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Otros tipos de compuestos que pueden afectar la organogénesis incluyen
los fenoles sustituidos y los alcaloides. Lee et al. (1965) informaron que los
fenoles monohidréxidos sustituidos en las posiciones 2 6 4 estimulan la
formacién de yemas. L.os 4cidos fen6licos como el p-cumarico, el fertlico y
¢l vainflico estimulan la formacién de rafces en explantes de alcachofa de
Jerusalén (Rucker et al., 1969). Peters et al. (1974) estimularon el enraiza-
miento en Nicotiana rustica al incluir nicotina en el medio de cultivo. Estas
sustancias pueden reaccionar con los niveles end 6genos de los reguladores
de crecimiento, alterando las proporciones de auxina y de citocinina. El
carbén activado ha sido efectivo para remover del medio los compuestos
fenélicos inhibidores (Fridborg et al., 1978).

Reguladores de! crecimiento. El papel de los reguladores de crecimiento
en la organogénesis se ha estudiado intensamente. Usualmente se induce la
formacién de callos a partir de explantes en medios que contengan auxi-
na(s) o una proporcion alta de auxina:citocinina.

El medio para que la proliferacion de callos sea rapida puede requerir
una composicién ligeramente diferente de la que se usa para la induccién
de los mismos. La diferenciacién de yemas se logra subcultivando los
callos en un medio que tenga alta relacion citocinina:auxina; en cambio,
para la diferenciacién de raices se requieren medios con una relaciéon
citocinina:auxina baja. En medios con citocinina, algunas veces ocurre la
organogénesis directamente del explante (Flick et al., 1983). Eluso de una
auxina o citocinina ha sido efectivo para estimular la formacién de yemas
en explantes de Douglas Fir (Cheng, 1975); la formacién de yemas puede
también ser estimulada en presencia de la auxina solamente (Sastri, 1963).
Las antiauxinas se han usado para inducir organogénesis. Estas respuestas
in vitro suelen ser variables, debido, probab‘lemente, alos distintos niveles
enddgenos de fitohormonas en el momento de la organogénesis.

Las giberelinas también pueden tener un papel importante en la organo-
génesis (Murashige, 1964; Thorpe et al., 1973): aunque generalmente
inhiben la diferenciacidn, algunas veces estimulan la formacién de yemas
(Jarret et al., 1981). El efecto inhibitorio de las giberelinas en la diferencia-
cidén se puede anular parcialmente adicionando 4cido abscisico al medio
(Thorpe et al., 1973); las antigiberelinas como el CCC (cloruro de cloro-
colina) se consideran inefectivas. En presencia de los precursores del AIA
(triptéfano desaminado oxidativamente), el AG puede inducir la forma-

. cién de raices adventicias a partir de discos de hojas cultivados in vitro,
probablemente debido g} estimulo biosintético del AIA (Coleman et al.,
1977; Thorpe, 1980).
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Se hanincluido en el medio componentes organicos como AC, extractos
de malta y levadura, CH, pulpa y jugo de frutas, y productos extraidos de
animales; sin embargo, con la excepcién del AC y la CH, la mayoria de
estos componentes se pueden remplazar por nutrimentos definidos.

Otros factores. La organogénesis puede estar afectada por una gran
variedad de factores como luz, temperatura, consistencia del medio, ypH.
Laluzes un factorcritico para la iniciacién de yemas en el cultivo de callos
de tabaco (Murashige et al., 1968); su efecto se puede deber a que incre-
menta la acumulacién de almid6n en los tejidos cultivados, la cual es
necesaria para la formacién de primordios de véstagos (Thorpe et al.,
1970). Kato (1978) ha demostrado que la formacién de yemas a partir de
callos de Heloniopsis orientalis se regula por medio de las concentraciones
de los reguladores del crecimiento y tamb1én por medlo de la actividad
fotosintética. :

El fotoperiodo también puede afectar los niveles internos de los regula-
dores del crecimiento (Heide et al., 1967). Usualmente, un fotoperiodo de
12 a 16 horas con 1000 a 3000 lux es suficiente para inducir la organogéne-.
sis; por otra parte, un cambio en la intensidad luminica puede causar
organogénesis (Hasegawa et al., 1973), y pueden ocurrir cambios morfo-
genéticos especificos debidos ala longitud de onda de lailuminaci6én. Una
mezcla de los colores rojo y azul afecta la formacién- de véastagos en
Heloniopsis orientalis, aunque la luz verde no afecta esta respuesta (Kato,
1978).

Los cultivos de tejidos se mantienen generalmente a 25 °C (Thorpe,
1980); sin embargo, las temperaturas que estén dentro de 18 y 28 °C son
también efectivas. Las fluctuaciones entre las temperaturas del dia y de la
noche pueden estimular la organogénesis; por ejemplo, Gautheret (1969)
hallé que alternando temperaturas diurnas y nocturnas de 20 y 15 °C
respectivamente, se conseguia una formacioén éptima de raices de explan-
tes de tubérculos de Helianthus tuberosus. Los tratamientos previos con
temperaturas bajas también son efectivos; por ejemplo, Fonnesbech (1974)
demostré que, cuando se trataban segmentos de peciolos de Begonia x
Cheimantha con temperaturas frias, éstos formaban mds yemas adventi-
cias que cuando no se hacia ese tratamiento.

La interaccién de los reguladores de crecimiento con la temperatura
puedeinfluenciar larespuestain vitro (Chenget al., 1977); asf, explantes de
lechuga que estan a 17 °C producen yemas inicamente si el medio contiene
cinetina, pero si estan a 28 °C pueden producir yemas también en ausencia
de esta hormona.

159



Cultivo de tejidos en la agricultura

La mayoriadelos estudios sobre organogénesis se han hecho en medios
semisélidos que contienen de 0.3% a 1.0% de agar. La forma fisica del
medio uene una profunda influencia en las respuestas morfogenéticas;
White (1939) demostrd que en un medio semisélido los callos de Nicotiana
no se diferenciaban, pero que formaban raices y vastagos en un medio
liquido.: Se cree que las concentraciones altas de agar crean un medio
ambientecon mucho estrés para las plantas, lo cual reduce la formaci6n de
meristemoides (Brown et al., 1979), pero puede estimular la produccién de
yemas foliares y florales (Mangara et al., 1967).

Entrg otros factores que afectan la organogénesis estan el pH del medio,
la polaridad del explante, la humedad relativa y la fase gaseosa del medio
de cultivo.

Procedimiento para inducir organogénesis en tabaco

La organogénesis se ha estudiado extensamente en especies de la familia
Solanaceae, particularmente del género Nicotiana; regularmente se utiliza
Nicotiana tabacum como especie modelo. El procedlmlento se puede
realizar enuna cémara estéril, asf: :

'l) Cultive en un invernadero plantas de Nicotiana tabacum L. variedad
Wisconsin 38. Antes-de que ocurra la floracion, ‘corte la planta y
descarte todas las hojas, las yemas axilares y los 10 cm aplcales del
tallo.

2) Coloque trozos del tallo en alcohol al 70%, durante 10 segundos.
Transfiéralos luego a una solucién de blanqueador comercial al 10%
(v/v); estasolucion debe contener 2 gotas de Tween-20 por cada 100 ml
de solucién. Después de 10 minutos, enjuague 2 6 3 veces con agua
destilada estéril.

3) Enunacaja Petriestéril que contenga papel filtro himedo, coloque las
porciones de tallo. Corte y descarte 5 mm de la porcién terminal de
cada pedazo de tallo; divida luego el tallo en porciones de 1.0 cm.

4) Remueva la superficie externa de los trozos de tallo, usando forceps
esterilizados y un bistur{. Corte diagonalmente tres o cuatro secciones
en cada porcién de tallo y coloque cada parte con el cambium hacia
arriba, en un medio de cultivo.

5) Para la inducci6n de callos utilice tubos de ensayo con el medio de
Murashige y Skoog (1962) suplementado con: 0.3 mg/litro de 2,4-D,
0.1 mg/litrode KIN, 8 g/ litro de agar, 30 g/litro de sacarosa y 1 g/litro
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de CH. Ajuste el pH ‘del medio ,a,’5;7 antes de someter éste a la
esterilizacion en e} autoclave, a 1.1 kg/cm2 de presién y 121 °C de
temperatura, ‘durante 15 minutos.

6) Incube los cultivos en la oscuridad, a 27 °C. El callo se observaalos7
' dias, y puede ser subcultivado después de 4 semanas.

7) Laorganogénesis se puede inducir subcultivando el callo en un medio
gue contenga 3.0 mg/litro de 2iP y 0.3 mg/litro de AIA,; si los cultivos
se han mantenido en la oscuridad o con baja luminosidad, los meris-
temas se forman después de 4 a 6 semanas. Para estimular la organo-
génesis han sido efectivas también otras citocininas y auxinas, en
varias concentraciones.

8) Laformacién de raices s¢ puede inducir haciendo el subcultivo en un
medio que contenga 3.0 mg/litro de AIA y 0.1 mg/ litro de KIN.
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