UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

PROPAGACION MASIVA "IN VITRO" DE DOS CULTIVARES

DE VIOLETA AFRICANA (Saintpaulia ionantha, Wendl).

Fac. Ciencias, Biologfa 1981

TESIS PROFESITIONAL.

MARTA LETICIA HERNANDEZ PEREZ.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



CLAVE DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ATIA Acido indol acético.

ANA Acido naftalen acético.

A. R Arena dc rio.

6 BAP 6 Bencil amino purina.

C. M. Cuadrado medio.

DMS Diferencia minima significativa,.
. C. "F' (Fisher) calculada.

F. V. Fuente de variaciodn.

G. L. Grados de libertad.

1BA Acido indol butirico.

K Kinetina.

M. C. Mezcla comercial,

M. L. Mezcla de laboratorio.

ppm Partes por millon.

St Suma de¢ cuadrados.

To v A Turba de pino y avena de rio.

* Diferencias significativas aul H%.
ko

Diferencias altamente significativas a) 1% y
5%.
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RESUMEN

La micropropagacidn de especies vepetales utilizando di-
versas porciones de ellas provec de la capacidad para la pro-
duccidén de grandes cantidades de plantas en cada cultivo, co-

mo consecuencia de la totipotencialidad de las c&lulas vegeta
les (Murashige, 1977).

La violeta africana (Saintpaulia ionantha, Wendl.) puedc

scr inducida para la formacidén dc brotes o embriones adventi-
cios con ¢l uso de hojas, porciones florales, ctc. (Kuckulczan

~z
2

Suszynska, 1972).

Ln este trabajo se realizd la propapacidn masiva "in vi-
tro' de S, ionantha, mediante la manipulucidn de tejidos vege
tales provenientes de las hojas de dos cultivares. Badsicumente

este proyecto se dividid en tres ctapas
a)

[nduccidon de fragmentos de tejido foliar hacia la mor
fogéncsis y originar plidntulas en condiciones "in vitro', uti
Tizando para este propdsito las hormonas ANA y GBAP.

b Enratzamicento de las pliantalas obtenidas ¢n la ctapa
anterior empleando diferentes tipos de auxinas.

¢) Adaptacidén de las plintulas a condicioncs ambientales,
e

21

decir: s transferencia a diferentes tipos de sustratos
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preparados para estec fin y, una vez adaptadas, concluir su

crecimiento y desarrollo hasta la floracidn.
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ANTECEDENTES

Origen y habitat de la violeta africana

Las plantas pertenecientes a un género Saintpaulia son

comunmente conocidas como violetas de Usambara o violetas a-
fricanas, las quec han llegado a tomar gran popularidad en

los Gltimos afios como plantas de ornato cn América y EBuropa.

Sus ancestros viven en montafias cerca de la costa de Tanza-
nia y Kenya. Las saintpaulias requieren de condiciones am-

bientales especiales, debido a que son susceptibles a la sc

quia, rayos solares directos y

u

la competencia de otras
plantas. Dec esta mancra, viven en las superficics de rocas

calizas a la sombra de grandes drboles y, parece ser, que
reciben humedad del agua que se filtra a través de las fisu

ras en las rocuas (Johansson, 1978).

Una especic en particular, Saintpaulia ionantha es de

gran importancia en floricultura, ya que presenta las carac
teristicas de florecer durante todo el afo y, debido a los
miltiples cruzamientos c¢ hibridizaciones que se¢ han efectua
do, es posible una gran variedad de tonalidades y formas

tanto en cl follajec como en las flores.

oY
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El descubrym;into de csta pldnta bG”lL dtrlbuye al Barédn

Walter‘Salnt Paul en 1892 en 1as reglones antes c1tddas. Los
registros no son,claros respecto a sillo”que se envié a Euro-

1

1 _,{_’
inicid:la. propagac10n dc 1a v1oleta afrlcana fuera de su hé-

[ *
bitat original. El. .autor del gcnero fue el«d1rcctor del Jar-

din Botanico Real de Herrenhausen en Alcmanla, de apcllldo -
Wendicland,QMLL;q§L;¥,;966‘y Kramer, 1978), quien las nombrd

pad b
Saintpaulia cn haonor a su dCscuhrldor, con la especie iondan-

tha. que significa ''flores parccidas a violetas"

. Si bien, -
cuando fueron .introducidas estas plantas no tuvicron efecto

particular: entre los f{loricultores, si lo tuvieron cuando en

el afio de 1927 la firma de Armacost & Royston Inc. de Los An
geles, Calif. importd semillas provenientes de invernaderos
ingleses y alcmancs y este impacto sc¢ ha incrementado nota-

blemente en las Gltimas dos décadas, aumentando ¢sto, como
consceuencia su valor econbmico, yu (uc on México, por cjen
plo se¢ han llegado a cotizar hasta en mil pesos algunos cul
tivares muy finoé.
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Clasificacién y descripcién botéanica

P [ B : .. .
A Jjuzgar por 10s reportes en la literaturu sobre los -

ejemplares de herbario, Saintpaulia ionantha;, Wendl. sola-

mente ha sido encontrada en el drea del Tanga (Gunder§en; -

1950; Milletti, 1966; Van Pelt, 1978 y Johansson, 1978).

La coleccidén de herbario de S. ionantha ¢$ muy escasa,
ya que solamente se cuenta con algunos ejemplares en los -
Herﬁarios de Kew, Dar-es Saléam, Bérlin,'Hhmbﬁfgo‘y'ﬁdimbul
go, siendc en la mayoria de los casos cspeciménes provenien

tes del hédbitat natural y alguhos de jardines botdnicos (Jo

hansson, 1978).

Clasificacién botdnica
Reino: Vegetal.
Divisién: Embryophyta.
Subdivisidn: Angiospermae.
Dicotyledoneaec.
Sympetalac.
Orden: Tubiflora.
Familia:

Clasc:

Subclase:

Gesneriaceac.

Género: Saintpaulia

Especie: ionantha, Wendl.

(Gundersen, 1950; Hutchinson, 1959 y Milletti, 1966).

¥




Descripcidn botanica

.1 ¢

. P f . - ¢ ’ . s .
Es una planta herbédcea,’ percnne, de raiz de tipo ramifi-

o .
cada y acaulescente. ' o

Hojas: carnosas, insertadas..en .el tallo a manera de rosc

ta, cordiformes, borde sinuado, con pubescencia en’el haz que

es de color mds intcnso que el envés. Los:pecfolos son largos,

carnosos, pubescentes y»dél coloTr del envis.

Flores: hdtmaﬁrqdi§a§;1pghtﬁméras,‘QCr;ﬂbmdrfas, hipsgi-
nas, agrupadas ﬁ maﬁera déiﬁmbeids dc tres a Seié flores, con
dos bractcolas en la basc de la umbela. Ciliz: gamosépqlo, pu
bescente, multipartido, actinemorfo de cinco sépalos.’Corola:

gamopétala, hipdgina, con cinco pétalos o su miltiplo en las

semidobles v

P

dobles, de color azul violetn, pero debido a las

miltiples hibridizaciones varian de tonalidad,exceptuando en

amarillo. Androceo: con cuatro estambres perfectos, didinamos,
&

epipétalos, las anteras de color amarillo Hrilianfe, libres y

i veces unidas o los pétalos. Gineceo: ovario slpero, unilocu

o T o P
lar, con placenta parictal, marginal, con gran cantidad-de -
avoelos; el catilo es simple y el estigma bilobado (Fig. 1).

Frutos: es un {ruto scco, indchiscente, en forma de céip-
sula pequéﬁa y redonda, con numerosas semillas pcqucﬁaé (Gun-

dersen, 1950 y Hutchinson, 1959). .

i,
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FIGURA I

Saintpaulia ionantha, Wendl. (Tomado de Van Pelt, 19?8).
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Uno de' lo¥ mé&todos de propagacidn comercial en inverna-,

dero que frecuenteménte se¢ utilizan en plantas de ornato es

........

fdcilidad por ‘este método:'se: obtienen ciertas ventajas, ya
queé “s¢ puéden iniciar muchas ‘plantas partiendo de pocas, con

las mismas caracteristicas de la planta madre, debido a que

suele reproducirse con exactitud sin variacidn genética al-

guna (Haftmﬁnn y Kestei, 1980).

Los esquejes s¢ obtienen de las porciones vegetativas

de 12’ planta como los tallos, tallos modificados (rizomas),
hojas o rafces. Por lowgeneral el tipo de esqueje que se en
plea depende de la facilidad con que estos O0rganos enraicen,
va

‘

que muchas plantas pueden propagarsce con,resultados satis
factorios por medio de varios tipos de esquejes pero ¢l mis

utilizado depende de su menor costo y de la ficil disponibi-

lidad en ta planta. Al c¢scoger ¢l materiul es importante -

usar plantas madres gue esten libres de enfermedades, que -

scan viporosas v opreductivas, para lo cual cs rcecomendable

i
~

establecimiento de bloques de plantas progenitoras como
fuente de material a multiplicar, donde se mantengan libres
de plupss y.en condiciones ambientales y de nutricidén 6pti-

mas para garantizar buénos resultados durante su enraizamion

1o (Hartmann,y Kester, 1980).




L)

L
X e

¢

10
La violetafafricﬁﬁa es una planta-que;se=propaga tipica-

mente mediante enraizamiento de esquejes deé hoja ya seéa en -

agua o arena. Para este propdsito se ha recomendado el uso de

hojas' maduras: con peciolo de 3 cm de largo (Heinl, 1973; Kra-

mexr, 1978:y Van Pelt, 1978), y al cabo de 15 a 45 dias, depen
diendo del cultivar, las ralces aparecerdn y posteriormente
las pléantulas se empiezan a formar, obteniendose un miximo de

seis plantulas por hoja enraizada. (Van Pelt, 1978).

Existen también otros tipos de propagacién de Saintpau-

lia como la individualizacidn de los pequeifios verticilos que

se forman en la base de la planta y se utiliza también la -

forma sexual, es decir: por medio de semillas, lo que no es

muy frecuente debido a que hay que llevar a cabo la poliniza

ci6én manualmente y el desarrollo de las semillas dura aproxi

madamente nueve meses (Van Pelt, 1978). Este método por lo -

gencral sc utiliza cuando sc¢ descea obtener nuevos hibridos

de cultivares seleccionados (lleinl, 1973).
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El cultivo de tejidos vegetales "in vitro" c¢s una meto-

dologia que durante los iltimos afios se ha desarrollado nota
blemente. *

Los trabajos sobre esta linea fueron iniciados por el

intento fallido de¢ Haberlandt en 1898, quien utiliz6é células

aisladas dé parényuimz y epidédrmis de diversas plantas y de-

clard al respecto: "En mis cultivos, la divisidn celular nun

ca fue observadu. Scrd el problema para los experimentos fu-

turos el descubrir las condiciones bajo las cuales sc¢ produ-

cirdi la proliferacidn celular" (citado por Strect, 1977).

Durante los siguicentes 30 abos muy poco s¢ progresd ch
esta drea, ya quec solamente sc loprd mantenerd vivas a las -
citlulas durante periodos prolonpados, pero no su multiplicar
cidn para prodhdir agregados celulares (Waveing vy Phillips,
1978) y ﬁE;Eﬁé sino habta la década de los tréintas cuando
PP, White logrd cultivar exitosamente rafces de tomate “in
vitro" y demostré que mediahteel suministrotde los-mutrimen
tos ‘mpropiadas ; tnlcsffcjidos*pﬁ§gen crecer 'y diferenciarse
en‘rhifés“ﬁdfmdieﬁﬂ‘Hutia”fincs‘Je'é§a~d@%hdaw'Nobecourtiyx'é

Gautheret 'én Frandiay reportaron ol ¢Pecimbonto por tiemposs

7
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indefinido de callo prqvenipp;gwde,;aipeside,Daucus carota

£

en medios asépticos, utilizando soluciones de¢ sales minera-
les, glucosa, tiamina, hidroclprhidrato de cisteina y acido

indolacético (Wareing y Phillips, 1978 y Hartmann y Kester,
1980)..

Por otra parte, White en 1937 descubrid el importante
papel que juegan las vitaminas y auxinas para el crecimien-

to de raices en la proliferacién del procimbium de pléantu-

las del hibrido Nicotiana glauca X N. langsdorffi y demos-

trd la posibilidad de subcultivos repetidos cn medios geli-

ficados con agar con resultados similares a los de su traba

jo de clonacidn en tomate,

La técnica bidsica del cultivo de tecjidos descrita por
estos pioneros ha resultado c¢n el cstablecimiento de tales
cultivoes en muchas especies (Street, 1977). Durante el perio
do de. 1939-1950 ¢l trabajo con rafces atrajo la aﬁen¢16n del
papel de las vitaminas en c¢l crecimiento de la planta, Yy sc¢
avanz®d en cl conpcimiento de la relacién brote-raiz, lo que
condujo a una época de interés y actividad. Los estudios de

Miller y Skoog (1953) sobrec la formacibn de ycmas en explan-

tes de tabaco-1levaron al.descubrimicento de la kinetina, de-
rivado .de la adenina que estimula la divisidn celular (Street
1977) .

,EnfclgmismoAaﬁo, Steward introdujo; la utilizacidn del
endosy@rmowinméduro de coco como fuenté de nutrimentos y si-

bl : . )
gui6 cn sus diversas etapas ¢l fendmeno de la embriogénesis
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qué‘bhurréchIaﬁte'esteriipo;dé*oulﬁiyp,pqu“gsﬂqjépqpa Morol

y Mdrtin (citados por Azacla, 1979), intentaron resolver el

problema de virosis en 'dalia por lo que .cultivaron meristemos
apicales, obteniendd ipor primera vez . plantas virtualmente ii
bres-de virus, basindose en el hecho de que no existe translg

cacidén'deivirus en los meristemos porque :no presentan haces
vasculares.

i

Otro de los aspectos de abarcan el cultivo dpﬂtejidogycs
la obtencidén’ de plantas haploides a partir del cultivo de an-
teras que fue por primera vez reportado en 1960 por.Mq};hers
y Berg, teniendo en la actualidad aplicaciones significativas
en el mejoramiento genético de las plantas. También otro pun-
to importante es el de la fusidn de protoplastos mediante la
disolucidn de la pared citoplasmitica por accidn enzimidtica -

realizado por Cocking en 1960 (Street, 1977).

En afios recientes la practica del cultivo de tejidos sc
ha difundido notablemente debido a las mGltiples ventajas vy
aplicaciones que aporta, entre las que tenemos:

a) La posibilidad de una propagaci6én masiva que incremen
ta "n" veces ¢l nGmero de plantas propagadas y es' factible en
una gran mayofié‘de especies vegetales, las que en la actualil
dad son producidas en algunos laboratorios de investigaciOn y
a nivel comercial algunas de ellas (Holdgate, 1977; Vazquez,

Aeﬁ al., 1977, Azaola, 197Q?y Hartmann y Kestéf, 1980).
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‘“"‘5“3ﬁéE‘ﬁl%hiﬁ%fbrdﬁégdqas’Viafcultivo,aséptico_reﬁultun;
libres de patégenos y ‘en algunos casos ‘es posible obtenerlas.
exentds de virus Cﬂéftmann y Kester, 1980).
éj*ES‘Viéﬁle'élréstabvécimiento de:-lineas puras y obten.
¢ién ‘de nuevos hibFfidos medianté el uso:del -cultivo .de ante-
ras 'y protoplastos (Streety, 1977 y Hartmann y Kester,. 1980).
d) Otra cuestidn a considerar es la disponibilidad de
llevar a cabo numerosos estudios sobre aspectos bioquimicos,
embriogénicos y organogendticos al nivel citoldgico e histo-
1égico (Thorpe, 1979), ademis existe la posibilidad de obte-
ner prbdﬁctdsgséchndarios como alcaloides, esteroides, vita-

rinas y antibidticos (Aitchinson, et al., 1977):

T
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" Cultivo..de;.tejidos: en. Salntpaulla 1onantha Wendl

-----
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La_violetaﬁafricana durante los ﬁltimos aﬁos se ha con-

= ‘ A

vertido..en .una. planta ornamontal muy-, popular y por 10 general

Loyt

es propagada exhaustivamente en Eorma vegetatlva a partlr de

hojas. Para .esto, existe una cons1derab1e 1nformac16n acerca

de sus cultivares, propagacidn e hlstorla (Mlllettl, 1966

Heinl, 1973; Kramer, 1978 y Van Pelt, 1978), no obstante, en

lo concerniente, a:trabajbs experimentales se ha hecho muy po
' .o : i o
co.

Dentro de los primeros estudios realizados, encontramos
los cfectuados por Naylor y Johnson (1937), sobre el estudio
histoldgico de la reproduccién vegetativa de csta planta;’m&s
tarde, Stilwell (1949), determind el efecto de 1la luz fluores

cente durante el crecimiento de S. ionantha; poco después, -

Reed (1954) y Ehrlich (1958) establecicron el nfimero cromosé-

mico de esta especic como 2n = 30.

En ¢l mismo ajio de 1954, -
Hanchey estudi6 1la accibn de la luz fluorescente y natural du

¥

rante el crecimicnto vegetativo y desarrollo floral en el cul

tivar Orchid Wonder; después en 1956 Kohl, Kofranck y'Lunt, -

¢ i
trabajaron con difcreptes concentraciones de¢ fertilizantes vy

la tolerancia a la salinidad, Fomo- fautores determlnantes en

cl: Lzec1m1cntq,~cn el s 1pu1ente ano, Plummer y Leopold (19o7)

4p11caron suLSato de ddcnlnd Y klnetlna en 1as bases de 105

);'}. ! r$' ‘

pcciolos deL,pu1t1var Bosc Plnk Bouquct y estableciéron su -

1 RS IYE I "W‘Js
papel durante la formgc16n;defxemas, ‘

i
v
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Pactarinrmanta; ﬂnnf*%nyﬁrston‘{IQGT),-eStudiaron 1os

"

0.

efectos de la nebulizaci6n con diferentes temperdturas et la

S .

regenerac1on del cultlvar Geneva Wonder a partir -de ihoja; -

dos anos més tardc, Herklot (1969) "y ‘Hildrum-y Kristoffer-
o S

sen (1969) reportaron 1os requerxmlentos de luz, temperatu-

ra e 1nten51dad lumlnosa durante &l crécimiento- -vegetativo
y la florac16n.

.2

Durante la década pdéada, el estudio de 1a violeta afri

cana ha tomado mds impulso, ya quec tenemos entre otros 1los

trabajos realizados por Warfield (1973) y Hentirich y Berger
(1974) sobre la accidn de agentes mutigenos de tipo quimico
y los estudios de Johansson (1978) relacionados con los as-

pectos ecoldgicos de Saintpaulia spp.

Es conveniente ‘hacer mencién que en csta época fue -

cuando aparecieron los primeros reportes del cultivo de te-

-4

jidos en la violeta africand, esto se inicid con los traba-

jos de Kuckulczanka y Suszinska en 1972, donde reportaron -

la capacidad de esta planta para formar ‘embriones y brotes

L . ’

somiticos a partir de células epidérmicas de tejide foliar;

Rao y Morel (1973) demostraroii que fragmentos: de peciolo -

o ' L W .

. P bt I I S A g
podian difcerenciar plantas solamente cuando sc” inoculaba en
los tcjidos la bdcferia”éﬁhéﬁﬁte”de“la agalla de la corona
(li ')!1 e 3

(Agrobdcterlum bpS' Hughes *ét'af"ﬂfTQ75)7e@thb1ccieronmla
i LN STV BN

mctodologia ﬁaru la obtencién de Plantas“haploides Azpartlr

A . ¥,
¥ filv‘;‘» [
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del cultivo de anteras de esta especie; y por otra parte) -

s

Start y Cumming (1976) y Cooke (1977), llevaron a cabo la.-
propagacidén “in vitro" utilizando pequefias secciones de ho;
ja de las que proliferaron brotes y observaron la presencia
de pléntuias no desarrolladas. Viazquez, et al. enV1977, rea
lizaron un trabajo de organogénesis en cultivo de porciones
florales y foliares de las que obtuvieron masas celulares -
indiferenciadas que aumentaron notablemente en su nGmero y
posteriormente se diferenciaron en brotes y/o raices depen-
diendo de la concentracidén hormonal cmpleada. El reporte ﬁés
reciente es el presentado por Bilkey y Mc Crown en 1978, 1los

que reprodujeron "in vitro' esta planta con secciones de pe
ciolo.
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CAPITULO I1

TRABAJO EXPERIMENTAL




*

-.géneros forestales
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La: forma comercial mds ampliamente utilizada del cultivo

de tejidos ha sido la multiplicacibdn clonal. Una gran canti-

dad de ornamentales, algunos frutales y vegctales y c1ertqs -

'

estan si cndo en la actualldad reprodUC1dos

comercialmente mediante el uso de esta metodologia.

El principio ha sido comln en todas las plantas (Murashi

ge, 1974; 1977 y Bini, 1977), pero ciertas caracteristicas -

asociadas con ¢l explante han sido criticas en la determina-

cidén del éxito de la propagacidén por esta via; por ejemplo:
para cada especic o variedad hay un drgano determinante que

provee los mcjores explantes, la edad fisioldgica del orga-
S )

nismo, las condiciones ambientales en las que se desarrolla,

c¢tc. Y esta multiplicacidn debe ser acompanada por la apropia

da provisién de nutrimentos y reguladores del crecimiento
Tomando en cuentd todos estos aspectos y los menciona-
dos en los antccedentes, se establecieron los objetivos de

este traha;o que se le1d16 en tres fases ¢

I.- El1 CSL&blLC1mlent0 de un LulthO aséptico y lograr

el desarrollo vy pTOllfOldClﬁn del to)xdo para presentar mor-

. ;;1

s
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fogénesis '"in vitro'" en condiciones controladas de luz y tom-

peratura, probando diferentes concentraciones hormonales y on

donde se obtuvieron inicialmente puntos de crecimiento que se

transformaron en plintulas.

I1.- Las pléntulas obtenidas en la primera fase se lleva

ron a un nuevo medio de cultivo capaz de inducir una 6ptima -

formacidén del sistema radicular normal de esta planta y que,

a la vez, permit

[ 34

ieron el ‘crecimiento de las pequehias-pléntu-
las.

La optimizacidn de 1la formulacidn de nutrimentos’ fue im-
péftante énlamﬁéé ctapas (I vy ii) ya que puedé haber problemas
de diferente inddié: como inhibiciones, excesiva formacidn de
células indiferenciadas por lapsos prolongados, etc.

ITI.- En esta fase, las pldntulas enraizadas fueron sepa
radas y transferidas al sucid, siendo los objetivos en si, el
rcésﬁabiecimiento del autotrofismo, la resistencia a las ten-
siones de pérdida de humedad y-tehpefatura, es decir: adapta-
cion a condiciones ambicntales normales, para comcluir su cTe
f

cimiento y desarrollo hasta la floracidn.
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‘Setutilizaron paraiel 'desarrollo de este trabajo dos cul
tivares de' violeta africana: Jugo de Uva, que posece follaje -
de coldr verde obscuro en.el-haz.y morado en el envés, pecio-
lo'véerde claro. y estrias moradas,

flores. moradas de tipo semi
doble.

El' otro cultivar recibe el nombre de San Cristébal, cu
yas hojas son de color verde intenso en ambas caras, pero en
la porcidn adaxial presenta una mancha de color claro y los -

peciolos son del mismo tono, flores azules y semidobles.

E1l cultivo de tejidos es una técnica que implica cierta

metodologia la que, para ¢l caso de la violeta africana, es -

la siguiente:
Medio de¢ cultivo

El medio de cultivo es a base-de los elementos nutriti-

vVos ‘quenormalmente regquiere una planta como son: mag;gé}pmpg

tos, microelementos, vitaminas, fuentes de carbono, hormonas,

etc. (Street, 1977, Hartmann y Kester, 1980). Estos componen-

tes sc’TueHEn aprbc1am en el .Cuadro, 1., Para esqe,trabggo se -

utlllzaron dos tipos de medio de cultivo bﬁ%icamente.
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a) Para la proliferacidn del tejido foliar en una masa

-

celular indiferenciada que dié lugar a brotes foliares.que d%
su vez se desarrollaron en plintulas capaces de independizar-
se de dicha masd’ y se utilizaron diferentes 'concentraciones -
de la relacidn ANA/6BAP (Cuadro 2).

b) :Una vez scparadas ¢ individualizadas las pléantulas
dHY cd¥io.générador-fue nécesaniOﬂtransferinlas a otro medio
de'cultivo capdz-de estimular:-ta formacidn de.un buen siste-
mal radichiat 'y ' se emplearon:lasihormonas ANAZK y..auxinas -

{Cuadro 3)7; ‘siendé posible: entoncesillevarlas.a los diferen

v d-

‘tés- tipos’ de’shelo en condiciones: ambientales normales (Start
y Cumming:, 1976 y Cooke, 1977).

:

. KR
Anibos  tipos de medies fueron adicionados con .agar, para
ge

iificarlos y fueron ajustados a un pH de 5.8 (Arditti y -

Strauss, T¥979). Se vaciaron de 15 a 20 ml en frascos .de vi-

drio rédfractario, 's¢ taparon perfectamente y csterilizaron -

durante 15 minutos a 1.4% Atm de presion y a una temperatura
4 e
de 120°C,

Una vez esreritizado y enfriado ¢l medio de cultivo, se

procedid a-dépseitar Jos fragmentos de tejido vegetal ya este

- r{lizadeSdentro de-condiciones de asepsia-en la.campana de -
£1450° raminar. -

DO s AR AR

t
PR S Bty

’ Voo T o

D Gy hf I oy L e i g ; 1.1 : 1
® Cgihieeibhy S¥terill iudeibh 'delimaterind; vegetative,
; v'TVi:‘i,Z:}“n{'-z; cERLd eyt

'
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Para ‘I'a selecc¢idn’ddl material se tomd-en cuenta.el as-
pecto géheral ‘de la planta’ (Kramer, 1918~y3Van;Pelt,;i978),
es dedir:'debfa ser sana y.vigorosa}papa;asispoder evitar. en
10" 'M4s bégiblé"ias contaminaciones.. Ademds;:se hicieron prue-
bas" en éﬁma%a'hﬁméda*en.elfLaboratorio;demFitopatologia.dc
1a Conafrut’ para determinar si'las: plantas:en:realidad esta

ban’ libres de enfermedades bacterianas:y fungosas y asi po-

der trabajar con ellas.

De éstas se eligieron las hojas procedentes del verti-

cilo medio, o sea hojas maduras (Heinl, 1973), ya que con -

ellas se obtienen mejores resultados debido a que pueden re-

sistir en proceso de la esterilizacidén, lo que no ocurre CoOn

tas jévenes y ademéds; no precsentan problemas de senectud

las subsecuentes acumulaciones de inhibidores, pigmentos ac-

cesorios que influirian cn la eficiencia de la fotosintesis

disminucidn en los niveles de sintesis de DNA, RNA, proteinas

y enzimas, etc. que existen en las hojas del verticilo infe-

rior (Levitt, 1974 y Salisbury, 1978).

Las hojas excisadas fueron desinfectadas y esteriliza-

das de-1d siguiente manera: g

"§e¢ ‘lavaron don una solucxén yabonosa 4l 0.5% para rTemor

ver tlerra y -polvo de 'la’ quperfi¢1e folman. Se Lnjuagaron con
ﬂgUﬂidCbtllad‘ ,

"se 1levaron’ alU

aren dei‘flujo 1um1nar parﬁq‘

T3 Lsterlllzacmén, colocandolab en una’ soluc16n de hlpoclormto(

&
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"de'"calcio al 4% durante 15 minutos; transcurrido este tiempo,

”

‘se éﬁj&agafdﬁ“de~muévowcon agua destilada-est8ril para quitar
residio$ de calcio ‘que pudieran. quedar cn.el tejido; postél

riormenté se lavaroh'con-:alcohol étilico al 70%.durante cinco
minutos, sé hicieron :tres. lavados con.agua .estéril 'y se escu-
rrieTBn*perfectamente; concluido este paso ya.fue posible di-
seccionar'y’ sembrar-los: fragmentos de hoja.en. los medios de -

cultivo previamente esterilizados (Cooke, 1977 y Véazquez, et
al., 1977).

Corte y siembra del material vegetativo

Concluida la esterilizacidn se procedid a fragmentar el

tejido con material quirfirgico estéril, cn pequefias porciones

de 1 cm® aproximadamente v fueron depositados en los medios -

gelosados. Sembrados los frascos con el tejido se taparon per
fectamente.

Condiciones de crecimiento

Los frascos fueron colocados en cimaras de crecimiento

cuyas tomperaturas se cncontraban entre. los 2) - 29C con un
fotoperiqdo dc 16 horas luz y Q.horaswqbscurigquc.@pte§5143
ddS”lumiﬁoséé~§042000ma 2500 Luxes, provenientes de focos -
Gro-1ux (Fig. 2} (Hanchey, 1554;¢Gathey,,dk ul;, 1978 y Van,
- Pelt]1978).

s - N
[ S
I B AT I T O
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1 tejido permanecidé en los medios aproximadamente de 750¢

a 40 dfas y al término de ese tiempo, fue transferido a un me

‘ya quescon el

dio fresco,

o

dande y acumulando,metabol

::;*15_;_3,;
1979). :
Desarrollo de brotes y raices
. nt‘ 1 ?\.': K
Ya que aparecieron los brotes foliares y se desarrolla-
ron en plintulas de L.5 a 2.0 cm fueron-separadas del callo
subyacente ¢ individualizadas.para ser transferidas a los mc
dios de induccién radicular-y permancccer en &stos hasta yue
- - - 3 N 4
sc formd un bhuen sistema radicular.
Por otra parte, scparadasilas plintulas-del callo, éste
fuc fragmentado y resembradosen ¢l medio para brotes y asi, -
al término d¢ 40 dias aubo uaparicidn de¢ nucevos brotes, los -
que se oconvirticeron en plintulus v fueron sceparadas de nuevo.
Adaptacidon a condiciones ambjentales
‘ggnndo s¢ formaron las raices cn lus plantulas, éstas
o Lo e Wy . ¢ Hed
pudicron ger transferidas a las diferentes mezclas de sustra-
o ! :
(Krumery

tos (Cuadro 4y, proviamente tamizados y esterilizados
1978 y Van Pelt, 1878), para determinar cual fue el mejor- pa-
wocompletar el désarrvollo hasta’ la floracién en condiciones.
~ o

'
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ambientales normales. Los sustratos se¢ vaciaron en.almicigos

y se¢ depositaron 25 plantas cn cada uno, permanecciendo en *

las mismas condiciones de temperatura, luz y humedad relati-
va.
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CUADRO

Medio de cultivo Murashige § Skbog (1962) utilizado para
[ 1) . :

la induccidén de brotes en tejidos de S. ionantha, Wendl.

Compuecstos inorgdnicos Compuestos orglinicos

Macroclementos mg/lt medio

FeEDTA mg/lt medio
NH4N03 1650,00 NaZEDTA 37.30
KNO 4 1900.00 FcSO4 27.80
CaClZ.Zﬂzo 444 .00

‘ Mg%o 7HZO 370.00 Vitaminas
\ KH, PO, 170.00 Piridoxina.lCl 0.50
‘ Ac. nicotinico 0. 50
\MlLtocl Mentos Tiamina.llC1 0.10
i mme1 1H 0 22.30 Glicina 2.00
“nbUI.AHZO $.00 Myoinositol 100.00
iiSB()j 0.0
Kl U.83 lHormonas
| NaMoO 11,0 0.25 Auxinas
1 Cubn T L,H:‘.") 0.025 Citacininas
‘ CoCi.ull,0 0.025
SACATOS U 20000. 00
\ " Matr-agar 8000, 00
b —

et v %
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Medio de cultivo Murashige :§ Skoog (1962)adicionado

de diferentes concentraciones hormonales para la induccibn

de brotes foliares .en tejidos de S. ionantha, Wendl.

i

6BAP ANA

mg/it medio 0.10 0.20
0.01 1 2
0.10 4 5

0.50 7 8- 9

“'#  de 'medio

Medio #0: Testigo, sin hormonas
Tiamina HCl: 0.00 mg/lt medio y

10.00 mp/lt medio

A

i
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C UADRO - 3

Medio de cultivo Murashige § Skoog (1962)‘adicionado de
diferentes concentraciones hormonales para la induccién radi-

cular de pliantulas obtenidas "in vitro" de S. ionantha, Wendl.

g

Primera prudeba

oo, DANASS T, mg/lt omedior oine o K )
WrosouhaB .10 - o lneancia 50002
0.10 ; 10310 '
0.10 0.20
IS 0.30
050 0.10
51.60 0.20
11,50 0. 30
E Segunda prueba
IBA mg/lt medio # de medio
0.10 - 1
0.30 ) 2
0.50 ‘ 3
0.70 o0 4
ATA
0.50 5
1.00 0
1.50 7
2.00 8
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Y
Cuadro 3 (continfa)
IBA mg/1t  medio ANA # de medio:’
0.50 0.30 9
0.50 0.50 10
0.50 0.70 11
L
Medio #0: Testigo, sin hormonas. &
; R
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CUADRO - 4

Sustratos empleados para la adaptacidén a condiciones am-
bientales y desarrollo de plédntulas de S. ionantha, Wendl. ob

tenidas "in vitro!'.

Componentes Proporcidn Simbologia
Turba d¢ pino + 3:1 T. + A.

Arena de rio

Tierra negra + 1:1:1:1 M. L.
| Tierra de hoja + (mezcla del -
“Arena de rio + laboratorio).
Agrolita
Mezcla comercial M. C.
Arcna de Tio A. R.
Y

™
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RESULTADOS Y

DISCUSIONES

Induccidén de brotes

El primer signo morfoldgico de organogénesis fue notado

después dc los 16 dias de cultivo, con la aparicidn de gran

cantidad de pequefias protuberancias o puntos de crecimiento
en los fragmentos de tejido principalmente en la zona adaxial
de las hojas que se encontraban en los medios que contenian
hormonas, esto confirmd lo reportado por Kuckulczanka y -
Suszynska (1972}, en donde los brotes fueron producidos en
cultivos "in vitro" adicionados con hormonas en el tejido -

foliar de Saintpaulia ionantha, Wendl. (Fig. 3)

Estos brotes adventicios o somfiticos son originados a
partir de capas epidérmicas y subepidérmicas del tejido -
(Thorpe, 1979). Segln Reinhert, Baja) y Zbhell (1977) y Thor-
pe (1979), las células que los van a originar son pequefias,
altas en contenido citoplasmitico y dec nGcleo denso, obser-
vindose al microscopio como conglomecrados celulares en las
capas superiores del tejido. Dichas células pgcdenfpresentar
dos tipos de actividad: uno, que-indﬁce a la indiferencia-
cibn y a;bermaneccr en estado de callo; y otro, en el cual

se presenta una desdiferenciacibn parcial que conduce a la
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FIGURA - 3

Fraogmentos de rejido con diversas otapas de

nesie en ol medio 1de Hinduceidn.,

-

organogé-

41»;‘*,:,!"-, :
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.
diferenciacién en brotes foliares, radiculares, e inclusive

B

en plantas completas, dependiendo todo esto de la concentra-
cién y combinacidén hormonal que esté presente en el medio, 1o

que permite que las células presenten divisiones mitbdticas an

ticlinales y periclinalesj(Reinhert, et al., 1977).

Se ha mencionado el papel taﬁ*impqrtante que juegan las

hormonas (especificament

;?ANA Y 6BAP) como ace-

leradores de 1la morfogéne51s, peroééabrla preguntarse qué cs
lo que ocurre cuando no se encuentran en el medio de cultivo
dichas hormonas y se 51embran fragmentos de tejido. En pruc-
bas que se hicieron en el laboratorlo sc pudo observar que -

cfectivamente el tejido inicid el proceso de organogénesis,

pero fue en un grado menor, tanto en la cantidad de brotes -

desarrollados como en el tiempo de aparicifébn de éstos, en -

compariacidn con los que se presentaron en los medios con hor
monas, ¢s decir: el lapso de brotacidn sc inicid a partir de
los 35 dias de siembra y concluyd hasta los 60 qias‘éproxima
damente, con un porcentaje de 30% como miximo Yy despuéé ae -
este periodo ya no se presentd el proceso, lo cual probable-

mente se¢ debid ‘d que los tejidos contiencn una cierta canti-

dad de hormonas cndégenas, pero en algin momento este nivel

decrece o se agota cuando los tejidos han sido separados de -

1a planta, reQuiriendo una fuenta exégena de auxinas y/o cito

cininas para la divisién y elongacidn’ celular durante la

mor -
fogénesis

y organogénesis que se lleva a cabo durante su

cul-
tivo "in vitro'.
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‘Resultados similares han sido reportados por Rao y Mo-

S

relw{lgﬂs), quienes:; lnouularon en, peciqlos de v1oleta afrlca

na ‘la 'bacteria causante de la agalla de la corona Agrobacte~

rium-tumefaciens para.estimular la. prollferac16n celular y -
observaron~que-si se.omitia la bacteria, no se presentaba el
fendmeno, 1legando. a la. conclu516n de que 1os factores res-

ponsables de:la. organogénesis estan presentes en 1a“suspen-

sidn bacteriana utilizada.

-En las tres fases de este trabajo se desarrolld un mode

lo experimental .con el cual se hicieron dos pruebas en cada

una de estas etapas; la primera fue una comparacibén entre -

los cultivares para determinar cual fue el mis efectivo en
lo tocante a la produccibén y adaptabilidad y para evaluar si

se presentaron diferencias entre ellos; y la segunda, fue una

comparacién de los medios de cultivo y sustratos empleados -

en lo concerniente a su efectividad

En la Tabla 1 aparecen las cantidades de brgtes que se
obtuvieron por cm” de tejido en los do§ cultivares y sc apre-
ci6.que no existieron diferencias 51gn1f1catLVas entre ambos
(Tabla: 2).181 obse rvamos ‘mis adel1nte en las Tablas 6 y 7 so
bré enraizamiento y langablas 11 y. 12 ‘de adapac16n, nos du—

4l
bt

moquuentamquentgmpoco hubo

d1ferenc1a% en, ellos, esto pcrmi

Pt L
ti6: trabajar ‘aon cualquiera de los cultlvarcs 1n tener fuen

51

;tbsudewvariaclbnesunotﬁbles debldo a o tuV1eron respuestas
M o o A q‘( -/’"'w Ty
similaros a lo large. deilas tres atapas.
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En 10 concernlente a2 14d%
[N 7.‘%,’ Fuor jl‘-:) SRR I S5
ducc1on de brotcs, se
i '?“)"T )" L £y

tables“entre ellob Eome” aparccc en la Tdblai3, y a partir.de,
Tooel i

ésta, se fectué nahaTiis
1

”ﬁédiﬁ%”uviﬁﬁzdﬂoswﬁaraﬁlawinn

i
IR SRR

-,
Tl

1‘Lde'varlanza“(Tab1§?4lﬁ9lﬁﬂﬂeﬁﬁ‘

mo%tro d1ferenc1as notables ‘B 16s“médios. En-vistarde:estos
R T A v AN B

resultados, se proced16 a apllcar 1a”prueba“de: diferencia mi

Anpeiid gl

nima 51gn1f1cat1va (DMS§ para detetrminat las diferencias y .
semejanzas entre &stos. En la Tabla S'se/ determind: que el me

le 1 fue diferente a todos los demis en cuanto a su efectivi
dad en tanto que los medios 2, 5, 6, 7, 8.y 9-mo mostraron
diféfeﬁéié§zéféﬁifféa€i§us al' 5% y tampoco en los medios res
ténteé; siendo baji ‘su'productividdd. De-estos resultados, -
se pudo éOnéiui}xqﬁé el medio 1, fue el'més favorable en es-
te estudio (Grifica 1).

Es conveniente hacer notar que 'si-bien en:los Giltimos -

medios antes mencionados no sc¢ formaron brotes, si hubo pro-
llicrdglon celular pero sc¢ diferenciaron en brotes de tipo -

adlcular cn oun ldpqo similar; cn otrosi-medios hubo apari-

cién de brotes, raices ¢ inclusive callo, pero éstos fueron
. A TR RN . o } .

formados indithnfamehtc en Ja superficie dél:tejidoy: como

se Gb‘crv1 clqramentc dn 1A Figura 4, c¢sto nos indica que

¥
s

antEangs

e g0

el balango hormonal probablom onte fue~dcterminnq¢e;durante

PO

‘:(Thorﬁei‘Iaﬂgw;loqcualwno:shmrz
vié para 164 p'ap Hids dd este 't

rabajioliya «que como;.se mens

A,;i’ TR T I o ft 4 gt ; , )
cion@ en ios obg th:&,gi ' s¢' 'dusioubdtera obtener. un.ma..

yor nﬁmern de brotcs1h§fihrﬁ§*por“fragmcnto dd tejido.
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FIGURA - 4

Fragmentos de tejido mostrando desarrollo-de brotes (B),

rafces (R) y callo (C) en diferentes medios de induccién.
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Efecto de diferentes medios de cultivo sobre el n@mero
3 ol . = : N PR . 5 dias d “ul -
de brotes/em” de tejido, inducidos a los 75 dias .en dos cu

tivares de S. lonantha.
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que crecleron.orlglnando pléntulas Y despues se llevarcn a

Sd<a 2 b ':"‘i“—;;

-unamedmOHdeqcultlyo;especiﬁ;co%pa;a‘§g:gpra;zgm;entp.

Enraizamiento

Desarrollados -estos brotes en plantulas (de 60 a 80 -
dias desde la primera siembra), fueron separada§wdgy tgjidq
que las origind, individualizadas‘y,transfcriQas a los me-
dios inductores de rafces con diferentes concentraciones -
hormonales . (Cuadro 2) y se observé que en la primera prueba,
es decir: la relacidn ANA/K si hubo fo;macién'devrajpgs pe-
ro aparecieron a todqzlo largo del peciolo siendo raicg; de
tipo adventicio y solamente en muy pocos casos fueron pasa-
les, por esta circunstancia se repitif esta prueba de nuevo
y los resultados fueron los mismos, por lo que sc decidid -

utilizar solamente auxinas.

En la prueba de auxinas se obtuvieron resultados satis-

factorios y se confirmé el hecho de que &stas son hormonas -
que intdrvienen‘en~c1venraizamiento de las plantas (PLqmmgr
y Leopold, 1957) y-son un factor esencial en la elongacién -
radicular (Scott, %27?‘Y Hill,

1977), obteniendo en los cul-
tivos rafices de hasta 8.5 cm de longitud.

R E T v‘f*,:) ,

L Ahoragblen, en; lo conccrnxente al, nﬁmcro do raices quc

.
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‘ﬁ% Tabls’ §iique ‘se hicieromimotables Lag.

foafirigssral by

se puede apretiar’ 'én’

. C AT IEO AN E T e FLE v ol e T e n - ..
diferencias’ entre’ €11ds’, pori o que 's¢ efectud uniandlisis »

de varianza (Tabla 9) y se aplicd la prueba DMS (Tabla 10) vy
determinaron diferencias altamente significativas en los me-
dios. Se observdé que el 'AGméro 9 'fue el que indujo a 1la apa-
ricidn de una gran cantidad de rafices, diche medio contenia
una menotr proporcisn hormonal pero similar a Td.del Réotone-
F;°qﬁe es ‘un compuesto a bdse de ANA e IBA 'que sc-utiliza co
meréialmente pa¥a el enraizamiento‘de esquejes yiestacas.
Pééféfiormeﬁte, en ordefi' decreciente de efectividad,
se encontrd que 19s medios 10, 11, 8 y 7 no presentaron difc
rencias significativas ‘entre ellos; en 1as demds comcentra-
ciones, el nGméro’ de Taices por plantula fue muy bajo. lo que
iﬁfiuyS'nofdfiamehte en ¢l momento de llevarlas al sustrato
en cbnd{tidnesﬁambﬁéhtales debido a que tendieronm a la marchi
tez, fin la Gréafica 2

[

se¢ pucden apreciar claranmente las dife-
rencias que sc presentaron en los medios cmpleados.

Por otra parte, cn ¢l tejido subyacente al epidérmico
y sﬁﬁépidéﬁmiéd s¢ present® una oxildac¢ibn paulatina, pero en
el caso d¢ los Medids inductores de brotes adicionados con -
10 mﬁfli dé tiamind, los t€jidos :cOmenzaron a C¢ngrosarso for
mando qonglomeradog‘éélﬁléreh de color verdeibclaro,fenbmeno
que tambign se present6 en.los trabajos desarrollados por -
“theda ) bt ﬁﬁ.“11936)7cn“éb§§”?i”%ﬁ€m&é,”sénEﬁbé%coni@géo que

T R T N TR SOy R AP AT T R AT L N .. s :
tione accioh como Tegulader-del erebimiehtoyoalsiguaio ques la

Sk
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niacina (Levfft, 1974). Cuando esta masa de cé&lulas fue "po-=
dada'", es decir: fueron separadas las plintulas para enraiza
miento, ésta pudo ser fragmentada y resembrada en el mismo -

medio en donde de nuevo se presentd organogénesis y después

de un periodo similar al inicial, generd puntos de.crecimien

to, los que a su vez se desarrollaron en pléintulas. ‘Esto da
idea de 1la caracterxstlca de totipotencialidad que presentan

las cé&lulas de un tegado al estar sometidas a las cond1c1ones

"in vitro" puede or;glnar una cnorme fuente de materlal vc

. getal, pero no puedc scr indefinido, ya que en una multipli-
cacibn a largo plazo con trasplantes sucesivos es muy proba-

ble que se presenten declinaciones cn la estabilidad genéti-

ca del material (Thomas vy S;feet, 1972).

Es conveniente hacer notar que los tejidos permanecie
ron en los medios de cultivo de 30 a 40 diIas y después de -
se tiempo fueron puasados a un nuevo medio fresco debido a -

que algunos nutrimentos y hormonas sc van degradando por ac-
c¢idén de la luz, temperatura, etc.

t ’. ‘a

agua por v dporqc16n y acumulacidn de metabolitos

(Hartmann y Kester, 1979);
pérdida de

o desechos ceclulares como ¢l Acido fenilacético o fenoles

(Fridbhoryg, et al.,

1978) que pueden causar xnhxhlgxén y has-

ta cfectos de toxicidad e¢n los

tejidos (Yeomun y Mac Leod,
1973 Y, Nxtsch, 1979)

Con estc traqplﬂnle se evitaron estos
A R i LI
probl¢mab Y advmas 5& n0t6 que enfporc10ne% purc1almente 0x1
il u;,;. [,l‘ .

:\ ur‘.w.,, :

e {P '!A}
a Jﬂlhldr la brot4c16n debido

< B ‘\;14.,) "'"..'5: R ,;‘;:'
probablementc a que ya hubo dis ponlbllxdad de nutrimentos y

Er]

dadas este camblo ld% cstlmulo
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va en la Figura §
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Se notd que si en el momento de hacer un trasplante como

el que se menciona en el pirrafo anterior, llegaba a despren-
derse una hoja o éi la pléntula se encontraba inclinada, en -
contacto con el medio, &sta inicid el proceso de indiferencia
cidén dando lugar a un conglomerado celulaffque a su vez origi

né nuevas plantulas. Esto nos da idea de la enorme potenciali

dad de Sai“tpauliaJi°nantﬁa;3W§h§;@fpgggﬂproducir grandes can
tidades deplantﬂs.

e

Adaptacidn

Cuando las plantulas alcanzaron una altura de 2 a 3 cm

(Fig. 6) y el sistema radicular se formd con una longitud de

1.5 cm aproximadamente (de 60 a 70 dfas), fue posible pasar-

las al sustrato preparado y esterilizado. L[n la Tabla 13 se

anotaron los resultados de l1la adaptaci6n ambiental de pléntu

las obtenidas "in vitro'" a las diferentes mezclas, en la Ta-

bla 14 aparece su andlisis de varianza ¢l cual mostr6 una al

ta diferencia significativa entre tratamientos, por lo quc -

sc aplicé la prueba de contraste mGltiple de medias (Tapla

15) en la que se‘puede apreciar que los mejores resultados

-

se obtuvieron en las mezclas de turba“con arcna, la del labg,.
& . ) o
ratorio:y arena de rio (Gré&fica '3), las que no mostraron di-
. N e @

j

ferencias, significativas entre ellas pero en la priméka y -
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FIGURA -

-

Plantulas enraizadas listas para ser llevadas a los di
[ -

ferentes sustratos preparados para su adaptacidn a condiciones
ambicntales.
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tercera se presentaron alglinos inconvenientes.

En la turba y arena, las plantas sc¢ desarrollaron nota-

blemente y s¢ mantuvieron cn buenas condiciones, pero existié

cierta tendencia a la frecuente contaminacién por hongos, sa-

profitos, por .
cos con soluc

aplicacibn,-.

co, alin cuan o’

'é&trétéfch«cOnﬂdiﬁérSas*ééldcioncslﬁélufunyi-

cida que iban ‘desde 100.a 1000 ppm 51endo esta ﬁltlma 10 re-

comendado por‘lavilteratura?(Agrlchemlcals Label Manual

1975)

En lo ' concerniente a la arena de rio, 1los resultados -

son hasta cierto punto satisfactorios. Debido a que en este

sustrato sc presentan normalmente carcncias de algunos de lo

nutrimentos que requieren normalmente las plantas, después de
tres semanas de haber depositado las plintulas, se presentd -
la tendencia a 1a clovosis, para evitarlo se agregd una solu-
cidn al 0.5% de Ortho Fish Emulsion (5-1-1), que es utilizada
por algunos propagadores de esta planta con bucnos resultados

a los 15 dias de aplicacidn, pero debido a que es diffcil con
seguirlo sc¢ suspendid su uso. Seria convenicnte hacer ensayos

‘ A,
con difercntes soluciones nutritivas reportadas por diversos

autores para trabajar hidroponia en arcna, lo que darfa la -

pauta a otro trabajo sobr¢ nutricidn mineral

Para-la mezcla de sustratos preparada en el” laboratorio,
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4. . . A
etermind que las plantas_tuvieron

n buen desarrollo, las pérdidas durante esta transicién fue-

(seglin Van Pelt, 1978},

- d

SC

ron minimas, es decir: en el paso de "in vitro" a condiciones

ambientales, y ademds presenta la ventaja de no contaminarse

tan féc11mente comonocurre en el caso de la turba.

Debido a
estas causas, 1as plantas siguieron siendo colocadas en esta

mezcla y al término de seis meses se presentd la primera flo-

racién en ambos cultivares (Fig. 7).

o

Por lo q‘ue“ résfa‘é&t'é;‘*fﬁ‘a* Ta mezcla comercial ‘es

mente un 9% sobrev1v:6 y las dgm&s se marchlt_ron dentro de

los siete dias siguientes a la blcmbra. Es convcnlente‘hacer

notar que los almicigos que contenian esta mezcla permanecie

ron en las mismas condiciones que los demils almficigos con los

otros sustratos, por lo que el material no cumplid con los ob

jetivos para los cuales sc vende.

Como sc¢ puede apreciar en los resultados presentados, es
posible Tlevar a cabe una cvaluacién general y final del pro-

yecto. En la primera parte (inducciOn de brotes foriéresj, sc

pudo obscrvar que en el medio 1, hubo una produccién de 30.43
brmtes/_cmZ de tejido y si se toma cn cuenta que en cada fras-

co con ¢sc medio sc¢ sembraron cinco fragmentos con esas dimen

siones, se-obtuvo un total de 152,15 pléntulas que pasaron a
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la segunda fase (enraizamiento) al medio 9 de auxinas, donde
se convirtieron en plintulas de 2 a 3 com con raices y luego

se transfirieron a la mezcla del laboratorio en donde flore-

cieron plenamente.

Este ciclo ocurrid aproximadamente en 1l meses, hecho -

que fue a la par con la propagacidn vegetativa normal, pero

hay un incremento muy grande en cuanto al niimero de plantas -

que sc obtienen por hoja sembradd en cultivos asépticos,-ya -

que el area promedio por hoja cs de 11.5 cm2 y sc¢ obtﬁvieron

a 350 plantas en comparacién con el miximo reportado
de seis plantas.por hoja enraizada c¢n arena o agua (Van Pelt,
1978}, y esta cantidad se puede incrementar notablementc debi

do a la totipotencialidad de cada celula vegetal para dar lu-

gar a un organismo completo (Murashige, 1977).

!
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Porcentaje¢ de adaptacibn ambicntal de plédntulas obtenidas

"in vitro" ‘de dos cultivares.de S. lonantha,
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CULTIVAR

SAN JUGO DE
CRISTOBAL UVA

2 s 7.23
LY sias | 21

15.73 12.24

:
i

A0 V7,354

#,
)

e — 7«;87_“ 7‘. 5 6 fod

N
o ;
! {

[ T T

~11.86 | 15.87
i

S

25.82_ | 17.73 |

1

11.83 20.01

MEDIO DE- CULTIVO

T
Py
1

15.99 .} 14.83

w ®EN O

20.12 17.38

i |
NGmero de brotes/cm2

de tejido foliar de dos cultivares 'o.s
de S.

ionantha desarrollados en diferentes medios de culti-

vo para induccibn.
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L Ame e
FAV- G‘Lt SQCv COM"" F‘CO
TRATAMIENTO 1 00.645 . . ..00.645. . ..0,0337
ERROR =
|EXPERIMENTAL ¢ _18 . _ |1043.667— . ..54.929 o
TOTAL 19 1044.312 55.574

TABLA - 2

.

Anilisis de varianza para evaluar la respuesta’ de 'dos
cultivares de S. ionantha para la produccibén "in vitro" de

brotes foliares. ¢

e o - *
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MEDIO DE CULTIVO

:i 0 | 2 3 4
> SAN CRISTOBAL

;: .5.772. 131,35, _15.73_1.:9.15. ...7.87
o8 JUGD DE UVA ., .2 1,9 51 49 94

=
Q

S 6 7 8 9

11.86.123,82. | _11.83]15.99_ | 20.12. ]

15.97 {17.63 20.01 ] 14.83 | 17.54

TABLA -3

Produccidn en los medios de¢ cultivo utilizados para la

induccibn de brotes foliares (brotcs/cm2 de tejido) en dos

cultivares de S. ionantha.
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TRATAMIENTO

ERROR
EXPERIMENTAL

TOTAL

TA'BLA - 4

.. . © g . P
Andlisis de varianza para evaluar las diferencias en pro

duccidn de los medios de cultivo empleados para la induccién
de brotes foliares.
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1

TRATAMIENTO X TRATAMIENTO

{ !

_ 30.430

20,725

W

18.850

15.920

15.410

— 13.985
13.915

< 8.245

1
6.500

o Sl W@ N

TABLA - §

Prueba de la diferencia minima significativa para ‘Contrag
te de medias del nGmero de brotes/cm? de tejido.

Clnaen’ v

[ 5 1

LR I ISR INT N
» "\{ E + {
a7 &,
] -
j.f
.
X
) @ N
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CULTEIVAR

CRISTOBAL  UVA o
o 2.77 2,23
o i
> 2.4
- 2
4.18 .12
o 2.7
A s _3.93 3.57.
— i_, § 5.01 4.74
g S 2986 _._4.03__
I U0 Y S 3 X
o 7.69 . . .5.63
° 8 6,64 7.43
Q 9
o ) 13.13 11.26
s _'° 7.57 9.19 __
t 9.46 6.94
TABLA-6

Y

NGmero de rafces obtenidas por pléntula en dos cultiva-

res de S. ionantha.
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TABLA -7

Andlisis de varianza puara evaluar las diferencias

de S§. ionantha.

<

el nGmero de rafices obtenidas por plintula en dos cultivares

F.V. G.L. S.C. C.M.
TRATAMIENTO 1 4,231 4,231
ERROR
EXPERIMENTAL 22 202.899 9.220

TOTAL o n 151

en




MEDIO DE CULTIVO

- 0 | 2 | 3 5 ]
< T s
>|SAN CRISTOBAL)| ;. 77| 2.62| 4.13, 4.98 2.96 |
t’j JUGO DE UVAL , 220 2.13).2.720 3.52 __,4‘0;_1
=

o

T
! .
' a24 0 7.69 ) 6.6a 113330 7.57 | 6.46.
A |
1381 | ses |7 /um,,iwu 19.) 6 aa |

TABLA .8

Medias de la produccidén de rafces obtenidas en diferen-

tes mcdios de cultivo en dos cultivares de S. ionantha.

k¢

i
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3

F-Vo G.LI SQCO COM [ 3 Fo c [ \
TRATAMIENTO 195.970. 17.815 19,154 %%
ERROR
EXPERIMENTAL 12 11.161 0.930

TOTAL 5z 207,131 J

TABLA -9

Anflisis de varianza para evaluar la produccidn de raices
[V %

en los diferentes medios de cultivo en dos cultivares de 8. -

lonantha,

i‘\-},e
£y 4
P . D
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TRATAMIENTO | X TRATAMIENTO

120298
B 8.380 1
8.200

ol 7035 .

. A .. 6.06060. 1
1. 4.875 i

) 4.025 -
— o 3.750
2 . 3.450 .
O

2.500 . .

2.357

TABLA - 10 |

Prueba de, la diferencia minima significativa para contras

te de medias del nGmero de rafces por plintula en-dos cultiva-

res de S. ionantha.
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SAN CRISTOBAL JUGO DE uvaA
No. DE PLANTAS ARCO No.DE PLANTAS ARCO
ADAPTA 8 %l SENO ADAPTADAS - ®/e S8ENO
Tt A 68 68 55,55 | 56 _ 56 48.45 |
ML 83 . . 83  65.55 | 74 |_ 74 59,34
. Mo 11 1. 17.39 7 7 | .15.34 |
A. R. 68 68 55.55 58 58 49,60
TABLA:-}I

Porcedtaje de adaptacién ambiental de pléntulas ‘obteni-

. Lo nd . Ld . R 3
das "in vitro" de dos cultivares de S. ionantha.

K



Lo g
.
-

R RS NN

EV. . . F.C.

I.R.ﬂﬁ”lf?"m 76.233. 0.1956

ERROR

EXPERIMENTAL _ 389.7188 N
TOTAL

405.9518

TABLA- 12 ;

Andlisis de varianza para evaluar la adaptacidén ambien-

tal de dos cultivares de S. ionantha.
S v




SUSTRATO

T. + A. M. L.
No. DE PLs. ARCO No. DE PLs. ARCO
. ADAPTADAS /e SENO ADAPTADAS *le SENO
(1 4
< SAN A_
68 68 55.55 83 83 65.65
> CRISTOBAL
: JUGO DE _
UV A 56 56 48.45 74 74 59.34.
=
O
M C. A. R
No.DE PLs. ARCO No. DE PLas. ARCO.
ADAPTADAS ©/e SEMO ADAPTADAS */e: . BENO.
1
11 11 19.37 68 68 55.55
7 7 15.34 56 56 49 .60

Porcentaje ae plantas adaptadas en los diferentes tipos de
sustratos.



66

,
N .
M %
]
vl -
£
Rt}
, «'; ?
¢ ia * . .;
B ' i
- - o
s
3

F. V. G.L. S.C. C.M. F.C.

TRATAMIENTO 3 2046.266 | 082.0886 |  7.4083%
ERROR" - g g .
EXPERIMENTAL. 368.280 1. .92.0700:]

TOTAL a6 | 7

TABLA:-4

Anfiiisis de varianza para evaluar las diferencias entre
el nmero de plantas adaptadas cn los diferentes sustratoss

cmpleados,
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TRATAMIENTO X TRATAMIENTO

M. L. 62.495
A. R 57.575
T.+A. 57.000
M. C. 12.355

TABLA-158

Prueba de la diferencia minima significativa para contras

te de medias en los porcentajes de adaptacidn a condiciones am

bientales de dos cultivares de S. jonantha.
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Conclusiones

. Es recomendable utilizar material sano y en estado de
madurez, es decir:. evitar en,l@.posible ;omar;mgtgrialgprovg
niente de plantas;.enfermas o con hpnggsvsapréfitos,en elisugv
trato que se encontraban, para asi tener mayores probabilida
des.-de: establecer un cultivo aséptico.y, por otra parte, cl
tejido debe ser maduro para impedir problemas de oxidacién -
por la esterilizacién si es muy j6ven o, si es muy viejo, con
la prescncia de pigmentos accesorios o de inhibidores como el

dcido absicico que estarian presentes en hojas demasiado madu
ras.

Se demostrd que es posible la induccidén a morfogénesis

en tejidos foliares de S. ionantha, Wendl. en presencia de au

xinas y citocininas; si el medio de cultivo carecia de ellas,
la organogénesis si se presentd, pero ¢s muy lento el proceso

y las pléantulas obtenidas se desarrolluaron pobremente.

Se establcecid que no existicron diferencias significati
vas en ¢l comportamiento de los cultivares utilizados al ser
_ A o
sometidos al cultivo de tejidos en las dos primeras fases, ni

en®la tercera etapa de adaptacidn,

. Bs conveniénte hacer notar lajimportancia de la congcen
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traqiéﬁ'hormonal empleada; se pueden obtener diferentes Grgu-

nos dependiendo de ésta: como son los brotes, rafces, embrip-

nes somiticos o conducir a la indiferenciacién celular consti
tuyendo callos.

Py
o Thy

. La vitamina Bl o tiamina' en esta’ planta:tiene,, proba-
biéﬁéité;Ja¢Ciéﬁ166ﬁb‘Teédlédbfa del crecimiento: debido a' -
que‘ihdﬁgﬁ a la proliferacién celular. Dentro de este aspec-
£o cabria séfialar 1a posibilidad de 1levar & cabo ‘estudios -

mids detallados al respecto.

. Como se pudo observar, las auxinas utilizadas se mos-

traron como estimuladoras del cnraizamiento en esta especiec

(y como ocurre con muchas otras), y c¢sto no se utiliza comun

mente en la practica comercial, por lo que seria recomendable
hacer prucbas "in vivo" para estimular el Proceso.

t

. Como se¢ menciond unteriormente, ¢l uso de la arena de

rio tuvo buenos resultados a excepcién de 1a clorosis gue se
presentd en las plantas, para csto seria de gran utilidad em-

plear las soluciones nutritivas que se usan en los cstudios

de hidroponia y determinar la mejor para’esta planta, pero -

¢sto seria tépico parua dtros temas de estudio:

. El1 proceso de induccién a la formacién do brotes se -

produjo aproximadamente en tres meses y el enraizamiento en
O L B g N SN Re T Sy o : !
dos; 1a etapa Mes Yenta fudtifidel érecimientocfucra del me-

h
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dio de cultivo (cuando.se establecid. el autotrofismag la adap

tacidn, etc.), que concluyd a los seis meses con la primera -
~floracibn, o cual indica. que es un:lapso similar al de la -
fplanta-propagada pprﬁei?méthOLtradicional,;paroélamqangidad
deqplaﬁtaS‘fue.muy’superiera.La?qugise;Ohtiﬁnﬁgmedianﬁeﬁel;
enraizamiento..de hojas,: 10, que puede dar la pauta a procesos

de propagacidn mis refinados (en este caso c¢l cultivo de te-

jidos)i-pero a.:la laxga costeables como ha ocurrido con Pseudo

tsuga sp. .(Fossard, 1977) 'y con otras. especics vegetales.



Observaciones finales -

LRI S Y

El cultivo de tejidos y células vegetales ha constituido
un’ notable progresoen los Gltimosiafios, ya que puede ser apli
cado en una gran diversidad de plantas 'y se puede decir .qué -

ha revolucionido ‘varios ‘aspectos agricolas:y horticolas.

La produccién de miles de plantas por esta via puede ‘lle

varse a cabo ridpidamente (Bini, 1977 y Holdgate, 1977).

Durante la década pasada, la propagacidn "in vitro" de -
varias especies ha sido estudiada y realizada por una gran -
cantidad de investigadores y propagadores, e¢stimulada en par-
te por el &xito comercial que ha tenido; sin embargo, se pre-
sentan todavia scrias deficiencias debido a que las técnicas
no estan completamente comprendidas y controladas ya'que, por

ejemplo, se ha dado ¢l caso de muchas orquideuas producidas -

por algunas compainias no son libres de virus, y esto deriva -

de la posibilidad de obtencrlas utilizando meristemos en cul-
tivo "in vitro', fen6meno que no siempre ocurre, ocasionando
desastres de tipo ccondémico para el flericultor que obtuvo -

dicho material (Fossard, 1977).

Las técnicas actuales de micropropagacién como laborcs -

intensivas y con control de calidad para certificar lotes 1li-
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bres de enfermedades son costeables en el caso de algunas plan
tas como el abeto de Doﬁglas (Fossard, 1977), crisantemo y -
clavel (Holdgate, 1977), orquideas (Murashige, 1974), etc. y
este nfmero se estd incrementando notablemente en varios cen-
tros de invegfigacién y propagacidén comercial como son: Twy-
ford Laboratories, East Malling Research Station, en Inglate-
rra; Istituto Sperimentale per la Frutticoltura, en Italia; -

Rosh Hanikra Propagation Nurseries, en Israel; Bailey's Nurse

ry Inc., en Estados Unidos; etc.

Para concluir, la abundante produccibn de plantas obteni

das a partir del cultivo de tejidos "in vitro", sugiere que -
los procedimientos utilizados pueden ser la base de un método
de multiplicacibn ripido y costeable, no solo para la violeta

africana como en e¢ste caso, sino también para un gran cantidad

de especies vegetales.
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