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RESUMEN 

Los antibi6ticos se han utilizado frecuentemente para 

controlar la contaminación o bien con fines je selecci6n 

de clones celulares animales y vegetales y las sales 

(NaCl y KCl) para mant~ner el equilibrio osm6tico o en la 

selección de líneas celulares resistentes a salinidad. Sin 

embargo, existe muy poca información sobre J.os efectos cola 

terales en la biología de los cultivos (división celular y 

morfogénesis). 

Al determinar el efecto del NaCl y del antibiótico ka

namicina en tres estados de organización de las células de 

L. c~cttfc1·tttun y S. l' (¡ 6-LcZ.1tcthttm, a lo largo de tres trans

plantes consecutivos en al mismo medio se encontró que a 

nivel de células desdiferenciadas la kanamicina inhibió 

gradualmente la producción de biomasa en ambas especies, 

hasta 80% en el tercer ciclo de cultivo. 

En el proceso morfogenético la kanamicina también in

terfirió el patrón de desarrollo: Inhibió la regeneración 

de raíces de S. a66ic.ina~um y en ápices de tallos de L. 

eJ..cu.te.n.tu.m, además de inhibir el desarrollo del sistema ra 

dical se redujo la presencia de los pigmentos verdes y el 

crecimiento de los tallos. 
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El NaCl de manera similar a lo que ocurrio en el caso 

del antibi6tico inhibió la producción de bioroasa en las dos 

especies, sin embar90 1 mientras que en cultivos de L. 

e~ c.uletttltm desarrollados en presencia de 1. 2't P /V la produs:_ 

ci6n de biomasa, gradualmente fue incremcnt¿ndose a lo lar

go de los tres ciclos de crecimiento representado con 20t, 

45% y 70% en relación al testigo, tendencia que se observó 

a concentraciones menores, en el. caso de .S. e 6 6.{c..tllll·~lllll, en 

el tercer ciclo de crecimiento no se detect6 ningGn incre

mento. En el proceso de regeneración de plántulas a partir 

de ápices y yemas laterales del tallo o de células desdife

renciadas, el grado de inhibición detectado fue proporcio

nal a la concentración de sal presente en el medio, llega~ 

do a 100% en presencia de 1.2i P/V de NaCl en el medio de 

cultivo. 



l. I NTRODUCC ION 

Tanto los antibióticos como ciertas sales inorgánicas 

se han utilizado mezclados en los medios de cultivo: los an 

tibióticos para reducir la frecuencia de contaminación en 

cultivos in vit~o de células animales y vegetales o con fi

nes de selección, dado que éstos son marcadores genéticos 

que pueden ser detectados con relativa facilidad; las sales 

para mantener el equilibrio osmótico o bien con la finalidad 

de obtener líneas celulares resistentes a niveles elevados 

de salinidad como el cloruro de sodio. 

Los antibióticos son metabolitos secundarios de bajo 

peso molecular que específicamente interfieren con el desa

rrollo de los microorganismos. En base a esta propiedad han 

sido utilizados en forma individual o en combinaciones para 

evitar la contaminación durante el establecimiento de culti

vos in vit~o de tejidos y órganos vegetales, principalmente 

en el caso de contaminaciones sistémicas donde el uso de 

estos compuestos es necesario para controlar la contamina

ción y asegurar el éxito de los cultivos, o bien en ciertos 

materiales como el pÓlen o las semillas de algunas especies 

en las que no es recomendable efectuar la desinfección con 

sustancias como el hipoclorito de sodio dado que se ~ltera 

la viabilidad de las mismas. 
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Dado que el uso de los antibióticos y el NaCl tiende a 

incrementarse en los cultivos la v.<_.t1to se requiere por lo 

tanto determinar los efectos colaterales de estas sustan

cias en los procesos como: División celular y morfogéncsis, 

para hacer un uso más racional de dichas sustancias y ase

gurar los resultados que se propone obtener un investigador 

en este campo. 

Zamcki y Umiel (1978) demostraron que ciertas concen

traciones de estreptomicina inhiben lu formación de los pi_9'. 

mentos verdes y el crecimiento de las células desdiferencia 

das de Nico.tlana .tabacum {Tabaco) y gue esto se debió a que 

la esti.·eptomicina al igual que la kanamicina inhiben la sín 

tesis de proteínas en cloroplastos y mitocondrias de las 

células de eucariotes de manera similar corno ocurre en las 

células de procariotes. Sin embargo, Owens en 1979 indic6 

que en cultivos de Vaucu~ ca~ota (Zanahoria) y N. tabacum 

concentraciones relativamente bajas de kanamicina promueven 

la expresión del potencial morfogenético. La exposici6n 

prolongada de las células o tejidos en presencia del antibiQ 

tico puede dar como resultado el desarrollo de lineas celu

lares resistentes a estas drogas. Existen trabajos !Cella 

et at., 1984, 1987; Schimke, 1980; Scott et at., 1986; Stark, 

1984) que intentan explicar los mecanismos mediante los cua

les las células somáticas adquieren resistencia a los anti

bi6ticos, específicamente en el caso de la resistencia a 

metotrexato se han descrito tres posibles mecanismos. El 

primero consiste en una mutación gue modifica a la proteína 
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membranal modificando el transporte del compuesto hacia el 

interior de la célula. El segundo está relacionado con una 

mutación que reduce el grado de afinidad de la enzima dihi

drofolato reductasa por el compuesto. El último mecanismo, 

propone el incremento de esta enzima en la célula para con

trarestar a las moléculas de rnetotrexato que se encuentren 

asociadas a la enzima, corno resultado de un proceso de am

plificación de genes. 

Con frecuencia se utilizan azúcares como el manitol y 

el sorbitol o sales corno el KCl y NaCl en el cultivo de c~ 

lulas y de manera especial, en el cultivo de protoplastos 

de células vegetales, para mantener el equilibrio osmótico 

que permite la integridad de estas células sin pared. Si 

bien los azúcares mencionados son más utilizados que las s~ 

les, el NaCl ha siclo empleado para provocar tensión en la 

célula y obtener así mediante procesos de selección, lineas 

celulares resistentes a dicha sal. 

Debido al uso de antibióticos y sales en los medios de 

cultivo cada vez más generali~ado, es necesario determinar 

Los efectos colaterales de estas sustancias en las células 

vegetales, por lo que en el presente trabajo se plantearon 

los siguientes objetivos: 

a) Estudiar el efecto de kanamicina y del NaCl en la producci6n 

de biornasa en cultivos estl~icos i" vLt4o de Lycope46icon 

e1.>cu.lentu.m (Ji.tomate) y Sa.cclta.4u.ITI o66icina.4u.m (Caña de 

azúcar). 



b) Determinar el efecto de kanamicina y del NaCl en el pro

ceso de la obtenci6n de plántulas ~n vlt~a a partir de 

células desdiferenciadas de S. o66lclnaAum. 

e) Estudiar el efecto de kanamicina y del NaCl en el desa

rrollo de plántulas a par~ir de ápices de los tallos de 

L. e6culcntum. 



II. ANTECEDENTES 

2.1. Lycope~4icon spp. 

El jitomate pertenece al género Lycope4Jicon de la fa-

milia de las Solanáceas. Este género incluye las especies 

L. chee.~oina1tLL, L. cit.tf.e1t>e., L. cltm.i.c.eet<nl: .. ié, L. c~eu.te11útm, 

L. h.L!t-~ untttm. L. p c.11>1 ef..i,.i., L. p eiwv.i.,uw 111, L. pü1p i ne.l'. [..é¿ o i'.i.tun, 

(Warnock, 1988). Las especies silvestres son originorias de 

Sudamérica, más concretamente c1e L1 rc•Ji6n andina (Kut et ,¡f., 

1983, R.ich, 7978), aunque posteriorment<~ fueron llevadaspor 

los distintos pobladores de un luyar a otro extendiendose 

por todo el continente. La domesticación del cultivo pare-

ce haberse iniciado en México. Esta idea se apoya en estu

dios enzimáticos los cuales indican que existe una mayor 

relaci6n entre los antiguos cultivares Europeos y los culti 

vares primitivos de México y Centro América (Rick, 1978). 

Su nombre deriva de la lengua náhuatl de México, donde 

se le llamaba tomatl. 

La planta fue cultivada durante mucho tiempo en Europa 

como ornamental, dado que se le creía venenosa, por su rel~ 

ci6n con plantas de la familia de las Solanáceas tales como 

el beleño, belladona y otras. El alcaloide causante de la 

pretendida toxicidad en el jitomate es la tomatina, que se 

encuentra principalmente en las hojas y el fruto verde, pero 
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que se degrada al madurar (Rodríguez et al., 1984). Supe

rada esta idea y debido a que es una planta que se adapta a 

una gran variedad de climas, con excepci6n de aquellos en 

que se producen heladas, se cultiva en diferentes regiones 

del mundo. 

En Mixico se cultiva principalmente en los estados de 

Campeche, Chihuahua, Durango, Guanajuato, Michoacán, Oaxaca, 

Puebla, Querétaro, San Luis Potosí, Sinaloa y Sonora. 

El jitomate forma parte de la ¿¡limentaci6n en varios 

países por lo que tiene importancia económica para los paí

ses productores (Brasil, China, Egipto, España, Grecia, It~ 

lia, México, URSS) dado que la mayor parte de la producción 

se exporta (Kut et aC., 1983). 

2.1.1. Descripción de la planta 

El tallo es erecto durante los primeros estadíos del 

desarrollo, pero posteriormente se tuerce a concecuenciadel 

peso, puede medir hasta dos metros de longitud. Su superfi 

cie es angulosa y esta provista de p1~los y c¡lándulas produs_ 

toras de la sustancia llamada tomatina (Rodríguez et al., 

1984) • 

Las hojas son compuestas y alternas. El limbo se divi 

de en siete, nueve y hasta once foliolos. 

Las flores se encuentran formando inflorecencias que 

pueden ser de cuatro tipos: Racimo simple, cima unípora, 
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cima bípara, cima multípara, pudien,do llegar a tener hasta 

50 flores por inflorecencia. La flor está formada por un 

pedúnculo corto, el cáliz es gamosépalo y la corola gamopé

tala. El androceo esta constituido de cinco o más estambres 

unidos a la corola. El gineceo presenta de dos a treinta 

carpelos. 

El fruto es una baya de color rosado o rojo debido a 

la presencia de licopinas y carotinas. Pueden ser redondos, 

achatados o en forma de pera y de tamaño variable. 

Las semillas son grisáceas, de forma oval, aplanada y 

miden de 2 a 3 mm de diámetro, 

El sistema radical está constituido por una raíz prin

cipal que puede alcanzar hasta 60 cm de profundidad, simul

táneamente se desarrollan raíces adventicias (Rodríguez et 

ctl., 1984). 

2.1.2. Reproducción 

El jitomate es un~ especie aut6gama que se reproduce 

por semilla (reproducción sexual) , bajo condiciones de inveE 

nadero o al aire libre. La aplicación de las técnicas de mejQ 

raniiento genético han permitido obtener un mayor rendimien

to y calidad de este cultivo. 
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2.2. Sac.cha1tum spp 

La caña de azúcar es un miembro del género Sacc.ha.•um 

de la tribu Andropogoneae, familia Grrunineae. Las especies 

de Sa.ccha.1tum son generalmente poliploides, no se conocen d_i 

ploides. La variabilidad interespecífica del número de crQ 

mosomas y mantenimiento de aneuploidias son características 

de la caña ds azdcar. Este gGncro incluye las especies 

S. ba.1tbelÚ, S. 066ic..(1rn1tttn1, S. 1tobtt!>tu111, S. !>.tnc.1t<1t, S . 

.t.pon.ta.netun (Liu, 1983). 

Todas las variedades comerciales de caña ne azúcar, CQ 

nacidas como nobles, pertenecen a la especie S. 066iclna.1tu.111 

y su número cromos6mico es 2n = 80 (Clemens, 1980), 

El género Sac.c.ha1tu.m es originario de las regiones tr6-

picales de la Melanesia. Su área de dispersión primitiva 

abarcó la Polinesia y el sureste del Continente Asiático 

(Clemens, 1980; Sánchez, 1'972). 

Se considera a la India como el país de origen de la 

caña de azúcar y el lugar donde el azúcar fue producida de~ 

de épocas muy remotas. En un principio, la caña de azúcar 

se utilizó para mascar o producir un material s6lido llama

do Gur, resultante de la deshidrataci6n por ebullición del j!:! 

go obtenido de su molienda. 

El cultivo de la caña de azúcar fue introducido a Mé

xico en el año de 1525, en el cantón de Santiago Tuxtla, 

hoy conocido como San Andrés Tuxtla, en el estado de Vera-
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El tallo está formado por una sucesi6n alterna de nu

dos y entrenudos. Los nudos están limitados por una zona 

de color más claro y generalmente poseen un diámetro dife

rente al del entrenudo, en cada nudo se inserta una hoja y 

una yema (Sánchez, 1972). 

Las hojas son alternas y están constituidas por el li~ 

bo y la vaina o parte inferior de la hoja que está pegada 

al tallo en el nudo. Los entrenudos de la regi6n apical del 

tallo presentan un gran número de hojas aglomeradas que for 

man un penacho o cogollo. 

Las flores se encuentran formando inflorescencias del 

tipo panícula o flecha. 

La caña de azúcar produce semillas del tipo cariospide 

las cuales a diferencia de los otros cereales tiene un alto 

grado de heterocigocidad por lo cual no se utilizan comer

cialmente (Clements, 1980). 

2.2.2, Reproducci6n 

La caña de azúcar se propaga mediante reproducci6n se

xual o asexual. Debido a que las variedades cultivadas son 

altamente heterocigotas, en el cultivo comercial de la caña 

se prefiere recurrir a la reproducción asexual ya que este 

tipo de reproducci6n permite conservar las características 

de las variedades a través del tiempo. 

El cultivo generalmente se propaga por estacas o fra~ 



cienes de tallos que tengan una o más yemas, generalmente 

se usa como "semilla" caña j6ven de 6 a 9 meses de edad 

(Humbert, 1984) , 

2.3. Cultivo de tejidos y aplicaciones 

l l 

La técnica de cultivo de tejidos se refiere al desarr~ 

llo de células vegetales en dif,~rentes estados de organiza

ci6n, en un medio nutritivo apropiado y bajo condiciones 

ambientales controladas. Esta t6cnica se ha empleado para 

realizar estudios fisiológicos (Binzel et ,1L., 1985; Bressan 

et al., 1982; Epstein, 1980; Flowers et al., 1986; Randa et 

al., 1982) / Citológicos (Carrillo d at., 1986; Nilsson, 

1986), bioquímicos (Isllida .:t Cte., 1971; 1973; Rawal et a.t., 

1985), patológicos (Schaffnei:, 1979; Shields et al., 1984) 

y otros; así como para la propagación y mejoramiento de es

pecies agronómicamente importantes (Thorpe, 1981, Evans et 

al., 1983; Chen et al., 1982; Ojeda y Carrillo, 1980). 

La regeneración de plántulas ,(_¡¡ v.i-lt1.o es posible media,!! 

te los procesos de organogénesis y de ernbriogénesis somáti

ca, explicados a continuación: 

2.4; Organogénesis 

En cultivos de tejidos la organogénesis se refiere a la 

iniciación de estructuras organizadas a partir de tejidos no 

diferenciados (Dodds y Roberts, 1985). La organogénesis se 

manifiesta primordialmente con la formación de meristemoi-
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des los cuales pos-teriormente darán origen a brotes o raí

ces (Torrey, 1966)'. 

La organogénesis depende del tipo de explante utiliza

do, así como de la selecci6n apropiada del medio de cultivo 

y el control del medio ambiente físico (Thorpe, 1980). 

Mediante este sistema se han regenerado plántulas de 

N . .tabac.um, D. ú11wx(.a., L. e;c.id'.en.tum, Pc_.tu.ni<l hyb1t.{,da, 

Med.{,c.ago .\at-iva, Pha.;ealu..; vtií'.ga.11..i .. ;, P.i.crn ctbtl'..I, CU-~tt~ 

t.tme:U:oúle;, Soí'.a1wm .tltbeno . .\tun, B-~º"''1[.[.i, v.i.;cc.;a, Ah.ab.(.dop.1.i,.; 

.tlta.l.la.i;a y otras especies (Flick e.t a.i'.., 1983). 

2.5. Embriogénesis 

Es el proceso de inicación y desarrollo de un embrión 

a partir de un cigoto. 

La embriogénesis somática se refiere a la formación de 

estructuras semejantes a embriones (embroide) a partir de 

células somáticas (Dodds y Roberts, 1985). El embri6n so

mático presenta bipolaridad al igual que el sembri6n cig6-

tico. Su desarrollo y germinación se lleva a cabo mediante 

los mismos eventos que ocurren en el desarrollo de los em

briones sexuales. 

La embriogénesis asexual puede ser directa si en el in6 

culo existen células pre-embriogénicas o indirecta cuando se 

requiere de la proliferación de células no diferenciadas para 

posterionnente inducir la formaci6n de embriones mediante la 
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manipulaci6n del medio de cultivo -(Dodds y Roberts, :i 985; 

Tisserat, 1985). 

Las primeras observaciones sobre la embriogénesis so

mática se realizaron en V. C.lVto.ta. (Wetherell, 1963; Steward 

e.t al., 1958), La regeneraci6n de plántulas mediante este 

proceso se ha observado en A6pa~agu6 o66lc.lnali6, Thc.ob~oma 

c.ac.ao, Co66c.a cur.ab.fr.a, C. C.<ll!C.pho1rn, Go¿61Jplum /¿lo.tz.;c.h.i.anttm, 

CLt~u6 c..(.nen.;.ü (Evans et ai'.., 1981). Zc.a 111a1J; (Rapela, 1985), 

Medlc.ago ,;a.Uva L. (Brown, 1988). S. oó6-tc.Ú1<t1Wm L. (Hoy 

Vasil, 1983), y otras especies. 

2.6. Uso de los antibióticos· 

Los .antibióticos son productos microbianos de bajo pe

so molecular que específicamente interfieren con el desarr2 

llo de los microorganismos ( Aharonowitz y Cohen, 1981). Su 

sitio de acción es muy diverso abarcando casi todos los prQ 

cesos importantes en el desarrollo de una bacteria. Los an 

tibióticos betalactam, interfieren con la síntesis de la 

pared celular bacteriana. Las bicomicinas y antraciclinas 

impiden la replicación del ADN mientras que las rifemicinas 

inhiben la transcripción del ADN a ARNm. Los aminoglicósi

dos (kanamicina, estreptomicina, gentamicina y otros), se 

unen a la subunidad 305 de los ribosomas de las células pr2 

cariotas e inhiben la síntesis de proteínas provocando una 

lectura errónea de los tripletes del código gen~tico (leh

ninger, 1982)' 
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Zuzuki y Kunimoli, (citados por Pestka; 1971), demos

traron que la kanamicina impide que los ribosomas se muevan 

a lo largo del ARNm mediante la inhibición de la síntesis 

del enlace peptídico. El mecanismo de inhibición de la ka

namicina hace que sea considerado como un bactericida (ac

ción irreversible) y no como bacteriostático ( inhibición 

reversible). 

Por su mecanismo de acción los antibióticos se han uti:_ 

lizado como una alternativa para controlar la contaminación 

en el establecimiento de cultivos ,{.¡¡ vLtlto de tejidos y ór

ganos vegetales o bien en el caso del pólen (Fernández et 

al., 1981) o las semillas (Carlson c.-t al, 1983) de algunas 

especies no es recomendable efectuar un tratamiento asépti

co superficial, debido a que puede alterarse la viabilidad 

de dicho material, 

Teóricamente los problemas de contaminación pueden so

lucionarse con la incorporación de uno o más antibióticos 

al medio de cultivo, Desafortunadamente los tejidos veget~ 

les son sensibles a lo? antibi6ticos y muestran diferentes 

respuestas. 

Existen muy pocos trabajos sobre el efecto de los anti 

bióticos en las células vegetales. Gautheret en 1959 y Bu

tenko en 1964 (citados por Dodds y Roberts, 1985) fueron 

los primeros en señalar que estos compuestos pueden alterar 

el crecimiento y el desarrollo de las células vegetales cu! 

tivadas ,¿» v,¿t~o. Posteriormente se encontró que el cloran 

fenicol (10 µg/ml) inhibió el crecimiento de callos y la 
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iniciación de tallos en cultivos celulares de N,\.co.tla.na. spp. 

(Maliga e.ta.!., 1980). Este mismo fenómeno se observ6 en 

cultivos en suspensión de N. ptumbagln,\.6ol,\.a. pero a una do

sis de 1 11g/ml (Pollocl: c.t «f., 1983) . 

También se ha observado que las clorotetraciclinas en 

dosis de 5 µg/ml inhiben la germinaci6n de semillas de P,i,.~um 

Mt.Uvtw1 (Pollock c .. t a.f.., 1983). 

Umiel y Goldner, (1976) mencionan que en cultivos de 

N. .ta bac.um la estreptomicina (O. 5 mg /mJ.) interf iri6 con la 

formación de los pigmentos verdes y con el crecimiento de la 

masa celular desdiferenciada, lo cual se ha atribuido a que 

la estreptomicina, al igual que la kanamicina, inhibe la 

sintesis de proteinas en cloroplastos y mitocondrias de las 

células vegetales de manera similar a lo que ocurre en las 

células de procariotcs. Sin embargo, en cultivos de V. ca.~ata. 

y N . .ta.bac.um la kanamicina (2.5 µg/ml) increment6 la dife

renciaci6n de tallos (Owens, 1979), 

Pollock et al,, (1983), ha demostrado que las penicili

nas y cefalosporinas en dosis de 100 µg/ml no causan efectos 

negativos en células de N. plumbag.ln lno.U.a.. Asimismo, se ha 

observado que la bacitricina (50-100 ppm), griseoflavina 

(2.5-5 ppm) y la estreptomicina (2,5 ppm o menos) no son t6 

xicos para los cultivos de Ca4antu6 ~o6eu~ (Carew y Patter

son, 1970). 

Por otro lado se ha encontrado que la rif ampicina a 
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50 µg/ml es efectiva contra los microorganismos en cultivos 

de Hel-Í.antfw..~ .tubcU!.0-6U-~ sin afectar el desarrollo de las cé 

lulas vegetales (Phillips et al., 1981). 

Los antibi6ticos también se han utilizado con fines de 

selección, dado que son marcadores genéticos que pueden ser 

detectados con relativa facilidad. Debido a esto, las lí

neas celulares resistentes a estas drogas se han empleado 

como marcadores selectivos en hibridaci6n somática y técni

cas de transformación para introducir nueva informaci6n ge

nética en las células vegetales. 

La resistencia a antibióticos en plantas se ha analiz~ 

do más extensamente gue cualquier otro mutante aislado .[¡¡ 

vitko, especialmente en las líneas de N. tabacum aisladas 

y caracterizadas por Maliga et al., (1973), muchos antibió

ticos como la estreptomicina, kanamicina y cloranfenicol i~ 

terfieren con la síntesis de fCoteínas en procariotes y eu

cariotes. La estreptomicina y kanamicina son activas en los 

ribosomas de los procariotes, estos ribosomas también se en 

cuentran en los cloroplastos y mitocondrias de los organis

mos eucariotes, De agui que la resistencia a estos compue~ 

tos puede ser heredada como un caracter citoplasmático (M~ 

liga et al., 1973; 1975). 

Se han logrado obtener cultivos celulares de P. hybk-Í.da 

(Binding et al., 1970) y N, tabacum (Maliga, 1973; Umiel y 

Goldner, 1976; Umiel, 1979), resistentes a 0,5 mg/ml de es

treptomicina. Debido a sue la estreptomicina inhibe la foE 
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mación de los pigmentos verdes y el desarrollo de la masa 

celular desdiferenciada, los autores tomaron como clones re 

sistentes aquellos que presentaban color verde en presencia 

del antibiótico y los de color blanco que exibian un mayor 

crecimiento en comparaci6n con los otros clones. En estu

dios de ul traestructura { Zamski y Urniel, 19 ·¡ 8) se encontró 

que los cloroplastos y mitocondrias son afectados por la e~ 

treptomicina pero que Gnicamente los cloroplastos mostraron 

evidencias estructurales de resistencia. 

Por otra parte se han aislado líneas celulares de N. 

tobac.u.m resistentes a 150 vM de kanamicina. Sin embargo, 

las plantas regeneradas fueron parcialmente estériles (Owens, 

1981) . 

2.7. Estudios con NaCl ln vlt~o 

Con frecuencia en el medio de cultivo de células vege

tales y especialmente en el cultivo de protoplastos, se uti 

lizan azúcares como el manito!, sorbitol, glucosa o algunas 

sales como el KCl y NaCl para mantener el equilibrio osmóti 

co (Eriksson c..t ai'.., 1978; Jefferies, 1980), el cual juega 

un papel muy importante en la estabilidad, viabilidad y fu

turo crecimiento de las células cultivadas. Si bien las 

azúcares mencionadas son más utilizadas que las sales, el 

NaCl ha sido empleado para provocar tensión en las células 

y obtener mediante procesos de selección, líneas celulares 

resistentes a dicha sal. 
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Los efectos perjudiciales de la ~al en las células ve

getales se deben a la influencia de los iones en el medio 

externo, lo cual afecta el balance del agua en la planta 

y/o al efecto directo de los iones en las funciones fisio

lógicas y bioquímicas de la célula (Flowers et aC., 1977). 

El NaCl puede interferir con la permeabilidad de la membra

na celular o la actividad enzimática, inhibir el crecimien

to y la fotosíntesis. Tambien puede causa deficiencia nu

tricional y deshidratación (l!asegawa et at., 1986; 'l'al, 

1983). 

Entre las primeras investigaciones sobre el efecto del 

NaCl en cultivos .¿¡¡ \!.itJto se encuentran las de Babaeva e.t 

al., 1968 en cultivos de V. caJtota. En los que se observó 

que el NaCl (1%) inhibió el crecimiento de la masa celular 

desdiferenciada y el proceso de diferenciación. 

En otro trabajo (Goldner e .. t af., 1977) se determinó el 

efecto de diferentes sales orgánicas en comparación con el 

efecto del agua de mar así como el del manitol sobre el 

crecimiento y coloración de callos V. caJtota. En este exp~ 

rimento los autores concluyeron que el crecimiento se inhi

bió principalmente por el incremento en el potencial osmó

tico, mientras que la inhibición, de los pigmentos verdes y 

la necrosis de la masa celular se debió a la toxicidad de 

la sal. 

Por otra parte el anaLizar el crecimiento de callos d~ 

rivados de una planta halofita (Suaeda maJt.U:.lmct L.) en me

dios sin o con NaCl, se encontr6 que los callos pueden ere-
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cer en un medio sin sal, pero que su crecimiento se incre

menta notablemente al añadir sal al medio de cultivo (Von

Hendenstrom y Breckle, 1974). 

En cultivos de G1waa-<.ca camµe.at!t.i 6 desarrollados en m~ 

dio sin y con NaCl (43, 86, 171 mM) se encontr6 que los ca

llos presentaban una coloración más verde en el medio con 

NaCl, lo cual se debió a un incremento de la concentraci6n 

de clorifila en todos los casos con excepci6n del tratamie~ 

to con 171 mM de NaCl. •rambién se observó que en presencia 

de la sal se incrementó el nivel de prolina (Paek et aC., 

1988) . 

Kurtz en 1982 indicó que en cultivos celulares de L. 

eacule.ntum el crecimiento de la masa celular se inhibió en 

forma gradual a medida que se incrementó la dosis de NaCl, 

inhibiéndose por completo a una concentración de 1.5% de 

NaCl. 

La regeneración de plántula a partir de células de 

S. o66lclna~um NC0-310 adaptadas a 1.5% de NaCl se inhibió 

drásticamente (Yasuda e:t al., 1982). 

En un estudio comparativo entre el establecimiento de 

callos y ápices de tallos de L. e.6 cu.e e.ntum se encontró que 

los últimos tienen una mayor capacidad adaptativa para desa 

rrolarse en medio salino (Bourgeais e.~ ~l., 1987). 

El exceso de sales en el suelo limita el crecimiento 

de muchas especies vegetales. El desarro·llo de plantas con 
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resistencia genética ha sido propuesto como un medio·para 

la expansi6n de la agricultura a las regiones afectadas por 

la sal. Además de las ténicas tradicionales de fitomejora

miento se h¿ propuesto como un m6todo alternativo; utilizar 

la técnica de cultivo de tejidos para producir plantas tol~ 

rantes a sal (Evans c.t al., 1983; Garcic¡lia et at. 1 1985). 

Mediante la técnica de cultivo de tejidos se han sele~ 

cionado líneas celulares tolerantes a sal de diferentes es

pecies vegetales. Líneas celulares de O~y:a .1ativa (Croug

han e.t ,1e. 1 1981) y ,\l, .1at.i.va respectivamente crecieron en 

presencia de l y 2; de NaCl. En cultivos celulares de Ipomaca 

batata se encontr6 que las células retienen su tolerancia a 

sal (lS de NaCl) dospues de varios subcultivos en un medio 

sin NaCl (Garciglia ct aC. 1 1985). 

(Dix y Street, 1975) y C. -6.t11'~.1t . .1.L..1 

En cultivos de N. 6ylves.VIM 

(Hayyin y Kochba, 1982) se 

mantiene el caracter de resistencia a sal (1%, 0.2M de NaCl) 

durante tres subcultivos en ausencia del NaCl. Este mismo 

fenómeno se observ6 en líneas celulares de N. tabacum var. 

Grossii adaptadas a 500 mM de NaCl (Watad et af., 1985). Sin 

embargo, en células sel~ccionadas de N. labacum var. Wiscon

si-38 a 1% de NaCl, se encontr6 que el caracter de resisten

cia .se pierde cuando se transfieren a un medio sin NaCl 

(Hasegawa et al., 1980). 

La característica de resistencia a sal no solamente se 

ha manifestado a nivel celular, sino que también se ha trans 

mitido a subsecuentes generaciones a través de la regenera

ción de plantas. 
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Se ha observado que en las plantas regeneradas de lí

neas celulares de N. t~bacum tolerantes a 0.64% de NaCl, la 

característica de resistencia se transmite a dos subsecuen

tes generaciones y que la mayaría Je estas plántulas sobrev! 

ven cuando se irrigan con una solución salina al 3.34% (Nabors 

et al., 1980). 

Por otra parte, se menciona que el 54; de las plántu

las de Sacdiatwm spp regeneradas .tll 11 L.t.~o, a una concentra

ción de 1.5% de NaCl, sobrevivieron cuando fueron transferi

das a suelo salino(Maribona c.t aL, 1986). 

Sin embargo, la regeneración de plántulas a partir de 

células tolerantes a sal ha sido limitada, En muchos casos 

por el tiempo en que se hace la selección dado que muchas c~ 

lulas pierden su capacidad regenerativa con el tiempo (Méndez 

y Carrillo, 1986) y por factores intrínsecos de cada especie. 
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rrr. MATERIALES y METODOS 

3. 1. Reactivos 

Los reactivos utilizados en el presente trabajo fueron 

de grado químicamente puro, adquiridos en: Sales inorgánicas 

(Merck, J. T. Kaber, Técnicas Químicas, S. A.) ; aminoácidos 

(Eastman Kodak. Co., Merck); vitaminas (Ec>stman ¡-;odack. Co. 

y Pharmaceutical ICNJ; hormonas (Nakaris Chimical LTD., Sig

ma y Nutrional Bioquimicals. Co.); meso-inositol, sacarosa y 

agar (Merck); kanamicina {Bristol). 

3.2. Material biológico 

Como material biológico se utilizaron semillas de L. 

c~cuecntum (jitomate) de la variedad floradade y plantas de 

S. o66icina~um (Cafia de azGcar) variedad ZMéx. 55-32 de en

tre ocho y diez meses de edad en el ciclo plantilla, propoE 

cionadas por el Campo de Investigaciones Forestales Agrope

cuarias de Morelos (CIFAP-MOR). 

3.3. Medios de cultivo 

Se emplearon los medios de cultivo de Murashige y Skoog 

(1962) y Cresswell y Nitsch (1975), modificados de acuerdo a 

las indicaciones que a continuación se presentan. 
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a) 5MG (contiene las sales inorgánicas del medio de Murashi

ge y Skoog, meso-inositol, 5.5 x 10-
4

M; tiamina, 2.9 x 

l0- 6~1; :e, 4-D, '.!.2 x lü- 5M; L-cisteína, 2.8 x 10- 4M; ac. 

ascórbico, 5.67 x 10-4M; agua de coco, 18% v/v). 

b) 5MS s/h (fue el medio 5MS sin 2, 4-D). 

c) 5MS-I< (fue el medio SMS conteniendo kanamicina de 25 a 

100 ug/ml segGn lo indica el subíndice). 

d) 5MS-S (fue el medio 5MS conteniendo NaCl de 0.8% a 1.2% 

p/v segGn lo indica el subíndice) . 

e) SMS s/h-k (fue el medio 5MS s/h conteniendo kanamicina de 

25 a 100 11g/nl según lo indica el subíndice). 

f) SMS s/h-s (fue el medio SMS s/h conteniendo NaCl de 0.5% 

a 1.2% p/v según lo indica el subíndice). 

g) 6MS (contiene las sales inorgánicas del medio de Murashi

ge y Skoog, meso-inositol, 5 .. 52 x lü- 4M; glicina, 2.6 x 

10- 5M; tiamina, 1.48 x 10- 5M; biotina, 1 x 10-7M; pirido

xina-HC1, 2.30 x l0- 6M; ac. nicotínico, 4.06 x l0-5M; ac. 

fálico, 1 x l0- 6M; ac, asc6rbico, 5.67 x l0-4M; L-glutá

nico, 7 x 10-3M; L-arginina, 5.74 x lü-4M; L-metionina, 

3·, 35 X l0- 4M; L-cisteína, 2. 85 X l0- 4M; ANA, 5 X l0- 6M; 

6BAP, 7.90 X l0- 6M). 

h) 6MS-K (fue el medio 6MS conteniendo kanamicina de 6 a 25 

µg/~1 según lo indica el subíndice), 
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i) 6MS-S (fue el medio 6MS conteniendo NaCl de 0.5% a 1.2% 

p/v según lo indica el subíndice). 

j) CN (Cresswell y Nitsch). 

k) CN-K (fue el CN conteniendo kanamicina de 6 a 26 µg/m' 

según lo indica el subíndice) . 

1) CN-S (fue el CN contenido NaCl de 0.5% a 1.2% p/v según 

lo indica el subíndice). 

La composición quimica de los medios se indica en el 

apéndice (Carrillo, 1978). 

Los n1edios de cultivo s~ preµ~rn~on a partir de solu-

cienes concentradas preparadas con agua bidestilada (ver 

apéndice). l\ un volumen de agua bid10•stilada equivalente al 

50% del total del medio que se desea preparar se afiadieron 

las cantidades necesarias de cada una de las soluciones inor 

g&nicas concentradas, así como los constituyentes orgánicos 

y el agua de coco cuando fue el caso y se ajustó el pH del 

medio a 5.8 con NaCl o HCl lN en un potenciómetro Sargent 

Welch. A continuación se aforó el volúmen final con agua 

bidestilada, se agregó el agar y el medio se licuó con la 

ayuda de una parrilla eléctrica con agitación. Posterior

mente se sirvieron 10 ml de medio con ayuda de una pipeta, 

en frascos de vidrio de 30 ml de capacidad y tapón de ros

ca, esterilizándose en autoclave de vapor a una presión de 

1.05 kg/cm2 durante 15 minutos. 
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Cuando los medios contenian kanamicina, ésta se agregó 

después de esterilizar dichos medios (debido a que se degr~ 

da con la temperatura), mezclando bien y posteriormente se 

sirvieron bajo condiciones as6pticas, en la misma forma que 

la descrita en el caso anterior. La solución de kanamicina 

se esterilizó con membranas "Millipore" de 0.45 umen sopor

te de vidrio de 250 ml de capacidad de la misma marca, con 

la ayuda de una bomba de vacío. 

3.4. Selección del material vegetativo 

Para el establecimiento de los cultivos de células des 

diferenciadas de L. e~eulen~um se utilizaron las hojas ma

duras de plantas de entre 20 a 30 días de edad y en la in

ducción de morfogénesis se tomaron los ápices de tallo. 

En el establecimiento de los cultivos de células desdiferen 

ciadas de S. o6ó.<.e.tnaJtum se utilizaron segmentos de la pOE_ 

ción apical del tallo que comprendía desde el entrenudo -1 

hasta la zona meristemática apical del tallo (ver Esquema 

1), Estos segmentos se obtuvieron retirando las vainas de 

las hojas maduras de cada planta, hasta descrubir el entre

nudo uno y a la altura de este se efectuó un corte para eli 

minar la parte basal del tallo y aproximadamente a los 10 

cm de este corte, se realizó otro con la finalidad de elimi 

nar la parte terminal del cogollo, Los extremos de los se51 

mentos obtenidos se sellaron con parafina para posteriorme~ 

te desinfectarlos. 
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Esquema l. Ilustración que muestra las principales partes 
del extremo vegetativo del tallo de una planta 
de cafia de az6car (a) entrenudos; (b) hojas; 
(c) vaina; (d) región meristemática (Clemens, 
1980) . 
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3.5. Desinfecci6n del material vegetativo 

En todos los casos se siguió el mismo tratamiento de 

desinfecci6L. El =atcrial vegetativo se coloc6 en un fras-

co de vidrio y se lavó varias veces con agua corriente. El 

proceso de la desinfecci6n superficial se realizó primero 

smnergiendo el rr.aterial en alco'.101 al 70% v/v durante 30 s~ 

gu..'ldos, se retiró el alcohol y se adicionó una solución de 

hipoclorito de calcio al 3:;; p/v y dos gotas éie Tween 20 

(agente hlli¡¡ectante), mezcla:-¡dose bier.. y mantcniendose en 

ella durante 30 ~inutos, des:_JtH5s de ésto el material, bajo 

condiciones asé?ticas, 58 er..juag6 cuat!:'o veces con agua des 

tilada estér:..l. 

3.6- Establecimiento de los c~l~ivos 

A partir del material bio.!.óc;ico previamente desinfect~ 

do, frente a un mechero, se obtuvieron los ~entosde te-

jido vegetal utilizando pinzas y bisturí previamente flame~ 

dos, en el caso de las ~ojas, éstas se colocaron en cajas 

de Petri de vidrio (10() x 15 =l y se seccionaron en .frag-

mentas de aproximadamente 1 2 cm , se tomaron con las pinzas 

y se transfirieron al medio (6o·!SJ de cultivo, flameando la 

boca del frasco antes y después de insertar el explante en 

el medio, conservando su polaridad como en la planta cuidan 

do de hacerlo siempre de esta forma. 

De los segmentos apicales de los tallos se aislaron los 

ápices de aproximadamente 5 mm de largo, los cuales se sem-
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braronenmedio CN de la misma manera que los fragmentos de 

hoja. 

En la siembra de caña de azúcar el segmento se colocó 

en una caja de petri, se cortaron los extremos cubiertos con 

parafina. Posteriormente se transfirieron a otra caja don

de se retir6 la hoja cero (hoja externa que envuelve a las 

más jóvenes) y a partir del extremo donde se encLentra elnu 

do, se cortaron de 3 a 4 rodajas de aproximadamente 3 mm de 

grueso, las cuales se sembraron en el medio SMS, en la mis

ma forma que en el caso anterior. 

3.7. Incubación 

Los cultivos de jitomate (ápices y células desdiferen

ciadas) se incubaron a 26 ± 2°C, con fotoperíodo de 16horas 

de luz y 8 de obscuridad, 

El material de caña de azúcar se incubó en medio SMS a 

26 + 2ºC, bajo condiciones de obscuridad, por períodos de 

20 días al cabo de los cuales, se tranfirieron a un nuevo 

medio. Para la regeneraci6n de plántulas los cultivos des

diferenciados, se transfirieron a un medio para rediferenci~ 

ción (SMS s/h), despues del tercer período de crecimiento y 

se incubaron a las mismas condiciones que los cultivos de 

jitomate. 

En todos los casos el material se transf iri6 cada 20 

días a un medio de cultivo fresco para su conservación. 
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3.8. Efecto del NaCl y kanamicina en el crecimiento de célu 

las de L. e~culentum y S. o66lclnakum 

Para determinar el crecimiento de los cultivus celula

res de L. ea cu.e entum y S. o 6 6.icúiakum se establecieron ciné 

ticas de crecimiento de las dos poblaciones, evaluando los 

incrementos de biomasa en peso fresco cada cinco días. En 

el caso de L. eaculen~um se utilizó el medio 6MS y en S. 

o66lclnakum el SMS, medios en que los cultivos alcanzan su 

máximo desarrollo. 

El efecto del antibi6tico y del NaCl en el crecimiento 

de L. eaculen~um y S. o66iclnakum se evaluó durante tres 

períodos consecutivos de 20 días cada uno, en los medios 

6MS y SMS respectivamentP., suplementados con el antibi6tico 

o con NaCl. Se utilizaron diez cultivos por tratamiento, la 

evaluaci6n se realizó tomando en cuenta el peso inicial y fi 

nal del in6culo, ésto se hizo al final de cada período de in 

cubaci6n de 20 días. En forma cualitativa se vi6 la consis

tencia y la apariencia (pigmentación, escarchamiento) de la 

masa celular. 

3.8.1. Efecto del NaCl y kanarnicina en el proceso de 

rediferenciación de S. o ;Í ói.c..i.na.Jtum. 

En este caso se utilizaron cultivos celulares de 60 

días de incubación, los cuales se tranfirieron al medio que 

induce el proceso de rediferenciaci6n (SMS s/h), suplemen

tando con kanarnicina o NaCl, Se realizaron tres experimen-



30 

tos, con un total de 10 muestras por tratamiento. Para eva 

luar el efecto se tomaron como criterios la diferenciación 

de raices o tallos, el tamaño y la pigmentaci6n de las plán 

tul as regeneradas. En forma cuan ti t.a ti va se de termin6 el 

porcentaje de explantes que mostraron algun tipo de diferen 

ciaci6n, 

3.8.2. Efecto del NaCl y kanamicina en el desarrollo 

de ápices de tallos de L. e.J.>c.ulc:n-tum 

Para evaluar el efecto de estas sustancias, los ápices 

se sembraron directamente en el medio CN suplementanto con 

kanamicina o NaCl, el taniaño de la muestra fue de 10 culti

vos por tratamiento y se realizaron 4 experimentos. La eva 

luaci6n se hizo en la misma forma que en el caso anterior. 
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IV, RESULTADOS 

4.1. Determinaci6n de las cinéticas de crecimiento de culti 

vos estáticos de L. eóc.tt.Cen.fom y S. 066ic..i11,vw111. 

El primer objetivo de este trabajo, fue establecer las 

cinéticas de la producci6n de biomasa, en los cultivos celu 

lares de L. c..ó c.ulc.n:twn y S. a¿ 6-i.c..i.¡¡aJttur1, para lo que se re~ 

lizaron las cinéticas de crecimiento de las dos poblaciones 

celulares, evaluando los incrementos de biomasa en peso fre~ 

co cada cinco días en los medios 6MS y SMS respectivamente. 

En la figura l se muestran las diferentes fases de la ciné-

tica de crecimiento de los cultivos de L. c.ac.ulc.n:tum, en 

donde puede apreciarse una fase lag entre los 0-5 de incu

bación, seguida de un crecimiento exponencial hasta los 10 

días de cultivo con una pendiente de 60 la cual se determi

nó mediante la ecuación m= ~, entre los 10 y 12 días 
X2 - X1 

se observ'ó una fase de desaceleración, la cual es seguida 

de una fase estacionaria. Al inicio de la fase estaciona-

ria se obtuvo la mayor producción de biomasa. En este caso 

el peso del inóculo se increment6 hasta 5 veces. En los 

cultivos de S. o 6 6-lc.-laaJtum (figura 2) se observó una fase 

lag entre los O a 4 d1as de incubaci6n, seguida de una fase 

exponencial hasta los 17 días de cultivo con una pendiente 

ae 40 la cual se defini6 de la misma manera que en el caso 

anterior, entre los 17 a 22 días se puede apreciar una fase 
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~igura 2. Cincitica de crecimiento de cultivos celulares de 
S. o66<crna~um incubados en medio 5MS a 26 + 2ºC. 
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de desa~eleraci6n la cual es presedida de una fase estacio

naria. Al inicio de la fase estacionaria se not6 la mayor 

producci6n de biomasa. En este caso el peso del in6culo, se 

increment6 aproximadamente 8 veces. 

4.2. Efecto del antibiótico kanamic1na en la oroducci6n de 

biomasa. 

El conocimiento de la naturaleza de la cinética de ere 

cimiento nos indicó el tiempo mínimo en que puede obtenerse 

la máxima producción de biomasa. A continuaci6n se procedió 

a determinar el efecto de kanamic1na en el desarrollo de 

las dos poblaciones celulares, durante tres periodos conse

cutivos de 20 días cada uno. En el caso de L. eaeu!entum 

se utilizó el medio 6MS y en S. u66•c~nanum el 5MS. En la 

figura 3 se muestra que en presencia de 25 ug/ml de kanam1-

cina el peso de la biomasa de L. e.; cu.I' en.tum disminuyó en r<:: 

laci6n al testigo en 45%, 70% y 80%, durante el primer, se

gundo y tercer per~odo de incubaci6n respectivamente. El 

mismo patrón de desarrollo se observ6 en los otros cultivos 

a las concentraciones de 6 µg/ml y 12 µg/ml de kanamiccna, 

aunque al mismo nivel de reducción lo que implico más efec

to de la concentración de la kanamicina. 

En la figura 4 puede apreciarse que en presencia de 

100 µg/ml de kanamicina el peso de la biomasa de S. 066.i.cotaJwm 

disminuy6 con respecto al testigo en 50%, 80% y 80% durante 

el primero, segundo y tercer periodo de incubación respecti

vamente. Esta misma tendencia se observ6 en los otros cul

tivos a las concentraciones de 25 µg/rnl y 50 µg/rnl de kana-
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micina. Sin embargo, durante el tercer período de incuba-

ci6n, se notó que en los cultivos con 25 µg/ml de kanamici

na, el peso de la biomasa en los lotes experimentales se i~ 

crementó en un 20% en relación al segundo período de incu

bación mientras que en aquellos con concentraciones más al

tas no se observaron diferencias. 

Los tratamientos fueron seleccionados en base a expe

rimentos previos sobre este aspecto. 

4.3, Efecto del NaCl en la producción de biomasa 

El efecto del NaCl en el desarrollo de las dos pobla

ciones celulares se determinó en la misma forma que en el 

caso anterior. En la figura 5 se observa que el peso de 

la biomasa de L. e~culentum durante un primer período de in 

cu.bación en presencia de 1. 2% de NaCl disminuyó 80% con res 

pecto al testigo. Durante ~l primero y segundo período hubo 

una recuperación de los cultivos al alcanzar crecimientos de 

46% y 70% con respecto al testigo. Este mismo patrón de des~ 

rrollo se observó en los cultivos a concentraciones menores 

de NaCl. Además se notó que a medida que se incrementó la 

concentración de NaCl, se incrementó la intensidad de los 

pigmentos verdes y la friabilidad (facilidad de disgrega

ción de la biomasa) de la masa de células desdiferenciadas 

mientras que los cultivos libres de NaCl no se observó la 

formación de tales pigmentos y las masas de células desdi

ferenciadas fueron muy compactas (figura 6). 
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o.s 

Figura 6. Apariencia de callos de L. e4eufentum después de 
30 días de incubaci6n en presencia de NaCl. 
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Figura 8. Apariencia de callos de S. o66icinanum incu
bados en obscuridad constante a 26 + 2ºC. 
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En la figura 7 se muestra que el peso de. la biomasa de 

S. o~6ic~na~um en presencia de 1.2% de NaCl disminuyó en 50% 

77% y lOQ; con respecto al testigo en el primero, segunde y 

tercer período de incubación respectivamente. Este mismo fe 

nómeno se observ6 en los otros cultivos a las concentracio

nes de 0.8% y 1.0~ de NaCl. Durante el tercer período de 

incubación puede apreciarse que en presencia de 0.8% de NaCl 

el n~vel de inhibici6n fue igual al del primer período de 

incubación, mientras que en los medios con concent~acio11es 

m&s altas el desarrollo de la biomasa se inhibió µor compl~ 

to. Por otra parte pudo observarse qu~ en los med:0s supl~ 

mentados con NaCl las mas~s ccl11lares desdiferenciadas ad

quirieron una coloración café la cual se increment6 6n r9la 

ci6n a la concentraci6z1 de NaCl, siendo este efecto más dr~s 

tico en 1.2% de ~aCl donde el tejido se necros6 y poscerio~

mente rnuri6. En los ct1ltivos desarrollados en ause~cia óc 

NaCl se observ6 una coloración crem~. Los resultados 3C 

muestran en la figura 8. 

4.4. Efecto dP kanamicina sobre el proceso de rediferenc_ -

ci6n celular de S. 066-i.c{Hc:.f· .. um. 

Para evaluar este efecto se utilizaron cultivos celu

lares desdiferenciados de 60 días de incubación, los cuales 

fueron transferidos al medio que induce el proceso de redi

ferenciación, suplementando con kanamicina (0 a 1 DG ug/ml l. 

En el Cuadro 1 se observa que en el medio 5MS s/h el 72% de 

los cultivos desarrollaron plántulas, mientras que en los 
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Cuadro l. Efecto de kanamicina en el proceso de rediferen
ciación de callos de segmentos de talle ~e S. 

Kanamicina 
(µg/ml) 

o.o 

25.00 

50. 00 

100.00 

o¿ ¿.ü .. t1t,Vttrn1. Los cultivos se incubaron . .,,, medio 
5MS S/h a 26 ± 2°C, por un período de 30 días. 

Tioo de dcsu~rcllo 
Plán~-- Plántulas 
C/raíz S/raíz 

( ~; ~) ___ _ 
72. 00 0.00 28.00 

O.DO 11. DO 88.90 

0.00 16.60 83.40 

o. 00 ll.10 88.90 

Plántulas 
Long. Color 
cm. 

6 Vcrci.E 

Sla!1cü 

0.5 3lanco 

0.5 Bla:·,,;o 

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones, con 10 

cultivos por tratamiento. 



medios que contenían kanamicina solamente se obtuvieron plá~ 

tulas sin raíz (11%) en presencia de 25 y 100 µg/ml de kana-

micina. En las plántulas desarrolladas en presencia de kan~ 

micina se notó una disminuci6n gradual en los prigmentos veE 

des y en el tamafio del tallo al aumentar la concentración del 

antibiótico en el medie. El aspecto de las pl5r1tulas S8 ob-

serva en la Figura 9A. 

Figura 9A. Aspecto cte las plántulas ,cgeneradas a partir de 
células desdiferenciadas de S. uJ~icina~um. Los 
cultivos se incubaron a 26 + 2°C ~n medio SMS 
s/h suplementando con kanamicina. 
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4. 5. Efecto del ,>laCl S<Jbre el proceso de rediferenciación 

celular de S. o~~,i.c.t11a.,~um. 

El efecto del NaCl se determinó bajo las mismas condi

ciones experimentales del caso anterior. En el Cuadro 2 

puede observarse; que en e 1 medio libre de NaCl e 1 72 is de los 

cultivos desarrollaron plántulas, valor que disminuyó a 44's 

y 28i en los medios que contenían 0.5~ y 0.3\ de NaCl respec 

tivamente. En la concc'!nt1~ilci6n de 1. 2% no hubo formación de 

raíces. Sin embargo, en un 4.-¡~ de los ct;ltivos se observ6 

la regeneración de tallos. (Figura 9!3). 

4.6. Efecto do kanamicin.:.i. en el desarrollo de ápices y yemas 

axilares de tw. llos de L.. 1..:.:.'i cu ... LC.tl tu.o:. 

Otro de los objet.ivoro planto::.idos .;:m el trabajo fue es

tudiar el desar:collo a(~. :.Jltintulas a par.t:ir d2 ~p.Lcc:.s o :{:..;

mas axilures en prese11cia de kanamicina. Para eval~ar tnl 

efecto los ápices o yt:mas se sembraron en el r:lt'~d:lo e~: sup.L_c:: 

mentando con kar.and~cina. En el Cuc1dr 1~· 3 3C; r~tu..::-st;:-(l qn2 en 

el medio CN el 85'"t, de los cultivos rc9cner.:1rc1:1 plántulas, 

mientras que en presencia de Kanamil.;.l110. .:;: t,::.:i:':: lns c.-,,sos 

se inhibió la formación de raíces. I::l desarrollo de; tallos 

se observó en un 32'5, 16~ '! 4'º de los cultivos en presencíri 

de 6, 12 y 25 µg /ml de ka;-:amicina respectivamente. 
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Cuadro 2. Efecto de NaCl en el ¡Jroceso de rediferenciaci6.1 
de callos de s2gmentos de tallo de S. o:í¿.i.c.i.1rn1ttlll. 
Los culcivos se incubaron en medio Sns s/h a 26 
! 2ºC, por un período de 30 dfas. 

rripo d8 desarrollo Plántulas 
NaCl Plántulas Plántulas Callo Long. Color 

C/rafz S/rafz cm. 

( 

0.00 72. 00 o.oo 28.00 6 Verde 

o.so 44. 40 0.00 55. 60 3 Verde 

o. 80 27.70 0.00 72. 30 1 Verde 

l. 20 0.00 44.40 55. 6 o o. 5 Amarillo 

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones, con 10 
cultivos por tratamiento. 
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Figura 9B. Aspecto de las plántulas regeneradas a partir 
de células desdiferenciadas de S. a66icinanum. 
Los cultivos se incubaron a 26 + 2ºC en medio 
SMS s/h suplementando con NaCl.-
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Cuadro 3. Efecto de kanrunicina en el desarrollo ápices y YQ 
mas axilares de tallos de L. e~eulentum. Los cul
tivos se incubaron en medio CN a 26 + 2ºC, por un 
periodo de 30 días. -

·ripo de desarrollo 
Kanamicina l' 1 ántulas Plántulas 

(µg/ml) e/raíz S/raíz 

o.ºº 85.00 0.00 

6. DO o.oo 32.00 

12. 00 º·ºº 16.00 

25.00 O.DO 4. 60 

Cada valor representa el promedio de 
cultivos por tratamiento. 

ó 

Raíces _____ 'l'otal 

-----------
) 

15. 00 100.00 

0.00 32.00 

0.00 16.00 

O.DO 4.60 

repeticiones con l O 

4.7. Efecto de NaCl en el desarrollo de ápices y yemas axi-

lares de tal los de L. e,:, CH i'..c.n.tum. 

Para evaluar el efecto de NaCl los ápices y yemas axi-

lares se sembraron en el medio CN suplementando con NaCl. 

En el Cuadro 4 puede apreciarse gue con l.2i de NaCl no se 

observ6 ningun tipo de desarrollo. En el medio CN el 85% 

de los cultivos desarrollaron plántulas y un 15% únicamente 

raíces mientras que coh 0.5~ y 0.8~ de NaCl ci desarrollo 

de plántulas fue de 55% y 5% respectivamente. También con 

0.5%, 0.8% de NaCl se observ6 el desarrollo de tallos en 

15% y 10% de los cultivos respectivamente. En la figura 10 

se observa el desarrollo de los ápices. 
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Cuadro 4. Efecto de NaCl en el desarrollo de ápices y yemas 
axilares de tallos de L. e~ cu.C.e11-tum. Los cultivos 
se incubaron en medio CN a 26 ~ 2ºC, por un perío
do de 30 días. 

------------
---1'.i.J2o de desarrollo 

Na C.~ Plántulas Plántulas Raí.ces Total 
e/raíz s/raíz 

º· " 
o. 00 85.00 º·ºº 15.00 100.00 

o.so 56.00 15. 00 10.00 81.00 

0.80 5.00 10.00 10.00 25.00 

1.20 O.JO ü.00 o.oo O.DO 

•:ada valor representa el promedio de 3 repeticiones con 10 

cultivos por tratarnient.o. 
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Figura 1 O. Desarrollo de apices de L. e, r:tt Eentum incubados 
a 26 + 2ºC, en medio CN suplementando con kana
micina o NaCl. 



V, D!SCUSION 

5 .1. Efecto del N¿¡Cl en c61 u las de L. e.; cut en.twn y S. 

o66lclna~um en tres estados de organizaci6n. 
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Generalmente el NaCl, se ha utilizado en la selecci6n 

de líneas celulares resistentes y a partir de estas lograr 

la obtenci6n de plantas que podrían manifestar la caracterís 

tica de resistencia a salinidad (Nabors, et aC., 1980; Bar

lass y Skene, 1981; Di;.;, 1930; L.iu y Yeh, 1982; Ochoa y 

L6pez, 1987; Tal et aC., 1978). En ocasiones, la concentra

c.i6n de sal presente en el medio de selecci6n de líneas ce

lulares es la misma que toleran las plantas regeneradas. 

También es reconocido el hecho de que al seleccionar la se 

milla en base a su capacidad de germinación en medio alta

mente salino (comunicaci6n personal del Dr. Guillermo Ca

rrillo Castañeda), las plantas obtenidas no toleran los 

mismos niveles de salinidad a lo largo de su desarrollo on

togénico, es decir que en los diferentes estadios del desa

rrollo de la planta presentan diferentes grados de suscepti 

bilidad o tolerancia. 

El proceso de selecci6n de líneas celulares resistentes 

a salinidad, consiste generalmente en crecer las células en 

un medio que contiene una concentración de sal relativamen

te baja y se incrementa gradualmente hasta los límites desea 
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dos. Sin embargo, mediante este sistema de selección se ps:>_ 

dría correr el riesgo de perder los cultivos, dado que en 

cada incremento, se elimina gran parte de la población cclu 

lar y en ocasiones altas concentraciones de sal pueden ser 

letales. Otro aspecto que hay que considerar, es que media~ 

te este proceso de selección se requiere de mucho tiempo para 

obtener líneas celulares resistentes a altas concentraciones 

de sal. Si bién este es el método más frecuentemente utili

zado, en el presente trabajo se usó un sistema de selección 

diferente el cual consistió en crecer la masa de células des 

diferenciadas en un medio a la concentración de NaCl que PBE 

mitió inicialmente un desarrollo equivalente al 50% del ob

servado en los cultivos libres de NaCl y a partir de este 

cultivo se hicieron varios subcultivos manteniendo en el me

dio la misma cantidad de NaCl. Mediante este sistema exis

te mayor seguridad de conservar el material y se demuestra 

que es posible la obtención de pobalciones celulares resis

tentes a NaCl, pues en los bioensayos realizados con célu

las de L. e6 c.u..ten.tu.m y S. o 6 Mc.-i.naltwn se encontró que, a 

través de tres subcultivos en presencia de NaCl, hubo incr~ 

mentas en La producción de biomasa (Figuras 5 y 7) . Es po

sible que el incremento en la producción de biomasa, se de

ba y·a sea a la selección de tipos celulares resistentes o a 

un fenómeno de adaptación de la célula que permitió el des~ 

rrollo de la población celular en diferentes niveles de sa

linidad en términos de producción de biomasa. 
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Al analizar los resultados· de las Figuras· 5 y 7, se ve 

que el NaCl afect6 más drásticamente el crecimiento de la 

poblaci6n celular de S. o 6 6-i.c.i.aa.il.um, dado que únicamente h!:!_ 

bo un awnento en la producción de biomasa en los cuh:ivos 

desarrollados en el medio con la concentraci6n más baja de 

NaCl. Estos resultados muestran que las células de L. 

e,; c.uten.tum y S. o ó 6·i.c.{ 11a."dl/l1 tienen diferente grado de sus-

ceptibilidad al NaCl, Sin embargo, se esperaba una mayor 

resistencia en los cultivos de S. 066ic..i1t,1itttm, dado que se 

cree que la poliploidía y la distribución de mosaicos en 

esta especie favorece el mecanismo de amplificaci6n de ge

nes, lo cual podría explicar su al ta adaptabilidad y varia

ción fisiológica (Maribona, et nl., 1986). 

Otras manifestaciones de los cultivos de L. e4c.ulc.n.tum 

en presencia de NaCl fue: un incremento de la intensidad de 

los pigmentos verdes, un mayor grado de friabilidad de la 

masa celular desdiferenciada (Figura 6). Este cambio en la 

pj.gmentación, probablemente es debido a un incremento en la 

concentracion de clorofila. Resultados similares se han ob 

servado lmicamente en cultivos de B. c.cw1pe;.t1t,i.,; (Paeck, e..t a.l, 

1988). 

Si bien, se han obtenido líneas celulares resistentes 

a NaCl aun no se ha establecido el mecanismo mediante el cual 

las células adquieren resistencia al NaCl, además se ha en

contrado que cuando estas líneas celulares se subcultivan, 

en ausencia del agente de selección el caracter de resisten 
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cia puede ser estable o perderse, como lo indican- las inves 

tígaciones que se indican a continuaci6n: 

En cultivos celulares de N. •ylve•t~i4, C. au~antiua, 

se l1a observado que el c~rácter de resistencia se mantiene 

después de tres subcultivos en ausencia del agente de sele~ 

ción (Dh: y Street, 1975; Hayyin y Kachba, 1982), y en 

P~nn (..) ..:.t[~1·1 .lmC.-.. L <~c.antun se mantiene d1~spués de siete; subcul-

tivos {Rangan ~: Vasil, 1983), El carácter de resistencia, 

también se ha mantenido en plantas regeneradas de líneas CQ 

lulares resistentes al NaCl (McHughbn y Swarts, 1984; Nabors, 

.:>.t .ti., 1980). Sin embargo, en células de \J. tabac_um var. 

sanslir.\ e~ ·::J.!.~dcter .Je resi_st.enciCJ se pierde en ati.sencia del 

agente de ':ens.:..6n (Hasegawa, •. ~.t. ~tt'.,, 1980). 

Schi:n~e, 19SG se6Ql6 que ~n cultivos de células de mamí 

:ero, .. 2. resistc:1cia. .:.. met.ot.re:-.:atc, se debi6 a un incremen-

1:0 d0 ....... enz i:na ci.cI1i.jro ~ola to red u e tasa corno resultado de un 

?roceso de a~1pli~~c2ci6n de genes }' que lil ~6rdida de resi~ 

tencia se debe a que los genes amplificados se encuentran en 

elernentos 2xtracro:nosó~icos. 

cia observada en los cultivos de L. e...:.ctt~e.ntum y S. 1..-:~;;.tcüt-.i..'L!w1, 

se presentó dado que las células seleccionadas no se subcul 

tivaron después en ausencia del NaCl para verificar si la 

resistencia es estable. Debido a que no fue un objetivo 

planteado para el presente trabajo. 
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Por lo general en varios trabajos (Dix, 1980¡ Hasegawa, 

et. al.; 1986; Korneva y Maribona, 1984; Kurtz, 1986¡ Maribo

na, c.t c:t'.., 1986¡ Mathur, et. al., 1980; Mcl!ughen y s .. :ortz, 

1984¡ Nabors, e.t cU'.., 1980¡ Rains, et. a.l., 1980; Yano, e/: 

a.t., 1982; Yasuda, c..t a.e..., 1982) con la idea de mantener una 

población celular uniforme en relación a la resistencia, el 

proceso de diferenciación se induce en presencia de la sal 

y poca atención se ha presentado a conocer sus efectos en 

el proceso rnorfogen~tico. 

Al analizar el efecto de NaCl, se encontró que no sol~ 

mente afect6 el patrón morfogcnótico sino qu8 tambi~n con 

dosis relativc1rnc,ntc altas ( 1. 2'i, l'laCl), se inhibió la regens:_ 

ración de plántulas hasta en un 100º' (Cuadro 2). Dado que 

se conoce c¡u0 l~ ~~~fog~nesis estS regulada en gran parte 

por el baJ dilCL' 0ntrc· los rcgulaclorc·s dE crecimiento, espe

cialmente auxi1~os y cltocinjnas u otros factores (Skoog y 

Miller, 19S7), es ¡,asible que el NaCl cause un desequilibrio 

en el balance hormonal, lo cucil. puede in"ibir o cambiar e:i. 

patrón morfogcn&tico o bien inter~crir con la actividad de 

sintetasa, glutarnato deshidrogenasa y peroxidasas relaciona 

das con el proceso de rediferenciación (Burgeais e.t al., 

1987; Dwivedi et ctC.., 1984; Rawal y Mehta, 1982), También 

es posible, que las variaciones en el patrón morfogenético 

encontradas en las plántulas se deban a una respuesta fisio

lógica a altas concentraciones de sal en el medio de culti

vo, Quedaría por determinar que las plántulas obtenidas, al 
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desarrollarse en campo son más resistentes a salinidad que 

las progenitoras. 

El hecho de que el NaCl afecte negativamente el patrón 

morfogenético como queda demostrado en el presente trabajo, 

indica que es necesario realizar estudios para establecer en 

qué momento sería más importante no exponer los cultivos c~ 

lulares al NaC~ restableciendolo cuando el proceso de redi

ferenciaci 6n se encuentre avanzado. 

En las biocnsayos realizados con ápices de tallos de 

L. e-l<ettlenúli11 taml.n6n se encontró que el NaCl afectó el pa

trón morfegenético e inhibió el d~sarrollo de los ápices 

(Cuadro 4 y Figura !Q). 

Gencralm,2nt., las plántulas obtenidas de líneas celula

res resistentes a NaCl son transferidas a suelo ~alino para 

determinar si el cnráclcr de r0s1stencia es estable. Algu

nos aut:ort-~s (Ha.r lbvY:a, ..: l al. , 19.S 6) han encontrado que de 

las plantas de probeta que logran sobrevivir en campo al 

utilizar tejidos de estas para establecer cultivos in vit~o 

se ha encontrado que estas son resistentes a la sal, lo que 

demuestra que el carácter de resistencia se ha ~antenido. 

Nuestros resultados indican que los apices del tallo de pla~ 

tas de L. e_; cttéten.:/:wn no se desarrollan normalmente en el me

dio salino y queda pendiente por demostrar en este caso es

pecífico, si las que provienen de plantas seleccionadas co

mo resistentes tienen un desarrollo normal en los medios con 

NaC1, de ser este el caso, esta prueba podría ser de gran 

utilidad en la práctica. 
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5.2. Efecto del antibiótico kanamicina en c~lulas de 

L. c_,~C.tll,:n.tum y S. 05ji..c.J11a•utin en tres estados de 

organizac i6n. 

Al analizar e¡ efecto del antibiótico se encontró (Fi

guras 3 y 4) que en las dos especies, este compuesto dismi

nuyó la producción de biomasa, acentu&ndose este efecto du

rante el segundo y tercer subcultivo en presencia del anti-

bi6tico. Resultados simiJ.~res se h~11 observado con estre~-

tomicina en cuJ. ti·,:os de \J. t~1 ·1tlC'.l"~P11 {Umiel, J '.)7E,). EJ. anti 

bi6tico tambiGn ~lteró nr.gati.vam011te el patrón morfoc;en6tj 

verde y el des¿,rrollo de 10s ápic~s de t~llos (Figuras 9 y 

10). Dado q~c se SJ~c ~u~ l~~ 1n1.Locondrias }'los cloropla~ 

tos tienen rib•JSVHla.S del tipo Üt!Cl.:.C:riano, es r1osiblc: que la 

disminución en ló. ~JJ."OducciC,~1 de biowasa y la .Jl terac:ión en 

i:~l patrón mor to9enét j_cCJ / asi cor:-ic J J. d i.srnintic iún del p.i.grne~ 

to verde se dc::!ba a :i..::1 in!~:~L ... ~ci6!: óe l.a síntesis clG proteí

nas en cloroplasto y mitocondrias, lo cual ind1::0cta1r.12ntc 

puede afectar algunos proc.~sos metabólicos (~:cbai:;: )' '.~.:ison, 

1974). Sin embargo, no. se descarta la posiLilidad d~ q~1~ 

la inhibición resulte 0•2 lcr alteración cíe .~2-c;ün olru rnecani~ 

mo (Obe, 1972). En cultivos de ,IJ. .ta b.ic:u11 L. cv. Ha vana 38, 

la kanarnicina también afectó negativamente el patrón morfo

genético (Owens, 1981). Sin embargo, en cultivos de V. 

c.a~ota este antibiótico incrementó la diferenciación de ta-

llos (Owens, 1979). Los resultados obtenidos en el presen-

te trabajo con L, c.,.1 c.a.Cc.11tw:: y S, o ó ó,{,c.,{,11a1wm indican que 
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estas especies son particularmente sensibles al antibi6tico, 

por lo que se sugiere que en los diferentes estudios con a~ 

tibi6ticos se determine la concentraci6n apropiada de estos 

compuestos para cada especie utilizada. Dado que ciertas 

concentraciones pueden ser inofensivas para algunas de ellas 

mientras que para otras pueden ser letales. 

Al comparar el efecto del NaCl y del antibi6tico en los 

cultivos de L. e.6 c.ule1t.tw11 y S. o ó 6-i.c.,i,1w1tum se encontr6 que 

las dos sustancias inhibieron la producción de biomasa y al 

teraron negativamente el patr6n morfogenético. Sin embargo, 

en los cultivos de L. e.6c.ulentum durante el segundo y tercer 

subcultivo en presencia del NaCl se observó cierto incremen 

to gradual en la producción de biomasa {Figura 5). Si bien 

las dos substancias alteraron negativamente el patró morfo

genético, el efecto más drástico se observó con el antibió

tico, el cual inhibió por completo la regeneración de raí

ces en ambas especies {Cuadro 1 y 3). Los resultados obte

nidos indican que en los tres estados de organización delas 

células de L. e.6c.ulentum y S. 066,i,c.,i,na!tum el antibiótico es 

más tóxico que el NaCl. 
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V J , CONCLUSIONES 

l. En cultivos celulares desdiferenciados, en presencia de 

kanamicina la producción de biomasa disminuyó en forma 

gradual durante los 3 ciclos observados hasta 80% en 

ambas especies, 

2. La producción de biomasa de L. e~culentum en presencia 

del 1.2% de NaCl, fue inhibida en 80, 55 y 30% con res

pecto al testigo en el primero, segundo y tercer ciclo 

consecutivo respectivamente, es decir, la inhibici6nfue 

gradualmente menor y esta misma tendencia se observó a 

concentraciones menores de NaCl contrastando estos resul 

tados con los encontrados en el caso del antibiótico. 

Sin embargo, en S. o 6 6:i-c.:<-na!tttm a las concentraciones del 

1 y 1.2% de NaCl se inhibió por completo el crecimiento 

al tercer ciclo, pero se observó cierta recuperación en 

la concentración de 0.8% de NaCl. 

3, La diferenciación de plantas de S. o66:i-c.lna!tum a partir 

de células desdiferenciadas en presencia de NaCl se inhi 

bi6 en forma gradual a medida que se incrementó la con

centración llegando al máximo de inhibición (100%) en 

l. 2% de NaCl. 
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4. La kanamicina inhibi6, el desarrollo de plántulas a PªE 

tir de los ápices de tallos de L. e~cutcn.twn mientras 

que en medios con 1.2% NaCl no se observ6 ningdn tipo 

de desarrollo de los ápices. Sin embargo, en las canee~ 

traciones más bajas fue posible la regeneración de plá~ 

tulas hasta en un 56%, asf como el desarrollo de raíces 

y tallos en forma independiente. 
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MEDIO 5MS 

l. Composición:* 

CaC1 2 .2H 20 2. 992 X 10- 3 
M 

NH 4No 3 2.061 10 -2 
M V 

KN0 0 1.879 10 -2 
M ·' ~ 

Kl 4.900 V l.0-6 M 

CoC1 2 .6H 20 1.000 ·' 10- 7 
M 

KH 2Po 4 1.249 X 10-J M 

H3Bo 3 1.002 ,, 10- 4 
M 

Na 2Mo0,2H 20 1.000 A 10- 6 
M 

MgS0 4 . 7H:;p 1.501 " l0- 3 
~l 

MnSO 4 4H 2o 7.620 X 10-s M 

CuSO 4 . 5H 20 1.000 X 10- 7 M 

ZnSO 4 . 7H 20 2.990 X 1 o- 5 M 

FeSO 4 . 7H 20 1.007 X 10- 4 
M 

Na 2EDTA 1.002 X 10- 4 
M 

Meso-inositol 5.550 X 10- 4 
M 

Tiamina-HCl 2.964 X 10-6 M 

L-cisteína 2.840 X 
-J 

10 M 

Acido ascórbico 5.670 X 10- 4 
M 

2, 4-D 2.260 X 10- 5 
M 

Sacarosa 8.764 X 10- 2 
M 

* Todas las cantidades están dadas por litro de soluci6n a 

menos que se indique otra cosa. 



2. Soluciones:* 

Solución A ( l 00 

CaC1
2

.2H
2

0 

Solución B (lOX) -----
NH 4No 3 

KN0 3 

Solución C (100 

Kl 

CoC1 2 .6H 20 

Solución D (100 

KH 2Po 4 

H
3

Bo 3 

Na 2Moo 4 .21-1 2o 

Solución E (100 

MgS0 4 .7H 2o 

Mnso
4

.4H 20 

CuS0 4 .5H 20 

ZnSo
4

.7H 2o 

Solución F ( 200 

FeS0 4 . 7H 20 

Na 2EDTA 

MEDIO 5MS 

X) 

X) 

X) 

X) 

X) 

-1 
2.992 X 10 M 

2.061 X 10-l M 

1.879 X 10-l M 

4.999 X 10- 4 M 

1.720 X 10-S M 

1.249 V 10-1 M 

1.002 V 10- 2 M 

1.033 X 10-:j M 

1.501 X 10-l M 

7.622 X 10- 3 
M 

1.000 X 10- 5 
M 

2.990 X 10-3 
M 

2.003 X 10- 2 M 

2.001 X 10-2 M 
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MEDIO SMS 

3. Preparación:* 

Solución A 10.00 rnl 

Solución B 100.00 rnl 

Solución e 10.00 ml 

Solución D 10.00 rnl 

Solución E 10.00 ml 

Solución F 5.00 ml 

Tiamina-HCl l. 00 ml 

Meso-inisitol 100.00 mg 

L-citeína 50.00 mg 

Acido asc6rbico 100.00 mg 

2, 4-D 5.00 mg 

Sacarosa 30.00 g 

Agua de coco 180.00 ml 

pH 5,8 

Agar 4.0 g 
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MEDIO GMS 

l. Composición:* 

CaC1 2 .2H
2
o 2.992 X 10-J M 

NH 4N0
3 

2.061 X 10- 2 
M 

KN0
3 

1.879 10 
-2 ¡.¡ X 

Kl 4.900 :< 10- 6 
M 

CoC1 2 .GH
2

0 l. 000 X 10- 7 
M 

KH
2

PO 4 1. 2 4 9 X 10-3 
M 

H3Bo 3 
l.002 X 10- 4 

M 

Na
2

Mo0 
4

. 2H
2

0 1.000 ,, 10-G M 

MgS0
4

. 7H
2

0 1.501 X 10-3 
M 

MnSO 4 . 4H
2
o 7.620 :-: 10- 5 

M 

Cuso 4 . 5H 20 1.000 X 10-7 
M 

ZnS0 4 . 7H
2

0 2.990 X 10- 5 
M 

Feso 4 .7H
2

0 1.007 X 1 o- 4 
M 

Na
2

EDTA 1.002 X 1 o- 4 
M 

Meso-inositol 5.550 X 1 o- 4 
M 

Glicina 2.660 X 10- 5 
M 

Acido nitotínico 4.060 X 10- 5 
M 

Piridoxina-HCl 2.300 X 10- 6 
M 

Tiamina-HCl 2.400 X l o- 6 M 

Biotina l. 940 X 10-7 M 

* Todas las cantidades están dadas por litro de solución a 

menos que se indique otra cosa. 
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Acido fólico 1.000 X 10- 6 
M 

L-glutámico 7. 000 10 
-3 

M X 

L-arginina 5.740 X 1 o- 4 
M 

L-metionina 3.350 X 10- 4 
M 

L-cisteína 2. 8 4 o X 10- 4 
M 

.l\cido ascórbico 5.670 V J0-4 M 

ANA 5.100 ,. 10- 6 
M 

6 BAP 7.~00 " 10-6 
M 

Sacarosa 8. 764 10 
-~ 

i•l ;.: 

2. Soluciones:* 

Son las mismas que las del Medio SMS. 



3. Preparación:* 

Solución A 

Solución B 

Solución e 

Solución D 

Solución E 

Solución p 

Meso-inisitol 

Glicina 

Acidc nicotínico 

Piridoxina-HCl 

'l.' iamina-HCl 

Biotina 

Acido fálico 

L-glutárnico 

L-arginina 

L-metionina 

L-cisteína 

Acido ascórbico 

ANA 

6 BAP 

MEDIO 6MS 

75 

lü.GG ml 

1 oo. or :nJ 

1 o' (l(J rn .l 

10.00 !":il 

.lo. 1/0 ml 

5. ':o ml 

100.GO ms 

2 J•) rng 

5.00 mg 

o' Ji) m9 

1 '00 mg 

0.048 mg 

o' -ld rr.1g 

100.0D rng 

100.0ú ms 

50.00 ;;\g 

50.00 mg 

100.00 mg 

0.94 mg 

l. 80 mg 
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MEDIO CN 

l. Composición:* 

Ca (No
3

¡
2

. 4H 2o 2.099 >: 10- 3 
M 

KN0 3 1.199 X 10- 3 
M 

KH
2

Po
4 

9.199 X 1 o- 4 
M 

MgSO 4 . 7H
2

0 5.099 X 10- 4 
M 

Feso 4 .7H 20 1.007 V 10- 4 
M 

Na 2EDTA 9.990 X 10-s M 

H3Bo 3 1. 5 8 4 ;.: 10-4 
M 

Mnso 4 .4H 20 8.330 X 10- 5 M 

Znso 4 .7H 20 4.270 X 10- 5 M 

cuso4.5H 2o 9.612 X 10- 8 
M 

Na 2No0 4 . 2H 20 9.000 X 10- 7 
M 

Glicina 2.660 X 10- 5 
M 

Meso-inositol 5.550 X 10- 4 
M 

Acido nicotínico 4.oso X 10- 5 
M 

Piridoxina-HCl 2.300 X 1 o- 6 
M 

Tiamina-HCl l. 480 X 1 o- 6 
M 

Biotina 1.000 X 10-7 
M 

Acido f61ico l. 000 X 10- 6 
M 

AIB 9.000 X 1 o- 7 
M 

Sacarosa 5.980 X 10- 2 
M 

* Todas las cantidades están dadas por litro de solución a 

menos que se indique otra cosa. 



2. Soluciones:* 

Solución A 

Ca(N0
3

) 
2

.4H 2o 

Solución B 

KN0 3 

Solución C 

KH
2
P0

4 

H3Bo 3 

Na
2

Mo0 
4

• 2H 
2
o 

Solución D 

MgS0
4

.7H
2

0 

l·lnS0
4

.4H
2

0 

CuSO 
4

. 5H
2

0 

ZnSO 
4

. 7H
2

0 

MEDIO CN 

Solución E (solución FM/S) 

FeSO 
4

• 7H 20 

Na
2

EDTA 

2.099 

1 . 19 9 

9.199 

1. 584 

9.920 

5.099 

8.290 

9.600 

4.277 

2.019 

2.000 
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X 10-l M 

X 10-l M 

lü -2 
M :x: 

10 -2 
M X 

:·: 10-s M 

:-: lú- 2 .·• 

Y. 10-J M 

X 1 o- 6 
M 

X 10- 3 
M 

.. 10- 2 
M 

10 -2 
M X 



3. Preparación:* 

Solución A 

Solución B 

Solución e 

Solución D 

Solución F M/S 

Glicina 

Meso-inositol 

Acido nicotínico 

Piridoxina-HCl 

Tiarnina-HCl 

Biotina 

Acido fálico 

AIB 

Sacarosa 

pH 

Agar 
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MEDIO CN 

10.00 rnl 

10.00 rnl 

10.00 rnl 

lo. o o ml 

5.00 ml 

2.00 mg 

100.00 mg 

5.00 mg 

o.so mg 

1.00 mg 

0.048 mg 

o. 4 8 mg 

0.203 mg 

20.00 g 

5.8 

4. 00 g 



Ac. 

AIB 

ANA 

6BAP 

2, 4-D 

MS 

CN 

ABREVIATURAS 

Acido 

Ac. Indol-3-Butirico 

Ac. 1-Naftalenacético 

6-Benzilaminopurina 

2,4-Diclorofenoxiacetico 

Murashige y Skoog 

Cresswell y Nitsch 

ESTA lt.sis fn hEBt _ 
SAUH G~ til ~;;;;JüffCA 
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