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RESUMEN

La capacidad de desarrollo y de diferenciacién celular es una caracteristica fenotipica propia de cada organismo y
estd fuertemente influenciada por el ambiente. En condiciones adversas, esta potencialidad se restringe y la
capacidad de desarrollo que muestran ciertos individuos para rebasar este obstaculo puede depender en gran
medida de la organizacién de la expresién de la informacion genética involucrada. Cultivos desdiferenciados de
cana de azucar cultivados durante 3 ciclos consecutivos en estrés impuesto por dos condiciones experimentales muy
diversas: la presencia de NaCl o del antibiético kanamicina en el medio, ambos actuaron con el mismo patréon de
respuesta. En el primer y segundo ciclos se observé una franca inhibicién de la produccién de biomasa, que se
acentud en el segundo ciclo. En el tercer ciclo, se observé un franco restablecimiento de los cultivos al detectarse
produccién de biomasa en los cultivos desarrollados en presencia de 0,8% p/v de NaCl o de 25 ng/mL de kanamicina.
Estos valores representaron el 56 y 50% respectivamente de la produccién de biomasa de los cultivos desarrollados
simulténeamente en un medio libre de estos compuestos. La capacidad de rediferenciacién también fue afectada.
La kanamicina inhibié el desarrollo del sistema radical de las plantulas y del pigmento verde mientras que la sal
tuvo un efecto menos severo. Para asegurar éptimos procesos de micropropagacién y de transformacién genética
de plantas puede ser importante contar con este tipo de genotipos.
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ABSTRACT

Biomasa production and rediferentiation capacity of in vitro sugarcane cultures grown under stress by
sodium chloride and kanamycin. Cell growth and redifferentiation are two specific phenotypic traits which are
strongly influenced by the environment. Under stress conditions these potentialities are restricted and the abilities
that show certain individuals to circumvent this obstacle may depend on their specific genetic information, its
organization, and expression. Sugarcane dedifferentiated cultures incubated along three growtn cycles under stress
condition imposed by the presence of NaCl or kanamycin in the medium showed the same pattern of response. In
the first and second stages a clear growth inhibition was observed, which in the second stage was more severe. In
the third stage, they showed a clear cell growth reassumption. In the presence of 0.8% w/v of NaCl or 25 ng/mL
of kanamycin, the biomass production of these cultures reached 56 and 50% respectively of the biomass production
of simultaneously grown cultures but in NaCl and kanamycin-free media. Shoot induction capability of the stressed
cultures was also affected. Kanamycin inhibited root development and the green pigments production of the
plantlets; however, NaCl affected in much less extent. In biotechnology, these kind of genotypes might be useful
to ensure highly efficient plant micropropagation and plant transformation processes.

Introduccién

Lanuevaindustriacafierarequiere de mayoresniveles
de producciény diversificacion de productos paraser
més competitiva. Las mejorias de sus procesos deben
iniciarse con Gptimos rendimientos de campo, conti-
nuar con procedimientos que logren altos niveles de
recuperacion del dulce, de los otros componentes del
jugoy terminar no Unicamente con alta produccion de
azUcar sino también con la obtencion de productos
gue son requeridos o factibles de colocar en el merca-
do como son: 1. el alcohol anhidro es empleado para
combustible de automéviles[I]. En Brasil su utiliza-
cién vaen aumento pues recientemente ya se ha deci-
do incrementar a 24% la proporcién de alcohol en el
combustible para vehiculos, debido a la mayor pro-
duccion de cafia[2]. 2. €l bagazo es utilizado parala
produccién de energiaeléctrica[3-6] y €l incremento
en su utilizacion depende, en parte, del perfecciona-
miento de |os sistemas de combustion que deben ser
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procedimientos mas limpios, para no afectar signifi-
cativamente el ambiente[7].

Nuevas estrategias se requieren para poner en prac-
tica programas dinamicos de diversificacion en esta
industriay, alafecha, existen resultados que deben ser
adoptados para generar sistemas metodol 6gicos de
sel eccion apropiados [8-14].

Esimportante, desde el punto de vista biotecnol 6-
gico, identificar y contar con unaserie de fenotipos de
cafia de azlicar de extraordinaria potencialidad tanto
dedesarrollo anivel celular como de regeneracion de
brotes (totipotencia). Paraidentificar dichosfenotipos,
esaplicablelaestrategiade exponer los cultivosacon-
diciones de estrésy bajo estas condiciones determinar
la capacidad de expresion de dichas potencialidades
[15]. Deestamanera, seaseguray facilitalaidentifica
ciony la seleccién de los clones de mayor capacidad
de acuerdo ala presion de seleccion impuesta. Desde
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el punto de vista metodolégico, contar con estos
fenotipos asegura la generacion de nuevos cultivos y
la propagacion comercia de la planta. En un trabajo
previo selogré con éxito diferenciar, en un periodo de
30diasdecultivoinvitro, plantulas de cafia de azlcar
derapido desarrollo, comportamiento que haconcor-
dado con la caracteristicade precocidad de este culti-
vo en campo (resultados no mostrados).

El presente estudio se hallevado acabo con el pro-
posito de caracterizar el patron de desarrollo decallos
(célulasdesdiferenciadas) y |a capacidad deregenera-
cion de brotesapartir de cultivos desdiferenciados de
cafia de azlicar expuestos a condiciones de estrésim-
puestas por la presencia de NaCl o del antibidtico
kanamicina. Se utilizaron como criteriosde evaluacion
las capacidades de produccién de biomasay de rege-
neracion de plantul as.

Materiales y métodos

Se utilizaron plantas de Saccharum sp (cafia de azU-
car) delavariedad Z- Méx. 55-32 de 8 a 10 meses de
edad de ciclo plantilla proporcionadas por el Campo
de Investigaciones Forestales Agropecuarias de
Morelos (CIFAP-MOR).

Los medios de cultivo empleados fueron: el 5MS
gue contenialos compuestosinorganicos del medio de
Murashige y Skoog [16] y en cantidades por litro y
medio: mesoinositol, 100 mg; tiamina, 1 mg; sacarosa,
30g; aguade coco, 180 mL ; 2, 4- diclorofenoxiacetico
(2,4-D), 5 mg. Una serie de medios contenian
kanamicina (25, 50 6 100 mg/mL) y otra NaCl (0,5,
0,86 1,2% p/v). El medio MSO, fue el 5MSsin 2,4-
D. El pH de los medios fue gjustado a 5,8 y fueron
solidificados con 4 g de agar. L os medios fueron este-
rilizados en autoclave de vapor (1,05 Kg cm®) durante
15 mins. El antibidtico se utilizd en su presentacion
comercial estéril, paraagregarlo alos medios después
de esterilizarlos.

Procedimiento 1. Establecimiento de cultivos desdi-
ferenciados (callos) de cafiade azlicar apartir detejido
detallo. Paraeste caso sellevé acabo el procedimiento
descrito por Méndez y Carrillo [17]. Los cultivos fue-
ron establecidosen el medio 5M Sy cultivados en oscu-
ridad a28 + 2 °C durante 3 subcultivos consecutivos de
30 dias cada uno para obtener los cultivos de células
indiferenciadas de caflade azlcar (callos).

Procedimiento 2. Determinacion de la produccién
de biomasa. A partir del momento en que segmentos
decallo (obtenidos mediante el procedimiento 1) fue-
ron transferidos alos medios que tenian kanamicinao
NaCl, como suplemento, estos cultivos fueron incu-
bados (en las mismas condiciones descritas) durante
tres subcultivos consecutivos de 20 dias cada uno en
el medio respectivo. Diez cultivos fueron utilizados
por condicion experimental en cadauno delos 3 expe-
rimentosindependi entes efectuados. Laevaluacion del
desarrollo deloscultivos se hizo determinando €l peso
demateriafresca (biomasa), al término de cadauno de
lostres subcultivos. Paracadavariable se hizo el angd
lisis de varianzamediante un disefio experimental com-
pletamente al azar. Lacomparacién de mediasfue por
la prueba de Turkey (a = 0,05).

Procedimiento 3. Induccién delaformacién de bro-
tesenlos call os (obtenidos mediante el procedimiento
1) expuestos a las condiciones de estrés impuestas
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por la presencia de NaCl o kanamicina. En este caso
los callos (obtenidos mediante el procedimiento 1),
fueron transferidos al medio M SO suplementado con
kanamicina (25 a 100 mg/mL) o NaCl (0,5a1,2%) y
se incubaron a 28 + 2°C, con fotoperiodo de 16h luz
durante un Unico periodo de 30 dias. Al término de
este periodo, €l nimero, tamafio y coloracion de las
plantul as rediferenciadas en estos call os fue determi-
nado. Tres experimentos independientes fueron reali-
zados y los resultados consignados corresponden al
promedio de éstos.

Resultados

Determinacién de la capacidad

de desarrollo de cultivos de células
desdiferenciadas en presencia

del antibiético kanamicina y de NaCl

Paradeterminar el efecto de estos compuestos fueron
empleados cultivos de células desdiferenciadas de
Saccharurn sp. de 90 dias de cultivo porque ya en
éstos no quedan restosvisiblesdel explanteinicial. La
produccion de biomasa, peso de materia fresca, fue
determinadaal término de cadauno detres subcultivos
consecutivos de 20 dias cada uno. En la Figura 1A
puede observarse que al final del primer y segundo
ciclodecultivo & peso de materiafrescadisminuy6 en
relacion con lapresenciay concentracion del antibio-
tico kanamicinaen el medio, sin embargo, al final del
tercer ciclo la produccién de biomasa se incrementé
aunque Unicamente en aquell os cultivos desarrollados
en presenciadelamenor cantidad de antibiético, res-
puesta que demuestra unafrancarecuperacion del de-
sarrollo. El efecto del NaCl en la produccion de
biomasa en |os cultivos de Saccharurn también mos-
tr6 un patrén de comportamiento similar al anterior.
Durante el primer periodo en los cultivos desarrolla-
dosen presenciade cadaunade |as concentraciones de
NaCl se observé disminucién de la produccién de
biomasa cercanaal 50%; sin embargo, en el tercer pe-
riodo, Unicamente en los cultivos desarrollados en pre-
sencia de 0,8% de NaCl se detectd incremento
considerable de produccion de biomasa que corres-
pondi6é a 56% de la produccion de biomasa de los
cultivos desarrollados simultaneamente en ausencia
deNaCl (Figura1B). En presenciade concentraciones
mayores de sal, los cultivos ya no se desarrollaron a
diferenciadelo que ocurrié en aquellos desarrollados
en presenciade kanamicina.

El andlisis estadistico de estos resultados mostro
gue en el tercer cicloy en el caso de la menor con-
centracion de kanamicina, hubo menos reduccién en
laproduccion de biomasay unaclaratendenciaala
recuperacion del desarrollo. En el caso de NaCl la
diferenciano es significativaaun alamenor concen-
tracién probada.

Efecto del antibiético kanamicina y de NaCl
en la capacidad de diferenciacién de células
desdiferenciadas de Saccharurn sp

Parael andlisisdel efecto de estos agentes estresantes
en el proceso de rediferenciacion, los callos de 90
dias cultivados en el medio 5M Slibre de estos agen-
tes, fueron expuestos a la acciéon de lasal y la
kanamicinay laevaluacion delosresultados fue efec-
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Figura 1. Efecto de la produccién de biomasa en cultivos de
Sacchanrum sp. variedad Z-Méx. 55-32 desarrollados en
presencia de kanamicina (0 a 100 ng/mL) (A) y de NaCl
(0a1,2% p/v) (B).

tuada al término de un periodo de 30 dias de
incubacion. En el proceso de diferenciacion de los
callos de cafia de azUcar, se encontrd que alas con-
centraciones del antibiético kanamicina probadas de
manera especifica se inhibia la diferenciacién de la
raiz de las plantul as regeneradas en estas condicio-
nes (Tabla 1, Figura2). Asi mismo, la potencialidad
de regeneracion de plantul as en estos call os disminu-
y0 hasta en 89% con respecto a la regeneracion de
pléantulas con raiz obtenidas en el medio sin antibio-
tico que fue de 72%. Mediante una apreciacion vi-
sual de estas plantulas, se encontré que el antibiético
indujo una apariencia clorética de las mismas, que
pudo resultar de unamayor degradaci6n o unadismi-
nucion en lasintesis de pigmentos (clorofilas). Tam-
bién interfiri6 con la capacidad de desarrollo de las
plantulas regeneradas en estas condiciones. Estas
plantulas solo alcanzaron en promedio 1 cm de lon-
gitud alos 30 dias de incubacion, mientras que en el
medio sin antibiético se obtuvieron como promedio
pléantulas de hasta 6 cm de longitud (Tabla 1).

El NaCl también afect6 el patron morfogenético
pero Unicamente de los call os expuestos a la concen-
tracién més alta (1,2% de NaCl p/v). En esta condi-
ciénseinhibié laregeneracion deraicesen el 100% de
las plantulas desarrolladas (Tabla 2). En la Figura 2
puede apreciarse como disminuye de manera gradual
la“densidad de plantula’ conforme aumenta la con-
centracion de sal o kanamicinaen el medio decultivo.
Discusién
Es pertinente reconocer que ciertas plantas pueden
diferenciarse del resto por tener mayor capacidad para
desarrollarse en determinadas condiciones de deficien-
ciadealgun elemento (nitrogeno, hierro, etc.) o en pre-
sencia de altas concentraciones de metal es pesados y
éstas no muestran |os sintomas caracteristicos corres-
pondientes, por el contrario, manifiestan buen desa-
rrollo. Plantas que ademés de tener la informacion
genética especifica pueden presentar mayor plastici-
dad de expresiones debido alaorganizaciény funcio-
namiento de su informacién genética. Los autores
desean demostrar cuan importante, desde el punto de
vista biotecnolégico, es identificar inicialmente
fenotipos con alta potencialidad de desarrollo para uti-
lizarlos como punto de partidaen lamicropropagacion
comercia de plantas asi como en programas de mejora-
miento genético en los que se aplicalabiotecnol ogia.

Produccién de biomasa

La capacidad de produccién de biomasa de los culti-
VoS, en términos general es, estaen funcién delacapa-
cidad intrinseca del desarrollo celular (division y
crecimiento celular), delas condiciones nutrimental es
del medio de cultivo asi como de las condiciones de
cultivo. En este caso particular y paraexplorar poten-
cialidades de supervivencia de la célula, se han im-
puesto dos condiciones de estrés muy distintas pero
gue sonrestrictivas parael desarrollo: lapresenciade
sal 0 de un antibidtico en el medio. En relacién ala
capacidad intrinsecadelacélulaparatolerar lacondi-
€ion de estrés que causan estos compuestos depende

Tabla 1. Efectos de la presencia de kanamicina en la capacidad de rediferenciacién de
brotes en callos de Saccharum sp. Los cultivos fueron incubaos en el medio MSO
suplementado con antibiético a 28 + 2 °C durante 30 dias, al cabo de los cuales las
determinaciones fueron realizadas. Los datos con la misma letra no difieren estadisticamente

(Tukey a = 0,05).
Kanamicina Tipo de desarrollo (%) Plantulas
(mg/ml) Callo Plantulas sin raiz Plantulas Long. promedio  Color
(cm)

0 28+12c¢ Oc 72+ 1a 6,0 Verde

25 89+13a 11+1,2b 0b 1,0 Albinas

50 83+1,6b 17+1,6a 0Ob 0,5 Albinas

100 89+13a 11+1,0b 0b 0,5 Albinas

Tabla 2. Efectos de la presencia de NaCl en la capacidad de rediferenciacién de brotes en
callos de Saccharum sp. Los cultivos fueron incubados en el medio MSO suplementado con
sal a 28 + 2 °C durante 30 dias, al cabo de los cuales las determinaciones se llevaron a cabo.
Los datos con la misma letra no difieren estadisticamente (Tukey a = 0.05).

NaCl Tipo de desarrollo (%) Plantulas
(%) Callo Plantulas sin raiz ~ Plantulas Long. Promedio (cm) Color
0 28+1,2c 0b 72+ 1a 6,0 Verde
0,50 56+2,6b 0Ob 44+22b 3,0 Verde
0,80 72+1,6a 0b 28+15¢ 1.0 Verde
1,20 56+2,8b 44+ 4a od 0,5 Amarillo
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tanto delainformaci6n genética (el genotipo), laorga-
nizaciony el funcionamiento de genes especificos asi
como de las concentraciones de |os compuestos cau-
santes de estrés. El cultivo de la cafia de azlcar es
considerado por ciertos autores en la categoria de
moderadamente sensible [18]. En relacion a los
antibi6ticos, el empleo de kanamicina es muy comdn
como marcador genético en procesos de seleccion de
células transformadas genéticamente ya que es am-
pliamente conocido que este antibidtico inhibe tanto
¢l desarrollo celular como ladiferenciacion de plantulas
[19, 20]. Por estarazén fue seleccionado este antibio-
tico para este estudio. Contrariamente, se ha demos-
trado quelacarbeniciling, lacefatoximay laticarcilina
promueven la capacidad de regeneracion de Dianthus
cariophyllus[19] y Triticumdurum[21].

L as estrategias general es que la célula puede g ecu-
tar paratolerar tanto lasalinidad como lapresenciade
kanamicinapuedenincluir: 1. impedimento anivel de
membrana de |a penetracion de éstos compuestos ala
célula. 2. disgregacion de los compuestos para elimi-
nar su actividad. 3. reduccion o pérdidadelaafinidad
de las proteinas blanco de los compuestos, que impi-
de la interaccién entre ambos y en consecuencia €l
efectoinhibidor delaactividad enziméticaespecifica.
4. sobreproduccion de las enzimas blanco, proteinas
y otros compuestos. De acuerdo alos resultados pre-
sentados no se puede puntualizar cual pudiera ser €l
mecanismo 0 mecanismos que los cultivos utilizan
para sobreponerse a estas situaciones de estrés.

El resultado masinteresante del presente trabajo ha
sido lademostracion de quelos cultivos desdiferencia-
dosde cafiade aztcar han respondido de manerasimi-
lar ante las dos condiciones de estrés impuestas por
compuestos tan diferentes en su mecanismo de accion.
En lablsqueda de explicaciones |6gicas alos resulta-
dos obtenidos se postulan |as siguientes: la célula de
cafladeazlicar es capaz dedisgregar solutosen vacuolas
[22]. En este trabajo; sin embargo, larespuesta obser-
vada en |os cultivos expuestos ala concentracion més
bajade sal (0,8% p/v), en el primer estadio, se caracte-
rizé por una fuerte inhibicion de la produccién de
biomasa seguido de un estadio en € que se observd
disminucion de estainhibicién y posteriormente, en el
tercer estadio loscultivosiniciaron el restablecimiento
del desarrollo. Esta respuesta indicé que la recupera-
cion de los cultivos depende de la concentracion de
estos compuestos. Si el mecanismo operado por la
célulafueramediante el impedimento paraqueel com-
puesto penetre a la misma, entonces, los cultivos se
habrian desarrollado por igual en presenciadelasdife-
rentes concentraciones tanto de antibiético como de
NaCl, lo cua no ocurrié. Similar respuesta se habria
presentado si |as enzimas blanco de estos compuestos
perdieran especificidad por estos compuestos. Por o
tanto, es posible presumir que la respuesta de recupe-
racion de los callos observada en |as dos condiciones
deestrésfueradebido alagradual sobreproduccion de
enzimas, proteinas blanco u otro tipo de compuestos.
Szabdy colaboradores[23] demostraron que el conte-
nido de &cido indolacético en callos de tabaco cultiva-
dosen ausenciadereguladoresde crecimiento disminuia
gradualmente hasta €l subcultivo 4, a partir del cua
gradual mente increment6 hastael subcultivo 10y pre-
sumen que los cultivos habituados aparecieron del
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1,2% NaCl

0,5% NaCl
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Figura 2. Aspecto de los cultivos de Saccharum sp. variedad Z-Méx. 55-32 en los que se muestra el
desarrollo de brotes cuando los callos fueron sometidos a condiciones de estrés por NaCl (0 a 1,2% p/v)
en la parte superior y kanamicina (0 a 100 ng/mL) en la parte inferior.

subcultivo 8 a 10. Como posible explicacion al fend-
meno de habituacién en conexion con el metabolismo
del &cido indolacético sefialan que la habituaci6n ob-
servada pudieradeberse aincrementosen labiosintesis
delahormonavegeta o aladisminucion delaactividad
de la enzima indolacético oxidasa que inactiva dicha
hormona. En otras palabras, dichos cultivos habitua-
dos pudieron desarrollarse debido alaproduccion con-
tinuay gradual de acido indolacético. Meinsy Binns
[24] y Meinsy Hansen [25] indicaron que el fendme-
no de habituacion, (pérdidadel requerimiento de hor-
monas) no es un cambio rapido de “todo 0 nada” sino
mas bien un cambio continuoy gradual. Esposible que
este mecanismo de respuesta sea debido alaformade
como ciertos genes pueden expresarse, formas de ex-
presién que son inducidas en condiciones de estrés
tanto en procariotes como en eucariotes [26, 27], o
bien a una adaptacién fisiolégica al factor estresante.

Mediante estos mecanismos se afecta la expresion de
multiples funciones como la sobreproduccion de
aminoéacidos [28], de antibidticos [29], de proteinas
[30], resistenciaaantibidticos[30] o aherbicidas[31],
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Desarrollo in vitro de cultivos de cafa en estrés

Totipotencia

La capacidad de rediferenciacién de la célula
desdiferenciadaen condiciones adversas esotro indi-
cador importante para determinar su superioridad re-
lativayaque debe poner en juego muchas expresiones
diversas rel acionadas a procesos morfogenéticos o de
embriogenesis somética. En el proceso de rediferen-
ciacién delos cultivos de call os de cafia expuestas al
antibiético, alas concentraciones empleadas fue ob-
servado lo siguiente: 1. inhibicion sisteméticay se-
lectiva del desarrollo del sistema radical. 2.
disminucion de practicamente 89% del desarrollo de
plantulas. 3. reduccion dramatica del crecimiento de
las plantulas. 4. plantulas de coloracién verde muy
palido. Esampliamente conocido que en los organis-
mos eucariotes, |la kanamicinainhibe e mecanismo de
sintesis de proteinas en mitocondria y cloroplasto,
ya que al interaccionar con la subunidad 30s del
ribosomainterfiere con launién del fmet-tRNA™* del
sitio Py también interfiere con el proceso de traduc-
cion anivel del ribosoma. Esto alavez afectaen la
célulala produccion de ATP e indirectamente reper-
cute en procesos metabdlicos que modifican lafisio-
logiadel organismo. Lasal por su parte, inicamente a
laconcentracién masalta: 1. Impidio el desarrollo del
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sistema radical. 2. Causo reduccion del nimero de
plantul as regeneradas, aunque en menor grado quela
kanamicina. 3. Interfirié con la cumulacion de
pigmentos verdes.

Estos resultados preliminares son importantes por-
que contribuyen a entender el proceso fisioldgico del
desarrollo de la célula o del organismo en ambientes
adversos. Es importante considerar, porque ha sido
demostrado, que en ciertos organismos sometidos a
condiciones de estrés, ademés de incrementarse la ex-
presion del gen directamente involucrado, pueden
inducirse simultdneamente otras expresiones, por €l
grado de ligamiento de los genes, expresiones que le
pueden conferir al individuo mayor o menor ventaja
[34]. Es muy posible que los organismos que exhiben
estas potencialidades tengan, en general, mayor plasti-
cidad en la organizacién y la expresion de su informa-
¢ion genéticaen relacion con funcionesimportantes de
desarrollo, por lo que deben identificarse y explotarse
desde el punto de vista biotecnol 6gico, independiente-
mente del factor estresante utilizado para identificar-
las. En € caso de los callos y plantulas regeneradas
tolerantesalasal esposible que pudieran expresar esta
caracteristica durante su desarrollo en € campo.

Biotecnologia Aplicada 2003; Vol.20, No.3

29. Altenbuchner J, Cullum J. Amplifica-
tion of cloned genes in Streptumyces Bio/
technology 1987;5:1328-9.

30. Jones DJ, Weller SC, Goldsbrough PB.
Selection for kanamycin resistane in
transformed petunia cells leads to the co-
amplification of a linked gene. Plant Molec
Biol 1994,24:505-14.

31. Wang Y, Jones JD, Weller SC, Golds-
brough PB. Expresion and stability of
amplified genes encoding 5-enolpyru-
vylshikimate-3-phosphate synthase in
glyphosate-tolerant tobacco cells. Plant
Mol Biol 1991;17:1127-38.

32. Holland D, Faltin Z, Eshdat Y, Ben-
Hayyim G. Molecular and functional cha-
racterization of a putative glutathione
peroxidase gene from citrus. Plant Physiol
1993;102: (supplement 1) 19.

33. Holland D, Ben-Hayyim G, Faltin Z,
Camoin L, Strosberg A.D, Eshdat Y. Molecu-
lar characterization of salt- stress-associated
protein in citrus: protein and cDNA sequence
homology to mammalian glutathione
peroxidases. Plant Mol Biol Int J Mol Biol
Bochem Genet Eng 1993;21:923-7.

34. Le Dily F, Billard J-P, Huault C, Kevers C,
Gaspar T. Fully habituated sugarbeet
callus: under permanent stress. In Vitro Cell.
Dev Biol Plant 1993 29P:149-154.



	Biotecnología Aplicada Vol.20 No.3
	TABLA DE CONTENIDOS
	Enfermedad de Creutzfeld-Jakob, su nueva variante y las medidas de protección sanitaria
	Expresión transitoria de un anticuerpo completo contra el antígeno de superficie del virus de la Hepatitis B en cultivos de suspensiones celulares de plantas
	Producción de biomasa y capacidad de rediferenciación en cultivos in vitro de caña de azúcar sometidos a estrés por cloruro de sodio y kanamicina
	Evaluación de la sustancia CM-95 tratada magnéticamente como inmunopotenciador con antígenos de Pseudomonas aeruginosa
	Establecimiento de una técnica de hibridación no radioactiva de ácidos nucleicos para la detección de begomovirus 
	Caracterización de las proteinasas secretadas por Sarocladium oryzae
	Desarrollo de cepa de Bacillus subtilis para la obtención de mutantes de FlgM deficientes de su capacidad de interactuar con el factor sigma SigD
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2002
	Diferenciación fenotípica y molecular entre cepa resistentes y susceptibles de Pseudosuccinea columella a Fasciola hepatica
	Nueva tecnología para la obtención de un preparado de bromelina de tallo de piña (Ananas comosus (L.) Merr)

	Simposio: Una visión general de la genómica funcional y la bioinformática
	Simposio: Prebióticos y prebióticos
	Próximos eventos
	Instrucciones a los autores

	TABLE OF CONTENTS
	Creutzfeld Jakob disease, the new variant and the sanitarian measures
	Transient expression of a full-size antibody against Hepatitis B surface antigen in plant cell suspension cultures
	Biomasa production and rediferentiation capacity of in vitro sugarcane cultures grown under stress by sodium chloride and kanamycin
	Evaluation of magnetically treated CM-95 as immunopotentiator with antigens of Pseudomonas aeruginosa
	Establishment of a non-radioactive nucleic acid hybridization technique for begomovirus detection
	Characterization of the proteinases secreted by Sarocladium oryzae
	Development of Bacillus subtilis strain suitable to test FlgM mutants which are not able to interact with the sigma factor SigD
	Awards of The Academy of Sciences of Cuba 2002
	Phenotypic and molecular differentiation between Fasciola hepatica-resistant and -susceptible isolates of Pseudosuccinea columella
	New Procedure to Isolate Bromelain Formulation from Pineapple Stem (Ananas comosus L., Merr.)

	Simposium: Functional genomics and bioinformatics an overview
	Simposium: Probiotics and Prebiotics
	Future Events
	Instructions to authors





