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Gufas de Investigac!6n CIP (CRGs) 
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Los pat6genos vegetales, tales como nematodos, hongos, bacterias y virus, pueden 
ser transmitidos de plantas enfermas a plantas sanas. Sin embargo, no todas las 
c61ulas resultan infectadas; los tejidos meristemiticos se encuentran algunas veces 
libres de enfermedades por lo que es posible recobrar plantas no infectadas 
mediante t6cnicas de cultivo in vitro de meristemas, y lograr su crecimiento como 
plantas sanas. 

Este documento describe los m6todos que pueden aplicarse para eliminar los
pat6genos del material infectado y producir rlantas "libres de pat6genos", para la 
distribuci6n intemacional y propagaci6n en un programa de semi a e papa. 
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1 NATURALEZA DE LOS PATOGENOS 

Los pat6genos vegetales incluyen nematodos, hongos, bacterias, rickettsias, 
micoplasmas, virus y viroides. Ellos pueden ser trarsmitidos de plantas enfermas a 
plantas .,anas. Hasta el presente no existe informaci6n sobre rickettsias pat6genas de 
papa. 

El tamafio relativo de estos pat6genos varfa mucho. Entre los pat6genos vegetales 
los nematodos son los m~1s grandes y pueden ser observadcs fAcilmente con un 
microscopio estereosc6pico. Los virus y viroides son los mAs pequefios y se 
requiere de un microscopio ehectr6nico para su observaci6n. 

La ocurrencia de una erifermedad no s6lo depende de la presencia del hospedante y 
del pat6geno. Las condiciones ambientales, especialmente !a humedad y la 
temperatura, juegan un papel importante en el desarrollo de una enfermedad. Asf, 
una enfermedad puede definirse como un producto de la interacci6n del hospedante, 
el pat6geno y el ambiente. Este concepto de una enfermedad es conocido como "el 
triingulo de la enfermedad". 

La distribuci6n de los diferentes pat6genos dentro de la planta enferma varfa 
tambi6n mucho. Pseudomonassolanacearum, el virus del enrollamiento de la hoja 
de Ih papa (PLRV) y los micoplasmas estdn restringidos al tejido vascular de una 
planta. Erwinia carotovoray el virus X de la papa (PVX), invaden tanto el tejido 
vascular como el resto de los tejidos de la planta. No todas las c6lulas en una planta 
enferma se encuentran infe.:tadas con pat6genos. Los tejidos meristem:ticos de la 
rafz y brotes terminales de una planta infectada est~n, algunas veces, libres de virus. 
En algunas ocasiones, tal como sucede en la papa con el PVX y el TRV (tobacco 
rattle virus), solamente I copula y los primeros primordios foliares se encuentran 
libres de virus. Se desconoce la raz6n exacta por lo que esto sucede; sin embargo, 
se cree que uno, o todos, de los siguientes factores son responsables de eo: 
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Alta actividad metab6lica: los virus se multiplican acompafiando el curso del 
metabolismo del hospedante. Debido a la gran actividad metab6lica en las 
clulas meristemtticas del hospedante, los virus no pueden tomar el control 
de. la maquinaria biosint6tica del rismo. 

Carencia de tejido .'.,s-cular: los virus se diseminan iipidamente a trav s del 
sisterna vascular. Los vins que se ubican tan s6lo en el floema (PLRV) no 
pueden invadir los tejidos meristemAticos debido a la ausencia de 
diferenciaci6n celular. En esta zona meristen-Atica, los virus que infectan los 
tejidos no vasculares se diseminan de c6lula a calula a traves de los 
conductos intercelulares (plasmodesmos). Este es un proceso lento por lo que 
resulta relativamente diffcil que los virus infecten en su totalidad a las clulas 
que vienen divididndose rApidamente. 

Alta concentraci6n de auxinas: los tejidos meristemAticos de las plantas 
tienen unk concentraci6n mts alta de auxinas que los tejidos de otras partes 
de las mismas. Algunos autores indican que estas auxinas inhiben la 
multiplicaci6n de los virus. 

Debido a que los tejidos meristemiticos se encuentran, algunas veces, libres de 
pat6genos, es posible recobrar plantas no infectadas mediante t~cnicas de cultivo 
in vitro de meristemas, y mantenerlos hasta obtener plantas adultas sanas. 
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2 TERMOTERAPIA 

La termoterapia a temperaturas elevadas (370C) no elimina al viroide del tub6rculo 

ahusdo de la papa (PSTV). El PSTV estA compuesto por un inico filamento de 

RNA, en forma de anillo, enroseado a manera de un gran espiral. Por esta iaz6n es 
resistente a las nucleasas. Las altas temperaturas, lejos de reducir la concentrac;6n 

del viroide, favorecen su multiplicaci6n (Sanger y Ramm, 1975). Por lo tanto, una 

prueba para PSTV debe Ilevarse a cabo al finalizar el perfodo de termoterapia. 

Un m6todo que permite la erradicaci6n del PSTV (Lizirraga et al., 1980) se basa en 

la observaci6n de que en plantas en crecimiento a bajas temperaturas, la 

concentraci6n del viroide es baja. En un experimento, las plantas fueron mantenidas 

a 80oC por cuatro meses. Luego se disectaron los meristemas apicales. El 30% de 

las p1 ntulas regeneradas estaban libres de PSTV, aun en la segunda generaci6n de 
tub6rculos. Se observ6 una tfpica relaci6n inversa entre el tamafio de la disecci6n 

meristemitica y el 6xito en la erradicaci6n (Lizirraga et al., 1982). 

Este m6todo, sin embargo, no es apropiado como una t6cnica de rtina debido a que 
toma mucho tiempo y es muy costosa. Puede ser muy 6'til en casos especfficos en 
los cuales un clon muy valioso se ercuentre muy infectado y no se cuenta con 

material que haya pasado la prueba contra este pat6geno. 

Experimentos ilevados a cabo con diferentes sistemas de virus y sus hospedantes 

han demostrado que el tratamiento de plantas con temperaturas elevadas 
(termoterapia) leva a una reducci6n en la concentraci6n del virus en la planta 

(Kassanis, 1957; Quak, 1977). Se han dado diferentes razones para explicar este 

fen6meno; probablemente no s6lo una, sino una combinaci6n de ellas pueden ser la 
causa de la reducci6ri en la concentraci6n del virus. Estas pueden incluir 

competencia por lugares de sfntesis de icidos nucleicos y protefnas, entre las c6lulas 
del hospedante que se encuentran en proceso de ripida divisi6n y las partfculas del 

virus, lo cual puede Ilevar a un cambio en el balance entre la sfntesis y degradaci6n 

de las partfculas del virus. Tambi6n el Acide nucleico del virus, el portador de su 

informaci6n gen6tica, esti normalmente protegido del ataque de enzimas 
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degradantes por una cubierta compuesta de muchas subunidades de protefna. A altas 
temperaturas, la uni6n entre estas subunidades se vuelve mts d6bil, se pueden abrir 
aberauras temporales, y permitir el ataque de las nucleasas, lo que inactiva al virus y 
disminuye la concentraci6n del mismo. 

La termoterapia ha sido aplicada a tubdrculos de papa en reposo. Se ha observado 
una reducci6n en la concentraci6n de virus, especialmente del virus dI 
enrollamiento de la hoja (PLRV). Sin embargo, ia eliminaci6n del virus no ha sido 
lograda, con la excepci6n del PLRV. 

La termoterapia aplicada a la planta entera, al igual que la aplicada a tub6rculos ya 
brotados, seguida por cultivo de meristemas, ha sido exitosamente utilizada para la 
eliminaci6n de muchos virus de la papa (Stace-Smith y Mellor, 1970; Pennazio y 
Redolfi, 1973). 

En el procedimiento estindar empleado en el CIP, los mejores resultados han sido 
obtenidos cuando la planta es decapitad- antes de ser tratada por termoterapia, y las 
yemas axilares se encuentran creciendo mientras reciben el tratamiento de calor. Un 
r6gimen de temperatura diaria de 360C por 16 horas, y 30DC por 8 horas, bajo luz 

-ccntinua de alta intensidad 10 000 lux = 108 [LEm- 2 s ' mejor6 las tasas de 
eliminaci6n. Las plantas son mantenidas bajo estas condiciones por cuatro 
semanas. Meristemas, tanto de las yemas axilares, como de las yemas apicales, son 
aisladas y cultivadas como se muestra en la Secci6n 6. 

El proceso de termoterapia antes sefialado se estA tambi6n aplicando a plintulas in 
vitro. Nudos con una yema son colocados en cajas de plAstico (Magenta® GA-7) 
conteniendo el medio C (20 nudos/caja). Estas se colocan en el cuarto de cultivo 
con las condiciones apropiadas (Gufa de Investigaci6n CIP 1). Cuando las plantas 
alcanzan 3 cm d2 altura aproximadamente y presentan un buen sistema radicular, se 
sellan las cajas con cinta adhesiva y se continua en forma similar al procedimiento 
in vivo. Al cabo de un mes de tratamiento se aislan y siembran los meristemas 

apicals. 
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3 QUIMIOTERAPIA 

Como una alternativa a la termoterapia, se ha probado en papa la quimioterapia. Un 
anAlogo de nucle6sido, el Virazole, conocido por su amplio espectro contra el DNA 
y el RNA de los virus que afectan a los animales, ha mostrado resultados variables 
cuando se ha aplicado, en aspersi6n, a las plantas de papa, o en cultivo hidrop6nico, 
seguido por -ultivo de meristemas. Resultados preliminares muestran cierta 
promesa cuando los Apices meristemAticos disectados son cultivados en un medio 
con 100 ppm de Virazole. 

Sin embargo, al ;unos informes indican que los productos qufmicos antivirales 
pueden causar mutaciones en las plantas. Por lo tanto, al presente, la termoterapia 
definitivamente e' el m6todo preferido de pre-tratamiento antes de efectuar el 
cultivo de meristemas. 
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4 ESTERILIZACION DE LA SUPERFICIE 

Si la superficie del material vegetal est, contaminada por pat6genos o qapr6fitos. y 
6ste es sembrado en un medio de cultivo, algunos de los contaminantes crecen 
ripidamente y pueden matar al tejido y 6rgano (explante) de la planta. La mayorfa 
de los contaminantes de superficie, tales como bacterias y hongos, pueden ser 
eliminados por esterilizaci6n de la superficie del material vegetal con un agente 
esterilizador apropiado. 

Los agentes esterilizadores de la superficie se aplican normalmente por 10-15 
minutos. Bajo condiciones as6pticas, la soluci6n esterilizadora es luego elimir-,da y 
el material vegetal lavado 3 6 4 veces durante 5 minutos cada vez por agitaci6n en 
agua destilada est6ril. El lavado es muy importante para eliminar el exceso del 
agente esterilizador el cual puede inhibir el crecimiento de la planta. 

Etanol (Alcohol). El alcohol es un agente esterilizador comtan de la superficie para 
eliminar bacterias y hongos, y es frecuentemente utilizado como un breve lavado 
antes de aplicar otros tratamientos de esterilizaci6n de la superficie de las plantas. 
Tiene una baja tensi6n superficial y puede penetrar ficilmente entre las pilosidades 
foliares y mojar la superficie de la planta. El etanol de 70% es m6s efectivo como 
agente esterilizador que el de 95-100%. 

Hipociorito de sodio o de calcio. La superficie del material vegetal puede tambi6n 
ser esterilizada con soluciones acuosas de hipoclorito de sodio (NaOC1) o de 
hipoclorito de calcio (Ca [OC1]). La sal de calcio es preferida porque es menos 
fitot6xica. Muchos laboratorios utilizan lejfa de uso dom6stico tal como el Clorox. 
Estos productos comerciales contienen normalmente 5,25% NaOC1 como producto 
activo. Cuando se les diluye con agua (1 parte de lejfa : 9 partes de agua), la 
soluci6n esterilizadora resuliante deberi contener no menos de 0,5% NaOCL. 

Debido a la disociaci6n completa, el hipoclorito tiene una actividad relativamente 
pequefia a un pH superior a 8,0 y es mis efectivo fijando la soluci6n a alrededor de 
pH 6,0. 
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La superficie del tejido recientemente disectado y sumergido completamente en la 
soluci6n de hipoclorito, queda esterilizada despu6s de una exposici6n de 10-15 
minutos. A continuaci6n del tratariento con hipoclorito, el material tratado debe ser 
lavado cuidadosamcnte con varios cambios de agua destilada, para eliminar 
completamente el desinfectante. 

Biclornro de mercurio. El bicloruro de mercurio (HgC12) ha sido utilizado Como 
desinfectante pese a que es estremadamente t6xico. La soluci6n de bicloruro de 
inercurio es volitil a temperatura ambiente y puede provocar un envenenamiento 
por mercurio. Por lo tanto: iNo recomendamos su uso como agente esterilizador! 

Bactericidas y fungicidas. Con el material que se encuentra fuertemente 
contaminado, algunos investigadores recomiendan el lavado en una mezcia 
bactericida/fungicida comercial antes de proceder a la esterilizaci6n de su 
superficie. Debe recordarse, sin embargo, que este tratamiento no tiene efecto sobre 
infecciones sist6micas. La Secci6n 5 da una lista de bactericidas y fungicidas 
conjuntamente con informaci6n referente a su uso. 
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5 ANTIBIOTICOS 

A pesar de ser usados rutinariamente en el cultivo de cdlulas animales para prevenir 
contaminaciones bacterianas, los antibi6ticos no han sido muy utilizados en cultivo 
de tejidos vegetales. Los fisi6logos, a finales de los afios 50 sabfan que estos 
productos naturales pueden alterar el crecimiento y desarrollo de los cultivo in vitro 
de tejidos vegetales (Gautheret, 1959; Butenko, 1964). De hecho, los tejidos 
vegetales son sensibles a los antibi6ticos y muestran una respuesta variable de 
acuerdo a su genotipo. 

La mayorfa de los especialistas en cultivo de tejidos no conffan en los antibi6ticos 
para eliminar los contaminantes superficiales de las disecciones. Estos productos 
son caros y ninguno es efectivo contra todos los tipos posibles de organismos 
contaminantes. Los antibi6ticos son s6lo utilizados cuando los microorganismos son 
diffciles de eliminar por otros medios. 

Los siguientes antibi6ticos o combinaciones de los mismos han sido exitosamente 
aplicados: 

- Cefotaxima 

- Gentamicina 

- Rifampicina 
Nistatina + Carbenecilina 

Gentanicina + Amfotericina B 
- Vancomicina HC1 + Micostatin 
- Estreptomicina + Carbenecilina 
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En algunos cultivos se ha encontrado fitotoxicidad causada por:
 

- Penicilina 
- Estreptomicina 
- Bactericina 
- Esparsomicina 

En el CIP, para erradicar bacterias o levaduras se estA utilizando con cierto 6xito la 
incorporaci6n de antibi6ticos al medio de cultivo. En caso de bacterias se 
recomienda usar Rifampicina (Rimactin 300-CIBA) a una concentraci6n de 40 mg/l 
o Cefotaxima S6dica (Clafortn ROUSSEL) a 200 mg/i. 

Se prepara una soluci6n concentrada del antibi6tico a utilizar (Rifainpicina: 12 000 
mg/i o Claforin 40 000 mg/I), se esteriliza por filtraci6n y se coloca en pequefios 
cuadrados de papel filtro est6ril (5 x 5 mm), los cuales se dejan secar en la cmara 
de flujo laminar; se colocan aproximadamente 0,03 cm 3 de soluci6n concentrada por 
cada cuadrado de papel. Se recomienda no utilizarlos despu~s de siete dfas de 
haberlos preparado, ya que pierden progresivamente su eficacia. 

Este trabajo debe realizarse bajo condiciones de ase,Aa. Los cuadrados de papel 
son introducidos en el medio de cultivo junto a la yema sembrada, y 6sta debe ser 
transferida a medio fresco con otro papel-antibi6tico cada 3 a 5 dfas. Tambi6n se 
pueden usar otros antibi6ticos como Cefoxitina (Mefoxin MERCK) en dosis de 
500 ppm. 

En el caso que la contaminaci6n sea por levaduras, se recomienda usar 
Amfotericina B en dosis de 0,25 ppm a 0,5 ppm, siguiendo en todos los casos el 
mismo sistema del papel de filtro. 
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6 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE MERISTEMAS 

El punto activo de crecimiento del Spice de la planta es el meristema. Es una zona 
pequefia compuesta de c6lulas (meristemiticas) dividi6ndose ripidamente. 

El domo de la yema apical contiene las verdaderas c6lulas meristemiticas y estA 
rodeada por primordios foliares y hojas primarias. Debido a que los tejidos 
vasculares mAs diferenciados se encuentran alejados de los meristemas (hacia los 
tejidos mis viejos del tallo), los elementos vasculares de los primordios foliares son 
incipientes, y no han hecho au'n contacto con la parte principal del sistema vascular 
en el tallo. Por lo tanto, las partfculas de virus que puedan estar presentes en el 
sistema vascular, pueden legar a la zona meristemitica del Spice solamente 
movidndose de c6lula en c6lula; un proceso lento. Esta es una de las razones 
principales del porqu6 en una planta infectada con virus, la concentraci6n de 6stos 
disminuye acropetalmente hacia los meristemas tanto del Spice como de las yemas 
axilares. 

El aislamiento, en condiciones as~pticas de la porci6n apical, lamada el punto 
meristem6tico, y su cultivo en un medio nutritivo adecuado e igualmente as6ptico, 
permite el desarrollo de plintulas. En principio, esta secuencia de desarrollo sigue 
un patr6n similar al de aquel presente en una planta normal. Las c6lulas del 
meristema se dividen y la diferenciaci6n de nuevos tejidos contintia. La nutrici6n 
de la secci6n disectada por la planta es proporcionada por el medio artificial. Esta 
t6cnica, lamada cultivo de meristemas, fue aplicada por primera vez para la 
erradicaci6n de virus en dalias hace unos 30 afios, por Morel y Martin (1952), y 
ieva a la obtenci6n de plantas libres de pat6genos. 

La disecci6n as6ptica del meristema es un proceso delicado y requiere muchas horas 
de prctica y es levada a cabo como sigue: 
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Se cortan los taos de la planta, que acaba de ser sometida a termoterapia, en 
segmentos conteniendo cada uno un nudo con su yema axilar. Se remueven la3 
hojas cuidadosamLnte. Se desinfectan los segmentos de tabo durante 30 segundo, 
en alcohol de 70%, y a continuaci6n con hipoclorito de calcio al 2,5% durante 15 
minutos. Luego los taos son lavados c, atro veces, por cinco minutos cada vez, 
con agua destilada est~ril para eliminar el exceso de hipoclorito. 

Bajo un microscopio binocular de disecci6n, se eliminan las hojuelas que rodean el 
punto de crecimiento hasta que quede solamente la copula de la yema apical y unos 
cuantos primordios foliares (generalmente dos). La copula y dos primordios 
foliares son disectados y transferidos al medio de cultivo meristemritico A (vea 
Secci6n 8). El meristema disectado es transferido semanalmente al medio B. 
Despu6s de 6-8 semanas, las pequefias plintulas son subcultivadas para un mayor 
crecimiento y micropropagaci6n (Espinoza et aL, 1991). 

Despu6s de la regeneraci6n a partir de los meristemas, las plantas son probadas para 
detectar cualquier infecci6n persistente de virus. Vea las siguientes referencias en 

la Seccien 9: 

Fribourg, C.; Nakaihima, J. 1987 - Prueba del lAtex 
Salazar, L.F. 1981 - Detecci6n de PSTV 

Salazar, L.F. 1982 - Detecci6n de virus 

Salazar, L.F. 1983 - ELISA 
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7 MANTENIMIENTO DE CULTIVOS 

El material in vitro puede ser conservado en cultivos por un tiempo indefinido 
cuando se toman suficientes precauciones para evitar contaminaciones y la 
transferzncia a medio fresco es realizada a intervalos apropiados. Las pldntulas in 
vitro probadas contra pat6genos pueden ser mantenidas como colecciones base, para 
propagaci6n en un progrartia de semilla. 

Para mantenimiento por un perfodo corto, las plantas son mantenidas en tubos, 
sobre el medio de propagaci6n C o D (yea Secci6n 8). Los tubos son sellados con 
tapas de plistico autoclavables. Estas son mejores que los tapones de algod6n que 
pueden ser penetrados fcilmente por las esporas de hongos presentes en el aire y 
por insectos. 

La tasa de crecimiento de las plantas depende de la temperatura de incubaci6n, la 
composici6n del medio y del genotipo. 

Los medios E y F para almacenamiento (vea Secci6n 8) ejercen un estr& im6tico 
sobre las plintulas y pueden ser utilizads para almacenamiento a 250C; el estr6s 
reduce la tasa de crecimiento y da lugar a entrenudos cortos. Muchos nudos estAn 
asf disponibles cuando se inicia la propagaci6n del material almacenado. El 
material almacenado bajo estas coi:Jiciones necesita normalmente ser transferido 
solamente una vez al afio. 

Si la temperatura puede bajarse a 6oC, esto reduce significativamente la tasa de 
crecimiento de las plintulas y las transferencias son requeridas solamente una vez 
cada 2 6 3 afios. 

Es posible, por lo tanto, mantener una colecci6n de germoplasma bajo las 
condiciones de almacenamiento descritas anteriormente.. Cuando se recibe un 
pedido para la exportaci6n de un determinado genotipo probado contra pat6genos, 
6ste puede sacarse del almacenamiento, ser micropropagado, y luego ser distribuido 
in vitro. 
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8 MEDIOS DE CULTIVO 

Todos los medios utilizados para este trabajo estAn basados en las sales de 
Murashige y Skoog (1962). Las soluciones concentradas de sales son normalmente 
preparadas en cuatro partes separadas: 

a) Sales 

b) MgS04 

c) Fierro 
d) Vitaminas 

a) Soluci6n concentrada de sales disuelva cada sal en 200 cm3 de agua 

destilada: 

- NH4NO3 

- KNO3 

- CaC12.2H20 
- KH2PO4 

- H 3BO 3 

- MnSO4 .4H20 

(MnSO 4.TI20 
- ZnSO 4.7H20 

(ZnSO 4.H20 
- KI 

- Na2MoO 4.2H 20 

35,0 g 
40,0 g 

9,0 g 

3,5 g 
0,1 g 
0,5 ,, 

0,4 g) 
0,2 g 
0,1 g) 
0,02 g 

0,005 g 
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Disuelva 5 mg (0,005 g) de las siguientes sales, juntas, en 10 cm3 de agua; agregue 
1 cm3 de esta soluci6n a 200 cm 3 de agua para la soluci6n concentrada. 

CuSO4.5H 20 y CoC12.6H2C 

Mezcle las diez soluciones de sales individuales, juntas, para hacer 2 L (2 dm3) de la 
soluci6n concentrada de sales. 

b) Soluci6n concentrada de MgSO 4 

MgSO4.7H203,7 g en 100 cm3 de agua destilada 

c) Soluci6n concentrada de fierro 

Na 2EDTA 0,75 g 

FeSO4.7H 20 0,55 g 

Disuelva FeSO4.7H20 en 20 cm3 de agua destilada; Na2EDTA en 20 cm 3 de agua 
destilada caliente. Mezcle las soluciones frifas y Ueve a 100 cm 3 con agua destilada. 

d) 	 Solucinn concentrada de vitaminas 

- Tiamina HCl (0,4 mg/I) 20 mg 

- Glicina (2,0 mg/I) 100 mg 

- Acido nicotinico (0,5 mg/I) 25 mg 

- Piridoxina HCJ. (0,5 mg/I) 23 mg 
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Disolver cada vitamina y completar hasta 500 cm 3 con agua destilada. Repartir 
10 cm3 de la soluci6n de vitaminas en pequefios envases y mantenerlos congelados. 
Usar un envase por cada litro de medio. 

Preparaci6n del medio. Prepare 1 L (1 dm 3) del medio bisico de Murashige-
Skoog (MS) mezclando las soluciones concentradas en las siguientes proporciones: 

3Sales 100 cm 

MgSO 4 10 cm3 

3Fierro 5 cm 
3Vitaminas 10 cm 

Inositol 100 mg 

Agregue las hormonas que correspondan y sacarosa (vea la secci6n siguiente), y 
ponga el medio, con o sin agar, en autoclave a 121oc por 15 minutos. 
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Adiciones al medio MS bisico para la preparaci6n de tipos especfficos de medios.
 

Medios Medio Ms + los siguientes ingredientes 

A 
(meristemas) 

0,1 mg/L 
0,04 mg/L 

Acido giber6lico 
Kinetina 

2,5 % Sacarosa 
0,6 % Agar* 

B 
(meristemas) 

0,1 
20,0 

mg/L 
mg/L 

Acido giber6lico 
Putrescina HC1 

2,5 % Sacarosa 
0,6 % Agar* 

1,0 mg/L Acido f6lico 

C 
(propagaci6n) 

50,0 
4,0 
2,0 

cm3 

mg/L 
mg/L 

Agua de coco 
L-Arginina HC1 
Pantotenato de calcio 

10,0 mg/L Putrescina HCl 
3,0 % Sacarosa 
0,8 % Agar* 

D 
(propagaci6n) 

0,1 
2,5 

mg/L 
% 

Acido giberdlico 
Sacarosa 

0,8 % Agar* 

E 4,0 % Sorbitol 
(almacenamiento) 2,0 % Sacarosa 

0,8 % Agar* 

F 
(almacenamiento) 

4,0 
3,0 

% 
% 

Manitol 
Sacarosa 

0,8 .% Agar* 

* Otros agentes geliricantes como Phytagel o Gelrite (Marca Registrada) se pueden utilizar en 
lugar de agar. Phytagel se aiade en mitad de Iaconcentraci6n de agar yGelrite se utiliza a un 
cuarto de la concentraci6n del mismo. 
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