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Ademais, ya que la CH puede tener contenidos bajos de algunos aminoa-
cidos como la metionina, el tript6fano y la fenilalanina, éstos se pueden
afiadir a los cultivos recalcitrantes (3 mg/litro de L-metionina, 4 mg/ litro
de L-triptéfano, y 5 mg/litro de L-fenilalanina).

Levadura y extracto de malta

Lalevadura y el extracto de malta de cebada generalmente se suminis-
tran en concentraciones respectivas de 0.5% hasta 1%y de 0.1% v/ v. Estas
dos sustancias se pueden considerar también como buenas fuentes de
nitrégeno reducido, de precursores potenciales de las adenil-citocininas, e
incluso de las mismas adenil-citocininas. Van Staden et al. (1975) identifi-
caronen el extractode malta Difcola ZEA y los compuestos relacionados;
pero Sandstedt et al. (1960) ensayaron los L-aminoécidos en el cultivo de
tejidos de tabaco, en las proporciones presentes en el extracto de levadura
Bacto, y encontraron que los dcidos aspartico y glutdmico podian por s1
solos sustituir a la mezcla entera.

Muchos investigadores encontraron que el extracto de malta de cebada
era benéfico cuando se utilizaba como un suplemento (Lowenberg et al.,
1952; Gautheret, 1959). Sin embargo, en otros casos, cuando el extracto de
malta de cebada se utilizaba como una fuente de nitré6geno reducido en los
cultivos, los tejidos podian oscurecetse y morir. Por otra parte, las maltas
de otros cereales pueden ocasionar diferentes respuestas; por ejemplo la
malta del ragi (Eleusine coracana), un cereal ampliamente utilizado en la
India, ha mostrado ser unafuerte estimuladora de algunos tejidos (Murthy
Reddy et al., :1973). Por consiguiente, esto refuerza el hecho de que
diversos tejidos responden diferentemente a varios suplementos.

Vitaminas

Las plantas verdes se consideran normalmente autétrofas para las vitami-
nas, pero puede ser necesario afiadir al medio algunas de ellas, hasta
cuando los cultivos ¢crezcan o se hayan vuelto verdes. En la mayoriade los
medios, la tiamina, la piridoxina y el 4cido nicotinico se consideran
benéficas y se afiaden de forma rutinaria, por conveniencia. Desde hace
mucho tiempo se sabe que las puntas radicales escindidas son incapaces de
sintetizar latiamina y presentan un requerimiento definitivo porla misma
cuando se van a cultivar continuamente. En realidad, en la planta intacta
las raices deben obtener su tiamina del vastago donde es sintetizada.
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Otras vitaminas (acido pantoténico, biotina, riboflavina y colina) pue-
den ser Gtiles pero no absolutamente necesarias. El 4cido asc6rbico (10 a
100 mg/litro) se considera benéfico en algunos cases, debido probable-
mente a su capacidad para actuar como un agentereductoer y para retrasar
la formaci6n de sustancias similares a la melanina, que inhiben el creci-
miento, y no debido a su papel como ‘vitamina’. También se ha sugerido
que los efectos estimuladores del crecimiento que tiene €l jugo de tomate
(Vacin et al., 1949; Nitsch, 1954) probablemente se deben a una respuesta
de este tipo, y no a la presencia de alguna ‘sustancia de d1v1s1én celular
(Arditti, 1966).

El 4cido ascérbico no parece ser tan bueno como ¢l glutatién (10-a
100 mg/litro) para retrasar el oscurecimiento de algunos tejidos recalci-
trantes, ya que se autooxida mas rdpidamente que este dltimo. Otros
-afirman que la vitamina B12 es benéfica para el establecimiento de los
cultivos de tejidos y células (Reinert et al., 1956).

En cualquiera de los suplementos mencionados hay que tener en cuenta
su termolabilidad. La glutamina, la asparagina, la hipoxantina y el 4cido
ascOrbico deben considerarse termoldbiles en cualquier experimento; es
decir, deberén esterilizarse por filtracién y afiadirse separadamente al
medio enfriado, teniendo las precauciones adecuadas para mantener la
esterilidad. El pantotenato de calcio, la tiamina HCI, la riboflavina, y el
tript6fano también se encuentran afectados por el calor, aunque su degra-
dacion se considera leve.

Purinas y Pirimidinas

Generalmente se ha reconocido que la levadura, la malta y los extractos
selectos de tejidos, al igual que el endosperma liquido, pueden suministrar
purinas o pirimidinas. Del extracto del endosperma liquido del maiz se ha
logrado €l aislamiento masal de las purinas, adenina, adenosina, uracilo,
xantina ¢ isoguanina; éstas son activas separadamente o en combinacién
con otras fracciones del extracto de maiz (Shantz et al., 1964). Las purinas,
la adeninay el uracilo también se han aislado, en formacristalina, del AC.

Un trabajo anterior mostré que, generalmente, es posible aumentar
levemente las propiedades estimuladoras del crecimiento del AC entera
afiadiendo adenina, adenosina o Acido adenilico. Los experimentos di-
sefiados para determinar si la actividad de varios tipos de compuestos
promotores del crecimiento se podia aumentar al combinarlos con una
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mezcla general de purina, mostraron que cantidades equimolares de ade-
nina, guanina, acido adenilico, guanosina, xantina, hipoxantina, adeno-
sina y acido guanilico no tenian un efecto promotor del crecimiento
cuando se afiadian al medio basal en concentraciones de 20 mg/ litro.

Al afiadir la mezcla de purina a los compuestos estimuladores (difenilu-
rea, Aesculus-leucoantocianina, acido indol-3-acético, y acido ben-
zotiazolil-2-oxiacético) tampoco se aument6 de manera significativa la
respuesta del crecimiento, a excepcién de la correspondiente al acido
benzotiazolil-2-oxiacético. Con este uiltimo la mezcla de purina parecia ser
significativamente sinergistica, aunque en presencia de la CH este efecto
desapareci6 notoriamente.

Por lo tanto, aunque parece que no hay razén para pensar que cual-
quiera de los promotores especificos de la divisién celular corresponden
directamente a cualquiera de las purinas libres o a las sustancias relaciona-
das con las pirimidinas que ocurren naturalmente, es dogma corriente que
las sustancias asociadas con el metabolismo del 4cido nucleico pueden, al
menos, ser limitantes, y que por tanto se puede requerir su suministro para
asegurar el crecimiento de los cultivos.

" Seria razonable afiadir ciertos precursores como el 4cido orético, la
glicina y los compuestos de amonio. Igualmente, pueden ensayarse los
derivados del 4cido nucleico o anélogos suyos como la KIN (6-furfurila-
minopurina, 6-anilinopurina, 6-succinilaminopurina), o sustancias com-
prometidas en la biosintesis del 4cido nucleico (por ejemplo, el 4cido
nicotinico o el dcido f6lico) en casos especiales en que los tejidos son
recalcitrantes.

ElCuadro 3.6 dala composicioén de tres soluciones de tales compuestos,
ideadas de manera arbitraria. Se han elaborado como soluciones madre
10X en agua destilada, para usarlas en concentracionesde I, 10 y 50 mlde
solucién por litro de medio basal.

En algunos casos no s¢ observa un beneficio aparente al afiadir cual-
quiera de los suplementos por separado o en combinacién; en otros casos
parece presentarse un efecto toxico que se manifiesta por el oscurecimiento
de los tejidos, y en otros casos se observa un efecto benéfico. Por consi-
guiente, pueden existir casos en los que combinaciones sutiles de los
compuestos presentados en el Cuadro 3.6 (lo que llamamos nuestro ‘coctel
purina-pirimidina’) resulten benéficas, pero siempre y cuando se afiadan
en cantidades extremadamente diluidas.
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Cuadro 3.6. Mezclasde purinas y pirimidinas® que se pueden afiadir a los medios de cultivo.

Solucién A Solucién B
Componentes Contenido | Componentes Contenido
(mg/litro) (mg/ litro)
Hipoxantina 25.00 Acido 5-metildesoxicitidilico 0.10
Adenosina 10.00 Acido orético 5.00
Citocina . 10.00 Acido citidilico . - : 2,00
Uridina 0.20 Acido guanilico . 5.00
Uracilo 5.00 Acido adenilico 2.00
Xantina 5.00 | Acido desoxiadenilico ' 0.20
Guanosina 1.00 Acido desoxicitidflico 0.02
Desoxinosina 0.10 Acido desoxiguanilico 0.20
Solucién C
Componentes Contenido.
(mg/litro)
Cloruro de colina 10.00
Sulfato de citidina 0.5
S-metilcitocina ' - 0.1
5-metildesoxicitidina- HCI 0.1
Timidilato de calcio 5.0

8. Pueden elaborarse como spluciones 10X en agua destilada y emplearse solas o en combinacién, usando
concentraciones de 1, 10 y 50 ml por litro de medio basal. Todas las soluciones se esterilizan por
filtracién.

Auxinas, Citocininas y Otros Reguladores
del Crecimiento

Sesabe que las lineas habituadas y los tumores son capaces de proliferar en
un medio compuesto éstrictamente de sales morgémcas una fuente de
carbono y una o dos vitaminas. Por otra parte, hay una gran cantidad de
tejidos que no crecen ¢n este medio minimo; estos tltimos tejidos, que se
supone son ‘normales’, sélo crecerdn cuando se les suministre alguna
sustancia reguladora del crecimiento. Las sustancias reguladoras se pue-
den suministrar en forma de endospermas liquidos como el AC o de
compuestos quimicos mas definidos.

En el trabajo de cultivo de tejidos, el uso de promotores del crecimiento
naturales y sintéticos estéd bien documentado. No se pretende revisar esta
literatura tan voluminosa (Steward et al., 1971; Abeles, 1973; Crozier,
1981; Addicott, 1983; Nickell, 1983; Scott, 1984; MacMillan, 1984); sin
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embargo, se haran algunas consideraciones generales sobre las diversas
clases de sustancias promotoras del crecimiento que se han encontrado
utiles para el establecimiento y mantenimiento de cultivos de tejidos.

Auxinas

Las auxinas comprenden una gran familia de sustancias que tienen en
comun la capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento celular;
sin embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que promueven la divisién
celular en el cultivo de tejidos.

Existen varias auxinas llamadas ‘naturales’, que incluyen AIA, indol-
3-acetonitrilo, etilindol-3-acetato, indol-3-carboxialdehido, indol-
3-acetaldehido, indol-3-acetamida, 4cido indol-3-carboxilico, 4cido indol-
3-propiénico, Acido 5-hidroxiindol-3-acético, Acido indol-3-acetilas-
partico, y otras; es probable que, a medida que se realicen mas investiga-
ciones, se descubran mas sustancias de esta naturaleza. De las auxinas
‘naturales’, el AIA es el compuesto de mayor utilizacién (Scott, 1984).

También se utiliza ampliamente un buen nimero de sustancias que
provocan un efecto fisiologico similar y que se han producido sintética-
mente; son las llamadas ‘auxinas sintéticas’, entre las cuales el 2,4-D, el
ANA y el AIB se encuentran ampliamente disponibles y se utilizan
comuinmente. También existen muchos compuestos que son derivados de
los 4cidos fenilacético o fenoxiacético (clorosustituidos) y han encontrado
una amplia utilizacioén,

En la practica, el uso de las auxinas es un arte. No es posible establecer -
una concentracién particular de la auxina que se debe utilizar en un solo
caso. Sin embargo, en general se utiliza el AIA en concentraciones que
varian de 0.001 a 10 mg/litro, con un punto 6éptimo alrededor de 0.1 a
1 mg/litro; el 2,4-D se utiliza en concentraciones que varian de 0. la
10 mg/litro, con un punto 6pt1mo que frecuentemente se encuentra alre-
dedorde 1 a5 mg/litro; el ANA generalmente se utiliza en concentraciones
levemente mayores (1 a 10 mg/litro), con un punto 6ptimo cerca de
2 mg/litro.

Cabe mencionar que existe una gran cantidad de literatura sobre las
concentraciones adecuadas de auxinas que pueden ser necesarias para
iniciar el cultivo de tejidos o de células de una determinada especie de
planta (Durbin, 1979; Pierik, 1979; Evans et al., 1983; Sharp et al., 1984;
Ammirato et al., 1984).
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A menudo es necesaria una concentracion de auxinas sustancialmente
menor. para mantener los cultivos. Uno de los mejores ejemplos que se
conocen de un cambio nominalmente ‘permanente’, en relacién con el
requerimiento de auxina en los tejidos cultivados, es el de 1a ‘habituacién’a
esta:sustancia; en esta situacion, tejidos que originalmente requerian un
suministro ex6geno de auxina para el crecimiento, pierden gradualmente
este requerimiento (Gautheret, 1955; 1959). Lo mismo se aphca a las: .
citocininas (Meins et al., 1978).- s

Steward et al, (1955) encontraron que el acido benzot1azol-2-ox1acét1co
(BTOA) es muy activo en la estimulaci6n de la dwlsu‘)n celular en tejidos
tanto de raiz de zanahorla como del tubérculo de. alcachofa de Jerusalén
(Helianthus tuberosus). El BTOA incluso sobrepasé la actividad del AC
entera cuando se aplicé a explantes de la alcachofa de Jerusalén en un
medio con agar. -

Desde esa primera observacién, el BTOA se ha ensayado rutinariamente
para establecer nuevos cultivos, en concentraciones que varian de
0.4 mg/litro a unos 10 mg/litro (con su punto 6ptimo alrededor de 2 a
5 mg/litro). E1 BTOA nunca ha mostrado un efecto realmente sinergistico
con el AC, como es el caso de 2,4-D o de ANA, pero en algunos casos
puede promover un mejor crecimiénto en presencia del AC.

Generalmente $6lo se utiliza una auxina cada vez. Sin embargo, para
algunos investigadores (Mahlberg, 1959) ocasionalmente ha sido 1til el
uso simultdneo de 2,4-D y ANA, por ejemplo, para el crecimiento de
cultivos de Euphorbia marginata. Ya que varias auxinas parecen tener
diferentes sitios de accién, en ciertos casos podria ser conveniente ensayar-
las, incluso en combinaciones mas extensivas.

En algunos casos, la adicién de una de las auxinas al medio basal puede
ser suficiente para iniciar y sustentar el crecimiento. Sin embargo, desde
hace mucho tiempo se sabe que se puede obtener un efecto sinergistico
entre una auxina y los factores de crecimiento como los.encontrados en el
AC(Steward et al., 1951). Por lo tanto,enla L préctica seria deseable, por lo
menos al principio cuando se esta tratando.de iniciar nuevos cultivos,
contar con una serie de tratamientos con AC y otros sin esta sustancia.

Citocininas y sustancias similares

Skoog et al. (1955) propusieron el término cinina como un nombre
genérico para sustancias naturales y sintéticas que presentaban los mismos
tipos de actividad biolégica que la KIN (6-furfuril-aminopurina) (Miller et
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al., 1956). Con el fin de evitar confasién con el término cinina, segin se
utiliza en los sistemas animales, un poco més tarde se adopté la palabra
citocinina para designar las sustancias de divisi6n celular.

La KIN ha recibido mucha atencién como una sustancia estimuladora
de la divisién celular; no se ha demostrado que esté presente como un
compuesto natural y generalmente se reconoce como un artefacto. Desde
el aislamiento de 1a KIN, en 1955, se han aislado varias sustancias a partir
de preparaciones de ADN, las cuales ocurren naturalmente y estan rela-
cionadas con laKIN. Actualmente comprenden la sustancia mas conocida
de divisién celular, sustancias promotoras, y las adenilcitocininas. La
ZEA (64{4-hidroxi- € -metil but-trans-2-enilamino] purina) se considera
generalmente como el prototipo de las adenilcitocininas que ocurren natu-
ralmente; es unas 10 veces més potente que la KIN.

Otra citocinina sintética, el BAP, se utiliza actualmente tal vez més que
la KIN o la ZEA. Es un compuesto muy activo y se encuentra disponible
facilmente, a un costo mas o menos razonable. Cuando se lasensay6 en los
sistemas del bioensayo de zanahoria y de médula de tabaco, los resultados
con estas citocininas indicaron que la KIN y otras adenilcitocininas s6lo
tienen actividad en presencia de una auxina como AIA. Enel bioensayo de
zanahoria, generalmente, su actividad es pequefia comparada con el AC
entera; en el tejido de alcachofa de Jerusalén, su actividad es insignificante,
Sinembargo, todavia se han encontrado otras sustancias relacionadas con
la azacinetina, que tienen una notable capacidad para simular el efecto del
AC en tejidos de zanahoria, cuando se utilizan en presencia tanto de AIA
como de CH.

En una serie de experimentos disefiados para ensayar veinte purinas
sustituidas en N6-, ninguno de los compuestos mostré una actividad
pronunciada en ausencia de AIA; cuando se ensayaron en combinacién
con 0.5 mg/litro de AIA, varios de los compuestos fueron extremada-
mente activos a conicentraciones tan bajas como 0.01 mg/litro. Basdndose
en el incremento de peso fresco, se determiné que seis de estas sustancias
podian clasificarse como altamente activas, conrespuestas en presencia de
AIA que variaban de 50 a 100% del crecimiento de los'testigos con AC.

Estos compuestos altamente activos fueron: 6-anilinopurina, 6-m-
cloroanilinopurina, 6-butilaminopurina, 6-hexilaminopurina, 6-cloro-
hexil-metilaminopurina y 6~(3-fenoxi-propil)-aminopurina. La mayoria
de los compuestos restantes mostraron una actividad leve pero signifi-
cativa.
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Aunque se encontrd que la KIN, 1a ZEA, o la BAP eran necesarias para
el crecimiento de tejidosescinididos de médula de tabaco, se ha encontrado-
que las células de tabaco crecen més vigorosamente en presenciade AC. En
general, y segun la experiencia del autor al utilizar 1a zanahoria, no se ha
encontrado que las citocininias tengan ningun efecto diferente al de la AC,
en rélacién conlas propledades estimuladoras del crecimiento; en realidad,
las citocininas tienen un efecto débil o incluso inhibidor en algunos clones.
Cuando se usa la KIN en concentraciones de alrededor de 0.1 a
2.0 mg/litro, generalmente se afiade AIA y 6-anilinopurina en concentra-
ciones que varfan de 0.1 a 1 mg/litro del primero y 0.5 a 1 mg/litro del
segundo componente. La ZEA y la BAP se utilizan generalmente a niveles
similares; la ZEA se utiliza con m4s frecuencia a niveles m4s bajos, ya que
es bastante activa.

‘Giberelinas

Luego de su aislamiento a partir del hongo Gibberella fujikuroi, el dcido
giberélico (AG) se convirtié en un tema de intensa investigacion, aunque la
adicién de este compuesto a los medios. de cultivo. de tejidos ha sido
ocasional a pesar de sus efectos fisiologicos tan amplios. Se sabe que hay
varias giberelinas, relacionadas con el AG, que son productos complejos-
del metabolismo del hongo o de plantas superiores, y que son capaces de
intervenir en el crecimiento de muchas plantas ocasionando especialmente
un alargamiento celular, que de otra forma no ocurriria (Crosier, 1981;
MacMillan, 1984). Particularmente, éste es el caso cuando se aplica AG a
plantas genéticamente enanas, y en este aspecto las giberelinas difieren de
las auxinas.

Cuando se ensaya el AG en el sistema de bioensayo de la zanahoria,
estimula la divisién celular en. lugar de producxr alargamiento, especial-
mente en presencia de CH. También se encontré en el bioensayo de
zanahoria que el AG se comporta en una forma similar ala ‘fraccién activa’
del AC, aunque cuantitativamente menor, a pesar de que dicha fracciéon no
contiene AG. Incluso en presencia de la ‘fraccién activa’, el AG induce
algunas divisiones celulares; puede, de hecho, acentuar el efecto de tal
fraccién, para que cuando se use en combinacién produzca muchas mas
células pequefias que cualquier sustancia que actie por sf sola.

Seha pubhcado (Steward et al 1964) una evaluacién de algunas glbere-
linas en cultivos de zanahoria. Ya que el AG se encuentra muy disponible y
ha mostrado ser bastante activo, generalmente es el que se utiliza cuando se
desea usar una giberelina; la concentracién varia entre 0.01 a1 mg/litro
con un punto 6ptimo.alrededor de 0.1 mg/litro. Schroeder et al. (1957)
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encontraron que el AG (25 mg/litro) en combinacién con el AIA
(1 mg/litro) estimulaba la formacién de callo en tejidos escindidos del
mesocarpo del fruto del lim6n maduro (Citrus medica).

En la mayorfa de los cultivos, los niveles de AG superiores a 1.0 mg/ litro
son téxicos; por ejemplo, Blakely (1963) encontr6 que el AG era toxico
para los cultivos de Haplopappus. En resumen, las giberelinas deberian
utilizarse en bajos niveles y con cautela; son termolabiles y deberfan
esterilizarse con filtros (van Bragt et al., 1971a).

Compuestos Polifendlicos

En la etapa apropiada de desarrollo, tanto el endosperma sélido como el
liquido de los frutos inmaduros de Aesculus woerlitzensis (Hippocastana-
ceae) producen extractos promotores del crecimiento (List et al., 1965).
Los extractos de las dos regiones morfolégicas deben sus propiedades
promotoras del crecimiento a dos tipos de sustancias diferentes.

El endosperma mas sélido se distingue porque contiene cantidades
relativamente grandes de sustancias complejas que pertenecen al grupo de
las leucoantocianinas; aunque no son tan activas como las sustancias del
endosperma liquido, en la composicién global pueden representar una
actividad promotora del crecimiento muy potente. Todas las caracteristi-
cas quimicas de estas sustancias, que son dificiles de purificar y no se han
obtenido en forma cristalina, son consistentes con las férmulas quimicas
publicadas (Steward et al., 1972).

Una vez establecido que estos compuestos promueven el crecimiento, se
ensayaron un gran nimero de otras preparaciones de leucoantocianina, o
de sus productos hidroliticos. En un gran niimero de casos, las sustancias
polifendlicas muestran alguna actividad en la promocion de la divisién
celular en el sistema de ensayo de la zanahoria. Parece que se requiere un
monoglucésido para un maximo de actividad, y que esta sustancia debe
existiren laformaleuco, ya que laantocianina coloreada y la cianidina son
relativamente inactivas. ' '

Puesto que seria demasiado largo discutir todos los resultados acumu-
lados de estas pruebas a través de los afios, a continuacién se presenta un
resumen de los principales de ellos.

De un totalde 166 pruebas con 63 compuestos, 123 dieron una respuesta
positiva, mientras que 40 no dieron respuesta o fueron negativos. El
incremento promedio en el peso fresco total sobre los testigos fue de 26%.
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Sin embargo, se observé un efecto mas significativo cuando las sustancias
de las pruebas se clasificaron en compuestos sintéticos y preparaciones de
fuentes naturales. En 46 pruebas, con 21 compuestos polifenélicos sintéti-
cos diferentes, la respuesta total del crecimiento promedio fue de -0.3%en
comparacion con los testigos; en 120 pruebas con preparacionesde fuentes
naturales, 1a respuesta promedio total fue de +379% sobre la de los testigos.
Parece que las sustancias de esta naturaleza general que ocurren natural-
mente (leucoantocianinas, catecoles, acido colinérgico) pueden desempe-
fiar un papel pequefio pero significativo en la estimulacién del crecimiento
en los tejidos de explantes, mediante la division celular (Nitsch et al., 1962;
Lee et al., 1965; Paulet, 1970).

En resumen, existe una légica bien documentada tras el uso de los
compuestos polifenélicos en los medios de cultivo de tejidos, medios
que pueden ensayarse en ciertos casos en que los tejidos son particular-
mente recalcitrantes. Ya que con el uso individual de estas sustancias se
obtiene poco efecto por encima del esperado con el endosperma liquido de
Aesculus, generalmente es mas conveniente utilizar este ultimo extracto.

Aunque lo dicho se relaciona predominantemente con endospermas
liquidos como el de Aesculus woerlitzensis, las generalidades y especifici-
dades deberian ser validas para las sustancias de otros liquidos que se
encuentran en forma natural. En realidad, se puede anticipar. que los
investigadores en los trépicos y subtrépicos tendran acceso a una amplia
gama de liquidos estimuladores del crecimiento que son de origen nove-
doso, distintivo o incluso morfoléglcamente Gnico (Steward et al. , 1959;
Shantz, 1966).

Otras Observaciones

Relaciones entre los componentes del medio. A menudo es dificil ver las
relaciones estructurales entre los varios compuestos quimicos que poseen
una actividad fisiolégica, segiin se ha encontrado en pruebas de creci-
miento ampliamente diferentes; el hecho de que tales compuestos puedan
funcionar en algunos casos sugiere que se ensayen por lo menos en casos
dificiles.

La mayor parte del trabajo realizado sobre cultivo de tejidos ha girado
alrededordel uso del AC en presencia o en ausenciade AIA, ANA, 2,4-D o
BTOA. En los casos en que los tejidos son especialmente recalcitrantes, se
deberia ensayar también una amplia gama de otros.compuestos conocidos
por sus propiedades estimuladoras del crecimiento.
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El pH y otras condiciones del cultivo. Narayanaswamy et al. (1964) y
Raghavan (1966; 1976) han revisado exhaustivamente la literatura en rela-
ci6n con los efectos del pH del medio, de la temperatura y la luz y de los
gases en cultivos de embriones; lo mismo se aplica también alos cultivos de
células y tejidos. Es suficiente decir que una especie particular puede
reaccionar favorablemente a un conjunto de condiciones mientras que
otras pueden no hacerlo; por consiguiente, la tarea de decidir las condicio-
nes de cultivo adecuadas puede requerir, en algunos casos, una decisién
por el método de ensayo y error (Seibert et al., 1980; Martin, 1980).

Aunque generalmente se supone que los cultivos de tejidos de plantas
pueden sobrevivir en un amplio rango de pH, Steward et al. (1952b),
encontraron que un medio levemente 4cido (pH 6.25) era 6ptimo para los
cultivos de zanahoria. Los pH iniciales de la mayoria de los medios son
generalmente de 4.0 a 5.5, en ausencia de varios suplementos de creci-
miento. En la mayoria de los casos se requerir4 ajustar el pH, aumentan-
dolo con una solucién 0.01 6 0.1 N de hidr6xido de potasio o de sodio;
normalmente, el ajuste del pH se hace a 5.5, 5.8 6 6.3. Las orquideas.
generalmente se desempefian mejor en un medio levemente més 4acido
(Arditti, 1977).
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