  

h ahajar •::r..n células genet k<'.menl.e hom0g:?ne.'1s, reduce ión del 

tit>mpo en la durarión de experimt>ntos gen:H küs, permitiendo Ja 

manipula,�i6n de v�riab les q¡Jfmieas y físicas. Desde el punte de 

vista pr4ctico el ·�ultivo de tejidos vegetales ctJntribuye en Ia 

multiplicaci·Sn y mejoramiento:� de plantas dtUes.{15) 

E5tas técnicas aplicadas a la agronolJfa han (lriginado nuevas 

vari·�dad�s, gr<�.rias a las recomhinadones genéticas a partir de 

protop lastos y una rápida mult ipl ic�c i6n .  En la i ndustri<� 

farmacéutica la il.plicaci6n más importante es la übtenci 6n d� 

diferentes sust,,ncias cor1�:r enzimas o alea loides para J,J Prctducdón 

de fármacos. Algunas enzimas, de origen veg;::>tal, jueg.:m un paPel 

ffi!JY im;:¡odante en la industria farmacéutica. destinadas a resolver 

problemas dE: salud. Este tipo de enzimas pueden usarse en la 

<:ietenninad6n de algunas sustandas biológicas •Jsuales en el cuer·po 

humano i' que en la indust r i a farmacéutica se eonoeen como 

react í vos de diagnóstico. ( !6.l 



rmtA fl.J.t 

UtRACTERISTICAS FISICAS Y OOII'IICAS II LOS Rml.AmS II CRECitiiEIHO UTILIZADOS EN ttl:TIVOS • 111 VITRO •. 

AUXIliAS: 

Ac.lndol-3-acético 

Ac. naphlalenao:ét ico 

Ac.2, 4-Diclorofe-
no�iace t ico 

CITOCININAS: 

6-Furfur i lamino-
P•Jrina 6 Kine-
tin.�. 

6-Senzi laminopu-
rina ó Benzil-
adenina. 

Zeatina 

GII(R[liiiAS: 

t.:. Giben!lico 

AEID'IAC!Ill tiAMALEZA Sll.UBILI DAD ESTABILIDAD 

()Al\) llalural poco soluble en agua, poco estable, se d egrada 
soluble en etanol al por la luz. 
96T.. 

IAilAJ Sintética soluble en etanol al estable a 120 e 

961 y en agua a 17 e 

' 

(2,40) Sintética poco soluble en agua estable a 120 e 

ó soluble en e hnol 
al 961 calentado ligera 
mente y diluyendo progre-
slvaeente con agua. 

!KINJ Sintética soluble en NaOH 111, estable a 120 C, en so-
HCl 111. I•Jc ión acuosa se de-

grada por la luz. 

(8/,P) Sintética soluble en NaOif IN, estable a 120 e, en so-
HCl IN. 1 u e ion acuosa se de-

grada por la luz. 

(l) Natural soluble en NaOII 111, estable a 120 e 

He! IN. 

IGA3l Natural S•)loJble en etanol al poco estable se degrada 
961 poco soluble en por el calor 
agua. 

AUIACE!WHDITO 

A 4-S C y en la 
oscurid<id. 

4-S e y en la 
oscuridad. 

4-S C y en la 
oscuridad. 

4-S C y en la 
oscuridad. 

4-5 y en la 
oscuridad. 

4-S e r en h 

oscuridad. 

en alcohol a 
4-S C y en la 

oscuridad. 



JUSTIFICACION: 

En i"r?xico la prod:.�cd6n de enzimas de uso farmacéutico se ha 

desMrollado en forma independiente. Las principales enzimas que 

se emplean en el país, in,;:·Iuyendo la ureasa son de ímoortadón y 

generalr..�nte los im¡:;ort<tdor¿s tienen poco control sc.-bre las 

rcmdiciones de los procesos. de producción i' de supresión. \!5) 

La presente invest ig.:tci6n se enfoca a la especie (.:¡na 

valia �'lsiformis. Esta pl<inta se reconoce t.>Jr.bién por los m¡:tlbres 

c,JffiiJnes de: 

- Pcd s sabre 

- .Jad be.:�n 

-· Siím·d bean 

- üne fye bean 

- Hélrse gram 

- Feijr;,a de porco 

Es odginari<t de los trópicos de t�mériea Central i' del Sur. S:? 
.;di\pta bien a l•)S lugares hómedos como bosque�illos y alredores de 

rtos, aunque es resistente a la sequta. 13,9) 

Logra una altura de 1 a 2 mts., la� hojas tienen foma ovi>l, sin 

pubes,�enda, d•: 7 ,l 20 •:m. d� largo }' de 4 a lO cm. de anche, las 
flores son blancas con fíl-3nchas rosas 6 purpdreas, la floración se 

present<� después de lí:.s 3 meses de cultivo, L<�s val nas son de 15 
� :30 cm. de largo y de 2.5 a 5 cm. de ancho, pueden eontener de 

10 a 2i) semillas blr.�n·�as eli'pt icas de 1.5 a 2 cm. 

Es ut.iliZ<!da principalr.1ente cor,¡o ilbono verde y para hacer 

forr.;je. Puf'de utí.lizat·s·� también en alimentación par.> ganado 
(semi ll·1'i inmaduras.! en combinación con sorgo. Sin emb.:trgo, 

debido a la presencia de 4 toxina� <ur-easa, c<tnav<.mina y 

-::oncanavalina l\ y tD no debe constituir mas del lOi! de la raci6n. 
(9, !0, 14) 



El alto ecmtenido de estas sustancias hacen al friJol de 

c�navrtli� ensiformis de 

f.Jrm.;�dutica. Su aplicación 

producción de fát·liiat'.::ls, 

gran inler�s en la 

más importante estriba. 

industria 

en la 



SISTEMATICA 

Basándose en Cronq:.li s t, {\., 19E:O. (5) 

DIVISIDN: Magnol ic•Phi ta. 

CLASE; i'lagnoliopsióa. 

ORDH�: Rosales. 

FAMILIA: leguroinosae, 

SlfBFAMILitl: Papi l onaeeae. 

GENF.RO: Canavalia. 

ESPECIE: ensiformis. 



OBJETIVOS 

* DISEÑAR E IMPLEMENTAR EL LABORATORIO DE CULTIVO' DE TEJIDOS 

VE!JETALES. 

* IMPLEM8�TAR LAS TECNICAS DE CULTIVO DE TE.JIDOS VEGETALES PARA 

EL FRIJOL CANAVALIA ENSIFORMIS, 



I'IATERIAL Y METOOOS 

OBTENCION.DE PLANTAS MADRES: 

Las plantas utilizadas en esta investigación se obtuvieron de 

semillas adquiridas por nuestro laboratorio. Estas semillas fueron 
gei"iilinadas en .:¡lgodón y posteriormente las pl.ántulas se trasladaron 

a un terreno de iO X 10 metros, ¡;¡ue se ioc.:ll iz:.a dentro de la:; 
instal�ciones de CIATEJ. 

El terreno se encuentra cetcado para mayor control de l'i!aleza y 

plagas, además se preparó mezclando la tierra anterior con 8 
bolsas de tierra de hoja. Después de adecuar el lugar se 
prepar<tron los surcos y se instalaron las estacas y el alambre · 

que servirfan de apoyo. 

fe iniei6 la siembra de los frijoles en los surcos desptés de 

haberlas germinado sohre algodón en el laborator-io dur.:wt.� 3 

seman-1s. Los sun:os SB hicieron con una distancia de 50 t�ms entre 

cada uno )' lo1s semilhs se sembraron a un¡¡ distancia de 27 cms 

cad.;¡ una, teniendo aproximadamente 9 semi !las por metro cuadrado. 

Cada 15 dfas se aflojó la tierra de los surcos para evitar la 
formaeión de nidos de plagas; cada 3 m�ses se atmné con 
fertilizante NPf� triple 17. 

LQs primeros botones florales aparecieron 3 meses después de 1.:; 
siembra y el inic.i6 de la floración fue a los 15 días desp11és de 

la .:¡pari·�ión de los botones florales. A los 9 meses después de la 
siembr.:t se inidó la coseeha durando solamente ! mes, 

Para iniciar la míero¡:;rcpagación de los frijoles, las plantas se 

seleccionaron de acuerd>J a las características fenotípicas 
deseables basadas en la TABLA No.3 



SECCION DE LA PLAtffA PARA OBTENCION DE EXPLANTES: 

[t'l las plantas se leceic•nad�s se obtuvierc.n los tejidos para 

llevar a cabo la micropropagad6n. Para ello se esco;¡ieron h:)jas 

ped.ol os. pétalos y t.allos {epicotiJ•)S e hipoeot ilos). Todos los 

tejidos fueron preferentemente Jóvenes siendo la ed.:id 

f i:iológie.a dS> las plantas determinante en el tipo y la 

velocidad del des<Jrrollo rnorfogenético y r.ostrar m•?jot·es 

respuest.::s e-n el cultivo "in vitro", utilizindolas de 40 cHas 6 

rf:"! medio afro, 

Los teji dos md.duros tienen la venta.ja sobre los jóvenes de 

q:Je provienen de plantas c¡ue han mostrado su potencial genético, 

algo que no ocurre en las plantas jóvenes. 

También se sembraron ápices y yemas .?.;dl.ares, ya que estos 

tejidos son de naturaleza meristeruática, no requiriendo ctl?. una 

f,Jse intermedia de fon1adón de e�llos para la inducción de 

brotes. 

Los in6eulos ó explantes,. llamados asf por- .],3 palabra 

"e:<plant", en inglés, es un fragmento de la planta donadora 

cultivad�) ascépticamente, cuando t:s más pequeÑo hay menos 

prohabilidades de ser contaminado por microorganisiJos que se 

encuentren sobre el in&�ulo, pero también hay menos 

probabi l idacles de desarrollo. 

Los explantes que en esta im'estigadón se us.:�ron fueron: 

- Htojas.- Se obtuvieron de !as pl,;mtas f1iadres, estas presentaron 

un tamaÑo de J a !.5 cm. de largo por 0.3 a O.S mm. de 

ancho, siendo estas hojas las más jóvenes de la planta. 

Se cuidó de que no estuvieran plagadas 6 maltratadas 

por causas ffsicas; también se usaron hoj<�s de mayor 

tamaÑo 6 sea de 3 cm. de largo por 2 cm. de ancho. 



- Tallc,s. -S€ .:lb tuvieron de dos tipos de plantas madres, unas 

f;,;eron de una edad de 20 días y otras de medio aÑo. de 

las plantas de lll€dio aÑo s-� cuidó que los tallos no 

fueran leR.::tsos y que fueran los más jovenes de ellas. 

!J� l�s plantas de 20 dfas se utilizó todo el t-illo 

dividiéndolo en hipocotilos y epicotilos. 

- Pecfcl•:_�s.-tos peciolos se separaron de las hojas y los tallos, 

utilizándolos generalllli!nte co:r.pletos a causa de su 

taoaÑo, pero algunas veees se dividieron en dos 

secciones. 

-Flor,- De la flor solaJ�ente se utilizaron los pétalos, 

tottand•:_� en consideración otras experimentaeiones de las 

cu�les se han obtenido brotes a partir de tal explante; 

por ejemplo en el crisantemo. 

- Yemas.- Si uti Iizaron tanto las axilares como las apicales, d·? 

estas no se obtuvieron meristemos aislados. 

OBTENCION DE EXPLANTES: 

Para J¿ obtención de caJ!,:_�s o brotes es importante conocer el 

origen del expl<�nte y la planta madre de la cual provienen. 

En el presente trabajo se utilizó tod� 1<1 planta en lm período de 

cn-�cimiento de .;�proximadam�nte 40 días o secciones de plantas de 

medio �Ño, est<Js secciones fueron hojas, tallos, flores, 

pec!ülos, yemas a>:i lares y apicales. 

D.:spués de separar las diferentes secciones de la planta madre se 

aislaren dichas secciones marcándolas para mantener li1 posición 

en la que se encontraban en la planh, posteriormente se lavaron 

cuidadosalllente con un cepillo y con agua o:orriente, para remover 

la matO"i Nntidad de tierra posible y se separaron l->s hojas, 

Pedo los, tallos, pétalos y yem.;¡s <txilares utilizando un 

bisb1d y en algunos •=as!Js el microscopio estereosctpico. 



Utilizanrio \!n<i campana ri>? flujo iamint�.r, los órganc;s se I.waron 

duar¿¡nte 2 minutos en ·alcohol etílico al 70'i. y se mantuvieron 

dtw<�nte 15 minutos en hipoclorito de sodio al Sú!., los órganos 

fueron lav<�rlos 4 veces con agua destilada estéril para removerlo y 

se fi'.antuvieron en ell� para que no se deshidrataran las secciones, 

Estas 2oncenhaciones y tiempos S€ mantuvieron constantes durante 

esta investigad0n después de h�ber sido probodas diferentes 

altern;¡t i vas y comProbar cuales eran las óptimas. 

Para la c.!Jtención de ápices y yemas ñXihres se utilizó un 

microscopio estereoscópico, después de h.:�berse limpiado con 

aio:oho l e! H ico al 70!.. 

Los tallos, pecf,_:�los y hojas de mayor tamat1J se sacaron del agua 

individualmente i' se secaron con papel filtro est�ril antes de 

ser cortados y obtener los explantes óe un tamaÑo d2 O. 3 a O. 5 
cm. de largo en los tallos. Las hojas se cortaron en 6 u 8 

secciones de un tamaÑo rle ü.5 a O.S em. de largo y manteniendo su 

posición para mantener la forma de la hoja. Los pedo!os por ser 

pequeÑos solo unos pocos fueron cortados en dos partes, siendo 

generalmente el exp1ante el ped•Jlo completo, los pétalos se 

aislaron de la flor completa después de su esterilización para 

que no se maltrataran; al igu.;�l que los peciolos, no s� cort.:�ron 

siendo estos los e}:plantes completos. 

El hiturl l' las pinzas se flame.:�n:m antes de realizar los cortes, 

t•:niendo el cuidado de pasar una sola vez el bisturí sobre los 

órganos para no rl�iiilr los tejidos internos. 

SIEMBRA DE EXPLMTES: 

Acumulados algíJnos explantes se sembraron en las eajas de petri 

ecnti:!niendo 20 f.ll de leos medios de cultivo Mdauc, HS 6 B5, 

los cu<'lles contienen los requerimientos necesarios p;¡ra el 

desarrollo. suplementados con regul.::idores de crecimiento además 

d� las vitaminas y la fuente de carbono. 



En ca�a caja de petri se colocaron de 16 a 20 explantes 

m.-1nteniendo la posición y secuencia que tenían al formar parte 

del tallo en la planta complet-3. además de tener cHidado 

de no introducir gran parte del expl;mte en el agar p�ro el 

suficiente para que funcione est.� com'J soporte. 

Al a!canzár los explantes un tatl<iÑo de 0.3 a 1.0 e¡;¡. se 

resembrar-on en tübos de vidrie para proporcionar espado para su 

continuo crec iwiento y después ds que se diferendaron las hojas 

y cuando el rles<�t-rollo del tallo a alcanzado un tamaÑo de 2 a 3 
cm. de largo se reseCibraron .;¡un medio .3decuado para iniciar la 

forrnaci6n de la raiz. 

MEDIOS DE CULTIVO: 

Los :nedios de c!Jlti�o en general se encuentran constituídos por 

diferentes co:uponentes como !as sales minerales, vitaminas, 

re¡;¡u!ador.:s de crecimiento, una fuente de carbono , agua y �;;¡ar 

aunr.:ue algunos plleden ser coP.plementados con diferentes prod!Jdcs 

eüJ1): �1 agua de coco, jugos de fr-!Jtas (j ilomate, piÑ.':! y 

p l.�t.;mo}, acido ascórb i('O 6 carbón activado. 

Los n��dios se prePararon a partir de soluciones orgánicas, 

vitaminas, reguladores de creeimiento y sales iru:.wg¿nicas 

concentr.:tdas, 

Fara reducir NS05 en la preparación de un medio de cultivo y 

p¿¡r;¡ aumentar la precisión pesando cantidades especificas de 
sustand.�s m:1y pequeÑas, se prepararon soluciones concentrad<:!s de 

ii¡Uchos de los ingredientes (sales in.::•rgánicas, orgánicas, 

vitaminas y reguladores de creeir.Jiento). Varias sustancias pueden 

ser combinadas para minimizar el nctmero de soluciones 

conc-entr�das. 



Para preparar las solucior.<!s concentradas s� considt?raron varios 

f <id ores Ü\portantes: 

- Sales minerales.- Algunas son incompatibles Nn otras a ciertas 

concentracienes y se precipitan, por lo que se prepararon 

individualmente, 

-Compuestos orgánicos.- C�J?ne'falmente est os son solubles en agua 

'f en algunos cas•:>s la S•)lubil idarl aumenta al calentarla un poco, 

- Reguladores de crecimiento,-- También se prepararon en 

soluciones eoncentr:�das, u ti 1 i z.:mdo: IM, BAP, 2-4, D. 

L<í estabilid.;�d d\, las S•)luciones concentradas varía, ciertas 

pueden ser alm.1c-enadas por tiempo indefinido a la temperatura 

amhiente, otras se refrigeran, r5 se congelan \' algunas más 

deben ser prep.:�r ada�. cada vez que se ut i! iz.:m. 

E l  p H  d e  los medios s e  ajustó a 5.  7 con HCL ó NAOH Ht 

El agar se adiciona después de ajustar el pH y s:� •::al i enta el · 

merlio hasta que se disuelva. 

la esterilización del medio se i!eva a cabo en -3Utoclave .a 121 gC 

d1.1r.:mte 15 minutos. 

Los medios de cultiv•:• utilizados en esta investigación fueron; 

- Medio Mrtauc. 

- Medie� Murashige and Skoog (MSi. 

-· M.�dio Ciamborg et 2-l. (B5). 

Los cuales fueron suplementados con los siguientes reguladores de 

crecimiento: JM, BAP, 2-4, D 



TABLA No.2 

SOLUCIONES MADRES DE LDS REGULADüRES DE CRECIMIENTO 

RWJLADOR DE ! ABREV. l Pi'! ! CONCENTRACION ! 

CRECJI'HENTO ! ! UTILIZADA! ! 

k:. indol-3 ! I�� 

a.cet ico 

Ac. 2-4,di 

eL:wofeno}(i 

ac�tieo 

2-4.D 

6-benzilade_ ! BAP 

nina ! 

! 175 ! 

221 

! S'57 ! 
1 

ESTERILIZACION DEL MATERIAL: 

0.01 M 

0.01 i1 

0.01 M 

Una característica esencial del cultivo de tejidos e,: la 

cc.nservaei6n del material y medios de cultivo sin 

·�ontaminadón de microorganismos. El medio de cultive., 

material de eristalerfa (empleado en la siembra), instrumentos, 
agua y otros implementos deben ser esterilizados. 

ai 11aterial de cristalería e instrumentos.- La esterilización de 

estos se realizó en autoclave envuelto en papel de estraza y 

�sterilizado a 121 gC durante 15 a 20 minutos. 

[!€spues de estedlizado se colocó en una estufa para secarlo 

antes de su uso. Los instrumentos metálicos unas ve•:e: fuer•Jn 

esteriliz�dos y en oeaciones remojados en etanol al 70i: (v/v} y 

se flameaban, este procedimiento de rutina se efedu6 

repetidamJ?nte en cada manipulación. 



b.l El agua, siendo uno de los co;,¡ponentes más important�s en el 

medio de cultivo puede contribuir con oas imPurezas. que el 

�l-:Jterial de cristalería, para evitar esto se us6 agua destilada y 

desionizada estéri 1, cuidando fle no almacenarla más de una sem<�na. 

el 11edios de cultivo,- El medio de cultivo debe ser esterilizado 

en autodave en igu<ües condicic,nes 021 gC durante 15 minutos) 

teniendo l<> debida precaución, ya que algunos componentes del medio 

co!llo vitaminas, reguladores de creci:niento, urea y otros más son 

tenaolábiles, debiendo ser esterilizados por filtraci6n a través 

de tma membnma de O, 45um). 



MEDIOS DE C!Jl TIVO UTrLIZAf.iO.S: 

MF..DIO Mdauc 

CaCl2.H2G -------------- --------------

FeS04.7H20 ----------------------------
KH2Pü4 ___________________ ;.. _________ _ 

KN03 -------------------------------
MgSD4.7�2ü ----------------------------
t�H4N03 ----------------------------
Cc.Cl2. t·H20 ------------ -------------

CuS04. 5H20 ------------------
H3B03 -------------------------------

KI --- ------------------- ------� ------

tinSü4. 4H'20 -----------------------
Na2Moü4.2H2ü ----------------- --------

ZnSG4.7H;.� ----------------------------
Na2F.:DT A --------------------·------·----

q/1 

0.44 
0.027 
0.17 
1. 90 
0.37 
' /C: 
J.c . ..J 

2�5 X 
2.5 1/ 

1\ 

6.2 X 
i"\ o"\ 
O • .J; X 
2.2 X 
2.5 X 
3.6 X 
0.04 

lúE-6 
10E-5 
tOE-5 
10i-4 
10E-2 
lOE-4 
túE-2 

Ac. Niwtínico ---- ------------------- 5 X 10E-4 
Pi ridoxina HCJ -------------··--------··· 1 X l üE-4 
Titirnin� HCl ----- ---------------------- 1 X tOE-4 
Glicina ---------------------- ------- 3 X lOf-3 

Sac.:�ros.:: -------·------------ -- - -------- 20. O 
Agar-agar --------------- ---------- 5.8 

pH ------------·------··---------- ------ 5. 7 



t'l.FJJIO MUP.ASHIGE & SnJüG U'lS) 

g/l 

CaCI2.ZÑ20 --- ---------------- --------- 2.75 
Fe��4.7H20 -- --------------------- -- --- 0.17 
KH2P04 -- - ------------ --------- -------- i.06 
v 

.. 
Nü3 ---- ---- ----------------------- 1. 90 

i'igSQ4, 7H20 ------------------------·---

NH4Nü3 ----------------------------
CoCI2.6H20 ------- --------------------

Cu$04. 5H20 --·----- ---------------

1 ¡;e¡ 
...
.

. ;.;..., 

1.5 Y. 1CE-4 
1.5 X 10E-4 

11.3003 ---·---------------------------- o. 04 
KI -------- --------- ----- ---------- 0.01 
MnSü4. 4H10 -----------·------ -·-------- ú. 11 
Na2M·�.04.2H20 --------------------- 0.02 

Zr.Sü4.7H20 - -- ------ -------------- ----- 0.05 
Na2fJH A ----------------------------- O. 23 

ltc. Nicotínico------------------------ 5 X lOE-7 
Piridoxina HCl -----·------------------ 5 X lOf-4 
T!Jmina HC:l ---- -·· -- --- ------- -- -- ------ 1 X 10E-4 
Glidna -- ------------------ ---------- 2 X JOE-6 
MYo-inositol -------·--·------ ----· ----- - - 0.1 

Sacarosa ------.. ·-- - ---------·---------

Agar-a·;¡ar ----·-----------·----------:-----

pH -----------------------------------

30.0 
7,5 

C' ..,. 
,J,/ 



MEDIO GAHBORG et al. (B5) 

gil 

Ct�C 12. 2H20 -----------· --- --- ----- --- - O. 15 
KN03 ---------------------------------- 2.50 
HgSG4.7H2ü ------ ---------- ------------ O.�� 

· CDCJ2.6fl20 - ---- ------·-------- --·-- --- 2.5 X 10E-5 
C•JS04, SH2f.l ------

--
----------·--

- -
---

-- 2. 5 X ! OE-5 
H3!'-i(t:3 ------------------------------ 3. O X 1 OE-3 KI ----------------------- ------------- 7.5 X lOE-4 
11nS04.4H2ü ---------------------- - -- 0.01 
Ni12l'íc·04.2H:�O -------·- ------------------- 2.5 Y. lOE-4 
ZnSü4. 7H20 ---·-------·------------------ - 2. O X lOE-3 
Na2EDTI1 ------ ----- ---- -----·-------- --- O. Qq. 
NaH2Pü4. H20 --- -----------------

-
----- O. J 5 

(NH4.12Sü·1. 7H'?.O --·- -- ----------------- ú.t�: 
(NH412Fe9S04)2 ------------------------ 0.06 

Ac. Nicotínieo -- ---------------------- 2 X !üE-3 
Pi r-i dox i na HCl ------------------------ 2 X 1 OE-3 
Tiamina HCl --------------------------- 2 X lOE-2 
Glicina -- --------------------- -

-
- 0.20 

M yo-in i sito 1 - ----- ----·---- ------------ O. 20 

Sae.an:)sa --------·--------- ------ 25. O 
Agar-agar -- -------------------------- 7.0 

pH ------·--- -·-·-------------- ------·---- 5. 7 



RESULTADOS V DISCUSION 

1.- Instalación del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales: 

El laboratorio de culti'Jo d;; tejidos iniciaba sus actividades. 

por lo que se tuvieron que instalar y adaptar los equipos 

necesarios. Gran parte del equipo em,:¡leado en un laboratorio de 

este tipo, tiene el propósito de controlar las condiciones 

bajo las cuales se desarrolla un cultivo " in vitreo ". 

En la instalación de un laboratorio debe existir una organización 

adecu.ada de las áreas para su buen funcionamiento. De acuerdo a 

la literatura t.U y a nuestra e}:periencia sugerimos un 

laboratorio con la organización siguiente: 

1.- AREA GENERAL.- Reservada para la preparación de medios de 

eultivo. Las mesas equipadas con de gas, agua, corriente 

eléctrica, vacíe• y tarjas para el lavado de material. Se deben 

instalar un aáximo de estantes y cajones para almacenar la 

cristalería, soluciones preparadas y lil<"!tedal pequeÑo. 

Dentro de esta ár,�a se necesita una balanza. granataria. una 

balanza an-llitic,::, un potenciómetro, una parrill<> con agitador 

magnético, un refrigerador y un congelador. 

2 .- AREA lE LAVADO.-' Con tarjas suficientes para el material de 

laboratorio y el autoclave. Estas áreas deber4n estar lo más 

cercanas posible. 

3 .- AREA DE CULTIVO.- De preferencia debe ser sin ventanas. 

blanca y de fácil limpieza, el clima será controlado por un 

climatizador que se Ieocalice sobre una pared evitando que el aire 

llegue directamente a los estantes donde se localizan los tejidos 

manteniendo la temperatura con un termostato. 



Los estantes deberán estar acomodados de manera tal qce no 

bloqueen la eirculadón del aire ni obsta.culicen !a iluminación a 

otros estantes 

La luz deber¿ ser fluon?S•�ente y de una intensidad .::onstante para 

evitar al m�xioo los factor-es de variación. Siendo las que se 

utilizaron en esta investi.gaeiéin de 40 •.Jatts y a una distancia de 

50 cm. entre 4sta y Jos medios de cultivo adeli'.�S de controlarla 

con un reloj de f otoped odo. 

4 .- MEA DE Slei!!RA.- Se mantendrá en condiciones estériles con 

luz ultravioleta durante 30 min. antes .de iniciar la siembra, 

encontrándose en ella la campana de fluj o l�minar y el 

microscopio esti?recs•X.pico si es necesa.rio. 

La esterilización 'f el lavado de la cristalería ocupan un lugar 

importante dentro de la actividad de 1 laboratorio, el agua 

destilada y el agua desionizada deben tener fácil acceso. 

Para almacenar las soluciones stock algunas pueden estar a 

temperatura alilbiente, como sales minerales, solventes, etc. otros 

prcáuctos deben estar almacenados en reft'igeración 6 congelt:c:i6n 

y algunos además en la oscuridad. 

La iigura siguiente presenta un esquema de la distribución de 

!.m laboratorio: 



SALA DE 

CREC I f1 I ENTO. 

LABORATORIO. 

1 
--------------- -------------------- 1 

1 
1 

SALA DE 1 
I llCUBAC ION . 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 
1 . 1 
1 1 
1 1 
1 1 
{ 1 
< 1 
< 1 
< 1 
< ------- ____ l 
1 1 
1 1 
1 SALA DE 1 
1 SIEMBRA. 1 
< 1 
< 1 
< 1 
< 1 

1 
1 
1 
1 
1 

PRIVADO. 1 
1 

_.-'1 
_/ 1 

/ 1 
______________ / "1 



Los equipos que se consideran como fundamentales son: 

a) Potendómett·o. 

b) B�lanza anal rt ica y granataria. 

e} Agitadores magnéticos con barras y control de tem¡¡t�ratura. 

d) Microscopio estereoscópico. 

e) Centrífuga. 

O Microscopio de objetivos invertidos. 

g} Campana de flujo laminar. 

h) Cámara fotográfica. 

iJ Nech.=t·cs bunsen y de alcohol. 

j.l Charolas de laboratorio. 

Id Agitadores giratorios ó redprocos. 

l} Refrigerador= 

m) Congelador. 

n) Incubadoras. 

ol Desionizador de agua. 

p,! n�stilador de agua. 

MATERIAL: 

- Tubos de vidrio de 150 l{ 25 mm. 

- Par af ilrn. 

- Pipetas graduadas. 

- Micropipetas. 

- Podapipetas. 

- Vasos de precipitado de diferentes voldrnenes. 

- Mah·aces de diferentes vol<i.menes. 

- Gradillas. 

- Pinzas. 

- Bistur!. 

- Cajas petr i. 

- Espátulas. 

- Algodón. 

- Papel filtro, 

- Papel aluminio. 



11.- Obtención de la planta Canavalia en si formis: 

La primera actividad que se realizó en CIATEJ, fue obtener las 

plantas que nos proporcionaran los e>:plantes requeridos para este 

trabajo. Para ello se adquirieron semillas del frijol Canavalia 

ensiformisr provenientes de diferentes lugares. Nuestro primer 

proveedor fue Sigma Chemical Co. en los Estados Unidos y los 

segundos fueron adquiridos de la isla de la Madinica. Estos 

d lt irnos dieron los meJores resultados en la gerflinación y 

adaptación. 

Los frijoles se germinaron en algodón 6 tierra de hoja 

directamente, observándose m.�jores resultados en los frijoles que 

se germinaron sobre algodón, .e 1 cual se cambiaba diariamente. 

Después' de su germinación se pasaban a tierra de hoja sobre un 

soporte cábico, y se mantenían dentr•J del laboratorio 

hasta lograr un tamat1o de 20 cm. de altura aproximadamente, para 

posteriormente pasarlos al terreno tratad•J especialmente para 

ellos y que no se vieran afectados por el cambio de sombra a. sol. 

La cosecha se realizó después de 8 meses, en el tiempo que se 

instalaba y adaptaba el laboratorio. 

Después de la cose•:ha se realizaron más siembras, germinándose ;¡ 

desarrollánd•JS•! t!n las mismas condiciones del cultivo anterior. 

Estas plantas nuevas también s•; utilizaron como plantas madres 

para el •:ult i vo " in vi tro " cosechando sus frutos <1 l. os 6 meses 

después de su germinación. 

La. floración inició a los 3 meses después de 1.3 germinación para 

el primer lote sembrado y un poco tr�s de 2 meses para el segundo 

6 sea los de la cosecha. La floración siguió durante 3 meses y se 

detuvo cuando se dejó de regar, para la maduración de las vainas 

ya formadas. 



A fin de tener más eonhol sobre la floración se regó 

.abundan temen te cuando ::?mpezaron a salir los botones f1 orales, 
para. alcanzar el máximo número de flores en el F.iínimo de tiempo, 
después de la f !oración se regó normalmente ya que la fase en que 
las vainas se desarrollan es crítica la cantidad de agua, 
perr�i tiendo asi' 1<. homogeneidad en el crecimiento y su 
maduración. Los resultados del desa.rrollo de las plantas se 
muestran en la TABLA No.3 

TABLA No.3 

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE LAS PLANTAS MADRES: 

- NC:mero total de plantas ------------------------
- Plantas con vainas - -------- ----- ---- -----------

- Plantas sin vainas -----------------------------
- TamaÑo promedio de plantas con vainas ----------
- TarJar�o promedio de plantas sin vainas ---------

- Número de vainas por planta --------------------
- �imero de vainas con granos/planta ------------

- Peso total de los gnmos -----------------------
- Peso promedio de grano por planta --------------
- PJ?so promedio de grano por va.inil --------------
- Número de granos totales -----------------------

- N\ime·r"o de granes por planta -------------------
- N,jmero de granos por \'aÍna. -------------:--------
- Peso promedio de un grano ----------------------

90 
36 

54 

'?1.2 cm. 
77.5 cm. 

5.75 

41.2.5 g. 
25.5 g. 

9.0 g, 
534.0 

10.6 

1. 7 g. 



III.- Ensayos preliminares sobre plantas prueba para establecer 

las condiciones de los cultivos de tejidos vegetales • in vitro • 

Para esta fas� del trab.:tjo se requirió un medio nutriente 

consistente en una mezcla de sales minerales, una fuente de 

carbono y vitaminas, adicionando reguladores de crecimiento 

requeridos para iniciar y mantener la división celular. El medio 

que se eligió fue el Hdauc ya c¡ue en b'.lse a la literatura (6) las 

células meristem.Hkas de muchas plantas dicotiledóneas 

Proliferaban ráPidamente, utilizando asf una planta bien conocida 

como la zanahoria. 

En este ensayo se trabajó con explantes de raíz de zanahoria 

·�ünteniendo partes de f loema, >d lema y c.�mbium cada uno. En 

nuestras instalaci•jnes se incubaron a 25 gC desarrollándose 

normalmente como lo menciona la bibliografía (6,24). 

IV.- Desarrollo práctico de las técnicas para el cultivo del 

frijol Canavalia ensiformis: 

Para iniciar este trabajo sobre el frijol C. ensiformis, se 

decidió ensayar las ¡,¡isrr.as condiciones que se utilizaren para la 

zanahoria. En este caso -;e trabajó eon e:<plantes provenientes del 

tallo, pecíolo, ápice, hojas y pétalos. fl w.edio de eult ivo fue 

el Mdauc y se probaron el a·�· indol-3-acético <IAM, el ac. 2-

4,díclorofenoxiacético {2-4,0) y el 6-benziladenina <BAF'), como 

reguladores ·de 1 crecimiento, para observar e 1 desarrollo del 

explante en ausencia y presencia de estos. utilizando en todos la 

misma concentración, ver TABLA No.2 Y las mismas condiciones 

ambientales. los resultados observados se muestran en la TABLA 

No.4. 



En esta tabl-3 se muestra que el desarrollo de los callos fue u.uy 

homogéneo en el ttedi.:l Mdauc con los tres tipos de reguladores de 

crecimiento siendo este Genor de ú. 2 hasta O.S cms. en los 

explantes de tallo, pecíolo, hoja y pétalo, mostrando una m.::!yor 

variabilidad de crecimiento en el explante de _Jpjce, ya que 

este fue desde �M>nos de 0.2 hasta 0.8 cm. donde se observa 

¡¡¡ayor diferencia en el crecimiento de los callos es cuando 

no se usó regulador de crecimiento, todos les explantes se 

mantuvier•Jn en el mismo medio durante 2 meses, distinguiéndose que 

en los medios con regulador de crecimiento el desatrollo fue en un 

tiempo de 5 a 6 días r sin él se detenfa hash 3 6 4 seBanas. 

CRECIMIENTO DE LOS C?LLOS EN EL 1'-tEDlO Mdauc: 

! -.- ! !AA ! BAP ! 2-4,0 ! 

TALLO ! '� ! *** i ** ! Mi-f ! 

PEGI�_O ! � ! *** ! ** ! **� ! 

APICE ! �* ! **** 1 *** ! ** 

HO.J;\ ! * ! **" ! ** ! *** ! 

PETALO ! ** ! *** ! ** ! *** ! 

-.-} Ausencia de regulador de credmientco, 

Sin crecimiento. 
* Hinchamiento del explante. 

** División celular pet·ceptible, callo menor a 0.2 cm, 
*1:r: Callo entre 0.2 y 0.5 cm. 

**** C�llo entre 0. 5 y O.S cm. 

*'Hm:<E Callo mayor de 0.8 cm. 



V.- Ensayo de micropropagación del frijol Canavalia ensiformis 
en e 1 ��edio I'IS: 

En bJse a la literatura O!) se obsen·6 que el medio MS contenía 

las mismas sales minerales, vitaminas y fuente de carbono que el 

medio t-!dauc pero .:·on hs concentraciones diferentes en algunas 

sales, por lo que se probó utilizando los mismos regulador2s de 

crecímiento y asi establecer mejor la selecc16n en el tipo de 

e;{plante del cual se iniciaría la microprop<�gadón. 

En este rr.edio se presentaron dos tipos de crecimiento : 

al proliferación de callos. 

b) desarrollo de rneristemoides. 

Estos resultados mostraron que el desarrollo de la. planta de 

frijol 11 in vitro 
11 se presenta por organog�nesis, esto es 

desarrollando meristemoii:!es que son regiones preferencia!es de 

actividad mitótiea produciendo pequeÑas protuberancias de 

�pariencia nodular seguidas de primordios y finalmente la 

formadón de tallos 6 r.;¡í.z. L<! TASLA No.5 muestra los resultados 

sobre e.! crecimiento de callos, como se puede ver existe una 

cl<�r.� diferencia entre el medio MS con reguladores de crecimiento 

y sin ellos, además de que el pecfolo muestra un menor desarrollo 

mientras que el del ápice y la hoja es más homc•géneo, al igual 

que el dJ?.l tallo y pétalo, m.;m::ándose más el mejor crecimiento 

del callo en el pétalo con 2-4,0 como regulador de creciwiento. 

La TABLA No.6 , marca la presenda de bt·otes y rafz mostrando el 

desarrc•llo de los explantes en el medjo t1S con los reguladores de 

crecimiento que se utilizaron y que les dieron origen, donde 

claram<:mt� se observa que los tallos originaron el desarrollo de 

la r-afz y que los ápices dieron origen a la producción de brQtes. 



T:\BLA Nc•. 5 

CRECIMIENTO DE CALLOS EN EL MEDIO MS: 

! -,- ! IAA ! P.AP ! 2-4,D ! 

Tli!.l.O ! Bi ! *"'* ! *** ! lHB: ! 

PECIOLO ! �: 

APICE ! -

-.-) Ausencia de regulador de crecimiento. 

- Sin crecimiento. 

* Hinchamiento del explante. 
·:Ht División celular perceptible , callo menor a O. 2 �::rn 

*** Callo entre 0.2 y 0.5 cm. 

**** Callo entre 0.5 )' 0.8 cm. 

***** Callo mayor de 0.8 cm. 

TAE:LA No.6 

PROD!JCCION DE BROTES Y R1�IZ EN EL MEDIO MS: 

! -,- ! IAA ! BAP ! 2-4,D ! 

TALLO ! RAIZ ! RAIZ ! 

PECIOLO ! 

APICE !BROTE ! 

HOJ/1 

PETALO ! 



VI.- Ensayo de micropropagaci6n del frijol Canavalia ensiformis en 
medio 85: 

En el ¡¡¡edio B5. segdn la bibliografía (i,Hl ha presentado el 
desarrollo de brotes en otros tipos de trij o les como los 

Phaseolus vulgaris, 91icine ffi.ll Y Vicia fab<i y otras legurninos"is, 
por lo tanto se utilizó para probar el desarrollo de los 
diferentes explantes y eon los mismos re¡;;uladores de crecimiento 
que se venían utilizando en los medios anteriores, mostrando los 
¡-esul hdos del crecimienb:l de cal !os en la TABLA No. 7 

En este medio se presentó también la producción de brotes en los 
explantes de tallos y áPices en los medios que contenían BAP como 

n�gulador de crecimiento, observándose que ningán explante 

presentó el desarrollo de la raiz, como se muestra en la TABLA 
No.8 

TABLA No.? 

Crecimiento de los callos en el medio B5: 

! -. - ! IAA ! BAP ! 2-4,D ! 

iAl.LO ! ** ! *l'i* ! *** ! *** ! 

PECIOLO ! - - ! - ! * 

APICE ! * ! ** ! ** ! ** 

PETALü ! ** ! * ! !<** ! * 

-.-J Ausencia de regulador de crecü!iento 
- Sin crecimiento 
* Hinchamiento del explante 

** División celular perceptible, •:allo menor de 0.2 cm. 
*** Cal !o entre O. 2 i' O. 5 cm. 

**** Callo entre 0.5 y 0.8 cm. 
***** Callo mayor de 0.8 cm. 



TABLA No.8 

PRODUD:iON DE BROTES EN EL HEDIO B5: 

! -.- ! IAA ! BAP ! 2-4,D ! 

TALLO !BROTE ! 

PECIOLO ! 1 > 

AP!CE !BROTE ! 

Hl•JA 

PETALO ! 

-.-) Ausencia de regulador de crecimiento 

IAA) Ar. indol-3-acético 

BAP) 6-benziladenina 

2-4.[1) Ac. 2-4,diclorofenoxiacéhco 

Tomando como b,1se leos resulhdos anteriores se re.üizaron las 

tablas siguientes para presentar el porcentaje de crecimiento d":? 

los diferentes e;{plantes en los medios ¡• con los reguladores de 

crecimiento que se utilizaron para este trabajo. 



PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE LOS CALLOS DE TALLO EN LOS 
DIFERHJTES HEDIOS Y F:EGL!lADüRES [iE C-RECIMIENTO UTILIZADOS: 

R.áeC. ! MElliü ! - ! ;;¡ ! ** ! ""** ! **** ! >if.*!8i ! 

------------------------------------------------------

-
. 

- ! Mdauc ! 2B ! 72 
- - ! w· ! 27 ! r ! 54 . �· ., 

-
. - ! B5 i7 ! 83 57 

IAA ! Mdaur 19 ! 81 73 ! 64 

!AA ! MS 8 1 92 84 ! 79 

IAA B5 12 ! 88 88 ! 85 

BAP Md<!UC 17 ! 83 ! 80 ! 67 

BAP MS 12 ! 88 ! B1 72 

BAP ! S5 7 ! 9�. . .J ! 87 ! 87 B4 

2-4,[1 ! Mdauc fO 
. .., ! 82 ! 80 ! 78 

2-4,0 ! MC 
�· 7 ! 93 ! 86 ! O·:> 

""-' 

2-4,0 ! B5 S ! 95 ! 93 ! 90 

----------------·---------- --------------------------



TABLA No.10 

PORCENTAJE DEL CP.ECIMIENTO DE CALLOS DE PECIOLO EN l(l.S DIFERENTES 

MEDIOS Y REGULADORES DE CRECIMIENTO UTILIZADOS: 

R.deC.! MEDIOS! - ! * ! �� ! ***! **** ! ***�*! 

-
. - ! Mdauc ! 35 ! 65 

- - w ! 20 ! 80 . ¡�: 

- . 
- B5 !100 ! 

IM ! Mda:ic ! 15 ! 85 85 78 
r � · 
ditl ! MS ! 3 ! 97 

IAA ! B5 !100 ! 

BAP ! Mdau\' 1 9 ! 91 78 

BAP MS 1 5 ! 95 ! 87 

BAP B5 !lOO ! 

2-4,D ! Mdauc ! 13 ! 87 ! B4 ! 78 

2-4,D ! ¡.¡.:: � ! 10 ! 90 ! 87 

2-4,D ! B5 ! 32 ! 68 

------
-

----·-------------------------------------------



TABLA No.11 

PüRf.ENTA.JE DEL Ci\'ECIM!EJ\jTO DE CALLOS DE APICE EN LOS D!FERBITES 

MEDIOS Y REGULADORES DE CRECIMIENTO UTILIZAE(6; 

R.deC.! MEDIO ! - ! * ! ** ! *''* ! **** ! :HHBH 1 

-
. - Hdauc 

-. 
- ! l'IS 

- - ! B5 . 

IAA ! Mdauc 

!AA ! MS 

IAA ! B5 

BAP ! Md�uc 

BAP ! MS 

BAP ! B.S 

2-4,[1 ! Mdauc 

2-4,0 ! MS 

2-4,D ! B5 

! 15 

! 100 
·-l� 
,:..J 

,. 
o 

10 

8 

8 

12 

4 

1B 

7 

9 

! 

¡ 

! 

! 

! 
1 

! 

! 

85 ! Bl 

75 

94 89 ! 81 81 
Ql\ .v 

92 e� 
'-'�' 

92 87 85 

88 85 

96 '12 

82 74 

9�' .,:, 7'? 

91 87 

------------·-----------------------------------------



TABLA No.12 

PDRCENTA.JE DEL C"RECIHIENTO DE CALLOS DE HOJA EtJ LOS DIFERENTES 

MEDIOS Y REGULADORES DE CRECIMIENTO UTILIZADOS: 

R. de C. ! MEDIOS ! - ! * ! ** ! *H: ! **** ! ***** ! 

-
. - ! Mdauc 1 13 ! 87 

-
. - ! MS !100 ! 

-
- ! p� ! 9 ! 91 < ..,::¡ 

IAA 
. 

Mdauc 12 ! 
('\1'\ 

74 70 ' OC; 

rAA ! MS 10 1 90 ! 87 

IM ! ES 
1 

! 94 1 90 o 

B,�· ! Md-3UC 9 ! 91 ! !:!"\ vv 

BAP ! f'IS lO ! 90 ! 83 

BAP ! S5 3 ! 97 ! 92 

2-4,D 1 MdaJc 
r, 
C• ! 92 ! 89 ! 87 

2-4,!} 1 MS 9 1 91 ! 86 

2-4,0 ! BS 5 ! 95 ! 9'=' �· 

-------------------------------------------------·--



TABLA No, 1:3 

PüRCENTA.J't DEL CRECIMIENTO DE CALLOS DE PETALO EN LOS DIFERENTES 

MEDIOS Y REGULADühfS DE CRECIMIENTO UTILIZADOS: 

R.deC.! MEDIOS! - ! * ! ** ! ***! ****! ���***! 

. Mdauc 15 SS ! 

- - ! MS " qr¡ ! 90 . o ,, 

. 
\ B5 7 93 ! S9 

IAA 1 Mdaur lO 90 ! 87 

!M MC: V 4 96 94 9(1 

IAA B5 3 ,-.., 
7; 

BttP ! Mdauc 6 94 

BAP ! MS 3 97 ! 96 96 94 

BAP ! B5 5 ! 95 ! 92 89 

2-4,0 ! Mdauc 5 ! 95 Q":t 
,..; 

2-4,0 ! MS 2 1 98 94 94 94 92 

2-4,0 ! BS 7 ! 93 

-------------------------------------------------------



Con los resultados observados en los E.'}:perimentos real izados se 

ilUede marcar claram�nte el desarrolloJ de los explantes que 

presentaron brotes y raíces en el medio y con la concentradón de 

regulador de crecimiento que !o optimizó, por lo que se presenta 

la TABLA N·:d4 

TABLA No. 14 

PORCENTAJE !lf LA PRODUCCION DE BROTES Y RAICES: 

EXPLAtm: ! MEDIO ! R. de C. ! % �PRODLICCION ! 

TALLO ! S5 ! BAP l 2'1. 6 ! BROTES 

APICE ! B5 ! BftP ! 100. O ! BROTES 

APICE ! MS ! IAA ! 58.7 ! BROTES 

TALLO ! MS ! -,- ! 14.7 ! RAIZ 

TALLO ! MS ! IAA ! 12.5 ! F:AIZ 



CONCtUCIONES 

Las �emillas del frijol Canavalia ensiformis fueron sembradas t;on 

el propósito de producir plantas madres para el •:ultivo "in 

vitron. las caraderfsticas esperadas de Lis plantas madres et-an: 
tariiaÑo de la planta, numero de vainas, etc., como se pueden 
observar en la Tahle No.3. 

Como Jos resultados del anexo i indican, la densidad de población 
fue lllUY aHa. Es necesario un me,lor eontrol de las densidades de 

Población. Se sugiete disrainuir de 7 a 3.5 semillas/m2, ¡·a que el 
desarrollo foliar ocacion<J que J;¡ iluminación no se.;� uniforf!l:: en 
todas las plant«s adultas. Con 'lna menor dens idad de población 
esto se evitaría y promCtveria un mejor desarrollo a fin de 
obtener pantas madres de mejor calidad. 

De las plantas Gadres se obtuvieron explantes de tallos, hojas, 
pétalos, peciolos y ápices. Los ex¡::lantes se sembraron en 
condiciones estéiiles en 3 diferentes medios de cultivo: Mdauc 

06), MS OD, B5 (24), los cuales incluían distintos reguladores 
de crecimiento (JAA, BAP, 2-4,D y sin regulador de crecir.üentoJ. 

Como se observa en !Ds resultados, el e;<pl.ante de péhlc.s 
cultivados. en el medio MS utilizando como regulador de 
Necimiento la .:wxina 2-4,D (la cual promueve la expansión 
celular (2�;)) presentó mejor credmiento de callos comparado con 

los e;;;plantes de tallo, hoja, �pice y pedol os en los cuales hubo 
un menor crecif!liento al sembrarse en las mismas condiciones 
er:pedmentales. La foniacié.n de calle a partir de pétalo fue al 
cabo de 30 dias aprc::ümadamente, cuando los restantes tardaron en 
presentarse 45 días después de su siembra. como se indica en 1-> 
Tabl.:t No. 5, 



!..os e:-:plantes de tallü en el mis¡;¡::) medí.:• de ruHivG y utiliz:;ndo 

la au:dn.:¡ IAA en lugar de la audna 2-4,D orisii.aron un;¡ 

fcrl!laci6n "e:wberante• de r.�ices presentandose t.arubién aun!:\Ue en 

oenor cant idad , este desarrol l o en el fii.�dio que no tenía 

rBgulador de crecimiento. Los deoás explantes no pre;entaron este 
tipo de desarrollo. 

En el medio dl? cultivo B5 el desarrollo de callos a parur del 

mismo tipo de explantes utilizados en el medio I1S fue 

N:-:l?arativamente menor. como se observa en la Tabla No.7, Sin 

embargo liJs explantes d!! ápices y tallos en presencia de la 

c itoci nina BAP (promueve la división celular y organiza el ki ido 

de los caJl.:,s (23.l), originaron la formación de br;:.tes, no 
obteniendo el misr11o efed>:• al utilizar el �die• MS, Por lo t.�nto, 

121 lliedio MS en el caso de Cana•:alia. ensiformis se puede utilizar 

con el objeto de formación de c,1llos y r<Jices, C!.Jando el medio de 

·�ultivo BS es mts conveniente para la. formación de brotes. 

A p:?sa.r ce q:1e los a.·:ances logrados son parciales, el trabajo 

aquí presentad•j s ienta las bases del cultivo de tejidos en 
Cana.valia ·�nsiformis en nuestro P<lís. Con el propósito de 

optimizar la técnica de cultivo "in vitro" en esta especie y 

loqrar su micro¡.¡ropagación son necesarios futuros traba.ios en 
ésta área. 

L.?. micropropagad·�n, en ejemplos específicos como e·:;te es 

rentable, ya que a.J incrementar la bio;nasa 1-l utilidad reside en 

la extracción de co¡¡;puestos orgánicos de importancia industrial 6 

farmacéutica 117) como en este caso li:l fabricación de reactivos 

de diagnóstico¡ Canavalia ensiformis sintetizi:l grandes cantidades 

de ureasa (9,14) 1'-l cual se em¡:;lea en la fabricaci,)n de reactivos 

de diagnóstico elinico, asi comü de forraje para la alimentación 
de ganado (en pequeÑas cantidades) 6 C(lffiO abono verde. 
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ANEXO 

Efectos posibles de la densidad de siembra: 

La densidad de siembra fue de 7.4 semillas!m2 t 50 cm. x 27 cm.i. 

pero debido a la altura final de las plantas ( alrededor de 1 mt) 

y la expancién de s•.Js hojas, esta distancia no fue suficiente, 

por lo que a algunas plantas les hizo falta luz. 

Esto se puede ver en la repartición de las plantas <;üE: 

produeieron vainas, distinguiendose tres tipos de frijoles, en 

cuanto su exposición al sol: 

GruPo I.- frijoles a un lado de la tela. (provoco sow.bra) 

Grupo II.- frijoles rodeados por otros frijoles. 

Grupo III.- frijole5 directamente expuestos al sol. 

<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<'<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< 

CATEGORIA > No. de PLANTAS > No. de PLANTAS > 

> POR CATEGORIA > CON VAINAS > 

i. > 
' 
,, 

{(({(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((( 

I ) 25 > 
�. 
._:a ) 12 > 

II ) 50 > 24 ) 48 
' 
/ 

III } 15 > 9 } 60 > 

TOTAL > 70 l 36 ) 52 ) 

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((( 

Esta tabla muestra que 1.:! falta de luz fue un fadc•r limitante 

sobre la floración en particular, causando la baja producción de 

plantas con vainas. Se puede pensar que bajando 2 veces la 

densidad de siembra no se tendrán problemas por la falt.a de luz. 



COI'IPOSICI� DE AB(K)S E INSECTICIDAS. 

l'lolynoctin L : baderias que fijan el nitrogeno, co:mtiene 5.34 Y. 

de Elol ibdeno. 

Triple 17 : 17X de nitrogeno, 177. de fosforo, 17% de potasio. 

iierra de hoja: tabaco molido (contra plagas subterraneas), 

tierra negra y humus, fungicida PCNB 75'1. y los 

siguientes micronutrientes: 

Urea : 46/. 

Fe 2.8 Y. Na 0.9 f. Ca 1.0% 

Mn 1.6 f. .Cu 1.4 f. Mg 1.9 f. 

Zn 1.5 f. S 1.2 i. B 0.9 'l. 

Co 0.1 i. Mo 0.005 i. 

hormonas 0.002% vitaminas 0.4 '1. 

Superfosfato : 46% 

Cloruro de pot.;Isio ; 60 i. de potasio 
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