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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

La amplitud de la definicién de ‘cultivos de tejidos’ y los numerosos
objetivos que éstos persiguen constituyen serios escollos en cualquier
intento de generalizacién sobre los factores que afectan el establecimiento
de tales cultivos in vitro, y obligan a consideraciones previas para delimitar
los alcances de los mismos.

En primer término, el cultivo de tejidos in vitro comprende, en su
acepcién amplia, un heterogéneo grupo de técnicas mediante las cuales un
explante (parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto, célula,
tejido, 6rgano) se cultiva asépticamente en un/medio de composicion
quimica definida y se incuba en condiciones ambientales controladas. Esta
acepcién amplia, si bien imprecisa, es actualmernte aceptada; sin embargo,
existen sugerencias de algunos autores (Street, 1977a; Steward, 1983) para
restringir su empleo.

En segundo término, los objetivos perseguidos con la utilizacién del
cultivo in vitro de tejidos vegetales son numerosos y diferentes. Breve-
mente, las posibilidades de aplicacién de tales cultivos se pueden resumir
asi: a) estudios bisicos de fisiologia, genética, bioquimica, y ciencias
afines; b) bioconversién y produccién de compuestos titiles; ¢) incremento
de la variabilidad genética; d) obtencién de plantas libres de patogenos; €)
propagacién de plantas; y f) conservacién e intercambio de germoplasma.

De estas consideraciones surge que el establecimiento de los cultivos de
tejidos, es decir, la separacion del explante y las operaciones relacionadas
con suincubacion in vitro, dependeré en gran medida del tipo de explante
y del sistema de cultivo que se emplee, los que a su vez dependeran del
objetivo perseguido. En otras palabras, las técnicas que se emplean para
cultivar protoplastos no son exactamente las mismas que se usan para
cultivar meristemas; del mismo modo, un determinado sistema de cultivo
puede ser de gran utilidad para el logro de un objetivo pero puede no ser
util para otro.

Las caracteristicas particulares de los diferentes sistemas de cultivo se
trataran en capitulos especificos, mientras en el presente se discutiran
aspectos comunes al establecimiento de los cultivos. De manera especial se
haran consideraciones generales sobre: a) el explante; b) las normas de
asepsia; ¢) los medios de cultivo; y d) las condiciones ambientales de
incubacién; la interaccién de estos factores determinara las respuestas que
se obtengan in vitro, algunas de las cuales se ilustran en la Figura 2.1.
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Cultivo de tejidos en la agricultura

Larespuesta obtenida con el cultivo in vitro de un determinado explante
decidira sobre su utilidad para el logro de un objetivo propuesto. Es
indudable que las respuestas del tipo a o b de la figura son indeseables; pero
respuestas del tipo ¢ (proliferacion de callos), seran de gran valor practico
para estudios basicos, para la iniciacién de suspensiones celulares o parala
bioconversion y produccién de compuestos ttiles. Algunas respuestas del
tipo d (proliferacion de multiples vastagos) pueden ser ideales si se pre-
tende micropropagar plantas.

Es necesario recalcar que, parasu aplicacion en la agricultura, cualquier
sistema de cultivo in vitro debe lograr como producto final la regeneracién
de plantas enteras. Por lo tanto, en este capitulo se har4 énfasis en ese
aspecto.

Literatura suplementaria sobre explante, asepsia, medios de cultivo y
condiciones ambientales de incubacién puede encontrarse en la obra cla-
sica de Gautheret (1959) y en algunos manuales como los de Thomas et al.,
1975; Dodds et al., 1982; Reinert et al., 1982; y Wetter et al., 1982.
Asimismo existen varias revisiones (entre ellas Street, 1977; Yeomanet al.,
1977, Gamborg et al., 1976; Dougall, 1980; Martin, 1980; Seibert et al.,
1980; Seabrook, 1980; Biondi et al., 1981; Evans et al., 1981; Gamborg et
al., 1981; y Hughes, 1981) en las cuales se tratan en forma parcial o
conjunta los aspectos antes mencionados.

Explante

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos; en primera instancia, dicha eleccion estéd
determinada por el objetivo perseguido y la especie vegetal utilizada.

Si el objetivo final es la produccion de callos, es factible la utilizacion de
una vasta gama de explantes que, cultivados en condiciones apropiadas,
permiten la proliferacion callosa. Cualquier explante que contenga células
nucleadas vivas se puede emplear potencialmente para Ja obtencién de
callos; por ejemplo, en el caso de numerosas dicotiledéneas herbédceas
(Figura 2.2) se puede lograr la proliferacién callosa con relativa facilidad
mediante la utilizacion de explantes provenientes de diversas partes del
vegetal. Es muy frecuente la utilizacién de dpices o meristemas caulinares,
hojas, entrenudos, cotiledones, raices, anteras e inclusive tejidos altamente
diferenciados como los provenientes de frutos. Esta facilidad para la
proliferacién callosa puede hacerse extensiva a célulasy protoplastos, con
el empleo de técnicas y medios de cultivo mas elaborados.
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Establecimiénto de cultivos de tejidos vegetales...

Especie . Explante .. Formacién de callo Regeneracién de la planta

Meristemas

Nicotiana Limina foliar .

tabacum Anteras .
Células (suspension) -
Meristemas

Arachis L4mina foliar
hypogaea [ A 1ieras -
Células (suspensién) ~——-3)
Protoplastos

" ‘Meristemas
Glycine “Lémina foliar
max. Anteras
Células (suspensidén)
Protoplastos

.| Meristemas
' Lémina foliar
Anteras

Células (suspension) ——yg*™ *
Protoplastos

Phaseolus“
lunatus

Figura 2.2. Induccién de callos y regeneracién de plantas en ¢l cultivo in vitro de diferentes
explantes de custro especies de dicotiled6éneas herbéceas,
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Cultivo de tejidos en la agricultura

En el caso de vegetales en los cuales la obtencién de callos no esté -
limitada por el tipo de explante, éste se seleccionard por razones précticas
como disponibilidad, facilidad de manipulacién, homogeneidad, baja con-
taminacién con microorganismos, y rapida respuesta in vitro; es probable
que en estos casos se opte por explantes provenientes de plantas jovenes
que crecen en invernaderos, y una alternativa interesante seria usar los
provenientes de semillas germinadas en condiciones asépticas. Sin embar-
g0, hay otros vegetales mas recalcitrantes enlo que respecta a la obtenciéon
de callos, y en estos casos se hace necesario utilizar ciertos explantes; esto

ocurre con muchas plantas lefiosas y algunas gramineas.

La eleccién de un explante apropiado se complica si se pretende la
regeneracién de plantas a partir de callos. Son pocas las especies que
pueden sumarse a Nicotiana tabacum (Figura 2.2) en su caracteristica de
permitir el uso de una gran variedad de explantes para producir callos
capaces de regenerar plantas enteras; entre tales especies se encuentran:
Daucus carota, Stylosanthes guianensis, Brassica napus, Medtcago sattva
y Trifolium repens.

El modelo representado en la Figura 2.2 con el mani (Arachis hypogaea)
muestra que no todos los explantes que producen callos posibilitan la
regeneracion de plantas. La soya (Glycine max) se puede considerar como
un excelente ejemplo de la facilidad con que se obtienen callos por cultivo
de diferentes explantes, pero en el cual la regeneracién de las plantas est4
limitada al empleo de explantes que contengan meristemas apicales cauli-
nares o laterales; respuestas similares se obtienen en muchas especies de
interés econémico (entre ellas Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris,
Cicer arietinum, Vicia sativa, Desmodium canum, y Manihot esculenta).

Por tltimo, la Figura 2.2 muestra el caso de Phaseolus lunatus, en el cual
es factible inducir el crecimiento calloso pero no se ha logrado aun la
regeneracién de plantas, a pesar de que se han ensayado unas 40 variantes
que involucran medios y sistemas de cultivo.!

Es de esperar que futuras 1nvest1gacxones permitan amphar la lista de
especies vegetales que se ajusten al modelo representado enel tabaco, para
aumentar asf las posibilidades de aplicacién de las. técnicas del cultivo in
vitro de tejidos. .

El establecimiento de cultivos que persiguen determinados objetivos
puede limitar atin mas la eleccién del tipo de explante. Parala obtencién de

I. Rubluo et al. Informacién sin publicar,

24



Establecimiento de cultivos de tejidos vegetales...

haploides se cultivan anteras y, en menor medida inflorescencias, micros-
poras u ovarios; también con el mismo objetivo se pueden cultivar en el
caso de la cebada embriones haploldes derivados del cruzamiento de
Hordeum vulgare xH. bulbosum (J ensen, 1977 Yeung etal, 1981) Para
la obtenc16n de plantas libres de patogenos se cultivan meristemas, lo
mismo que parala conservac16n de germoplasma (ver Capltulos 9,11,12y
15).

En relacién con la especie vegetal utilizada, es importante tener en
cuenta la variabilidad asociada con el genotipo de las plantas. Es muy
frecuente que, enidénticas condiciones de medio y ambiente, las respuestas
in v1tro del cultivodeun determinado explante de una especie difieran con
el cultlvar empleado Entre cultivares de. mandloca 0 yuca (Mamhot
esculenta Crantz) se encuentran d1ferencxas hasta de 100% en el peso seco
de los callos (Rey et al., 1980) yenel pnmento (Capszcum annuum) tales
diferencias llegan hasta 250%

También se aprecian diferencias en la ‘regeneracioén de plantas por
cultivo de hojas jovenes entre cultivares de mani (Arachis hypogaea)
(Mroginski et al., 1981c; Pittman et al., 1983) y*arveja (Pisum sativum)
(Rubluo et al., 1982), como también por cultivo de discos foliares de
Lycoperszcon esculentum (Frankenberger et al, l981a, l981b) Otros
buenos ejemplos son ¢l cultivo de meristemas de frutllla ofresa (Fragarza X
ananassa) (Boxus et al., 1977) y €l cultivo de anteras de trigo. (Trmcum
vulgare L) (Clapham 1977) En cultlvos in, vxtro de alfalfa (Medzcago
sativa) las respuestas varian con el cultlvar (Bingham et al.,, 1975), e
inclusive hay diferencias entre plantas de un mismo cultivar (Kao et al.,
1980; 1981).

Ligeros cambios en la composicién de los medios de cultivo, especial-
mente en lo que se refiere a los reguladores de crecimiento, pueden ser de
utilidad para obv1ar este efecto del genotipo del mater1a1 vegetal

Las respuestas de:los explantes cultwados in v1tro pueden variar nota-
blemente con el-estada de desarrollo y edad ontogénica delos mismos: El
€xito en la.obtencién de plantas haploides por cultivo de anteras depende
en gran medida de su.estado .de desarrollo al momento: de su cultivo
(Mroginski, 1975; Sunderland, 1974). La propagacién in vitro de lamayo-
riade las plantas lefiosas requiere de lautilizacion de explantes provenien-
tes de materiales juveniles (Bonga, 1980; Dodds, 1983); en plantas herba-
ceas como el mani o la arveja, la regeneracién de plantas a partir de hojas

2. Mroginski. Informacién sin pubiicar.
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Cultivo de tejidos en la agricultura

estd limitada al empleo de, explantes Jévenes (Mroginski et al.; 1981b;
198lc Rubluo et al., 1982) ‘

E] tanmafio del e)tplante es otro aspecto quese debe tener en cuenta para
el establecimiénto de 10s cultivos; cuanto més grande sea, mayores son las
pos1b111dades de obtener prollferac16n callosa, aunque ellotrae aparej jadas
mayores prbbabllldades de ‘heterogeneidad y de contaminacién con
microorganismos. Existe un tamafio minimo del explante, variable segiin
el material vegetal, por debajo del cualno se obtienen proliferacion callosa
u otras respuestas deseables. .

" Elefecto del tamafio del explante puede aprecmrse en cualquler sistema
de cultivo e independlentemente de la fuente dé donde prowene dicho
explante; su 1mportan01a hasido senalada en cultlvos de métistemas (Huet
al., 1983), anteras (Xu et al. 1982), suspenswnes Celulares (Street, 1977b),
embnone§ (Monnier, 1976) y protoplastos (Kao etal;, 1980) En genéral, el
cultivo de explantes muy pequefios requiere el émpleo’' de medios mas
complejos o de los denominados medios acondicionados (Street, 1977b);
atraalternativaes el cultivo de varias. explantes en un mismo recipiente, en
lugar de su incubacién en forma individual., ‘

Se debe tener en cuenta la incidencia de otros factores que a menudo
pueden alterar las respuestas de’ los explarites cultiVados; entre estos’ facto-
res est4n la época deél afio'en’ que se realizan los cultivos, especlalmente
cuando los explantes s¢ obtiehen de plantas ¢ deinvernadero o campo Otro
factor serlan los pretratamlentos a los explantes y las condlclones de
crec1m1ento de las plantas donantes de los mlsrnos '

Asepsia

La asociacién explante-medio y las condiciones fisicas en que normal-
mente se incuban los cultives: conforman’un ambiénte propicio para la
proliferacion -de microorganismos (bacterias, hongos), los cuales puedén
destruir tales'cultivos, competir con €l explante por el medio de cultivo o
modificarlo. :Evitar las contaminaciones:con ‘microorganismos ‘€s un
aspecto bdsico que se debe teneren cuenta paraéléxito, no solamente en el
establecimiento de los cultivos: smo en'su ulterior incubacién y mampu-
laci6n. ‘ - c R

Es d‘ificil lograr cultivos complefainente estériles en el estricto sentido de
la palabra; por ejemplo, es probable que los virus presentes en el explante
persistan en los cultivos. Hecha esta salvedad, para establecer cultivos
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Establecimiento de cultivos de tejidos vegetales...

asépticos es conveniente 0 necesario: a) trabajar en ambientes adecuados;
b) esterilizar los medios de cultivo; c¢) desinfectar superficialmente los
explantes, liberandolos de bacterias y hongos- exo6genos; y d) realizar los
cultlvos respetando ciertas normas de -asepsia (ver Capitulo 1).

Hay una vasta gama de compuestaos qulmlcos que se pueden utilizar
como desinfectantes para los explantes, pero en la actualidad es casi
generalizado el empleo de etanol (70% v/v) y de hipoclorito de sodio
(NaOCl) del 1% al 3% contenido en productos de uso doméstico (agua de
lavandina). Con menor frecuencia se usan el hipoclorito de calcio
[Ca(OCl),, 6% a 12%)] y el cloruro de mercurio (HgCl,, 0.1% a 1.5%),
aunque hay que recalcar que este compuesto es altamente t6x1co y que no
es facilmente removible del explante. :

En algunos casos resulta Gtil el agregar algin agente tensoactivo (por
ejemplo, Tween-20, del 0.01% al 0.19%), pero puede ser innecesario en los
procedimientos de desinfeccién que incluyan un primer paso con etanol
70%. Asimismo, es conveniente agitar (80-150 rpm) el explante conjunta-
mente con la solucién desinfectante.

Después de tratar el explante con las soluciones desinfectantes es nece-
sario remover de ¢l los restos del producto, mediante varios lavados con
agua destilada estéril y operando en la cAmara de trasferencia. Esaconse-
jable lavar los explantes con un volumen por lo menos 10 a 20 veces mayor
de agua estéril, haciendo un minimo de tres enjuagues sucesivos.

Los antibidticos aplicados al medio de cultivo pueden ser de utilidad
para la desinfeccion de los explantes. Sin embargo, en general, su empleo
solamente se justifica en casos de excepcién y en cultivos de corta dura-
cién, ya que la alta especificidad de los antibiéticos implica que no previe-
nen la proliferacién de todos los microorganismos; ademds, tales produc-
tos modifican la composicién-de los medios de cultivo y pueden ser
metabolizados por los explantes.

El procedimiento para la desinfeccion superficial de los explantes debe
permitir eliminar los microorganismos con el menor dafio posible para los
explantes. No es factible recomendar un procedimiento general para este
propésito, y se deben considérar de manera especial las especies vegetales y
el tipo de explante.

En el Cuadro 2.1 se incluyen varios procedimientos utilizados para la
desinfeccion de explantes. Es interesante observar que, si bien en ocasiones
se emplea s6lo etanol, o solamente NaOCl, lo més frecuente es la utiliza-
ci6n de ambos,-es decir, una inmersién (generalmente de corta duracién)
en etanol 70%, seguida de una en NaOCl y de varios lavados con agua
estéril.
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Cuadro 2.1.

. Daucus carota > .

Algunos ejemplos de los. procedjmlentos que se usan para la desmfecclén de explantes
Parte vegetal Explante Espec:c . Tratamlento desmfecta.ntc Referencia
" desinfectada cultivado . En etanol 70% - ‘En NaOCl
s : {seg.) " %) (min.)
' Apic(::s ) Meristema . Lycopersicon esculentum — 1.2 10 Kartha 'ef"al., 1977
" caulinares Meristema Manihot esculenta 10 0.8 10 - Reyetal, 1978 -
Hoja joven Hex paraguariensis 60 20 15 Rey, no publicado By
Inflorescen- Aptera Afachis hypogaea 10 08" §  Mroginski ct al, K7
. cias Antera Oryza sative’ 4 — - ©Oano, 1981
; Ovario Paspalum almum - - 08 10 Bovo et al, 1983
. Frutos Oovulo Caricis papaya " _ 20 T 20 . Litz et al, 1981
Nucela - Citrus spp. - 0.5 10 Evans et al., 1981
a Hojas Lam. .foha.r Stylosanthes guionensis — 12 20 - erogiﬂski et al., i9813
T Lam. foliar Lycopersicon esculentum — 1.2 10 Kartha et al., 1976
-~ Semillas Cotiledon Lotononis bainesii — 1.6 10 Bo?oet'al.;nopilblicado
Meristema Coffea arabica - 1.2 20 Kartha et al., 198la
Tallo Médula - Nicotiana tabacum 20 2,0 30 Reinert et al, 1982
‘Raiz tuber&sa " Raiz tuberosa - ‘zz.o 30

hRei,n;ert et al, 1982

E a. En1odos los ejemplos los expla.ntcs se lavan ﬁnalmenle varias veces con agua estéril, con excepcaén de las mﬂoreswncms de Oryzasanva scg. = segundos;
: inutos; m = l&eni



Establecimiento de cultivos de tejidos vegetales...

Otros procedimientos incluyen una doble desinfeccién, como ocurre
con el cultivo.de hojas jovenes del mani (Arachis hypogaea) (Mroginski et
al., 1981c). En este caso las semillas se sumergen en etanol al 70% (10 seg),
luego en NaOCl al 1.2% (10 min), y posteriormente se lavan y se ponen a
germinar asépticamente. A los 3-5 dias, las pl4ntulas resultantes se desin-
fectan con NaOCl al 0.6% (10 min.) y despuésse lavan conaguadestilada
estéril; luego se retiran de ellas las hojas jévenes para los cultivos. Un
procedimiento similar se utilizé en arveja (Pisum sativum) (Mroginski et
al., 1981b).

Algunos procedimientos emplean la preincubacién de los explantes. En
el caso de las hojas del café, se desinfectan con Ca(OCl), al 1% (15 min), se:
lavan con agua estéril y se cortan en pequefios trozos que se incuban en una
solucién salina (sales de Murashige et al., 1962, diluidas a la mitad) y
sacarosa; al cabo de 48 h se seleccionan los explantes no contaminados y
que mantienen la coloracién normal, para establecer los cultivos (Sondahl
et al., 1979). Litz et al. (1979) emplearon un procedimiento similar para la
desinfeccién de peciolos de Carica stipulata. Los édpices caulinares del
manzano utilizados en micropropagacién se desinfectan levemente, se
incuban por 24 h en el medio de cultivo, se desinfectan de nuevo, y se
cultivan (Jones et al., 1977).

Los explantes provenientes de vegetales que crecen en invernaderos o en
cuartos climatizados son relativamente mds faciles de desinfectar que los-
provenientes de plantas que crecen en el campo; también es mas fécil la
desinfeccién de explantes de 6rganos jovenes que la de explantes prove-
nientes de materiales adultos. Las aplicaciones de fungicidas o bacterici-
das, aplicadas previamente a las plantas, pueden ser de utilidad.

Por asepsia en el establecimiento y ulterior manipulacién delos cultivos
es preciso adoptar algunas precauciones durante las tareas que se llevan a
cabo en la cAmara de trasferencia, asi:

I) Antes de comenzar a trabajar, desinfectar 1a mesa y las paredes de la
cAmara con etanol 70%. Igualmente es conveniente desinfectarla parte
externa de los recipientes que contienen los medios de cultivo o el agua
estéril, antes de introducirlos en la cdmara.

2) Es necesario que las manos y, eventualmente,; los ‘antebrazos del
cultivador 'sean desinfectados con etanol 70%. El uso de mascaras y
gorros no es imprescindible, pero reduce la contaminacién si se opera
en flujos laminares de aire estéril.

3) Losinstrumentos metélicos empleados se deben flamear previamente
con etanol 95%. El material de vidrio utilizado como soporte para las
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Cultivo de tejidos en la agricultura

. disecciones (generalmente cajas Petri) debe estar esterilizado al igual
que las pipetas que cominmente se usan en trabajos con suspensiones
celulares: y: protoplastos.

4) Reahzar las operaclones ‘de trasferencia y dlseccu'm lo més cerca
pos1ble a la llama de un mechero. Evitar exposxcxones prolongadas de
los explantes o de los. medxos de cultivo en recxplentes abiertos.

Para més detalles sobre estos temas, ver Capitulo 1.

Medios de Cultivo

Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vitro de un
determinado explante, es necesario elegir un medio apropiado de cultivo,
enelcual hay que considerar no sdlo sus componentes sino su preparacion,

Componentes dgl medio

En la actualidad existen innumerables formulaciones cada una de las
cuales contiene entre 15 y 35 compuestos quimicos que suministran:

a) Carbono.

b) Nutrimentos mmerales

¢) Vitaminas.

d) Agente gelificante (en el caso de medios semlséhdos)
¢) Sustancias reguladoras del crecimiento;

f) Otros compuestos.

Generalmente se hace referencia al conjunto de 'compbnenteé atbtc
como al medio basal (MB), y algunas de sus formulaciones se encuentran
en el Cuadro 2.2. :

Fuentes de carbono Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos, y por lo
tanto es necesario agregar al medio una fuente de carbono. La sacarosa
(2% a 5%) es el azticar que mas se utiliza, y se puede reemplazar porglucosa
y en menor medida por fructuosa; en general, la maltosa y la galactosa son
menos efectivas. La incorporacién de miginosito] al medio (100. mg/ litro)
generalmente da como resultado un mejor crecimiento de los callos y
suspensiones celulares.

Nutrimentos minerales. Cualitativamente los medios de cultivo aportan
los mismos elementos (macro y micronutrimentos) que se consideran

30




Establecimiento de cultivos de tejidos vegetales...

Cuadro 2.2. Composiciénde cuatro medios basicos (MB) para el cultivo in vitro de tejidos.

Componentes Contenidos en cada medio (mg/ litro)®
MS BS N6 Wh

NH,NO, 1650 —_ - —
KNO, 1900 2500 2830 . 80
KH,PO, 170 — 400 —
CaCl,.2H,0 440 150 166 —
MgSO,.7H,0 30 250 T8 137
(NH,),SO, ' — 134 463 -
CG(N03)2.4H20 ) ) - P - - 288
NaH,PO.H, 0 .. — 150 - - = 19 -
KCl — — — .65
Na,SO, — — — 200
KI 0.83 : 075 . 0.80 0.75
H,BO, 620 3.00 1.60 1.50
MnSO.H,O - 10.00 — —
MnSO,.4H,0 22.30 — 440 6.65
ZnSO,.7H,0 860 - 200 - 1.50 : 2.67
Na,Mo0O,.2H,0 0.25 .. 0.25 o = —
H,Mo00, — - — . 0.001
CuSO,.5H,0 0.025 0.025 — 0.01
Fez(s 04) 3 —_ —_ —_ 2.50
FeSO,.7H;,0 27.80 27.80 27.85 —
Na,EDTA 37.30 37.30 37.25 —
CoCl,.6H,0 0.025 0.025 — —
Glicina 2.00 — 2.00 3.00
Tiamina-HCl . 0.10 10.00 1.00 0.10
Piridoxina-HCl : © o 0.50 100 - - 050 0.10
Acido nicotinico - 050 - 1.00 0.50 0.50
Mioinositol 100.00 10000 . —_ 100.00
Sacarosa . 30,000 20,000 ~ 50,000 20,000
pH 5.7 55 . 58 - .55

a. MS = Murashige et al., 1962; BS =i Gamborg et al., 1968; N6 = Chu et al:, 1975;
Wh = White, 1943, Con modificaciones de Yeoman et al., 1977 y Singh et al., 1981.

esenciales parael crecimiento de plantas enteras. En los medios de reciente
desarrollo (MS, B5, N6) cabe destacar las concentraciones relativamente
altas de nitrégeno y potasio con respecto al medio de White (Cuadro 2.2).

El nitrégeno se suministra en forma de nitrato y amomo, aunque los
cultivos pueden prosperar con solo nitrato o solo amonio como fuente
nitrogenada, en este Gltimo caso el medio debe contener también 4cido
citrico, succinico o mélico. Otras fuentes de mtrégeno mcluyen glutamina,

urea y caseina hidrolizada (CH).
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Los medios de cultivo contienen fésforo, calcio, magnes1o y azufre en
concentraciones de 1 a 3 mM. La adicién de hierro conjuntamente con un
agente quelante (NazEDTA) lo hace disponible en un amplio rango de pH.

Vitaminas. Si bien los medios dé cultivo contienen cominmente varias
vitaminas, es probable que en forma general sélo sea esencial la incorpora=
cién de tiamina.

Agente gelificante. En los medios semis6lidos comiunmente se adiciona
agar (0.6% a 1.0%). Se debe considerar especialmente la purezadel agar, ya
que es frecuente la presencia de impurezas de naturaleza variada; la marca
comercial y las concentraciones del agar utilizado pueden alterar las
respuestas in vitro de los cultivos (Debergh, 1982).

Reguladores de crecimiento. En algunos casos se obtienen en los culti-
vos in vitro las respuestas deseadas mediante el empleo del MB sin regula—
dores de crecimiento; entre otros, es el caso de la obtencién de plantas por
cultivo de meristemas de Vigna unguiculata (Kartha et al., 1981b) y por
cultivo de anteras de tabaco (Nitsch, 1969). Sin embargo, enla mayoriade
los casos se hace necesario agregar al medio sustancias reguladoras de
crecimiento, generalmente del tipo de las auxinas o las citocininas.

Las auxinas que m4s se utilizan en el establecimiento de los cultivos son:
2,4-D, ANA, AIA, y AIB,; las citocininas que méds se emplean son: KIN,
BAP, y ZEA.

Las giberelinas, especialmente el AG,, han demostrado ser necesarias
parael cultivo de dpices o meristemas caulinares de varias especies vegeta-
les como Phaseolus vulgaris, Solanum tuberosum, Fragaria X ananassa,
Manihot esculenta y otras (ver revisién de Styer et al., 1983). El 4cido
abscisico (ABA) se emplea en ocasiones.

Otros componentes. Existe una larga lista de componentes que se han
adicionado ocasionalmente a los medios de cultivo, como fuentes de
nitrégeno reducido, factores de crecimiento, carbohidratos, y otros. Entre
ellos estdn el agua de coco, AC, (5% a 15%, v/v), el jugo de frutos de
tomate, el extracto de levadura, y el extracto de tubérculos de papa.

Ademas de glicina, en ocasiones se incorporan al medio otros aminodci-
dos como asparagina, cisteina y L-tirosina. En general, no son constitu-
yentes esenciales de los medios e inclusive, en concentraciones relativa-
mente altas, pueden tener efectos inhibitorios sobre los cultivos.

En algunos medios se adicionan 4cidos organicos como el citrico, el
maélico, el succinico y el pirdvico, como precursores de aminoacidos;
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también es frecuente la adicién de L-glutamina y de caseina hidrolizada
(0.1% a 1%).

El empleo de sustancias antioxidantes (4cido ascérbico, L-cisteina,
polivinilpirrolidona) puede ser de utilidad para el cultivo de explantes con
alto contenido de polifenoles, cuya oxidacién produce oscurecimiento y
eventual muerte de los explantes. En estos casos también es util usar las
soluciones antioxidantes durante la preparacion del explante, como tam-
bién incubar los cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz.
También se suele acortar el intervalo de tiempo entre subcultivos, como un
medio para disminuir los efectos nocivos de la oxidacién de polifenoles.

El carbén activado (0.1% a 5%), incorpora&o al medio, ha mostrado ser
de utilidad en el cultivo de diferentes explantes, posiblemente por absorber
metabolitos toxicos. ‘ " o

Una amplia d1scus16n sobre medios de cultivo se encuentra en el Capi-
tulo 3.

Preparacion del medio de cultivo

Es necesario preparar el medio utilizando agua bidestilada o agua
desmineralizada-destilada (H,O, DD) (ver Capitulo 1). Se debe evitar el
almacenamiento prolongado del medio para evitar la acumulacién de
contaminantes; todas las sustancias quimicas usadas para su preparac16n
deben ser de un alto grado de pureza.

El procedimiento para la preparacién de los medios dependerd, en
primera instancia, del tipo de medio, de su consistenciay de la presencia de
componentes termoldbiles. En general, se pueden distinguir:

a. Medios semis6lidos sin sustancias termolabiles; su preparacién consta
de los siguientes pasos:

. 1) Incorporacién del medio basal (MB), de los reguladores.de creci-
miento o de otros compuestos. Ajuste del pH.

2) Adiciény d1soluc16n del agar. Distribucién en los recipientes de
cultivo (tubos de ensayo, cajas Petri, etc.).

3) Esterilizacién en’ el autoclave (ver Capitulo 1).

b. Medios liquidos con o sin sustancias termolébiles. Para su prepara-
cién se sigue el mismo procedimiento de a., pero sin adicionar agar, y
haciendo la esterilizacién por filtracién (ver Capitulo 1) en el caso de
medios que contengan sustancias termolabiles.
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Medios semisélidos con una o ma4s sustancias termoldbiles; para su
preparacion se sugieren las siguientes operaciones:

1) Incorporacion de los compuestos que pueden ser esterilizados en
el autoclave (tanto los del MB como los reguladores de creci-
miento u otros compuestos). Ajuste -del pH.. v

2) Adicién y disolucion del agar.
3) Estenhzam(m en €l autoclave

4) Incorporacién (operando en la camara de trasferenc1a) de la(s)
sustancia(s) termolabil(es), previamente esterilizada(s) por filtra-
cion (ver Capitulo I) Los componentes estenllzados (paso 3) se
deben mantener a una temperatura entre 40 y 50 °C

5) Distribucion (operando enlacidmarade trasferenc1a) del medioen
los recipientes de cultivo (tubos de ensayo, cajas Petri, etc.) pre-
viamente esterilizados en el autoclave.

Preparacion del medio basal (MB). En esta seccion, y a manera de

ejemplo, se describird el procedimiento de Murashige et al. (1962) para
preparar el medio basal (fuente de carbono + nutrimentos minerales
+ vitaminas); la composicién de este medio se detalla en el Cuadro 2.2,
columna MS. Si bien la preparacién se puede llevar a cabo'de diversas
maneras, de acuerdo con el consumo y las facilidades disponibles en cada
laboratorio, generalmente es conveniente prepararlo 10 veces mis concen-
trado (MS x 10), procediendo de la siguiente manera:

1)

)

3)
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Pesar, teniendo presente que se prepara MS x 10:

130 5 95 (0 T 16,500 mg
KNO; .ttt iiiiiiiiiiieaertreeenanonesineenn vew 19,000 mg
KH,PO, ...coviiiiiiiid i, e 1,700 mg
MgSO.TH,0 vovvvnnnnnn... s el e 3,700 mg

Disolver en aproximadamente 300 ml de H,0, DD.

Adicionar 10 ml de una solucién de CaCl,.2H,0 (44 g/ 100 ml de H,O,
DD). -

Adicionar 10 ml de una solucién que contenga 3.73 g de Na,EDTA y
2.78 gde FeSO,.7H,0, disueltos en 100 mlde H,0, DD. Esta solucién
se debe guardar en el refrigerador.
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4

5)

6)

D)
8)
9

Adicionar 10 ml de-una solucién de KI (83 mg/ 100 ml de H,0, DD).
Esta solucién se debe conservar en el refrigerador, en frascos a prueba
de luz.

Adicionar 10 ml de una solucién (conservada en refrigerador) que
contenga: S

H;BO; ovviviiiieii wvssee. 620 mg/100 ml H,O, DD
MnSO4H0 ...vvvvniivnininnnn, 2,230 mg/ 100 ml H,0, DD
ZnSOLTH,O ivii vt iinnnnanain 860 mg/100 ml H,0, DD
NayMoO,2H,0 .ovviniiiieiiiinnnenns 25 mg/ 100 ml H,0, DD
CuSO,5H,0 ...vviiiiiiiiiiiiennnnns 2.5 mg/100 ml H,0, DD
CoCL.6H,0 ..ovvvviviriiniinnnennne 2.5 mg/100 ml H,0, DD

Adicionar 10 ml de una solucién (conservada en el refrigerador), que
contenga: '

GlCINA v\vveienvniie i enenenans 200 mg/ 100 ml H,0, DD
Tiamina-HCl ...............cc00vvvnes 10 mg/100 ml H,O, DD
Piridoxina-HCl .............c.00venen 50 mg/ 100 . ml H,O, DD
Acido nicotinico .....ovviiieeiiiiiian. 50 mg/100 ml H,O, DD
Mioinositol .......ccevniivennnen... 10,000 mg/ 100 ml H,0, DD

Adicionar 300 g de sacarosa.
Completar hasta 1000 ml con H,O, DD.

‘Repartir el medio asi preparado en recipientes de diferente capacidad
(10, 50, 100 cc, de acuerdo con las necesidades del laboratorio).
Rotular “MS x 10” y almacenar en congelador (-5 a -20 °C) hasta
cuando se utilice. Es aconsejable preparar el MB necesario teniendo en
cuenta el consumo del laboratorio en un lapso determinado (un mes,
por ejemplo).

Condiciones Ambientales para la Incubacién

Es conveniente que los cultivos sean incubados en ambientes controlados
(ver Capitulo 1), por lo menos en lo que se refiere a la luz y a la tempera-
tura; estos dos factores estdn relativamente poco estudiados, y la informa-
cién existente sobre ellos suele ser fragmentaria y a menudo contradictoria.-

Las respuestas morfogenéticas pueden ser alteradas por la temperatura

de incubacién (Martin, 1980; Hughes, 1981), asi como por la calidad,
intensidad y duracién de la luz (Seibert et al., 1980; Hughes, 1981). El
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Cuadro 2.3 /ilustra los efectos.de algunos factores sobre la regeneracién de
plantas-a partir de diferentes explantes de algunas-leguminosas.

Cuadro 2.3. Efecto de la intensidad de la luz'y de la temperatura en la regeneracién de
plantas por cultivo in vitro de meristemas y hojas.

Luz? Temperaturab . Explantes® que regeneran plantas o vastagos (%) en:
(lux) ©C) Pisum sativum " Vigna unguiculata.  Glycine max
‘ ' ' (hoja joven) ' (meristema) (meristema)

0 26/26 0 — —

0 20/20 0 — —

0 26/15 0 — i —

0 20/15 0 — —
1000 26/26 8 - , —
1000 26/20 39 — —
1000 26/15 17 — [
1000 20/15 22 — —
2000 126/26 ' 14 - =
2000 © o 20/20 41 . g
2000 © . 26/15 30 — : -~
2000 20115 - 54 — -
1200 26/26 = — 75 . 7
1200 20/15 — 38 17
7500 26/26 — 100 . 35
7500 20/15 — = 8

a. Fotoperiodo de 16 horas.

b. Numerador = temperatura durante el fo;operiodo, denommador = temperstura durante el escotope-
riodo. ’

c. . El simbolo (—) indica tratamientos no ensayados.

FUENTES: Rubluo et al., 1982 (para P, sativum), Kartha et al., 1981b (para V. unguicilatay G. max).

Para propositos generales se sugiere utilizar, en el establecimiento de los
cultivos, una fuente luminosa compuesta de lamparas fluorescentes (del
tipo ‘luz de dia’) y lamparas incandescentes que brinden entre 1000y 4000.
lux de iluminacién. Comtinmente se utiliza un ciclo de fotopenodo | esco-
toperiodo de 16/8 h. En general, temperaturas entre 25 y 28 °C son
adecuadas para el establecimiento de los cultwos
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