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RESUMEN 

El objetivo del presente trabajo fué evaluar lo actividad oniimicrobiano de los 

cactáceos Sleaocereus quereloroeas;s y f euchleiióergtó ,OflncfÍJts cu!i!vados th vtlro , 

así como probar lo salinidad como factor obiótiCo de estrés (elicitor} que incrementa lo 

producción de substancias con actividad aniimicrobiano. 

Se prepararon exlrodos con los coiáceos antes mencionadas y posteriomente 

se aplicaron en placas inoculados con los bacterias: Fsclie,rt{htó col!,· Slo¡;hylocoavs 

ouret/S y Agroóoc/erium rht?oge!les, con los cuales se logró observar qu:- íos 2 especies 

probadas son aniibio!icamenie activas contra los bacterias antes rnoncionados, sin 

embargo, S qvwe/oroeas;s mosiró mayor activid~d antimicrob:ana. 

Por olra porte, el íoclor de esirés utilizado funcionó como elidor pues con los 

2 especies utilizados se obser1ó un incremento en e! tamoi\o de los hO:cs de inhibición 

por parle de los exlracios estresodos. 
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l. INTRODUCCION 

El conocimienlo de los plantos ha sido una moiivoción conslonle poro el hombre desde 

liempos muy remotos. Derivando su alimento de éste recurso, ha ido más allá, y en sus inicios 

en el conocimienlo de la noluraleza, los plonlos medicinales han sido el gérmen de los 

jardines botánicos en el antiguo y nuevo mundo, así como de numerosos investigaciones en el 

campo cienlifico. Es indudable que el hombre luvo que aprender a distinguir aquellas plantas 

que eran comestibles y las que no lo eran, así como las que lenion propiedades curcrlivas de 

los venenosas, desarrollando un conocimienlo empírico el cuál fué lransmiliendo al principio 

verbolmenie y después en forma escrita. 

El reino vegeto! posee muchas especies de piantes que se sabe coniienen subsioncio:o con 

valor ianio nuiricional como medicinal y airas que están aún por descubrirse y que se ensayan 

constonlernente respecio a su valor farmacológico (particularmente por sus propiedades 

aniibióticos, norcólicos, ci\olóxicas ele.). Como resultado de los modernos descubrimientos 

biotecnológicos nuevos drogas vegetales encueniron su comino hacia lo medicino en estado de 

subsioncios purificadas (Treose y Chorlel, 1982). 

Gracias a la aparición de los ciencias bio!ógicas se logró comprender lo estructura ·y 

funcionomienlo de los plonlas y su aplicación poro resolver algunos de los problemas dei 

hombre. Así nace lombien lo biotecnoiogio que hoce referencia a lo aplicación de los ciencias 

biológicas en la medicino, formocologio, agronomía e ingeniería químico. 

La biolecnologia se deíine como lo uiilización de microorganismos, sislemas o procesos 

biológicos pero la producción de bienes y servicios; es uno área que en los úllimos 5 años ho 

causado gran impodo en los medios cienHíicos, lecnológico, social y financiero de lodo el 

orbe. 



Esio imporioncio es debido o 3 fociores 

-El potencial de los tecnologías biológicas para producir una extenso variedad de substancias . 

-El descubrimiento de los técnicos de ingeniería genética, fusión celular y cultivo de 1ejidos 

{vegetales y animales) y sus posibles aplicaciones. 

-El hecho de que los procesos bioiecnológicos emplean como molerías pnmas principales 

recursos renovables para !a producción de bienes y servicios (Sánchez,1985). 

Las técnicas de cultivo de tejidos vegeioles consisten en cuilivor en medios de cultivo 

adecuados y en forma oséo\ica, áoices de raiz y \olio, primordios de hojas, primordios o 

podes inmaduros de í!ores, frutos inmaduros, órganos aislados, embriones maduros o 

inmaduros, segmentos de 0rganos, \olio, hojas y algunos veces ovmi:Js, óvulos, on\eros y polen 

(Slreel, 1977). 

Cualquier parle de I•J .~!an\u separada de éslo y desinfeslado. ~: un explcn\e con el cual 

se puede iniciar un cul\i'J(;. 

Los principales aplic·:::ones del cultivo de tejidos vegeloles se ::ncuenlran dividid::s ~n 5 

áreas fundornenio!es: 

l.- Micropropogoción 

2.- Preservación de 9errnoplasrna 

3.- Mejorcmienlo ger.,O:\ico 

4.- Biosín\esis de meioboli\os 

5.- lnvesliqoción bós;<::G 

Hislóricarnen\e, los compueslcs generados por los vegelalt:s hon sido separados de 

acuerdo al lipa de rrdobo!ismo del cual se genermon pudiendo ser Grirnorios ó secunrJJri0s. 

La definición más popular de rne\oboli\o secundario se refiere o los compuestos que no 

iueqon un papel indispen-ouble para la planta y que no están en k-dos los vegetales o por lo 
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menos en lo mayoría. Hoy se sobe que ésios juegan un papel muy importante en los plantos • 

como: competencia por el ecosistema por medio de substancias químicos, mecanismos de 

defensa, ahoye ni es de insectos polinizodores enire otros. El hombre en particular, ha utilizado 

algunos de los metoboliios secundarios como: drogas, solventes, soborizontes de alimentos, 

pigmentos poro cosmeticos ele. (Gibson y Poin citados por López y Lozoyo ,1985). 

Los células vegetales representan una fábrica natural de éstos compuestos, sin embargo, 

en algunos casos el suministro de éstos par las plantas puede ser muy limitado debido o 

diversos factores. 

Uno de los métodos que han sido utilizados poro incrementar lo producción de éstos es el 

uso de "elicitares". El término elicitor es usado poro compuestas de origen biológico y no 

biológico, como pueden ser agentes físicos y/ o químicas de estrés que causan un incrementa 

en lo producción de "íi\oolexinos", cuando es aplicada a plan\ os o cultivos celulares. 

Las fi1loolexinos, son en general compuestos que son ocumulacios p01 ias pion\os en 

respuesto o lo presencia de un agente estresante ( Buileloarl el al., 1992). 

Exámenes preliminares de gran número de plantos nos sug1eren que una gran mayoría 

contienen substancias con potencial aniirnicrobiono. 

En éste trabajo se estudiaron algunos aspectos relacionados con ia producción de 

substancias con actividad ontimicrobiano en coclóceos producidas ;Íl v;/ro, así como la 

íníluencio de lo salinidad como un factor obíóiico de estrés ó eliciior. 
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11. A N T E C E D E N T E S 

2.1 LAS CACTACEAS 

2.1.1 GENERALIDADES 

Las cadácecs son originarios del continente omeri~ono y se consideran entre las plantas 

más notables que caracterizan los zonas áridos y semióridas con fuerte insolación, sin 

embargo, los hay propios de bosques y selvas tropicales donde crecen en lugares húmedos y 

sombreados, gracias o sus caroderísiicos bioquímicas y fisiológicos tan especiales han logrado 

irrvodir hobitots muy diversos (Soltero, 1990). 

Nuestro país es el más impodonle centro de dispersión de codóceos en el mundo, 

teniendo 60 de los 153 géneros descritos aduaimente de los cuales 23 son endémicos (Bra•m, 

1978). 

Desde las épocas p~ehispánicos éste grupo de plantas ha ::!do un ·•alioso recurso 

alimenticio, ritual y medicino\ poro ios mexicanos. Uno de las pri:r1eras drogas esluaiadas 

químico y fisio!ógiomen\:: (rnezcolir;o) fué exiroidc desde 1833 -~:: uno ccc\ácea c~:.x:da 

comunrnenie como "Peyoie" (! o,o.hopÍ!oro :n!l.loms¡i}. 

El uso riluo! de ésb planto por los indígenas de México fué observado por los 

conquistadores españoles, quienes también observaron la utilización de los pencos de napa\ 

( Opv!l/io kt'S-iadico/ pc~o producir colorantes indireclamente pcr la crio de la cc-chinillc 

(López y Lozoya, en prenso). 

Poco tiempo después del descubrimiento de América las cocléceos yo eran conocidos en 

Europa y a principios del siglo X!X se consideraban plantas de colección que alcanzaron 

precios muy elevados. 

Lo riqueza con que cuenta nuesiro país en materia de cactáceas es indiscutible, existiendo 

una gran conlidod de especies suceplibles de explolocián (Soliera, 1990}. 
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Poro lo mayoría de lo genie el mayor oirociivo de muchos cocióceos han sido los • 

bríllonies colores de sus flores y fruios. Los subsioncios que don los colores anles 

mencionados son referidos por algunos boiónicos como meiobolilos secundarios (López y 

Lozoya, en prensa). Como propuesla ollernolivo para el esludio y exploioción de compuesios 

secundarios de éstos plantas, se vislumbran los técnicas de la bioiecnologio, lo cual permitirá 

un uso del recurso sin afectar los poblaciones naiurales de las cadóceas. 

2.1 .2 CLASIFICACION 

Hunl en 1967 (del herbario de Kew ), describió un moderno sislemo de clasificación poro 

los codóceos, separando/as en 3 iribus mayores: Cadeoe, Opuniieoe y Pereskieoe. 

Dentro de !a tribu Cadeae se encuentran los cacius más diversos; existen 2 subtíibus. la 

Cac!inoe y io Cereinoe de !os cuales Coctinoe iiene gran importancia económico al iguui que 

las de !a iribu Opunlieae (C!oyton, 1987). 

Las cocióceos mexicanos esión represen! odas por cerca de 7 40 espec1es, ciíra que 

supera lo de cualquier olía país, !o que convie:te o ~"léxico definitivom::nie en e! país con 

mayor riqueza cocloíloris\ico (Arios-MonJes. 1990). 

2. 1.3 DESCRiPCION 80TAN1C? Y DISTRIBUCIOt~ DE LAS ESPECIES UTILIZADAS 

!evch!móerpó pr;Ílc!ÍJ/> (coclus agave) 

Plantos pequeños, simples o cespilosos, de 25cm. de olluro y 15 cm. de diémelro 

llegando a medir hasla 50cm. de alluro, con tubérculos muy largos, por lo que adquieren 

aspedo agovoideo. Tallo cilíndrico, codo, carnoso, de 5 a 7 cm. de diórneiro más o menos 

leñoso y suberoso, lubercuiodo. Tubérculos dispuestos en 8 y 13 series espiro/odas, muy lorgos 

y delgados, de 5 a 12.5 cm de longiiud de color verde azulado con linies roiizos. Areólos 

si\uodos en el ápice de los tubérculos, en lo pfJrción truncada, susien\odos par una escomo 
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pequeña. Axilas lanosas. Espinos largas y delgados, suaves, popiráceos, \creídos. Espinos 

radiales 8 a 14, de cerca de 5 cm. de longitud. Espinas centrales 1 a 3, de alrededor de 10 

cm. de longi\ud, \ombién papiráceos blancos. Flores una en cado areólo, emergiendo en la 

región llorifera de las areólas de los tubérculos jóvenes de 5 a 6 cm. de diámetro; pericarpelo 

cilindroide, \ubo recep\aculor infundibuliíorme, estambres primarios inser\os en \orno del ápice 

del anillo nec\arial que es grande, los demás en \oda la pared del recep\áculo has\a la 

gorgon\a; an\eros pequeñas, redondeadas; es\ilo grueso; lóbulos del es\igrno de 9 a 14, 

lineares, irregulares, amarillos; cavidad del ovario con óvulos numerosos en funículos codos, 

cuyo inserción no llega hos\o lo base de la cavidad del ovario. Fru\o largamente ovoide o 

piriforme, escamoso, blanquecino, verdoso con \in\es de color roso o salmón, pruinoso, al 

principio carnoso, después seco, abriéndose por la base. Semillas en formo de gorro, con hilo 

basal muy profundo que incluye e! micrópilo; \es\a finomen\e \ubercu!oda, nesro moie, grisáceo 

o de color cas(af'¡o negruzco; embrión algo curvo con cotiledones peauefíos; perisoermo 

presen\e; plániulos con hojas co\iledonares triangulares, pequeños, C<Jn los primeros \ubérculos 

largos y con espiniias subulados. Conduelas iaciiíeros muy abundantes en el parénquima 

cortical. 

Crece en pos\o y en vegetación xeróíi\o. Se ie ha encontrado tn !os eo:bc\os de SGn Luis 

Potosi, t'lUe'JO León, Zacalecos, Coohuilo, Tcmoulipos y el t.:iip!Gno. Fue relolivcmen\e 

abundante en \o sierra de Porros y Sierro de La Paila, Coohuiio. osi como en ~~o\enualo y 

Sol\illo (Bravo, 1978). 

Slenocere!ls !Jt1ereloroensis (Piíoyo de Oueréiara} 

Planto condelebriforme, con \roncos bien definidos de 5 o 5 rn. de olla o más. Tronco 

leñoso como de 1 m. de olio y 35 cm. de diéme\ro o más. Ramas como de 15 cm. de 

diámetro, de color verde, a veces con \in\es rojizos; el conjunto de ramos forman una copa 

muy amplio a veces como de 4 m. de ancho, castillos de 6 o 8, prominentes, separados por 

amplios in\érvolos. lueó\os dis\an\es enüe si como 1 cm.; con iie!lro coíé obscuro casi negro, 
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glanduloso. Espinos radiales 6 o 9, los inferiores como de 3 cm. de largo, gruesas. aciculares 

desiguales. Espinos centrales 2 o 4, gruesas como de 4 cm. de largo. Flores en !os lados de 

los romos pero hacia lo exiremidod, infundibuliformes, de í O o 12 cm. de largo pericorpelo 

con escomas ovalados de 2 mm. de :argo. Fruto globoso hosio ovoide, como :le 6cm. de 

largo, rojizo; oreóios con lona ornorillen\o y espinos numerosas, largos, del mismo color, 

cuando el íruio madura, las areólas se desprenden quedando el pericarpio desr.udo. Semillas 

de 2.5mm. de largo y \.5 a 1.8 mm. de ancho; \esta negra ióscamenie 'VerrucosG. 

Lo planta se corac\erizo por los oreólos obscuras, negros. Se cultiva :or su frulo 

comesiible muy agradable, que se conoce con el nombre de Pilayo de Ouerf'aro. Exisien 

variedades hor\icolos que producen fruios de colores diversos. De ésio especie ::; han aislado 

algunos colorantes poro lo indusirio cosméiico como los iriterpenos, en~~" ellos uno 

denominado ácido quereiaróico. 

Es uno especie noiivo de Oueréioro, Jalisco y Michoacón. Donde iornbién ~5 objtio de 

cultivo mas o menos intensivo; de k'isr~o se han señ.alado los olre.jedores :J:- ~uodoiojJro, 

Chopalo, Zopoll6n, Soyuio. \filio de io Playa; en Guonojuolo, Ltón; de Oueréioro, -:' !.o ct:r<:or1íos 

de la ciudad y en h~ichocc:.Jn cerca de .Jíqui\pon. (8r(N01 '973}. 

2.2 EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

El exiio del cultivo de tejidos vegeioles como un método de propaqoción :Jra esiudio: 

moríogenélicos, fisiológicos, bioquímicos y oiros, esiá muy iníluenciodo por ic cc~nuosición de! 

medio de culiivo ulilizodo y otros parámetros ombienicles de cultivo. 

De acuerdo al tipo de material vegelol ulilizodo, los cu!iivos ;ÍJ v;/ro puedt:' clasificarse 

~n: l.-Cultiva de órqonos, 2.- Cultivo de tejidos, 3.- Cu\tÍ'IO de células. [i lérrr:;;a de cultí'Vo 

de tejidos se uso frecuenlernenle poro referirse indislinlomenle o cuoh:;,~;-:ro de los 

modalidades onieriores ( Ochoo, 1985). 
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Es imporlanle señalar que las células aislados (callo, células en suspensión y proloplaslos) 

pueden dividirse poro formar nuevos callos, órganos o embriones y, evenlualmenle, dar lugar a 

nuevos plonios completas. En ésio propiedad de regenerar nuevos individuos o partir de células 

es donde radica el potencial del cullivo in v!lro lomando el concepto de iolipolencio el cual 

se refiere a la caderisiica de las células de regenerarse en un nuevo organismo . 

Las técnicas para cultivar tejidos y células th vtlro han tenido un enorme desarrollo que 

permite en la ociualidad aplicarlos o un gran número de especies vegetales. Eslos han 

producido un gran avance en el conocimienlo básico de la biología de las planlas y han abierto 

nuevos posibilidades para lo solución de problemas agrícolas y horticolas enlre olros. 

2.2.2 HISTGRIA DEL CULTiVO DE TEJIDOS VEGETALES 

Desde r.ace 120 años aproximadcrcé:nie, en bs investigaciones de fisiologiJ vegetal se h<Jn 

utilizado les iécnicas de cul\ivo de !e!;~os. órganos v céiulos vegeioles. 

Los pri:::eros in!enios de ésta !é:::~:~c fueron rea!izcdos por S·Jcks ( 1860) '/ k:nop::: ( 1861 ), 

quienes ob:ervoron QUE: ios principoie<: nuirienles de los plantas superiores E:ran subsioncios 

inorgánicos y prepormon uno solución c,;.ftribo que !os contenía, la cuo! hu sid-J utilizado por 

muchos invesiigodores desde entonces. 

Pasleri::rmenle, Hoberlondt (18SE; ~e'Jiizó un intento de cultivo de células aisladas er. 3 

qéneros de monocoiiledoneas sin •;!J¡:;ner éxito yo que no observó división celulor, pero 

proporciono información sobre las ;ri::~relcci:Jnes e influencias correlativas de la células e 

inirodujo e! concepto de ioiipolencio!idad. 
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Hoberlondt y Ko\le (1922), cultivaron ápices radiculares de chícharo y moiz en un medio 

enriquecido con soles orgánicos, glucosa, peptona, osporogino y varios aminoácidos. 

Robbins ( 1 922), enriqueció el medio de cultivo con glucosó, soles orgánicos y ogor poro 

el cullivo de ápices radiculares de varios especies. 

En los 30 años siguientes los progresos logrados fueron muy pocos y desafortunados en 

cultivo de células aislados. 

Sin embargo, el trabajo pionero fué el de White (1934), con cultivo de ápices de raíz de 

tomate ( !ycopers/cvm escvlea/vm ) con un medio liquido conteniendo sales inorgánicos, 

exlrac\o de levadura y sacarosa, en donde obtuvo un crecimiento ac\ivo y demostró también 

que el exlrodo de levadura se podio sustituir por 3 vitaminas del grupo 8: tiamina, piridoxino y 

niOCinO. 

Goutheret (1934) repodó el cultivo de combium de So~..f copreo y Popvívs a.pro, en 

medio solidificado conteniendo solución Knop, glucosa y cisieina hidroclorado. 

Robbins ( 1936) estudió el efecto de los micronulrienles inorgánicos y señaló que el zinc, 

magnesio y boro son necesarios poro el cultivo de ápices radiculares. En 1937, descubrió la 

importancia de la vitamina 8 para el crecimiento de !os raíces 

Weni y Thimann ( 1937}, descubrieron lo ouxina .~lA (ácido indolocélico) y su imporioncio 

en el crecimiento de raíces. 

Nobecout ( 1937 -1938), obtuvo proliferación celular en cultivos de raíces de zanahoria y 

fué el primer·J en obtener callosidades con crecimiento limilodo. 

Nobecouri y Goutheret en F rancio, oi igual que White en Estados Unidos en 1939, 

reportaron un crecimiento indefinido de tejido de raíz donde se observó la formación de 

callosidades sembradas en medio semisólido. 

El cultivo de callos ha contribuido al estudio de las enfermedades vegetales, pues existen 

ciedas enfermedades en las cuales los sintamos son lo formación de tumores. En algunos 

cosos, su origen es genético y en otros es boderial o viral. 
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Van Oberbee el al., (1941) utilizaron el agua de coco para cultivar embriones de Coc11s y 

Ool11ro, observando resultados semejantes. 

Cap\ in y S1eward. ( 194B) dieron a conocer el e1edo del agua de caca en células aisladas 

de raíces de zanahoria, donde observaran crecimiento de células diferencidJs. Años más 

larde usando aguo de coco en combinación con 2,4-D, promovieron la división celular. Con el 

uso del agua de coco condujeron a la identificación qe otra clase de hormorm vegelales y 

demostraron una vez más la lotipotenciolidad. 

Mor el y Martín ( 1 952), fueron los orimeros investigadores que lograron obtener plantas de 

Dalia libres de virus a por\ir de merislemos apicoles. 

Muir el al., (1954), transfirieran s-:gmer\los de \ejido de callo a medio liqu:dv en agitación 

y tienen éxiio a! obtener cullivos en suspensión conleniendo células aislados y pequeños 

terrones o agrupaciones celulares. 

Skoog (1955). identificó io 6-íuriu•iaminopurina (cineiino) observando lo i1cbilidad de ésle 

regulador de cre·:imienlo vegetal poro :1iciar la división celular. Incluyendo cii::cininas en los 

medios de cultivo (]ue hizo posible !o oroiiferación de células y lo formación cie callos de un 

gran número de especies vegetal::::. ;nduciendo además, lo forrnaciún ~e esüuduras 

organizadas de olqunos de ésos especies. 

Skoag y Miller ( 1 957). usando ~r;rnbinociones de ouxinas y cinelino, ~anlroloron lo 

formación de bro\es y roices en cui\i•;os de eolios de \aboco. Por lo lonlo es posible inducir lo 

formación de rai~:;s decrementando :;i 7: de cinetina en relación con auxino , r~ientras qu:; al 

inveriirlos se induce la formación de ;¡;;rnos que se desarrollan mós larde corno brotes. 

Muir ( 1958) con lo técnica de nodriza y crecimiento en microcámoras aisló y describió las 

caracieríslicas de los clones celulares aislados. 

~furashige y Skoog, ( 1958) desGrrollaron un medio nutritivo con el q;Je lograron un 

crecimienlo rápido de tejidos de !aboco. En la odualidod, los sales inorgánico: de ese medio 

de cu\\ivo se uson con bos1an1e éxilo en casi 1odas las especies. 

10 



Las aclividades en ésie campo se iniciaron en México en 1970 o raíz de la firma de un 

convenio de colaboración cienliíica en\re México y Japón que trajo a varios investigadores 

japoneses al Colegio de Poslgraduados de Chopingo. Posleriormenle un grupo de invesligodores 

del depariemenlo de bioquímica vegela! de la división de esludios de pasigrado de la F aculiad 

de Química de la UNAM, comenzó a emplear las técnicas del cul\ivo de células y tejidos 

vegetales como una nueva meiodologia de gran potencial para apoyar la investigación 

bioquímica básica en pionías. 

En 1975, la visita de! doctor Yasuyuki Yamada, de la universidad de :<iofo, propició que se 

esiobleciero una relación académico con la Asociación ln\ernocionol de Cul\ivo de Tejidos 

Vege\oles (IAPTC). 

El 18 de Junio de 1980, se esicb'ecíó lo Asociación Mexicana de Cullivo de Tejidos 

\fegelales. 

En lo que r1o ésia dicip!ino se rekre, México y altos países del Tercer fAundo podrían 

obtener grondes beneíÓJs rJ cario y :ergo ploz·J, ofreciendo posibilidodes inleresanles de 

cesorrollo poro lo hodiuJi\ura y lo incus\rio farrnocéulíca nacíonoi (Ci\a de Navarro y Vero. 

1988). 

2.3 M 1 C R O P R O P A G A C 1 O ~J 

Lo mullíplicoción ínlensivo de plar,ios empleando los iécnicos 1!1 ¡.;//ro ha sido uno 

poderosa herrcmienla en la floricultura de! siglo XX. Esle éxi\o ha propiciado el empleo de lo 

micropropogoción de hor\olizas, fruloies y rnós recien\emenle especies íoresiaies. 

principalrnen\e aquellas en peligro de exlínción. Los resultados disponibles hacen suponer que 

!o micropropogoción subsií\uiró los sisiemos convencionales de mulliplícoción de muchos 

espeCies. 
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Debido o lo versatilidad de los sistemas de micropropogoción, se han realizado 

investigaciones con el objeto de micropropagor especies que crecen en zonas áridas como son 

la moyorio de los cocláceos. Estos especies han sido fuente de productos desiinodos lonlo o 

lo alimentación humano y del ganado, asi como de una diversidad de usos industriales. La 

posibilidad de multiplicar masivamente, copias de individuos sobresalientes, hace muy alraciivo 

el uso de la micropropagación (Villolobos y Escobar, 1985). 

El primer investigador que sugirió el uso de las técnicos de cultivo de tejidos vegeloles 

paro lo propagación de las cociáceas fué Maushet er. 1977. 

El desarrollo de dichos mélodos de propagación poro éstos espwes podría ayudar o la 

preservación y diseminación de muchas especies en peligro de exlinción ( Clayion, 1 987). 

Mauseth (1977) utilizando el medio basal de Lin y Staba brevemente modificado probando 

6 combinaciones de ouxinos y citocinir:os logró e! crecimienio de callo en diíe:renie prowrción 

con lodos las combinaciones en lo mcr)'orío d-: los especies probados y 11 de éstas iueron 

cultivados exitosamente. ~.demás sugirió cambiar conslon\emenle el medio en ei oue se 

encuentra e! co!b pues és1e se puede ~esecm y perder íriabilidcd . 

Mauselh (1979) logró inducir lo formación de r::Jices y yemas axilares er, 10 diferentes 

especies de caclácecs con una modificación oi medio de Lin y Slaba 0,\ucoelh y H<J!perin 

1975) prob·::ndo diferenles concentraciones de BAP (benziiGminopurina) repodó que los 

concentraciones más eíedivas fueron i y 1 O mgílt de 8.1\P. 

Johnson y [miro (1979), invesiigoron el poiencial del culiivo de iejidos en lo propoqación 

de cocláceGs en rnedio MS adicionado con varios requlodores de crecimiento poro 3 diferentes 

especies, reportando que lo orgonog~nesis y proliíeroción de callo puede ser controlada con 

los reguladores de crecimienio probados. Logrando la elonqoción de brotes en 2 especies y la 

formación de roices en 4 especies. 
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S!arling ( 1 935) logró lo propagación de f. fJr/ílc;p;s en medio basal MS con olla 

concentración de ci!ocininos y boja concenüocion de ouxinos con e! que logró lozas 

considerables de producción de brotes. 

Cloy!on el al., ( 1990) investigaron el efedo de! medio basal con diferentes 

concentraciones de ouxinos y ci!ocininos en lo propagación de brotes axilares de 11 diferentes 

especies de cactáceos en peligro de extinción, repodando que poco o ~así nado de cuxinos 

pero uno concentración moderado de ciiocininos fue suficienie paro producir brotes axilares. 

Todos los especies enraizaron con med;o sin hormones. Sin embargo, varias especies 

enraizaron en medio con ouxinos. Todos ésios Dionios íueron colocados en in-vernadero. 

Rodríguez el al., ( 1990) iograron io microo: o¡:;ogJción d:: e3pe:;es \oies como L. 

missovrMsis, O. er;Íioceo, !. pr;,~·cio;s enire airas. "'" ~! ioborGiorio de cui',ivo de iejidos de 

C!ATEJ. 

Rodríguez y Rubluo ( 1992) estudiaron io resoueslo morfogenéiico ;,? vilrO de Azldlvrll 

r;//e,r/ ob\eniendo callo, brotes, esiruciuras ernbricnorics y en c!gunos cosos se consig:Jió 

propagación masivo donde 2 bro\es de 60 produjeron roices en un medio suplementado con 

IBA. 
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2.4 LAS BACTERIAS Y SU IMPORTANCIA 

Lo potencialidad de algunos microorganismos poro producir enfermedades es muy grande, 

principalmente el de los boclerios que siguen presentes en lo población y que son culpables 

de uno morbididod considerable. 

Esto tiene gran importancia especialmente en los niños en quienes existe un riesgo mayor 

de que se desorro\ien infecciones gas\roin\eslinoles y nasofaríngeos. Según se ha indicado un 

elevado porcenioje de la población presento uno sensibilidad oumen\odo o los infecciones. 

Dicha suceplibilidad existe en el recién nacido y personas enfermos, débiles, quemados, ele. 

Muchos de las bacterias asociadas con infecciones son miembros de la microbioto norma! 

del hombre como son Proie11s, !Scheliéliió, Pse11domoíiOS, Slopl!ylococclfs y varios boc\erias 

intermedies de! grupo [sc/;er. .. él!io-So/mo.r;d/o. 

En és\e apor\odo se presentarán los coroc'tristicos y ia posible imporioncio clínico de 2 

bcc\erics y su signiíicodo médico así como le importancia en lo producción de raíces de 

plantos por porie de Agmbocier;vm rhéol}é'flé'S .. 

Perlenece o la familia [íileroóoc!moceof y su nombre se derivo de lo raíz griego "colon" 

(intestino largo). 

Los procesos poiológicos producidos con mayor frecuencia por ésto bocieric en el hombre 

son !os que cfecian el tracto urinario y o los riñones por vio hemotógeno o linfática, aunque 

con mayor frecuencia, siguen las vías ascendentes desde lo uretra y a través de lo vejiga 

hcs\a alcanzar los uréteres y el riñón. 

[ col/ es un microorganismo que in\erviene can frecuencia en las peritonitis, apendicilis, 

e infecciones de lo vesícula biliar y las vías biliares en conjunción con o\ras baclerios 

entéricos. también suele hallarse en lo piel del peritoneo y en los genitales, iníec1ondo con 
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infeclondo con frecuencia pequeños heridos que se coniominon con orino o con heces, siendo 

el más frecuentemente deiedodo en' los procesos sépiicos grom negoiivos que dan lugar o 

uno boderemio. Lo frecuencia de ésio enfermedad se ha enconirodo en niños de corto edad y 

en individuos superiores o las 60 años, las intervenciones quirC~rgicas o los exploraciones 

inslrumenloles del conduelo inleslinol biliar o del lrocio geniio-urinorio pueden favorecer lo 

aparición de éste lipa de sépsis (Davis el al., 1979). 

A!Jroóoclmilm ri!ÚrJyMes 

Perienece o lo familia l?t1i?oM;rceoé' y su nombre derivo de los rarees gne<;os "agrus" 

(campo), "baklerion" (pequeño bacilo), "rhiza" (raíz) y "gennaio" (productor). 

Esla bocierio gram negoli·10 es causante de que se formen raíces veliw!Js y con 

deformaciones e:: forma de uno masa enirelazoda y fibroso. Puede ser huésped cuJ::do existe 

uno previa lesión en ei tejido de !as plantes (Buchanan y Gibbons, 1984). 

Por medio de los técnicas de culiivo de tejidos se ho logrado inducir la fc·~oción de 

raíces de picn\os con A. !hizogeaes, la cual, una vez que ha expresado ei ger::o específico 

para \al función pierde su imporloncia en ios planios, es decir lo presencio de lo bocieria poro 

la planto resulto innecesario. Sin embarg·:l, se ha pensado en lo posibilidad de en·:c.niror une 

subsloncio de origen vegetal la cual al ser aplicada inhibo su crecimiento cuando :<::: requiera. 

eliminando así el uso de onlibiólicos que podrían perjudicar el crecimiento de los ,,.:;.:-:\eles. 

Slo,ohylococaJS Otlrevs. 

Pertenece a !o íomilio illcrococcoceoc; boder!o gram positivo, cocos redondvs que se 

don en coroderis\icos cúmulos parecidos o racimos de uves. Su nombre derivo ·::e la raíz 

griego "s\ophy!e" (racimo de uvas). Su ospedo en agar sangre es, color,ios grandes 

pigmer:iadas de· color oro; generalmente hemoliiico beta. Lo mayoría de los cepos palógenos 

son positivos a coagulosa, ADNosos, fosío\osa y manila!. 
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El S ourevs liene un amplio poder pológeno y dislribución ubicuo; es lo causo más 

frecuente de furúnculos y ántrax, osi como de os!eomielilis; es capaz de producir una gran 

variedad de enfermedades, Jales como neumonía, endocardilis, meningiiis e impeiigo. La 

enterocolilis eslafilocócica es un proceso agudo y fulminante que se produce cuando el S 

ouré'us colonizo la mucosa inteslinal y el contenido dei inles\ino, ésta enfermedad suele ser 

secuela de un lratomienlo con anlibiólicos de amplio espectro o un proceso terminal en 

pacientes con shock grave o con una hemorragia inteslinal (Davidshon cnd Henry, 1977). 

Cierlas cepos elaboran una enleroloxino que produce inloxicaciones alimenlarias. 

Parece que hay un número infinilo de vorienles que han de lenerse en cuenla denlro del 

grupo de las baclerias designado S oureus. Debido a que los es1oíilococos originan con 

frecuencia mulanles resislentes a los aniibiólicos en lo actualidad han pasado o ocupar una 

posición especial para la quimiolerapia aniibacier:ana (Davis el al., 1979). · 
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2.5 EFECTO DE LOS ANTIBIOTICOS 

Lo desüucción de microorganismos por medio de íórmocós, se inició con los esludios 

pioneros de Erlich, que culminaron con lo obtención del solvorson para el tralcmiento de la 

sífilis y la introducción de las sulfomidas en 1935. Desde entonces se han sinleiizado 

numerosos subsiancios con odividad antiboderiana cada vez mayor y con una menor 

ioxicidad. 

El término antibiótico se refiere a substancias elaboradas por microorganismos vivos que 

lienen la capacidad de inhibir el crecimienio de airas microorganismos. Es bien conocida la 

hisloria del descubrimiento de la penicilina por Fleming en 1929, su aplicación, ;rol amiento y 

desarrollo subsiguiente de nuevos antibióticos. 

Los antibióticos ejercen su efecto en 3 formas principales 

! . - Evitando la sinlesis de pared celular 

2.- Inhibiendo la siniesis de proteínas escenciales 

3.- Aíedondo lo permeabilidad de !o membrana celular 

Los anlibiókos que inhiben lo síntesis de proteínas son generalmente bc::eriosláticos, 

mieniros que los demos son boclericidas. 

La tendencia de muchas bacterias o hacerse resis!enles a los antibióticos, e 0nsliluye un 

problema muy serio, especialmente en cuanto a los estafilococos y bacilos tub::'culosos que 

han causado un número alarmante de infecciones serias. 

La evolución de lo resistencia aumeniada de los bacterias no esió del iodo :JCiarodo. Se 

sebe que iodos IGs poblaciones baclerianas son heterogéneas en cuanto a su suce;;libilidad. 

El número de boclerias resistentes dentro de una población puede aumeniar 

esponláneamenie corno resultado de una rnuiación o quizá debido a una d~p\ación, en 

algtJnos cosos se presenla en función de la producción de uno enzima especifica que destruye 

el fármaco. También es pQsible que un organismo pueda llegar a ser depend:enle de un 

antibió\ico. 
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Recientemente se he demostrado que les bacterias resistentes o los fármacos contienen 

un elemento genético extrccrcmosómicc compueslo de AON, el fodor <R> . Series de genes 

que determinen su resistencia están unidos el fcdcr R, que se produce y honslodo de célula e 

célula, hcnsmi1iendo osi le resistencia e cepas onles sensibles (Mitsuhoshi, citado por 

Dovidsohn y Henry en 1977}. Es importante por lo lente elegir el anlibiálica más carwenienle 

con le ayudo de pruebas de suceplibilidod. Aunque la relación entre los resultadas de los 

pruebas de suceplibilidad ;Í7 v;/ro y lo respuesto e! lratamienta con antibióticos na es siempre 

diredo (Dovisohn y Henry, 1977). 

2.6 PLANTAS CON PROPIEDADES MHIMICROBIANAS EN CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

Con el descubrimiento de lo penicilin·1 y olros onlibiolicos se incrementó el in\erés por iD 

inves1igoción y búsqueda de subs1oncios con actividad boclericido. Eslc propiedad en ias 

p\an1os ha sido reconocida desde hoce yo muchos años y desde el inicio de ésle siglo, han 

sido objeto de numerosos invesliqociones, obleni';ndo en le moyorio de !os coses resui\odos 

so\isfoc\orios. 

Carlson y Doug!os. ( 194 7) pobaron los exüodos de 14 plantos con solución salina, 

amodiguodor p\-1 4, omor1iguodor pi-\ 9, n2S04 o! í .5% y e1er, los cuales se enconlró, inhibion 

a [ col/ y .S: ovrevs. 

Corlson e\ o\., ( 1947) en un exómen preliminm con 550 picnics con los que prepararon y 

probaron ex1rac\os con solución salino. ácido, e\er, ácido débil p\-1 4 y bese débil p\-1 9, 

de\ec\oron susb\oncíos on\ibió\icamen\e odivos cortiro [ col/ y S ovrevs. 
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Me Cleary et al., ( 1960) en un ensayo en el que probaron. un extracto etanólico de Peyote • 

( iop!Jop!Joro w;l/;óms;i"), separaron una substancia llamada "peyacadin" que mostró actividad 

antimicrobiana contra un gran número de baderias qram + , gram - y una especie de 

hongos imperfectos, lo cual inhibía el crecimiento de baderias tales como: 8. svMI/s (USDA 

220), r: col/ (ATCC 8677), S. ourt>vs (USDA 2091), Slrt>p/occocus pyogeot's, S. &p!O&rmis 

entre otras. 

Mal hes ( 1963) cuando creció álamo (P. lrt>mv/o;és) 1Í'J vrlro por 3 semanas sobre agar 

obtuvo substancias antimicrobianos que produjeron zonas de inhibición cuando !os placas 

fueron inoculadas con 8. suólll!S, 8. ct'r&us, S. ourt>us, Pt>oiallivm, Soccf.oromyces ct>rms;Ót' 

enlre otras. 

Compbeli et al., (1954) en cultivos de plantas de lechuga y coliílor suplemeniodos con 

agua de coco y ANA (ác.ldo nalklenocéflco), lograron inhibición en el crecimiento de S ovrt't'S 

y JfycoóoclmiJm pliléi 

Khanna y Staba (1968) estudiaron lo actividad de 24 plantas en cultivos de células en 

suspensión y callo contra r: colí,' S. ovreus, Jlycoóocler;i;m smepmol!s y C. o!M:ofls 

reportaron qut los extractos de callo fueron más activos contra S our&us y r: coY, además 

encontraron que el medio contenía substancias activas contra gram-, más que contra gram+ , 

y que en general los tejidos vegetales presentaron mayor actividad coniro grorn+. Mathes 

( 1963) había repodado anteriormente adividod onlimicrobiona en el medio con ogor de 

aproximadamente el 65% de 29 cultivos estudiados. En éste estudio el 80% de 24 cultivos 

probados tuvo actividad antimicrobiona. Compbell el al., ( 1964) habían hecho uno observación 

similar en cu!livos de lechuga y coliflor. 
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Khonna el al., (1971) repodaron aclividod onlimicrobiana en medios de cullivo con ogar • 

viejo y exlrodos de callos de 1 O diferentes especies de plan! as conlra F. col!,· S. ovre¿¡s, C. 

o/ó;éons y S. 11vplloso. 

Veliky y Genes! ( 1972) deleciaron una significativo aciividad onlimicrobiano en exiroclos de 

cé!u!cs en suspensión de Coa·7oóis solivo. Presentando uno mayor actividad contra 8. 

meqo!er/¿¡m, S. ovreus y F. coli Siendo inadivos contra P. oeruq;i7oso y C. o/ó;éoas. 

Veliky y Leila ( 1974) probaron exlroclos de vanas plan! as enconirondo que los 

ex1rodos de foclvco solivo, Connoó/s solvo e /pOílemo sp. fueron los más odivos, 

mosirando olividad con\ro S. 01/íé't!S, 8. me;;oler/¿¡m, F. col!,· P.· oer¿¡g;Í7oso y 1/. smf!}moks . 

.l•kgul (1989) probó !o odi'.lidod on1imicrabiono de! ocei\e escencioi de semillo-s de comino 

cor:üa 1 O bacierias y 1 O mohos asociados con comida en descomposición. El aceile fue 

probado a 0.01, 0.05 y O. 1% encon1rémdose que cierios bocierias como [ OélO!Jé'r?é'S, 8. 

cr:,re:./5' y d Sü'Ó/;/s fueron inhibidos compielomente por 0.05 y 0.1% de aceite. Los mohos 

fueron más resislenies que los bacierios aunque en algunos reiordó lo esporuloción. 

Viromonies ( 1991) obtuvo un liofilizado de Peyoie (f o,.oho.o.?oro ;ni/ioms;i') después de 

determinar lo dosis mini me inhibitorio que se encuentro en\ re 40 o 200 mg/ rnl con\ra las 

boc~erios S. OiJí,~tJS. [ e oí/ y P oert!_,OIÍ7oso. 

2.7 MW.BOLITOS SECUNDARIOS 

Existen cuatro categorias principales de productos secundarios: aceites escenciales, 

glucósidos, alcaloides y enzimas. Los primeros consisien en mezclas de terpenoides que se 

usan como soborizon\es, perfumes y solventes. Los segundos incluyen ílavonoides, soponinas y 

glúcidos cianogénicos, también se puede mencionar el aceite de mostaza que se emplea como 
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colorante para alimentos. Los alcaloides son un grupo muy diverso que incluye más de 4000 

compuestos conocidos. Casi todos los alcaloides naturales san de origen vegetal. Estos 

compuestos generalmente son muy activos fisiológicamente en los humanos y por consiguiente 

son de gran interés en la producción de fármacos. Algunos ejemplos de alcaloides son la 

morfina, cocaína y atropina. Entre los enzimas aislados están principalmente las hidrolasos. 

tales como proteosos, omilosos y ribonucleasos (Reyes y Loyola. 1985). 

2.8 PRUEBAS DE PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS 

Desde hoce más de 20 años Corew y S tobo ( 1965) señalaron que los cul1ívos celulares 

de plan\as representan uno ín\eresanle al\ernoliva bio\ecno\ógico poro obtener compuestos 

secundarios. Este argumento ha sido repelido en numerosos revisiones bibliográficos en los 

que se pwpor~e además la uiii\zoción de medios odecuodos. elici\ores y oüos oile:nolivos poro 

optimizar la producción de dicr:os compuestos .. ~ pesar de las posibilidodes polenciules, soi0 

un producto, Hchícor~ír~o" ha sido dado ha conocer y manufacturado cornercio!meríe. En io 

producción de producivs oniimicobianos, le producción t:ioiecnológica ::3 ic únicc posibilid0~ 

poro la obtención de los produdos secundarios correspondientes, p;r lo que el interés 

comercial en la producción de compuestos secundarios se ha increrner,bdo ndoc,iernenle en 

los ú!límos años (Becker 1987). 

Fu jita y Te bala ( 1987) reputaron que en 1983 lograron obtener une producción comercial 

del meloboliio "chiconina" con células de itllios¡;erm{j/n ef)flirorlltzor; y señolaron odemás lo 

·1mpodoncia de ios componentes dei medio, \os \ilohormonos y \o der~sidad ceiu\or en la 

regulación de lo producción de melobolilos secundarios. 

Algunos veces los melobolilos secundarios pueden ser producidos por órganos 

diferenciados de los pianlos como son los raíces adver~licios. sin embargo, el crec!mienlo de 

ésio es mlf¡ lenlo por lo que se utiliza lo bacteria A. r/i;~-upenes paro inducir la lorrnoción de 

los raíces. 
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Eilerl et al.. ( 1 987) ensayaron lo respuesto de los cultivos celulares de Po,oover 

somflifervm y Colóorofl!livs rosevs utilizando elicitores, poro la acumulación de compuestos 

secundarios (alcaloides). obteniendo con P. somflifervm uno acumulación de 6.6mg/g peso 

seco del compuesto llamado "Sanguinarina" utilizando una preparación de 8oirylts como 

elicitor, otros elicitores fueron menos efecientes con yna acumulación de 2.9 peso seco. El 

compuesto no solo se acumuló en las células sino que del 10 al 20 % del total de 

sanguinarino se acumuló en el medio. Además demostraron que lo reelicitoción incremento la 

producción del compuesto. Con C. rosevs baio las mismas condiciones encontraron que el 

elicitor más efectivo fue la preparación P. oplio!lio'ermo/vm repodando que: "una linea 

celular no acumuló ninc¡un alcaloide, cuatro respondieron a la acumulación de "triplamino" y 

solo una línea celular respondió o lo acumulación de varios alcaloides". 

Buiierlaor el al., ( 1992) probaron varios elicilores bióticos y abiólicos para incrementar lo 

producción de "Thiofeno" por rcices de !ór¡des polvla reportando que en general los 

eliciiores biólicos fueron eíedivos, logrando el incremento mayor el eiicilor de exiroclo de 

As.oe.'{ldvs fliger con un incremento de 85% comparado con el conlro!. Los elicilores abióiicos 

por su parle tuvieron un efedo re!oiivamenle muy bajo. 

Pondo ei al., (1992) estudiaron el efe,.:lo de nutrienl~s especiales sobre el crecimiento y 

producción de alcaloides en cullivos de llolorrlie/o Ofl!ídysefl!erico con respecio ol incremento 

en el rendimíenio del alcaloide "conessino", uno droga terapéutico usado en el lro1omienlo de 

disenteria y alteraciones h~lminticos, obteniendo una síntesis del alcaloide de 0.66/100g peso 

seco celular, lo cual represento 4.25 veces más de lo oblenido en medio eslandar. 
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Par k y Moriínez ( 1992) mosiroron que uno estrotegio efectivo poro incrementar lo • 

liberación de ácido rosmorínico es lo permeobilizoción continuo. de células de Colevs ólvme/ 

preocondicionodos con DMSO (dimelil sulfóxido), conservándose al mismo tiempo lo viabilidad 

celular. Cuando los células no preocondicionados se permeobilizan can DMSO pierden viabilidad 

y el produdo realzado es relolivomenie bajo 0.49g de ác. rosmorínico/100g peso seco celular, 

con 1% de DMSO. Por otro pode, precondicionondo las células el produclo elevado alcanzó un 

máximo de 2.85g de ác rosmorínico/100g peso seco celular con 5% de DMSO, el cual fué el 

66.4% del total de ác. rosmarínico producido. 
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HIPOTESIS 

Los codóceos !euclilmóergio prmc¡p;s y S!eílocereus querelorOé'í!SIS 

contienen substancias capaces de inhibir e! crecimiento microbiano: éstos cuando se les 

aplico un factor obiólico de estrés (salinidad), pueden incrementar lo producción de 

melobolilos con aciividod onlimicrobiono. 

OBJETIVOS 

1.- Delectar actividad onlimicrobiano en ! euc/ile!7Óé'r!Jiá fX!.'lC!f.iiS y Simoce,revs 

qveré'/orOé'í!SIS producidas i!l vi/ro. 

2.- Aplicar el factor salino de estrés para observar posibles variaciones en la producción 

de me\oboliios con actividad on\imicrobiono. 
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111. M E T O D O L O G 1 A 

3.1. MATERIAL BIOLOGICO 

El mol erial vegelol 1 ueron broles producidos ifl v;/ro de los siguientes especies: 

Broles: 

! evcli/móerqio ¡;r;;7cp/s 

S/eflocerevs qverekromsis 

Céiulas en suspensión: 

S/cMccrevs qverc/oroef!s/s 

3.1.1 MICROPROPAGACION DE LOS 8ROTES 

Se sembraron los broles de coda especie en frascos de aiimenio iníonlil, conteniendo 25 

mi dei medio MSC [medio básico Muroshige y Skoog (1962) adicionado con los vitaminas L -2 

(Phillips y Collins, 1979), 0.02mg/l de ácido noíiolenccélico (ANA) y 5 mg/1 de 6-furfuril 

ominopurino (KIN)J utilizado poro lo producción de broles (Cioyion el ol, 1990). 

Los resiembras o medio de cultivo fresco se efeduaron codo 4 semanas. 

Paro preparación de medio poro broles eslresodos solo se le agregó al medio MSC 2.4% 

de NcCI, lomando ésla como lo canlidad de NoCI que posee el agua de mor (Greenberg el 

o\.,1980). El esirés solino se aplicó o los broles por espacio de 2 semonos. 
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3.1.2 CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION 

Se lronfirieron frogmenlos de !ejido de callo o medio liquido 322 [Medio básico de 

Muroshige y Skoog adicionado con los vi!ominos L -2 (Phillips y Collins, 1979) y con los 

reguladores: ácido 2,4-diclorofenoxiocélico (2,4-D) 3mg/l, ANA 2mg/l y KIN 2mg/1) en 

mohaces erlenmeyer que fueron colocados en ogiloción duronle el periodo de cullivo poro 

oblener células aislados, lomando los podes más friables de éste poro hacer más rápido el 

eslob\ecimienlo de\ cultivo. 

Poro lo preparación de células en suspensión eslresodos se agregó 2.4% de NaCI al medio 

322. El estrés salino se aplicó o los células duranle 3 dios. 

los cepas de boc\erias que se ulilizaron fueren: 

[schericl!io coli AICC-3739 (8 046) 

Slo¡;llyloccocvs ovrevs MCC-6533 (B 047) 

Agroóocler/tJm rlléoge,r;es LBA 9402 

Todos del banco de cepos de CIATEJ. 

3.2 CONDICIONES AMBiENTALES DE INCUBACION 

Los broles fueron incubados o 27 + /- 2 · C, bajo un fo!operiodo de 16 hrs. y con uno 

inlensidod luminoso de 1500 \ux (\ámpma). 

Los matraces con las células en suspensión fueron colocados en agitador orbital, con uno 

ogi!oción de 150 rpm, o 27 + - 2 · C con foloperiodo de 16 hrs. y con uno intensidad 

luminoso de 1500 lux (lámparo). 

26 



3.3 OBTENCION DE EXTRACTOS A PARTIR DE BROTES Y CELULAS EN SUSPENSION DE 

LAS DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS CULTIVADAS iá vilra 

los brotes y células de cada especie por separado fueron macerados (las células se 

filtraron con un embudo y papel fi111ro antes de ser maceradas) en un modero hasta tener un 

volúmen de 10 mi. de codo especie vegetal (Fig. 1a), o los cuales se les agregó 5 mi. de uno 

solución de NaCI al 0.9% esterilizado en autoclave durante 15 min. o 120 lbs/pg2 (Fig. 1b). 

Esto suspensión se mantuvo en agitación durante í hr .. o temperatura ambiente y 

posteriormente se distribuyeron 2m! en codo uno en 4 tubos de ensayo (Fig. 1c). 

Al tubo No. 1 se ie agregó 2 mi. de solución salino al 0.9% 

Al tubo No. 2 se le agrego 2 mi. de H2S04 al 1.5% 

Al tubo No. 3 se le agregó 2 mi. de solución amortiguadora pH 4.0 

Al tubo No. 4 se le agregó 2 mi. de solución omorliquodora pH 9.0 

Codo iubo de ensayo í ue mezclado con un agitador vorlex durante medio minuto y sellados 

con uno película de piás\ico odherible poro ser guardados en uno bolsa de plás\ico negra en 

refrigerador durante 24 hrs. como se muestra en lo figura 1d (Cor!son y Douglos. 1947). 
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3.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE BROTES Y CELULAS EN 

SUSPENSION DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE CACTACEAS PRODUCIDAS i11 vilra 

Los diferentes boclerias se sembraron en sus respedivos medios: 

E: col/ y S: ovrevs en medio TSA (tripticaseina soya agar) y se incubaron a 37'C durante 

24 hrs. y A. r!;izotJ&fi&S en medio YMB (Caldo manniiol levadura) o 37'C durante 48 hrs (Fig. 

1e). 

Posleriormenle con el material previamente esterilizado y en campano de flujo laminar se 

removieron las baderias, agregándole a cada caja 1 O mi. de su respeclivo medio, con la 

ayuda de una asa baderiológica, utilizando paro ésto el mismo medio en el que fueron 

sembradas pero en eslado liquido, esto es, YMB y TSA pero sin utilizar agar en su elaboración 

{Fig. 1f). 

El liquido con las boclerias fué vaciado en frascos estériles y se hicieron diluciones de 

éslas, uliiizondo medio liquido del mismo que se utilizó poro lo remoción corno diluyente 

(Fig 1g). 

Poro E: col/ se utilizó la dilución 1:1 O con una densidad óplica de 1.550. 

Para j~ ovr&[JS se utilizó la dilución 1:12 con una densidad óplica de 1.400 

Para A. rhizogffles se utilizó la dilución 1 :3 con uno densidad óptica de 0.400 

(Salinas, 1993). 

Con un hisópo estéril impregnado con la dilución de baderios se sembraron cajas Pelri de 

vidrio (100 mm x 20 mm) las cuaies contenían medio especifico para codo bacleria el cual 

fue preparado con anterioridad (Fig. 1 h). Una vez sembrados las cajas se colocaron los 

penicilindros fabricados de vidrio según medidos de lo AOAC (Herlich, 1990). 

Se distribuyeron 4 penicilindros en coda coja, uno para cada extracto a probar (fig. 1 i). 

Las cajas fueron rotuladas con marcador indeleble indicando nombre de la bacteria y 
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localización justo abajo del penicilindro donde íueron colocado codo uno de los exlrados a 

probar (rig 1 j}. 

Antes de aplicar los exhodos, el tubo No. 2 que conlenio el macerado de la planta y 

ácido sulfúrico o\ 1.5% se neu1ralizó con uno solución de NoOH 0.1N. luego con uno 

micropipela se depositó en su respectivo penicilindro los diferentes exlrados (Herlich, 1990). 

Se \aparan los cajas y se incubaron a 27 · C, E col/ y S. ovrevs duran\ e 24hrs. y A. 

rliizogenes durante 48hrs. 

Una vez transcurrido ésle tiempo se observaron y repodaron resuiiados midiéndose en 

milimehos los halos de inhibición provocados por los exlrados. 

Las pruebas de evaluación de la aclividad antimicrobiona de los brotes lanlo eslresados 

coma no eslresados de S. qvereloroensis y f. princj;rs se hicieron por triplicado con coda 

bacteria, posleriomenle las medias enlre lrolomienlos se compararon utilizando lo prueba de 

"\" de Siudeni (Sieel y Torrie, 1980). 

Los pruebas de evaluación de lo actividad anlimicrobiona de !as células en suspensión 

~;;slresadas y no esiresadooo para S. qvereloroensis se hicieron de la siguiente manera~ 3· para 

cado baderia pero le primera con las células eshesodas, lo segundo con células estresadas 

pero con lres lavados cof\ solución salina fisiológico of\1es de lo preparación de los ex\rodos 

y lo tercera con células sif\ estrés. 

También se hicieron 2 pruebas de lo actividad on(imicrobiono de los soluciones utilizadas 

para lo preparación de !os extractos (conlrol). 
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IV. RESULTADOS 

4.1 MICROPROPAGACION DE CACTACEAS 

4.1.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO 

o. Micropropogoción de los brotes. 

Se m1cropropogoron brotes de los espec1es f evc!Jié'!!óergio prlilcbis y SIMocerevs 

qvereloroMs/s y se mantuvieron libres de contaminación hasta e! momento de ser 

uli!izodos :::n lo elaboración de los ex\roclos. 

b. Iniciación del cultivo de células en suspensión. 

Lo proliferación ce!u!ar se obtuvo o pariir de eolio de S .!Jt/ereloroét:Si"~ monteniéndose 

libres de contominocion en el medio descrito anteriormente durante 2 semanas poro 

posteriormente ser utilizadas en lo preparación de los extractos 
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4.2.1 ACI\V\OAD ANI\M\CROB\ANA OE BROIES OE S quereloroensis PROOUCIOOS in v;tro. 

a.) Contra [. col/. 

1. Los extractos obtenidos con solución salina (S.S.) formaron halos de inhibición con una 

media de 1 mm. tanto para los brotes estresados como para los no esiresados. 

2. Los exlracios obtenidos con la solución de ác.ido sulfúrico al 1.55% (neutralizados) 

formaron halos de inhibición con una media de 0.66mm para los brotes sin estrés y una 

media de 1mm. de inhibición irregular y difusa para los brotes estresados. 

3. Los exiracios obtenidos con la solución amortiguadora pH 4 formaron halos de inhibición 

con uno medio de 1 mm paro los brotes sin estrés y de 2.66mm poro los brotes eslresados. 

4. Los exiroc!os obtenidos con lo solución amortiguadora pH 9 formaron halos de inhibición 

con una media de 0.33mm para los brotes sin estrés y de 1.33mm con inhibición irre~ular y 

diíusa poro ios brotes esire~ados. (Ver tabla í) 

Tabla 1 Aclividad aniimicrobiano de exiraclos de brotes de S q!/é'ffhJfOé'!lS/s coniro f. coli 

~ 
=· de inhibición 

s.s. Ac:..Sulfúric:.o Amortiguadores 
0.5\ 1.55% pH 4 pH 9 e 

lmm lmm 1mm & 
S. 

rueretaroensis lmm lmm 2m m lmm 

(sin esct:és) lmm & & & 

Media X 1 0.66 1 0.33 

s. 2m m 3m m 2m m 3m m 
que.retcu:oensis 1mm o 4mm o 

(.::on estrés) 
& & 2m m 1mm 

1!edia X 1 1 2.66 q,3 
. . . ... 

& lnh1b1c1ón dentro de! peniCiilndro y un halo pequeño de menos de 1 mm fuero. 
~ Inhibición con crecimiento irregular y difuso. 
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b.) Contra S ovrevs: 

1. Los exiracios obtenidos con la solución salina (S.S.) formaron halos de inhibición con una 

medio de 0.33mm poro los brotes sin estrés, mientras que los brotes esiresodos solo 

moslroron inhibición dentro del pe ni cilindro y un halo pequeño de menos de 1 mm fuera del 

m1smo. 

2. Los extractos obtenidos con lo solución de ácido sulfúrico al 1.55% (neulralizados) 

formaron halos de inhibición con una medio de 0.66mm para los brotes sin estrés y de 

.033mm para los broles es!resados. 

3. Los exirados obtenidos con la solución omor!iguodoro pH 4 formaron halos de inhibición 

con una media de 0.33mm paro los brotes eslrescdos mientras que los broles sin eslrés no 

moslroron inhibición. 

4. Los exlrocios oblenidos con le solución omor!iguodoro pH 9 formaron halos de inhibición 

con uno media de 0.66mrn para !os brotes sin estrés y de 1.33mrn pero íos brotes 

es!resodos. (Ver labio 2) 

Tabla 2 Actividad anli;o-;icrobiona de exlroclos ce broles de _\ qveré'/i:"~.rot?.7S/S conlra S. 
utJfe!IS. 

h 
mm. de inhibición 

s.s. Ac.Sultúr:ico Amortiguador:e5 

e 0.9% l. 55% pH 4 pH 9 

o o o o 
S. 

queretaroensis lmm 2m m cont. 2m m 
(sin estrés! o () o o 

Media X 0.33 0.66 o 0.66 

S. & lmm o 4mm 

que.reta.roen.si~ & & lmm lmm 
(con est.rés) 

& & & & 

l'!edia X o 0.33 0.33 1.33 
... 

& lnh1b1CIOn dentro del pemcil1ndro y un halo peque~o de menos de 1 mm fuero. 
N Inhibición con crecimiento irregular y difuso. 
cont.- coniominoción 
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c.) Contra A. rhizoqet~es: 

1. Los extractos obtenidos con solución salina (S.S.) no mostraron inhibición con los brotes 

sin es\rés, sin embargo, formaron halos de inhibición irrregulor y diíusa con uno media de 

0.66mm con los brotes es\resodos. 

2. Los exlrados obtenidos con solución de ácido sulfúrico al 1.55% (neutralizados) formaron 

halos de inhibición irregular y difusa con una medio de 0.66mm paro los brotes sin esirés y 

de 1.33mm poro los bro\es eslresodos. 

3. Los extractos obtenidos con solución omorliguadora pH 4 formaron halos de inhibición con 

una medio de 7mm poro ios brotes sin eslrés y de 8.66mm paro los brotes es\resodos. 

4. Los ex\rocios obtenidos con solución amoriiguadora pH 9 formaron halos de inhibición con 

uno medio de i .33m m para los bro\es sin es\rés y de 2m m con inhibición irregular y difuso 

para los bro1es es\resados. (Ver iabla 3, fig 2). 

Tabla 3 Aciividad cnlímiuobiano de exlraclos de brotes de S. qverE/orOM5'1S conlra A. 
r/iÚ'Oyf.flé'S . 

~racto =·· de inhibición 

s.s. Ac.Sulfürico .~r~ 1guadores 

Especi~ 0.92; 1.55'< pH .q pH 9 

o 2m m 9mm 3m m 
S. 

f<U~.r~t=o~nsi::; o o 5mm o 
(Si::l est.résl & & 7mm 1mm -

Media X o 0.66 7 1.33 

S. o 4mm llmm 5mm 

qu=~teu::o~=i~ 2n:!,m o 8mm l"!m 
(co::. est.:::é'l) o o 1m m o 

l!edia X u.~li l.JJ H.bo ~ 

!ilnh:tición dentro del penicilindro y un halo pequeño de menos de 1 mm fuero. 
N lniúción con crecimiento irregular y difuso. 

En lo primero de las tres pruebas los extractos de ácido sulfúrico est.resodo y no eslresodo mostraron 
inhibición dentro del penicilindro e inmediatamente después un halo pequeño de crecimiento bacteriana muy 
espeso y enseguida la inhibición con crecimiento irregular y difuso. 
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A) 

D\ 
u¡ 

Figuro 2. Actividad ontimicrobiono de extractos de brotes S. qvweloroer;s;~- contra A. 
rl!izopMes. A) extractos sin estrés 8) extractos estresados. 
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Se observó que independientemente de la forma y tamaño de los holas que se formaron con 

los diversos exlrados, los placas o los que se les aplicaron los extractos de brotes eslresodos 

presenloban un crecimiento bacteriano disminuido cuando se compororon con aquellos a las 

que se les aplicaron los edrados de brotes sin estrés. 
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4.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE BROTES DE /. pr;napis PRODUCIDOS ;n w1ro. 

o.) Conlro F. col/ : 

1. Los exlroclos oblenidos con solución salino (S.S.) formaron halos de inhibicion con uno 

medio de 0.66mm con broles sin eslrés, mientras que con los broles esiresodos moslroron 

inhibición solo deniro del penicilindro. 

2. Los exlrocias obtenidos con solución de ócido sulfúrico al 1.55% (neuirolizodos) formaron 

halos de inhibición irregular y difuso con uno media de 1 mm con los broles sin estrés e 

inhibición solo deniro del penicilindro por pode de los broles eslresodos. 

3. Los exlrocios oblenidos con solución amortiguadora pH 4 formaron halos de ir:f:ibición con 

uno medio de 0.66 mm pare broies sin esirés y de 0.33mm paro los broies esirescdos. 

4. Los exlrocios oblenidos con solución omodiguodoro pH 9 formaron halos d-: inhibición 

irregular y difuso con una media de 0.66mm con los broies sin esirés e inhibición ::oio deniro 

del penici!indro por pode de los brotes eslresados (Ver labio 4) 

Tabla 4 Artividad antimirrnbicna de PX!racins de brotes dP [ or/r;C/,:?IS conlra E '"k " " - . " " . --' . 
nnn. de inhibición 

~ s.s. Ac.Sulfúrico Arrort.iguadores 

e 0.9~ 1.55~ pH 4 pH 9 

lmm .,. 1mm 
L. 
principis lmm 3m m lmm 

(sin est.res) o o .,. 

Media X 0.66 1 0.66 

L. 
.. * lmm 

principis & & & 
(con est.rés) .,. .,. 

& 

Media x a o 0.33 

& lnhibicion dentro del penicilindro y un halo pequeño de menos de 1 mm fuera. 
N Inhibición con crecimiento irregular y difuso. 
• lnhibícion solo dentro del penicilíndro 

.,. 

2mm 

o 
0.66 

.. 
& 

" 
a 
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b.- Conira S ovr&!/5: 

1.- Los exlrados de !. priflc;j;is tanto de brotes eslresados coma de no eslresados no 

presentaron aciividad conlro S ovr&v5 con excepción de uno de los repeticiones de los 

exlroclos de brotes estresodos con ácido sulfúrico al 1.55% (neu\ralizados) que presen\ó una 

inhibición de 1 mm. 

e.) Contra A. rili?or¡m&5: 

1. Los extractos obtenidos con solución salino (S.S.) no mostraron inhibición con los brotes 

sm estrés, sin embargo, formaron halos de inhibición irregular y difusa con una media de 

0.66mm con los brotes esiresados 

2. Los exlroclos obtenidos cnn so!ucion de ácido sulf;j;;co o! 1.55% (neutm!izodos) no 

mostraron inhibición. 

una íYiedia de 7.66rnrn poro Oroles sin estrés v de iOrnm t:;.~;ra bro1e~ e-süesados. 

1tr.or11 dnr il 
,, '~ ':j•'''-'' ] 

difusa con una medio de 0.66mm poro los bre:i~s sin esirés y no mos\roron ningun iipo de 

¡nhibic:ór: les brotes esire~Jdo:; (Ve~ iob!o 5, fig 3). 

'-._ Extt:acto mm. de inhibición 
-..,___ 

J..c.Sutfú:::ico Amortiguadores 
~ 5.5. 

E::;pecie ~ 0.9< 1.55'< pH 4 pH 9 

" .. .. 7mm " 
L. 
p.rincipis o o 6mm 2m m 

(sin estt:és) o o lOmm o 
Iiedia X o o 7.66 0.6Ji 

L. o o 9mm o 
~=incipis lmm o 12mm o 

(con e"::.ré-") o o 9mm o 
!!:di a X 0.66 o 10 o 
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A) 

B) 

figura 3. Actividad oniimicrobiono de extractos de brotes !. ¡;í!iJc¡j;is contra A. 
rllizO!JMt:S. A) extractos sin estrés 8) extractos estresados. 
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4.2.3. .~CTIVIDAD ANTi~AICROBIANA DE CELULAS EN SUSPEt~SION DE S qt/~le/oroefi:>IS 

PRODUCIDAS ifl v1!ro . 

1. Células eslresadas con 2.4% de NaCI durante 3 dios 

El extrae! o de solución salino (S.S.) formó un halo de inhibición de 1 mm conlro F col/ y no 

moslró inhibición contra S oürevs y A rhéO!Jé'fl~s. 

El extroclo de solución de óc. sulfúrico al 1.55% (neutralizado) formó halos de inhibición de 

1 mm. coniro F. coli, 2m m conlro S Ot/fé't/5 y no hubo inhibición conlrc A rhéo!J~flé'5 

El ex\rocio de solución amor!iguudoro pH 4 formó holas de inhibición de 2mm irregular y 

difusa conkj [ cok 1 mm conhu S ouretJ5 y 5mm con\ro A. t/¡/,:-o!J~f!~S. 

El ex!roclc de solución omor!iguodoro pH 9 formó halos de ihibición irrregu!or y difuso de 

2m m conb F. coli y l mm contra S ouret/5 y no presentó inhibición con! ro A rhúi.-yé'/l~s. 

(Ver iob!a 6) 

íisiolóqica '~:-ttes de ic preparación de los extracios. 

E! exiracio de solución soiino (S.S.) rnos\ró inhibición solo dtntro dei p::ricilindro con •;n i1oic1 

peque no de menos de 1 mm fuero del mismo ce>nlra S !7~-V,Q!/5: 

El exiroclo de soluci6n de óc. sulfúrico ol i .55% (neulro!izoci0) presenió inhibición dentro dt:l 

penici!indro y un hcio peaueño de menos de 1 rmn fuero contra F. ce// y J: ot.revs, mien\ra: 

que contra A. ,r/¡¡jo!Jef!é'5 no rnoslró inhibición. 

El exlroclo de solución omorliguodoro pH 4 formó halos de inhibición de 1 mm conlro !. col!,· 

5mrn contra A. rhéor¡m~5 e inhibición dentro del penicilindro con un halo pequeño de menos 

de 1 rnrn b:ra del mismo contra S ourevs: 

El exiracio de solución omorliguadoro pH 9 mostró inhibición denlro de! penicilindro y un halo 

pequeño de menos de 1 mm fuero del mismo contra F. col/ y S oureus, mientas que con! ro 

A. rk?O(jfflf5 no rnoslró inhibición. (Ver labia 6) 
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3. Células sin estrés 

El exlroclo de solución salino (S.S.) presentó inhibición de 1 mm contra F. col/ mientras que 

contra S. o¿vevs y A. r.l;éoqefles no mostró inhibición. 

El exlroclo de solución omodiguodoro pH 4 solo formó un halo de inhibición de 5mm. conlro 

A. rl!i?O!Jt'flé'S. 

Los exlroclos de Solución de ácido sulfúrico ol 1.55% (neutralizado) y solución omoriiguodoro 

pH 9 no presentaron inhibición. (Ver labio 6) 

Tabla 6 Actividad oniimicrobiono de exiroclos de células en suspensión de S. !J!it'rdo,roefls/s. 

~-
mm. de 1nh1bic1on 

s.s. /o.c. sul 'fúr ice Reguladores 
0.9~ 1. 55'< pH 4 a 

'--
l lmm lmm 2f1!m 

E. col.;: 2 o 8 lmm 
3 ll o o 
1 o 2m m lmm 

S. a!l.re!ls 2 & & & 

3 1mm o llllm 
l o o 5mm 

A. riliz.ogenes 2 o o 5mm 
3 o o 5mm 

& Inhibición dentro del penicilindro y un ha! o pequeño de menos de l mm fuera. 
N Inhibición con crecimiento irrequ:ar y difuso 

tlH 9 

2fllm 
& 

o 
llllm 
& 

o 
o 
o 
o 

Los placas a los que se !es aplicaron los extraclos de células estresodos presentaron 

crecimiento boderiono diminuido al compararlos con lo pioco o lo que se aplicaron los 

extractos de células sin estrés. 
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4.2.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS PARA LA 

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS (como controles). 

Las solucion salino (S.S.), solución de ácido sulfúrico 1.55% y la solución amortiguadora 

pH 9, no presentaron inhibición contra ninguna de las bacterias empleadas. 

La solución amortiguadora pH 4 presentó inhibición dentro del penicilindro contra é. col/ y 

S: owevs y halos de 9 y 1 O mm contra A. ró/zo<]Mé'S. (Ver labio 7} 

Tabla 7 ?.ctividad aniimicrobiono de los soluciones empleados en lo preparación de !os 
extroclos. 

mm de ~nh~b~c~on. 
:s.s. AC Sulftir::.co¡ ¡;¡.,..,,,¡, rln,.,_, ::s;:· 

a 0.9'< l. 5~% J pH4 pH9 

S, o 
1 

o 
1 

o o 
au .. reus 

o 1 o 1 1r o ! 
1 

" " o ' o 
E. r_"":l.,íl.i. ' ¡ 

o o 
t 

" o 

o 1 o ! 9mm o 
A. 1 
.r.h..iZL.7ge..llBS. 

1 

o o i 10mm o 
i 

• inhibición solo dentro del penicilindro. 

Debido e los resultados obtenidos el probar las soluciones se decidió repetir los pruebas 

contra A. rli/?oqenes con los soluciones y medios de cultivo que se utilizaron para tratar de 

enconlrar !o causo de lo inhibición. 

Primeramente se probaron el medio MS y fAS con codo uno los reguladores de crecimiento 

ulilizodos para lo micropropogación /n v!lro de los especies utilizadas, los cuales no 

presentaron ihhibición en ninguno de los cosos. (V'Cr labia 8) 
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También se probó el medio MS y MS con codo uno de los reguladores de crecimiento que • 

se uiilizoron pero con lo adición de un volumen igual de omorliguodor pH 4 con los cuales se 

obtuvieron los siguientes resuiiodos: 

MS+KlN+B4 formó un halo de inhibición de 13mm 

MS+A~JA+B4 formó un halo de inhibición de 13mm 

MS+24-D+B4 formó un halo de inhibición de 13mm 

~AS+84 formó un halo de inhibición de 12mm. (Ver \ablo 8). 

Tabla 8 Aciividod antimicrobiano del Medio MS y MS con codo uno de los reguladores de 
crecimienlo presentes en el medio 322 coniro A. rl;izcge.r¡es. 

~~vos liS+2m:;/1 MS+2mg/1 MS+3rag/1 
de KIN de."JIA de24-D KS 

Bacter~a-......~ 

~in 

arrot iguador 
o o 

1 

o o 

con 
13mm 

1 

13mm 
i 

13mm 12mm arr.ortiguador 
1 

Tornando en cuenio é5i05 re:~i\odos se pensó que muy posiblemente ia causo de io 

inhibición fuero el pH, enlences se prepararon ornorlic¡uodores desde pH 3.6 hosio 5.8, éste 

(J!timo correspondiente el pH de los medios. Estos amortiguadores formaron halos de inhibición 

de 16rnrn paro pH 3.6, 16mm para pH 3.8, 15rnm poro pH 4, 15rnrn para pH 4.2, 15mm para 

pH 4.4, lOrnm para pH 4.6, 7rnm para pH 5, 5mrn para pH 5.6 y paro pH 5.8 uno inhibición 

irreguior y difusa de 5mm. (Ver labia 9) 
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Tabla 9 Aclividad anlimicrobiana de los amorliguadores de pH coniro A íh!ZopMes. 

~ 
pH 

3. 613.6 

Medio 

'LO 4.2 4.4 4.6 5.0 5.6 5.8 
a 

16 16 15 15 15 10 7 5 5 
A. r.~izogenes 

mm mm mm mm mm mm mm mm mm 

N Inhibición con crecimiento irregular y difuso. 

Finolmenie, se probaron el medio 322 y 322 con cada uno de los amodiguadores que se 

emplearon en la prepcroción de los exiraclos. El medio 322 con un pH de 5.8 formó un halo 

de inhibición irregular y difuso de 5mm, el medio 322+Amorliguodor pH 4 formó un halo de 

inhibición de 11 mm y el medio 322+Amorliguodor pH 9 formó ur. halo de inhibición irregular y 

difusa de 4mm. (Ver \oblo 10). 

Tabla 10 Aciividod an{imicrobiana del medio 322 y 322 con ios dos ¡'\.moriiguodores de pH 
empleados poro los ex~~acciones conlro A . .rliÚ&'ilé'Íié'5. 

~. Medio 3¿2 ".:22 

B~ 
+ + 

322 .•.mor1: iguador 
pH 'l pH 9 

.il.rluzogenes 5mm llmm 4mm 

.. 
. ~ •nhlblclon con crec1m!en\o Irregular y d11uso. 
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V OISCUSION 

En el presente lrabajo se delecló la presencia de substancias con adividad 

anlimicrobiana mediante exircccciones con diferentes soluciones a parlir de brotes y 

células de los especies S qverdomtYJsis y f. pf!Íicpts producidos tÍ! V11ro, los cuales 

inhibieron el crecimiento de las baclerias A. rll!Zor¡é'fles, F. col/ y S ovrevs; de igual 

manero Corlson y colaboradores (1947), señalaron que en un exómen preliminar de 550 

especies de plantas (utilizando !a misma técnica de exiracción que se emplearon en éste 

ir abajo) con las ql.le prepararan y probaron exiracios con solución salina, ácido sulfC~rico al 

155%, amorliguodor pH 4, amoriiguador pH 9 y eier, detecioron substancias 

oniibiolicamenie activas coniro F. col/ y S ovre¿!J. Por aira parie, Vtiiky y Genest 

( 1972) detecloron una significoli·fa acii•1idod oniimicrobiona en exirados de células en 

suspensión de Clxlfloóts sohv conira 8oetllvs mer,.7oleróm, F. col!' y S o;;.revs. 

Por lo que al esirés se refiere, se encontró como se puede observar en las 

\a bias ( 1 - 6) que el agenie esiresonie (salinidad) modifico lo produción de subs\oncios 

que inhiben el crecimiento bacieriano, presentando un incremento en los halos de 

inhibición y disminución del crecimiento bocleriono en lodo lo placa cuando se compararon 

con los placas o los que se les aplicaron los exlroclos de células y brotes sin esirés, lo 

onierior concuerda con ei lrobaio de Buitelaar y cols. ( 1992) quienes propusieron el uso 

de elicilores (compueslos de origen biológico o no biológico como pueden ser agentes 

físicos y/ o químicos de estrés que causan un incremento en lo producción de compuesios 

acumulados por los plantos) como uno alternativa viable para incrementar lo producción de 

éslos compueslos. referidos mós comunmenle como melobolilos secundarios. Los cultivos 

celulares representan una inleresonle ollernaliva biolecnológica para obtener compuestos 

secundarios (Carew y Slaba, 1965). 
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Los resuiiodos obtenidos mostraron en general halos muy pequeños, con 

diferencias solo numéricas entre ex1rodos estresodos y no estresados, sin embargo, con 

halos más grandes muy posiblemente se podría deteclor diferencio estadístico significativo. 

Uno mor,ero sugerido poro incrementar el tamaño de los halos de inhibición 

podría ser conceniror el extroclo de modo tal que se tengo mayor cantidad de material 

vegetal en un 'Jolumen menor, ideando un mecanismo de eliminación de aguo, con lo cual 

posiblemente se íogrorio éste objetivo. 

La propuesto enles mencionada, no se llevó o cabo en vidud de que no se 

tenía material vegeial disponible suficiente poro lo elaboración de concentrados. 

Los br(;\;;s y célui.Js de S. q¿tere/oroe!ISIS fueron an!ibióticamente rr.ós activas 

que los brotes de !. ¡;r~t~c/o;s io cual puede ser debido principoime~te o las 

coraclerísiicos con:j;iulivas de lo especie. 

Los resu:\ados con l. ¡;r;~?c;óis fueron reiati•1omenle oobres, sin ::-r~.borgo, se 

logró detectar ia Jiferer:cio numerica en IG producción de substancias COí: aclivic!od 

on\irnicrobiano por oor\e de los ex\rodos de brotes eslresodos, orincíooirntni-: conira A. 

' . (1/ ' ' ' r ,, ") ' 1 ' • • , ' ' ' d ,~·?E!.:?5:?CflES er tc::..:J J, r ¡gura j aonae se ooservo un tncrernénto a~ . .Jrnrn c0r pant- e 

los broles eslresaci~JS con los extractos de solución ornortiguco:jro pH 4; de ia mismo 

manera, Bui!erlocr y cols. ( 1 '392 ), con el uso de e!iciiores bió!icos. espediccmente 

exlraclo crudo de As¡;é'lr,:';/ivs r?IÍjé'r, lograron un incremento de 35% en lo pro0,JCción de 

"lhioíeno" comparado con el con !rol. 

Los resultados con los células y brotes de S qve.re/uromsis mostraron un 

compodomiento sirr,i\ar en cuanto a los pruebas de estrés, piJes tanto en células como en 
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brotes se observó un incremento en la producción de substancias con actividad- / 

anlimicrobiana por parle de aquellos o los que se les aplicó ei estrés, sin embargo, los 

brotes presentaron mayar aclividad que los células. En éste trabajo se esperaba que los 

células presentara:, mayor odí'Jídod por el hecho de estar baio uíl estrés ex1ro, pues e\ 
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estor en formo indiferenciado es yo un factor estresante poro los células, sin embargo, no • 

fué así, pero existe la posibilidad de que los compuesios con actividad anlimicrobiana se 

liberaran al medio de cultivo como yo ha sido repodado anteriormenie por Mal hes ( 1983), 

Campbell y cols. (1964) y Khonno y Siaba (1968). 

La boderia más suceptible a los diferentes tipos de exlraclos como se puede 

observar en los labios 1 y 4 de lo sección de resullodos, fué !: col;.' Khonno y cols. en 

1971 repodaron ac!ividod oniimicrobiono en medios de culiivo y exiracios de callo de 1 O 

diferentes especies y señalan tombien que !: col/ fué la bacteria más suceplíble de 4 

boclerias probadas. S. ovré'vs presenió sucepiibilidad bajo conlro iodos los ex1racios, 

haciendo referencia o lo sucepiibilidad preseniada por S. OllretJS, Salinos ( 1 993) seiíoló 

que ésto bocierio preseniobo mayor sucepiibilidad espécificamente con el exirodo de 

ácido sulfúrico de 4 especies de caciáceos probadas, enire e!!os !es espec;c;s usGdos en 

el presente irabajoT uno explicación de ta\ diferencia, es que rnuy poslDtememe, hube 

errores de manipulación durante la extracción, pues preciscmenie cuando se estaban 

realizando los extracciones en uno de los ensayos del presenie irobojo se h;~.·o el error d:; 

no neui~alizar el exJ¡acio de ácido suf{;jrico onies de aplicarlo e !es piccos, lo cual 

provocó halos muy grandes cornporobles con los repodados por Saiinas (1993). Por oiro 

parle, A. r!Ji?O!Jt'lles presentó uno inhibición espectacular con el exirodos de solución 

ornodiguadoro pH 4 tonto paro e,l,rodo:; estresodos como poro no ¡;:s\resodos de los 2 

especies, sin dejar de señalar e! incremento en el tamaño de los halos provocodos por 

los exiroclos eslresodos (Figuro 2), esto dió lugar a que se realizaran ias pruebas con los 

soluciones utilizadas paro lo elaboración de los exüacios (controles) en donde se encontró 

que el amortiguador pH 4 por si solo provocaba halos iguales y en ocasiones mayores a 

los provocados con los exirocios al igual que el medio liquido 322 que provocaba una 

inhibición irregular y difuso de Smm contra A. r/;IZol}é'/lé'S, lo cual propició lo realización 

de nuevos .pruebas, éslos con medio liquido MS con codo uno de los reguladores de 

crecimienlo ulilizodos poro lo elaboración de los medios pues en el principio se pensó que 
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éslos eran lo causo de lo inhibición. En lo Tabla 8 se mueslra como ni el medio ni los 

reguladores de crecimiento provocaban tal inhibición, descodando ésta posibilidad, se 

pensó enlences en lo solución omoriiguodoro como nueva allernolivo, por lo que se realizó 

la prueba con el medio MS con cada uno de los reguladores de crecimiento y a cada uno 

de éslos se les agregó un volumen igual de solución omodiguadora pH 4. En lo labio 8 de 

la sección de resul!odos se muestran nuevamente los halos espectaculares los cuales 

hoslo entonces se sabio provocados por lo solución omodiguodoro. 

Tomando como base ésle resultado lo única oilernaliva para enconlrar lo causa 

da lo inhibición era el pH, por lo que se prepararon los amortiguadores desde pH 3.6 

hosla 5.8, (éste último correspondiente al pH de los medios de cultivo) con lo que 

enlences se pudo asegurar que el causante de !o inhibción conira A. r/;izogN?es iué el pH 

y que o menor pH ero mayor lo inhibición y conforme oumenlo el pH hosla el rango 

aproximado o pH 6 kJ ihibición lendio a ser más conslanle, pues en los resullados de io 

labia 10 en las cuales se probé el medio con amodiguodor pH 4 y el amortiguador pH 9 

no se observó una variación ion grande en lo inhibición, lo cual concuerdo con lo 

descripción hecho por Buch·Jn~m y Gibbons ( 1974) quienes rep·Jrlcron paro ésla boderio 

un pH ópiimo de crecimiento enlre 6 y 9 lo cual confirma los resullados oblenidos. 

Es imporbn!e tombien señalar que los exlractos de solución amorliguodoro pH 

4 provocaba halos de inhibición menores o los que provocaba lo solución omorliguadoro 

por si sola contra ,4. rl7écqe(lé'S, posiblemenle porque el material vegetal incremenlolobo 

el pH, lo cual provocaba uno disminución en el \amaño de !os halos de inhibición. (Ver 

tablas 3, 5, 6 y 7) , sin embargo, con los exlraclos de brotes estresodos con NaCI el 

cual muy posiblemenle iuega un papel como elicilor, el tamaño de los halos se vió 

favorecido. De igual forma Eiler y cols. ( 1987). cuando ensayaron lo res pues! a de cultivos 

celulares de Popover somfllfervm y Coll7oro/1Íiivs rosevs utilizando una preparación de 

8oír¡ils como elici\cr, obtuvieron uno acumulación de 6.6mg/ g peso seco del compuesto 

llamado "Songuinarina" con P. somflifé'rtlm y con C rosevs y el elici\or P. 
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oplioflidermolvm repodaron que 4 lineas celulares respondieron o io acumulación de • 

"triptamino" y uno lineo celular respondió o la acumulación d~ varios alcaloides. 

Los problemas o los que se enfrento ésie lipa de invesligoómes son de orden 

génelico, fisiológico y bioquímico, por lo que se recomiendo realizar prt.-ebos confirmativos 

como pueden ser lo identificación de los componentes constitutivos de la planta, para · 

posieriormente detectar los compuestos responsables de lo acción ontimicrooiana por parle 

de la planto [la acción antiséptico de éstos compuestos está presente en e!apos 

determinados del crecimiento de las plantos y o veces como mec·Jnisrno de defensa 

conira el medio ambiente. (Harborne 1985)], y entonces si probar elicibres pero poder así 

obtener cantidades mayores de éstos compuestos. 
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VI CONCLUSIONES 

1. Los broles y cé!uios de S wertlOíOé'flSIS producidos ;iJ wlíO coniienen subsloncios 

que inhibien el crecimiento de los boderios F. col!,· S ovrevs y A rh/zoge.I'JeS. 

2. Los broies de !. ¡;r;i?cio;s conlienen substancias que inhiben el crecimienlo de F. col/ 

3, Lo producción ct subsioncias con acividod antimicrobiar.a por parte de las cccióceas 

se ve favorecido en ios exiracios de broles y células eslresauas. 

4. La solución omodiguadora pH 4 y en general !os variaciones de pH afectan 

diredamenie e! ·:re·: rr,íenb de lo bacteria A. r/:izogE.I'Jé'S. 

5. Los extractos c::.n solución amortiguadora pH 4 fueran los más efectivos conira las J 

boderios empleados. principolrnenie conlro A. rhi:~oye.I'J,75 

6. Los brotes y cé:~~'.:s de les cacléceas producidas 1i1 vrlro representen uno c:i::rndivo 

viable poro lo obiención de subsioncias con ociividad anlimicrobiona. 

7. En exirac!os crudos es frecuente encontrar variaciones en !o actividad anlimicrobiano, 

por lo Jonio es n:'cesario deieclar y purificar de los subs1oncias responsobi":s de la 

inhibición. 
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VIl A P E N D 1 C E 

Medio Murashige y Skoog (1962) adicionado con las vitaminas L -.2 (Phillips y Collins, 1979) 
paro la producción de brotes multiples . 

Sol. Stock 
MS Mayores 
MS Menores 
CaC!2 
FeS04 
Vitaminas L-2 
Sacarosa 
Acido naflo!enacético 
6-furfuril arninopurina 
Agar 
pH 

•Esterilizar en autoclave. 

Solución Siock de elementos Mayores MS 

Compuesto 
NH4N03 
KN03 
MgS04• 7H20 
KH2P04 

•Esterilizar en autoclave. 

Solución S1ock de elementos menores MS 
H3803 
MnS04•H20 
ZnS04• 7H20 
Kl 
Na2Mo04•2H20 
CuS04•5H20 
CoC12•6H20 

* Esterilizar en auioclave. 

111 
10ml 
5ml 
22m! 
10m! 
10m\ 
30gr 
0.02mg 

5.00mg 
8gr 
5.8 +/- 0.5 

gr/1 
175.0 
190.0 
37.0 
17.0 

1.24 gr/1 
3.38 gr/1 
2.12 qr/1 
166 m-g/1 
50 mg/1 
5 mg/1 
5 mg/1 
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Solución Stock Vitaminas L-2 

Thiomino 
pyridoxino 
!nositol 

200 mg/1 
50 mg/1 
25 gr/1 

•No se esterilizo. Se guardo en refrigeración para usa inmediato, o se congelo para conservar 
por más \iempo. 

Solución Siock de Cloruro de Calcio 
CaCI2 

•Esterilizar en cuioclave 

Solución Si oc k de F e1EOIA 
F eS04• 7H20 
t~a2EDTA 

•Eslerilizor en ou\oclove. 

20 gr/1 

2.784 gr/1 
2.724 gr/1 

Medio Murashiqt: y Skoc:g (1962) -=ócionodo con los viiaminos L -2 (Philiip-o y Collins, 1979), 
modificado por Cloylon y cols.. 1 s·n 

~AS Mayores 
~IS ~Aenores 

CoC\2 
Fe•EDTA 
Vilaminas 
Sacarosa 
Acido 2,4-dicloro-
1enoxiocéiico (2,4-0) 
Acido nafiolenocélico (ANA) 
5-furíuril ominopurino (K!N) 
Aqor 
pH 

•Esterilizar en ouloclove. 

10 ml/1 
5 ml/1 

22 ml/1 
10 ml/1 
10 ml/1 
30 gr/1 

3 mo/1 
2 r;g/! 

2 mg/1 
8 gr/1 

5.8 +/- 0.5 
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~Aedio de cullivo Triplicaseino Soya Agor (TSA Morco Bioxón) 

YMB 
Wild type hipervirenl slroin LBA 9402 grows on YMB medí u m al 25-28' C 
K2HP04 O.Sgr/1 
MgS04 0.2gr/l 
NoCI 0.1gr/l 
Monnilol 10.0gr/l 
Exüoclo de levadura 0.4gr/l 
Rifompicino SOmg/1 
pH 7 
Agor 15gr/l 

Poro lo soluciones así como poro lodos los medio se ulilizó aguo desliloda como soivenle. 

Solución de Cloruro de Sodio al 0.9% 

Solución de hidróxido de sodio 0.1 N 

Acido sulfúrico al \ .5% 

Solución ornorliguodoro pH 4.0 

preproroción : 

Se preparan dos soluciones sk~: 

A: (0.2~A solución de ácido océ'ico ( \1.55 mi. en 1000rni.)J 

8: [0.2M solución de Gceloio de sodio ( 16.4 gr. en 1000ml)] 

se midieron de manera exacio y mezcioron 41 rnl de A y 9mi de 8 ( Gonzáie:z y Peño'oza, 

1981). 

Solucion omoriiguodora pH 9.0 

preparación: 

Se prepararon dos soluciones si0ck 

A: [0.2M solución de carbonaio de sodio anhidro ( 21.2 gr. en !OG0mi)J 

8: [0.2M solución de bicorbono~o de sodio ( 16.8 gr. en \OOOrnl)] 

se midieron de manera exacta y se rr;ezclaron 4ml. de A y 46ml de B. (Gonzó!ez y Peñoloza, 

1981 ). 
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