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Cultivo in vitro de segmentos de h ~ j a s  de 
ajonjolí(Sesamum indicum L ,) 

In vitro culture of leaf s e p e n t s  
of sesarne (Sesamum indzcum L ) 

Efraín  alaz zar].'^ 
C:ulos Romer:, 3 

Resumen 

Se cultivaron in vitro segmentos de hojas de ajonjolí :Sesarnum indicurit 
L. var. 'Inamar' y var.'Arawaca', provenientes de pl.mtas creciendo en 
condiciones de campo o tie umbráculo. Se evaluó el efecto de la concentracitin 
de hipoclorito de sodio (O, 1, 2,4 y 8% plv i.a.) y del t i e m ~ o  de errposición a la 
solución desinfestante (0, 3, 5 y 10 min.), en la prevenc ón de aparición tle 
microorganismos contaminantes, encontrándose que los r iayores porcentq'2s 
de supervivencia se obtuvieron con el uso de hipoclorito c e sodio 1% p/v (i.11.) 
durante un máximo de 5 min., en los segmentos de hojas dc ambas variedade s. 
Al probar el efecto de 4 combinaciones de sales minera1f.s (MS, NN, MPL y 
SN) en el desarrollo de los segmentos de hoja, se observó la mayor formacitin 
de callos al cultivarlos en medio con las sales MS. La propc lrción de segment:,~ 
de hojas provenientes de condiciones de campo, que pre ;entai.on formacitin 
de callos, fue menor que la observada en aquellos explan tes provenientes rle 
umbráculo; de igual modo, la formación de callos fue más tardía en 13s 
segmentos provenientes del campo. Los callos regenerado 3 de estos exp1ant.s 
murieron 7-15 días después de su formación. Se probó el csfecto de la luz en la 
respuesta morfogenética observada, y se encontró que la ~resencia de luz fiie 
indispensable para la producción de masas de callos 15 días después de la 
siembra. Zonas de coloración verdosa aparecieron sobre los callos creciendo 
en la luz, sin observarse la regeneración de ningún tipo ( e estructuras. 
Palabras claves: Establecimiento in vitro, formación t le callos, luz, sales 

minerales, esterilización superficial. 
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Abstract 

Leaf segments fioni sesame plants (Sesamum ir dicunz L. var 'Inamar' 
and var 'Arawaca') pown either under field or green house conditions were 
cultured in vitro. Thc? effects of sodium hypochlorite c ~ncentration (0, 1,2 ,4  
and 8% w/v a.i.1 and exposure to the desinfestant (0, 1, 3 rind 5 min) 0.1 the 
prevention ofmicroorganisms were tested. Higher per,-enta~e of survival was 
achieved with 1% wlv a.i. of tlie desinfestant for 5 mi i, in t he leaf segnients 
from both sesame varieties. The effect of 4 mineral salt combinations wz; also 
tested, and Segments showed a higher percentage of callus formation wlien 
cultured on MS mineral salts. Percentage of explank with callus formation 
was lower in segments coming from field conditions t ian those coming fiom 
the greenhouse. Callus formation was also delayed i the former explants. 
Calluses from field condition explants died 7-15 dayf after their formtition. 
Light was indispensable for callus formation 15 da! s a f t ~ r  culture. (;reen 
zones arose on the regenerated calluses, but no dc fined structures were 
observed. 
Key words: In Vitro establishment, callus formatio i, ligkit, mineral sal@ 

surface sterilization. 

Introducción 

El ajonjolí (Sesamum indicum 
L.) ha  sido utilizado tradicionalmen- 
te como una fuente de aceite vegetal 
en Venezuela, presentando una de 
las composiciones de ácidos grasas 
mds favorables para el consumo hu- 
mano (9). Sin embaryo, a pescar de la 
adaptabilidad geogr4fica del cultivo 
a las condiciones venezolanas, su 
producción ha disminuído en los ú1- 
timos años, debido a la baja produc- 
tividad y elevados costos de produc- 
ción, producto de la acción de plagas 
y enfermedades, susceptibilidad a 
estrés hídrico y pérdidas de semillas 
al momento de la cosecha por la alta 
dehiscencia de las ciipsulas. En este 
sentido, se hace priontario imple- 
mentar programas cle nlejoramiento 
genético y10 agronómicos a fin de au- 
mentar los rendimientos de las ex- 
plotaciones comerciales, y de esta 

manera tomz r ventaja del potencial 
económico que esta especie posee. 

La Biof ecnología se presenta 
como una herramienta muy iitjl, y 
una altemat va por demás efectiva, 
para inducir variabilidad genética, 
inducir mut:iciones, obtener híbri- 
dos somático: ,, así como para la gene- 
ración de nu ?vos genotipos de ajon- 
jolí a partir de cPlulas transforma- 
das. Sin emb: ~rgo, es prioritario esta- 
blecer protoc dos do regeneración in 
vitro, a fin d ? podt-r aplicar exitosa- 
mente cualquiera de las técnicas 
biotecnológic ss mencionadas ( 5 ) .  

En el cr so específico del ajonjo- 
lí, los trabaj 1s a nivel de regenera- 
ción de plantas in vitro son muy es- 
casos. Georg ? y col. (4) reportaron la 
obtención di explmtes foliacos de 
ajonjolí, al somete- semillas a la ac- 
ción de la b3ncil adenina. D.atta y 
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Biswas (3) cultivaron botones flora- 
les de esta especie sometiéndolos 
previamente a 10-50 KR de irradia- 
ción, causando anomalías en lameio- 
sis de los granos de polen. Shi y Cai 
(12) obtuvieron la formación de ca- 
llos a partir de polen de ajonjolí cul- 
tivado in vitro. Se ha obtenido, de 
igual manera, la formación de em- 
briones somáticos a partir de seg- 
mentos de cotiledones (RAM, comu- 
nicación personal). Mas reciente- 
mente, Artioli y Salaz.- (datos no 
publicados) obtuvieron la formación 
de plantitas completas de ajonjolí, 
mediante el cultivo de yemas apica- 
les, encontrando determinante para 
la respuesta morfológica la combina- 
ción de auxinas y citocininas como 
suplementación exógena al medio de 
cultivo, y determinaron que la pro- 
genie generada in vitro, resultó mor- 
fológicamente idéntica a las plantas 
madres. 

Sin embargo, la utilización de 
yemas apicales de ajon.jolí presenta 
la dificultad de uso exclusivamente 
de la yema apical, dado el cambio 
muy rápido de las yemas axilares 
hacia yemas florales. En este senti- 

Materiales 

Se trabajó con plantas de ajon- 
jolí (Sesamum indicum L. var.'Ina- 
mar' y var 'Arawaca') provenientes 
de semillas pertenecientes a la colec- 
ción de germoplasma de Ajonjolí del 
Centro Nacional De Investigaciones 
Agropecuarias (CENIAP) en Mara- 
cay. Las plantas fueron cultivadas en 
las condiciones del campo experi- 
mental del CENIAP en Maracay, Ve- 
nezuela, o en condiciones de umbrá- 

do, el uso de elplantls foliares 3e 

presenta como u na posible vía para 
obtener gran número de plantas, a 
partir de un teji lo, que no presenta 
limitaciones en ( uantr a su disporu- 
bilidad. De igual mancra, el estab'e- 
cimiento de pro1 ocoloc de regenera- 
ción de plantas a partir de tejido 
foliar, permitirá la generación de va- 
riabilidad genét ca (v~riación soma- 
clonal) (7) si se c btiene la formacijn 
de masas celulxres !callos), corrio 
paso previo a la regeneración de las 
plantitas. De igi al manera, el tejido 
foliar representaría un explante 
apropiado para 3xperimentos de jn- 
ducción de mutr cione~, así como de 
transformación 1 :enéti :a, de lograrse 
la regeneración de plzuitas por efta 
vía. Este tipo dc tejidos ha sido e-ci- 
tosamente utilizado pwa la regerie- 
ración tanto de plantas herbáce;~,  
específicamen~ e solanáceas ((S), 
como de plantas leñosas (1,2,13) 

El present ? trabajo tuvo coino 
objetivo princip; Ll esti blecer las con- 
diciones para e cult~vo in vitro de 
segmentos de hc jas de ajonjolí, coino 
una vía alterna 5va para regenerar 
in vitro plantas de esta especie. 

y métodos 

culo, con riego a utom:itizado por iie- 
bulización. El m anejo agronómico de 
ambos tipos de !anta<; implicó el iiso 
de fertilización completa (15-15- 15) 
2 glplanta una S ?mana posterior e la 
germinación, e igual concentrar ón 
de fertilizante fosforado (0-24-O), 
una semana p o ~  terior a la aparir 6n 
de los primeros botones florales. 

Las hojas se 1o.varon inicial- 
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mente con agua de chorro y jabón 
líquido comercial, para disminuir los 
restos de polvo, insectos y posibles 
residuos vegetales. Posteriormente 
se seccionaron en segmentos de 
apróximadamente 25 -%e super- 
ficie sin incluir la nervadura central, 
sumergiéndolos en una solución de 
etanol 70% durante 1-2 min. Segui- 
damente se lavaron en una solución 
de hipoclorito de sodio (1, 2, 4 y 8% 
plv i.a.) durante (3, 5 ó 10 minj. En 
todos los casos, se incluyó un trata- 
miento control, al cual se le desinfes- 
tó con el fungicida y el alcohol 70% 
únicamente. Las pruebas del efecto 
de la concentración del desinfestan- 
te, se hicieron utilizando un tiempo 
único de exposición de 5 min, mien- 
tras que los ensayos sobre el efecto 
del tiempo de exposición a la solución 
desinfestante, se hicieron utilizando 
una concentración constante de 1%. 

En condiciones de flujo laminar 
de aire esterilizado, se eliminó el ex- 
ceso de desinfestante con tres lava- 
dos sucesivos en agua destilada este- 
rilizada. Los segmentos se sembra- 
ron inmediatamente en tubos de en- 
sayo de 25 x 150 mm conteniendo 10 

m1 del medio dc Murashige y Skoog 
(MS)(l O), suple nentadas con Tiani- 
na, Piridoxina r Acido Nicotínicci (1 
mg/L respectiv~ mente), 30 g/L de M- 

carosa, 100 mg  L de nio-inositol, so- 
lidificado con 6 g/L de Agar Sigma y 
el pH ajustado. i 5.8 f0.02. Los tubos 
de ensayo se e jterilizaron en aiib- 
clave a 121°C y 15 3si de presión, 
durante 20 mir . Los explantes sem- 
brados fueron c docac os en la osc7n-i- 
dad o bajo luz 'luorecjcente con ii-rs- 
dianza de 16.95 W.me 'y un fotoperío- 
do de 16 h, a temprtratura de 25+ 
2°C. 

Finalmen ;e se probó el efecto 
de las sales mi1 ierales en el desarro- 
llo in vitro de lo 3 segnientos de hojas, 
utilizzhdose la misma composic:ión 
del medio (M:;) de~icrito anterior- 
mente, probán~ lose a demás las s:iles 
minerales de Ilitscli y Nitsch (1W) 
( l l ) ,  del Medio 3ara F'lantas Leñosas 
(MPL) (a), y u11 medio sin sales mi- 
nerales (SN). l :n toc os los caso:;, la 
suplementació 1 de vtaminas y com- 
puestos orgáni :os de 1 medio de ciilti- 
vo fue idéntic 1 a la descrita e.1 el 
párrafo anteric ~r. 

Resultados y discusioner : 

Los experimentos realizados 
para controlar el desarrollo de mi- 
croorganismo~ contaminantes, arro- 
jaron los mismos resultados en las 
dos variedades utilizadas, y previ- 
nieron de igual forma la aparición de 
microorganismos patógenos tanto en 
el material proveniente del campo, 
como del proveniente de condiciones 
de umbráculo. En el cuadro 1 se re- 
sumen los resultados obtenidos al 

variar la concx-&xación de la solu- 
ción desinfesk mte para desinfestar 
los segmentos de hoias de las vr~rie- 
dades de ajonj ~ l í  'In mar' y 'Arctwa- 
ca', los segmer tos se expusieron a la 
solución durar te 5 min. Como piiede 
observarse, cc ncentraciones mayo- 
res que 1% i.a. de hiroclorito de sodio 
fueron eficienf es en prevenir la apa- 
rición de mic .oorgrnismos patóge- 
nos en ambos ipos cle explantes. Sin 
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embargo, las concentraciones de 2,4 
y 8% i.a. presentaron efectos tóxicos 
sobre los explantes, los cuales se tor- 
naron oscuros por la acción de la 
solución 2% p/v (i.a.), y totalmente 
blancos en las concentraciones ma- 
yores. Este efecto fue más drástico al 
hacer un ensayo adicional, en el que 
se aumentó el tiempo de exposición 
del tejido a la solución desinfectante 
hasta 10 min. Estos resultados pu- 
sieron de manifiesto el efecto toxico 
del hipoclorito de sodio en concentra- 
ciones por encima de 2% plv (i.a.) 

Al obsemar los tratamientos no 
desinfestados con hipoclorito de so- 
dio, se obtuvo una mayor contamina- 
ción, de natuuraleza bacteriana, en 
los explantes provenientes del carn- 
po, que la observada en los explantes 
provenientes del umbráculo. Estos 
resultados evidencian la necesidad 
de aplicar el hipoclorito de sodio, y la 
mayor contaminación obsemada en 
los explantes de campo, puede expli- 
carse por el poco control que puede 
ejercerse, en esas condiciones, sobre 
la incidencia de microorganismos en 

los tejidos. El tratamiento con furigi- 
cidas previno cc mpletamente la apa- 
rición de hongo ;. 

En el cuac r o  2 puede obsen ar- 
se como tiempo ; de exposición al de- 
sinfestante (1% i.a.) iguales o mayo- 
res a 5 min., im lidier 2n el desarr 1110 
de microorgani jmos patógenos. Sin 
embargo, la ex1 osicion por 10 mili al 
desinfestante 1 icasiorió lesiones en 
los tejidos, a pe ;ar de haberse usado 
la concentració i más baja, de las ec- 
tudiadas. Es pc sible, que los tejidos 
seleccionados r ean muy jóvenes, y 
fisiológicament 5 no e~jtén aptos para 
soportar tratar iienfos con cloro por 
más de 5 min. U hacer pruebas con 
hojas completzs, éstas se tornaron 
muy blandas o flexililes al cont:icto 
con la solución desinfestante, iiidi- 
cando la suscey tibiliclad del tejido al 
hipoclorito de : odio. Como regla ge- 
neral se evitó r l uso de hojas quo al 
ser colocadas i iicialrnente en agua, 
se tornasen blandas !do flexibles, do- 
blándose por I omplc?to, ya que no 
soportm'an el i ratamiento con 12 SO- 
lución desinfes ;ante. 

Cuadro2. Efecto del tiempo de  exposición a la solución 
desinfestante (1% p.a.) En la esterilización superficial de 
segmentos de hojas de ajonjolí var 'inai nar'  y var 'araw:ica' 
-- - - - --- 

Tiempo de exposición ( nin) 

Control 3 .5 -. 10 

Segmentos 25 25 25 25 25 25 25 2.5 
sembrados 

Segmentos O0 O0 07 05 25 25 25 25 
asépticos 

O/o 
Supervivencia 00 00 28 - 20 100 100- 100 1N- 
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La procedencia del explante 
(campo o umbráculo) tuvo influencia 
en el desarrollo in  vitro de los seg- 
mentos de hojas. En aquellos prove- 
nientes de plantas de campo la for- 
mación de callos ocurrió mucho más 
lentamente y el porcentaje de ex- 
plantes con inducción de callos fue 
menor que en los segmentos prove- 
nientes de condiciones de umbrácu- 
lo. En el cuadro 3 puede observarse 
los resultados obtenidos en la res- 
puesta inicial de los explantes al ser 
cultivados en el medio MS. La pro- 
ducción de masas celulares fue la 
respuesta inicialmente observada en 
todos los explantes sembrados que 
exhibieron algún tipo de cambio 
morfológico. Los segmentos prove- 
nientes de plantas en campo mani- 
festaron la formación de masas celu- 
lares pequeñas, apreciables bajo 
lupa estereoscópica, 30 días después 
de la siembra, mientras que los seg- 
mentos provenientes de plantas cre- 
ciendo en condiciones de umbráculo 
presentaron masas celulares apre- 
ciables a simple vista 15 días des- 
pués de la siembra. De igual modo, 
las masas celulares producidas a 
partir de segmentos provenientes de 
condiciones de campo se necrosaron 
completamente entre 7-15 días pos- 
teriores a su formación in vitro; es 
decir entre 22 y 30 días posteriores 
al cultivo in vitro de 1.0s segmentos 
de hoja. 

No se observó diferencias entre 
las variedades estudiadas, y la res- 
puesta fue siempre la misma. Esta 
diferencia entre las plantas de cam- 
po y umbráculo puede ser debida al 
estado fisiol6gico inicial de ambos 
tipos de tejidos. El material prove- 

niente de campc pudo estar sometido 
a limitaciones q le afectaron su fisio- 
logía, y aún cua ido m 3rfológicaml:n- 
te no presenta on sintomas de es- 
trés, las limitaciones fisiológicas y10 
metabólicas ret udari'an el desarro- 
llo in vitro de es tos selpentos. Eri el 
caso del maten: 1 creciendo en condi- 
ciones de umbr: .culo, las plantas es- 
tán sometidas i un mejor man2jo 
agronómico, con un m:lyor control en 
relación a la sur lencia de nutrientes, 
agua e incidenc a de plagas y enf3r- 
medades, lo curl las lim'a fisiológi- 
camente más ap ;as para desarroll.ir- 
se en condicione s in r itro más rápi- 
damente. 

En el cuad .o 4 s i  presentan .os 
resultados obtei iidos al cultivar -.os 
explantes bajo dos condiciones de 
iluminación. La pres~ncia de luz :-e- 
sultó determina ite y riecesaria psra 
el desarrollo in  v ltro de los explantl?s. 
El número de SI gmen tos cultivac os 
en la oscuridad lue presentaron for- 
mación de ca l l~s ,  fue menor que 
aquellos cultiva los bajo luz fluorcs- 
cente, y el desa .rollo de las células 
ocurrió más lent unente en las condi- 
ciones de oscuric lad. Los callos desa- 
rrollados en con licionos de luz, pre- 
sentaron a los 1 í días después de la 
siembra, el dobl. del tamaño y iin 
mayor grado dc comj~actación q-le 
aquellos sembra ios e r ~  la oscuride d. 
Estos callos, cor ienzaTon a mostrar 
zonas de coloración verdosa 20 días 
después de la siembra, pero no se 
observó el desar .o110 de ningún ti-?o 
de estructura de.inida a partir de h s  
masas celulares. 

En el cuac ro 5 se resume la 
respuesta exhibida por los segmen- 
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Cuadro 3. Efecto de la procedencia del explante en el desarrollo. de 
segmentos de hojas de ajonjolí 30 días después de la 
siembra en condiciones in vitro. 

Inamar Arawaca 

Campo Umbráculo Carni )o Umbrácu lo - 
Segmentos 50 50 50 50 
sembrados 

Segmentos 06 50 08 50 
con callos 

% Segmentos 
con callos 12 100 16 100 

Cuadro 4. Efecto de la intensidad luminosa en e .  dese.rrollo in vitro 
de segmentos de hojas de ajonjolí 15 días después de la 
siembra in vitro. 

Inamar Ar~.waca 

1;u z Oscuridad Lu z 0scurid.id 

Segmentos 50 50 5( l 50 
sembrados 

Segmentos 50 10 4" 06 
con callos 

% Segmentos 
con callos 100 20 9.1 12 

tos de hojas, provenientes de plantas 
cultivadas en condiciones de umbrá- 
culo, sembrados en medios con dis- 
tintas combinaciones de sales mine- 
rales. Como puede observarse el me- 
jor desarrollo se obtuvo en los ex- 
plantes creciendo en el medio con las 
sales MS. Es de hacer notar, que los 
explantes creciendo en medio sin sa- 
les minerales no manifestaron nin- 
gún tipo de cambio morfológico, pero 
mantuvieron siempre su coloración 
verdosa. 

El oscurl !cimiento de los tejidos 
fue la causa F rincipal de pérdida de 
los explantes Los segmentos sem- 
brados en el medio NN o MPL no 
mostraron ni1 igún tipo de desarrollo, 
oscureciéndo: e gradualmente desde 
las puntas de' segmento hacia el cen- 
tro del mismc . 

El oscur .cimiento fue un proce- 
so lento, de aproximadament. dos 
semanas. LP lent-tud del proceso 
pudo ser debido a 1;a acción de iuitio- 
xidantes naC irales presentes c?n los 
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Cuadro  5. Efecto d e  las  sales minerales del medio de cultivo eii el 
desarrol lo  i n  v i t ro  d e  segmentos d e  h0ja.s de ajonjolí 
(provenic?ntes  d e  p l a n t a s  cu1tivadr.s e n  umbrácri lo)  
sembrados in vitro. 

Inamax Arawaca 

Sales% Seg. Seg. con % Seg. Seg. con 
Minerales Sembrados callo Sembrado ; callo 

MS 50 50 100 50 47 94 
NN 50 O0 O0 50 O0 O0 

MPL 50 O0 O0 50 02 04 
SN 50 O0 O0 '---- 60 O0 00- 

tejidos de ajonjolí, m:ís específica- 
mente del sesamol, el cual puede fie- 
nar la acción de las polifenoloxida- 
sas. Sin embargo, la siirnación de es- 
trés del tejido pudiese impulsar la 
síntesis de compuestos fenólicos 
como mecanismo de defensa, a tal 
grado que el contenido interno de 
antioxidantes no puede frenar por 
completo el proceso oxidativo de di- 
chos compuestos. La disminución o 
eliminación de las sales minerales 
en el medio SN disminuiría la tasa 
metabólica del tejido, en tal grado, 
que la acción oxidativa no puede lle- 
varse a cabo, con la consecuente co- 
loración verdosa de los tejidos. Sin 

embargo, la mi: ma falta de nutri2n- 
tes sena la resl)onsal>le de no or:gi- 
nar ningún tipc 1 de c:unbio morfol6- 
gico en los segn entos de hoja. 

El m e 9  compuosto por las m.- 
les MS propició los mayores porcrn- 
tajes de formac- ón de callos. Al cc m- 
parar las formi laciones de las ccm- 
binaciones minl !rales estudiadas, se 
destaca que las ;ales TdS forman i-.na 
solución rica e3i nutrientes, lc que 
hace suponer u 1 requerimiento de-  
vado de nutrier .tes por parte de los 
segmentos de h 3jas de ajonjolí para 
establecerse y 1 tosteriormente desa- 
rrollarse in vitr ). 

Conclusiones 

Para inducir el desarrollo de y deben sembrarse en medio de cul- 
segmentos de hojas de ajonjolí, éstos tivo conteniend las sales minerales 
deben desinfestarse con una solución MS. Los explan ;es deben sembrarse 
de hipoclorito de sodio al 1% p/v (i.a.) bajo luz fluores :ente con una inten- 
durante 5 min. Los segmentos de sidad aproximada de 16.95 ~ m - ~  y 
hojas deben provenir de plantas cre- un fotoperíodo ( e 16 hrs, a una tem- 
ciendo en condiciones de umbráculo, peratura de 25 : I 2°C. 
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