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RESUMEN

En este trabajo se realizaron pruebas para analizar la respues
ta morfogenética in vitro de Allium cepa L. de los cultivares Cojuma

tlan y Suprema.

Los explantes utilizados fueron &dpices con placa basal y esca-
mas con placa basal. .

Se probaron diferentes condiciones de temperatura e intensidad
luminosa.

El medio utilizado fue el MS modificado por Hussey (1978), al
cual se le adiciond BAP + ANA y 2iP + ANA para la induccidn de bro-
tes axilares y adventicios,

Se logrd la propagacidn somatica directa, es decir , no hubo
.formacidn de callo a partir de los dos tipos de explante.

Las escamas respondieron mejor en los dos cultivares cuando se
agregd al medio BAP (4.0 mg/1) y ANA (0.5 mg/1) con 27 + 2 °C de tem
peratura obteniéndose 3.2 plantulas en promedio por explante, mien-
tras que para el cultivar Suprema cuando se adiciond al medio BAP
(5.0 mg/1) y ANA (0.7 mg/1l) a 20 + 2 °C se obtuvieron 2.6 plintulas
en promedio.

Se utilizaron mitades de los bulbos regenerados in vitro los
cuales dieron un promedic de 2.6 plantulas por explante ademds de

que la frecuencia en la formacidn de la brotaciSn mGltiple fue alta
para todas las combinaciones probadas.

Las condiciones que dieron los mejores resultados de enraiza-
miento fueron luz roja con AIB.



I. INTRODUCCION

Las verduras son 1mportantes para elser humano por ser
'as que proporcionane! complemento vitaminico para el buen aprovecha
miento de los alimentos.

La cebolla (Allium copa L.} es una hortaliza de amplia
distribucidn en el mundo y su utilizacion como un producto alimenti~
cio es muy extenso (Hoffman, 1933).

En toda !a Repiblica Mexicana existen cultivos de ce~
bolla, esto se debe a !a gran demanda que tiene esta especie popr
formar parte de la dicta normal del! mexicano, ademis de que también
las condiciones climiticas del pals favorecen su cultivo.

En algunas regiones del pais es notoria 'a marcada pre
ferencia por determinado tipo de cebolla, por lo que las variedades
que se recomienda sembrar encada una de ellas, estan estrcchamente
ligadas a la adaptacifn de este cultivo al medio y a la preferencia
del consumidor {Montes, 1972).

La produccidn de semillas de las plantas horticolas en
nuestro pafs ha recibido relativamente poca atencidn comparada con
otros cultivares basicos de !a dleta nacional (Cabrera, 1982), por
esta razon es convenicnte usar técnicas que faciliten la propagacidn
clona! y masiva de plantas con genotipos seleccionados (Murashige,
1978) .

los métodos de propagacidn masiva por la técnica de
cultivo de tejidos vegetales {(CIV) de algunas especies de hortalizas
ya se han establecido (Murashige, 1978), entre estas se encuentra la
cebolla, pero es necesario lograr la transferencia de estas tecnolo-
gias, ya que la respuesta de los cultivos in vitro en ocasiones es
altamente cspecifica alin en cultivares de lamisma especie, por lo
que dichas técnicas se deben-adecuar al cultivo de las variedades
que se adapten a las diferentes condiciones ecoldqgicas del pais y
que aqui se consiguen {Rubluo, ot al., 1982).



Las técnicas de CTV se han vuelto de gran importancia
ya que se pueden aplicar a un amplio intervalc de problemas funda-
mentales como aspectos bdsicos de morfogénesis, bioquimica y fisio—
logia {Street, 1977), asi como también aspectos aplicados para la
produccidn de farmacos y otros productos naturales, recuperacion
de clones libres de enfermedades, preservacidn de germoplasma valio~
so y multiplicacidn clonal rapida de variedades seleccionadas.

El cultivar Cojumatlan es producido principalmente para
consumo interno del pais y el cultivar Suprema es producido como pro
ducto de exportacién.

Por todo lo anterior se realizaron diferentes pruebas
con reguladores de crecimiento y diferentes cordiciones de temperatu
ra e intensidad luminosa para la propagacidn misiva in vitro de
Allium cepa L.



IT. ANTECEDENTES
I1.1. Allium cepa L.
11.1,1, DESCRIPCION BOTANICA DE Allium cepa L.

El género Allium es muy extenso, consta aproximadamente
de 500 especies distribuidas en el henisferio norte, muchas nativas
de norteamérica; con un fuerte olor caracteristico, algunas se culti
van para aprovecharse como hortalizas o como crnamentos, Son plantas
escamosas, la mayoria con hojas sub-basales o radicales unicamente,
las cuales al igual que el escapo son fistulosas o huecas, con bul-
bos turicados, flores pequefias, pocas O numerosas en umbelas termina
les que emergen de caliptras escariosas que son de 1 a 3; foliosas,
blancas, verdosas, amarillas, rozas o plrpuras, con 6 segmentos blan
quecinos libres o connados en la base; 6 estambres unidos a la base
del perianto; pistilo con un ovario slpero de tres cavidades; estilo
delgado y entero o con un estigma trifido: el fruto es una pequefia
capsula loculada (Bailey, 1977).

La especie Allium cepa L., tiene hébitat variable, aro
ma muy fuerte, potencialmente bianual, generalmente no forma grupos;
bulbos grandes, escapo de 2 a 4 pies, hueco y engrosado, mas alto
que las hojas; en el primer afio las hojas radicales y basales son hue
cas, gruesas abajo de la mitad del! glauco; flores numerosas lilas o
casi blancas en grandes umbelas sostenidas por dos o tres bricteas
reflejas, los pedicelos de una pulgada o menos de longitud, segmentos
del perianto angostos, lanceo!ados agudos; 3 estambres mds internos
o expandidos en la base y 'obulados o dentados sobre ambos lados
(Bailey, 19771,
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I1.1.2. CLASTFICACION

Anteriormente se clasificaba a Allium cepa L. en la
familia Amaryllideceae (Hutchinson,1959), pero Crongquist ({1981) la
clasifica en la familia Liliaceae. Su clasificacidn es la siguiente:

Reino Vegetal
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsidae
Subclase Liliidae
Orden Liliales
Familia Liliaceae
Género Allium
Especie Allium cepa L.

1I1.1.3, ORIGEN Y DISTRIBUCION

Se cree que la cebolla es originaria de Asia {Alber-
tos, et al., 1971; Montes, 1972; Font Quer, 1980), y aunque no se
sabe exactamente la regidn de donde procede, la mayoria de los natu-
ralistas citan como probable origen, la parte comprendida entre Pa-
lestina y la India, en cuyos montes del Himalaya se dice haber encon
trado cebollas silvestres (Albertos, et al., 1971).

La antigiiedad del cultivo se remonta a mas de 4,000
afios habiéndose utilizado en los tiempos mds remotos; documentos his
téricos demuestran que los Caldeos usaban la cebolla para su magia
miles de afios antes de Cristo. Al parecer las primeras dinastfias
egipcias,la importaron ya que sus habitantes desde entonces tenfan
gran estimacién por esta hortaliza (Albertos, et al., 1971; Font
Quer, 1980). '
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11.1.4. VALORES NUTRITIVOS Y PROPIEDADES MEDICINALES

Entre los valores nutritivos de la cebolla se encuen—
tran diversos azlcares jimportantes que son los que realza sus cuali-~
dades alimenticias. También contienen a las vitaminas C, Bl’ BZ' yD
{Font Quer, 1980, materiales albuminoides, icido fosfdriro, acido
acético y fosfato de calcio (Martinez, 19%3).

La cebolla tiene compuestos volatiles los cuales le da
el olor fuerte y distintivo.

En el bulbo intacto normalmente no estan presentes los
compuestos volatiles, pero aparecen rapidamente durante la prepara-
cién o masticacién. Al parecer el precursor del sabor y su enzima
respectiva estan compartimentarizados dentro del tejido de la plan-~
ta y entran en contacto solo cuando el sistema celular pierde su in-
tegridad. Los precursores del sabor de Allium se han identificado
como derivados sulféxidos de aminodcidos,los cuales sufren la siguien
te reaccidén general (Eskin,1979):

R-S0-CH.~ CH (NHZ) COOH ———e 5 (volatil) + NH3 + CH400C00H
S-alk (en) il-L- Cisteina sulféxide
Entre las propiedades medicinales que se le atribuyen

2

a la cebolla se encuentran las siguientes: sirve como diurético, abre
el apetito, favorece la digestidn, es hipotensor, es Gtil en el tra-
tamiento de jaqueca, reumatismo, tuberculosis, fiebres, tifoidea,
gripe, difteria o escarlatina, cancer en rifidn e intestino (Font Quer,
1980; Martinez, 1939).

I1.1.5. IMPORTANCTIA ECONOMICA EN MEXICO

En México se consume gran cantidad de cebolla ya que

la comida mexicana se caracteriza por usar este condimento al igual
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que otros vegetales como ! ajo, pimienta, coninos, etc,

Fn cada region existen preferencias por algln cultivar
on especial por lo que ! consumo do cada variedad estd en estrecha
relacién con la cu'tura y con las condiciones que determinada regién
ofrece para !a produccidn del! cultivar.

La ccholla fresca es la que se consume en mayor canti-
dad aunque también gran parte de !a produccidn nacional se destina a
!a industria de alimentos enlatados.

Seqin datos proporcionados por el Departamento de Esta-
distica Agropecuaria Nacional de la D.G.E.A. de la S.A.R.H., en el
aiio de 1982, la superficie total que se cosechd en México fue de
25,258 hectareas (ha) con una proporcidn total de 421,240 toneladas
teniendo esto un valor anual dn $ 5,303,667,311.00 M.N. Los estados

con mayor produccitn de cebo!l!a en 1982 fueron:

ESTADO SUP. COSECHADA (ha) TONELADAS VALOR ($)

México 1,036 14,751 426,570,000.00
Zacatecas 1,329 29,257 85,538,339.00
B.C.N. 1,49 21,454 219,207,286.00
Jalisco 1,735 39,366 293,339,560.00
Chihuahua 2,008 73,589 73,589,000.00
Puebla 2,252 30,457 496,570,041.00
Tamau! ipas 2,446 46,500 1,728,031,659.00
Michoacan 2,654 ) 45,477 402,774,576.00
Morelos 2,695 49,380 991,286,000, 00

Guanajuato 5,878 49,273 381,940,045.00
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La cebolla no sdlo es importante por su gran demanda
comercial en la Replblica Mexicana, sino porque también es un pro-
ducto que se exporta y tiene un amplio mercado internacional. Méxi=
co la exporta principalmente a los Estados Unidos. La informacion
- proporcionada por el Departamento de Relaciones Internacionales del
Sector Agropecuario de la D.G.E.A. de S.A.R.H., nos muestran los si-
guientes datos de exportacién:

ARO VOLUMEN (Kg) VALOR(S)
1982 62,760,771 553,113,083.00
1983 62,732,458 862,064,771.00
1984 (Ene.-Abr.) 70,201,087 1,314,690,222.00

Como se puede notar, estas cifras demuestran la impor-
tancia econdmica que representa el cultivo de la cebolla para el
pais como producto de exportacién.

IT.1.6. METODOS DE PROPAGACION

Actualmente se utilizan 3 métodos de propagacién agri-
cola para el cultivo de cebolla., A continuacidn se resume cada uno
de ellos:

1. Siembra directa: Se siembra la semilla en el terre-
no donde se desarrollara definitivamente, se emplean de 4.5 a 6 Kg
por hectdrea; este método es recomendable cuando se tiene la seguri=-
dad de que la planta pequefia no sufrird por competencia con malezas,
falta de aqua o por plagas del suelo.

2. Plantacion de bulbillos en el lugar definitivo:
Este método es usado cuando sepractica la siembra de temporal y con-
siste en dejar la planta expuesta al sol por varios dias hasta que
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el "rabo" se seque y quede unicamente el bulbillo que posteriormen-
te serd plantado en el lugar definitivo, asi la planta tendré mayo-
res posibilidades de sobrevivir a una sequia y reanudar su crecimien
to durante la temporada de !luvias.

3. Transplante: Este método es e! méds importante por
ser el mas usado y el que ha dado mejores resultados. Congiste en
sembrar las semillas en almicigos, dejar que las plantas alcancen
una altura de 20 cm aproximadamente, &sto es al mes y medio o dos me
ses después de la siembra y posteriormente se transplantan al lugar
definitivo, para este método se requieren de 1.5 a 2 Kg por hectarea
(Montes, 1972).

I11.1.7. ENFERMEDADES Y PLAGAS

Los dafios producidos por insectos, en general, son po-
co importantes, debido al efecto insectifugo de las esencias propias
de la cebolla y rara vez ocasionan danos de consideracidn (Albertos,
et al., 1971). A continuacidn se enlistan algunas plagas que atacan
a la cebolla (S.A.R.H., 1974}.

Micromyzus formosanus Takah., o pulgén, chupa los jugos de las hojas
de la cebolla.
Copitarsia turbata (H.S.) conocida como palomilla, capturada en estado

adulto sobre cebolla sin indicarse sus habitos.

Peridroma saucia (Hiliner) conocido también como qusano trozador, cuan
do se encuentra en estado larvario corta a las plantitas arriba de

la base del tallo.

Frankliniella occidentalis (Pergagnde) o trips, se han colectado en

cebolla sin indicarse sus dafios en ella.

Thrips tabaci (Lindeman) o trips de la cebolla, chupa los jugos de
las hojas.

Plesiothrips sp. también conocidos como trips, fueron colectados en

cebolla sin indicarse sus dafos.
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Llos hongos y bacterias s1 causan graves danos en las
ceballas producicendo diversas enformedades, a continuacion se enlis~-
tan algunas:

Mancha plrpura. Producida por ! hongo Alternaria porri
(E11). Se ha localizado en los estados de San Luis Potosi y Tamauli-
pas. En éste QlMtimo estado la cebolla ha temido serios problémas con
este hongo sobre todo porque la mayor parte de la produccidon se des-
tina para la exportacion a los Estados Unidos (Montes,1972). La en~
fermedad comienza con l!a formacion de pequefas  !esiones hundidas y
en cuyo centro aparecen manchas oscuras que se agrandan tomando un
color plrpura separadas de! tejido sano por una zona clara; estas
manchas !legan a rodear hojas y tallos.

Otra enfermedad os la pudricidn suave ocasionada por

la bacteria Frwinia carotovora (Jones) Ho!land, se ha localizado

esta enfermedad en el Estado de Moxico. Penctra en las raices y
bulbos a través de heridas ocasicnadus por inscectos o por la labran-
za., Frecuentemente los bulbos y rafces afectados despiden mal olor
y sus tejidos internos se encucntran desintegrados.

La enfermcdad conaida como cenicilla vellosa o mildiu

velloso es producida por e! hongo Peronospora destructor. Se presen—

ta copn regular frecuencia sobre todo en 'a regidon central de la Re-
plblica Mexicana y a veces ocasiona pétdidas conslderables. Entre
sus principales sintomas se observan cuerpos globosos de color roji-
zo o plrpura cerca de las puntas de 'as hojas viejas; las hojas se
amari!an y se rompen,e! tallo también puede ser infectado. La en-
foermedad es grave con épocas tluviosas, ol hongo scbrevive en los
bulbos o en e! suelo para ocasionar las primeras infecciones para
el aho siquiente. Se ha encontrado en los estados de México y Jalis-
co.

Pudricion de! bu'bo. Esta enfermodad es causada por el

hongo Fusarium oxysporum £, cepae (Hans,) produce la pudricidn del
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bulbo y raices. Es comiin observar amarillamiento de la parte aérea y
la marchitez de la misma. Las rafces generalmente presentan un color
rosado y poco a poco se van pudriendo., Frecuentemente la pudricidn
estd asociada a la presencia de gusanos del suelo, Se localizd en Mo
relos y Tlaxcala,

Pudricién bacteriana. Producida por Pseudomonas
allicola Starr y Burkh. Ocasiona la pudricidn suave del bulbo scbre
todo durante el almacenamiento. Se reportd en el Estado de México.

La enfermedad del carbdn. Es producida por el hongo
Urocystis cepulae Frost, es de las mds destructivas y ataca a la plan

ta cuando estd brotando. En las hojas y en las escamas de los bulbos
aparecen manchas bien definidas que posteriormente se convierten en
plstulas, las cuales al romperse dejan al descubierto n)anchas negruz
cas y polvorientas llenas de esporas. Esta enfermedad se report6 en
el Estado de Morelos (Garcia, 1979 a; Garcia, 1979 b).

11.2, CULTIW DE TEJIDOS VEGETALES
11.2.1. GENERALIDADES

El témino de cultive de tejidos vegetales es definido
por Street (1977) como cualquier tejido multicelular puesto en un me
dio sdlido o puesto en un sustrato y nutrido por una solucién liqui-
da en el cual las c&lulas estdn en continuidad protopldsmica. Los
principios del cultivo de tejidos estdn contenidos en la teoria ce-
lular expresada en 1838-1839 por Schleiden y Schwann la cual postula
que cada c&lula viva de un organismo multicelular es capaz de ser au
ténoma y presentar totipotencialidad, &sto es, que una c@lula totipo
tente es aquélla capaz de desarrollarse en un organismo completo
(Dodds y Roberts, 1982; Gautheret, 1982). Esta teorfa fue obvia para
el caso del huevo y de la espora, pero no para las células somdticas.
Pas6 mucho tiempo para poder demostrar esta teoria. E! primer paso
fué logrado por Haberlandt en 1902 quien hizo el primer intento para
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cultivar célu'as aisladas 1n vitro en un medio nutritivo  pero no
logrd la divisién celular, en parte esto se deb1d a que uso un me—
dio nutritivo relativamente simple ya que uti!izd células altamen-
te diferencidas (Gautheret, 1982; Dodds y Roberts, 1982).

E! pramer €xito en e! cultivo de 6rganos fué logrado
por White en 1934 con !'a drmostracidn del crecimiento potencialmen-
te ilimitado de puntas de raices aisl'adas. Los dos problemas princi
pales a los que se enfrentd White son: a) la eleccibn del material
vegeta! correcto y b) la formulacién de un medio nutritivo satisfac
torio. Por esc mismo tiempo Went descubrid que la auxina &cido 3-in
dotacttico es la que promueve el crecimiento celular que ya habia
sido descublerta por e! quimico Salkowski en 1885 pero se descono-
cia su funcidn (Gautheret, 1982).

En 1939 Gautheret en Paris, Nobecourt en Grenoble y
White en Princeton lograron el primer CTV en el sentido amplio del
término, al obtener callo a partir de tejido del cambium de tabaco
y zanahoria gracias al uso de AIA (Caldas, et al., 1975; Dodds y
Roberts, 1982: Gautheret, 1982).

Para las dicotiledéneas, las auxinas indujeron la pro-
liferacidn de canbium y e! desarrollo de tejidos capaces de diferen-
ciarse dentro de éste, pero !as monocotlleddneas crecieron pobremen-
te con auxinas. Un nuevo progreso se obtuvo con el agqua de coco, la
cual Overbeck en 1941 utilizd con éxito para el desarrollo de embrio
nes hibridos de Datura, cuando se probd con tejidos de zanahoria se
observl una gran proliferacién (Dodds y Roberts, 1982; Gautheret,
1982} .

Fn 1950 More! aclard que no era una auxina el factor
que promueve ¢! crecimiento. En 1955 la cinetina fué el primer miem
bro aistado d» las citocininas, mds tarde se reconocid a otra cito-
cinina, la zeatina, !a cual se encuentra en el agua de coco. Final-
mente se a0 la combinacion de auxinas y citocininas y €sto aunado

a una nueva solucidn de sales propuesta por Murashige y Skoog en
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1962, permitieron el crecimienhto de la mayorja delos tejidos (Dodds
y Roberts, 1982). Las investigaciones sobre organogénesis fueron las
bases para lo que ahora es 1llamado genéricamente micropropagacién.

En 1964, Morel aplicd esta técnica a la propagacién clo
nal de orquideas logrando mediante el cultivo de meristemos la erra-
dicacibn de los virus.

Durante los afos de 1960 se demostrd que las anteras de
angiospermas tenfan el potencial para producir un vasto nlmero de em
briones haploides. Otro desarrollo de esta misma década fué la téc-
nica del aislamiento de protoplastos (Dodds y Roberts, 1982; Gauthe-
ret, 1982).

Otras aplicaciones que recientemente se han realizado
es el aislamiento de metabolitos secundarios a partir de cultivos
in vitro (Gautheret, 1982).

II1.2.2. MEDIO DE CULTIVO

La composicién del medio de cultive es un factor deter-
minante asi como lo son la edad y tipo de explante para lograr la
regeneracioh o el crecimiento del cultuivo. Los requerimientos nu-
tritivos bisicos para las cflulas vegetales in vitro son muy simila-
res a aquellos utilizados normalmente para las plantas (Murashige,
1974; Gamborg, et'al., 1976; Dodds y Roberts, 1982). El medio Mura-
shige-Skoog (MS) {1962) o Linsmaier y Skoog ({LS) es usado muy am-
pliamente, en particular si el objetivo deseado es la regeneracitn
de plantas (Gamgorg, 1984).

El medioc para casi todos los cultivos comprende cinco
grupos de componentes: nutrientes inorginicos, fuente de. carbono,
vitaminas, reguladores de crecimiento y suplementos orgdnicos (Gam-
borg,et al., 1976; Gamborg, 1984).

Los nutrientes orgdnicos consisten de sales minerales,
los cuales suministran a los cultivos los requerimientos de macro y
micronutrimentos como son N, K, P, Mg, S, Ca, I, B, Mn, Z2n, Mo, Cu,
Co, y Fe.
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Las célutas cultivadas utilizan sin excepcidn sacarosa
y glucosa casi conel mismo efccto. La fructuosa es menos eficiente.
La sacarosa en e! medio es rdpidamente convertida a glucosa y fruc-
tosa, primero s utilizada la glucosa y posteriormente la fructosa.
El myo-inosito! es adicionado al medio como factor del crecimiento,
las células vegetales en cultivo requieren tiamina (vitamina Bl)'

También hay numerosos reportes sobre efectos benéficos
alcanzados por la adicidn del! dcido nicotinico, piridoxina (vitamina
BG),pantotenato, biotina y folato, que se usan en cantidades traza
(Dodds y Roberts. 1982; Gamborg,1984) .

Aunque las células cultivadas normalmente son capaces
de utilizar todos los aminodcidos, la adicidn de L-glutamina (2.0
a 8.0uM) o mezcla de aminodcidos, frecuentemente es benéfico. El
hidroli1zado de caseina es comunmente utilizado con éxito y consiste
de una mezcla indefinida de por lo mencs 18 amincdcidos (Gamborg,
et al., 1976; Dodds y Roberts, 1982).

Entre los suplementus organicos se encuentra la peptona,
el extracto de levadura, el extracto de malta, el agua de coco, los
jugos y pulpas de frutos, los cuales tienen una composicidn variable
y desconocida, el uso de estos suplementos no es muy comin hoy en
dfa, pero no deben ignorarse cuando 'as mezclas quimicas definidas
no producen los resultados deseados (Thorpe, 1982; Dodds y Roberts,
1982; Gamborg, 1984).

17.2.3.REGULADORES DEL CRECIMIENTO

En 1957 Skoog y Miller (Dodds y Roberts,1982) estable-
cleron la teoria del ba'ance hormonal segln la cual el inicio de ta-
Hos y raicez en el cultivo de callos podia ser regulada por una re-
lacidnparticular de auxinas y citocininas; sin embargo no todas las
especies responden iqual! a este balance hormonal por lo que se su-
gierc ensayar distintas combinaciones de los requladores del creci~
mionto para determinar 'as mejores concentraciones y combinaciones

hormonales que induciran la respuesta de los tejidos en cultivo.
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Los requladores del crecimiento juegan un papel importante en el
control de la divisidn y diferenciacién de las células vegetales,

Sin embargo falta mucho por entender de su accidn a ni-
vel molecular (Street, 1977).

Existen tres grupos principales de reguladores del cre-
cimiento los culaes son importantes en el CTV y son las auxinas, las
citocininas y las giberelinas, las .dos primeras son las que mas se
necesitan para un buen &xito en micropropagacidn (Thorpe, 1982).

la propiedad comin de las auxinas es inducir el alarga-
miento celular de los tallos, las principales auxinas que se utili-
zan son:AIA (4cido 3-indolacético), ANA (&cido ©< -naftalenacético) y
2,4-D (2,4~diclorofenoxiacético).

El AIA es una auxina natural y las otras son sintéticas.
El &cido 3-indolacético es afectado por factores que estimulan su
degradacién como la 1luz, los perfxidos y ciertas enzimas vegetales,
un ejemplo es la AIA oxidasa {Salisbury y Ross, 1978).

Otros compuesto efectivos son el 2,4,5,-T (acido 2,4,
5-Triclorofenoxiacético) . Las auxinas también estimulan la dinicia-
cibn de la raiz. El AIB (4cido indolbutirico) es muy utilizado para
el enraizamienito (Dodds y Rcberts, 1982; Gamborg, 1984),

Las citocininas son derivdas de la adenina y tienen un
papel importante en la divisién y en la . diferenciacién celular.

Las citocininas usadas mis frecuentemente son:

K (6-furfurilaminopurina), BA (6-bencilaminopurina),2 (zeatina), e
IPA (isopenteniladenina) (Hall, 1976; Dodds y Roberts,1982; Gamborg,
1984).

La zeatina es una citocinina natual identificada por
Letham en 1964 en Nueva Zelanda y casi simultaneamente por Miller en
Indiana, ambos la aislaron del endosperma del ma%z (Salisbury y Ross,
1978).

Muchas purinas sustituidas y ureas, han reemplazado con
éxito a las citocininas para inducir la organogénesis,
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las gibere!inas son usadas generalmente para la regene-
racién de plantas después de que ha ocurrido 'a formacién de primor-
dios (Thorpe y Patel, 1984).

las giberelinas y e! &cido abcisico adicionados al medio
han demostrado tener un papel importante en la formacidon de drganos:
finalmente otros metabolitos tales como los &cidos fendlicos han de-
mostrados aumentar la organogénesis en algunas especies {Thorpe y
Patel, 1984).

IT.2.4. CONDICIONES DE INCUBACTON

Las condiciones bajo las cuales se mantienen los tejidos
cultivados determinan su éxito ya que afectan su desarrollo (Arditti
y Strauss, 1979). Hay muchos aspectos de las condiciones de la incu-
bacién que pueden influir en el desarrollo organizado, estos inclu-
yen: 1) la forma fisica del medio, 2) el pH, 3) la humedad y la at-
mosfera, 4) la luz, 5) la temperatura.

1) La forma fisica de!l medio se refiere a si es liquido
o s6lido, interiviene en el crecimiento y diferenciacidn del callo
en la fase liguida, habiendo mayor proliferacidn de c&lulas del
callo porque todas estdn en contacto con el medio de cultivo.

2)El pH para el medio liquido se ajusta generalmente a
5.0 y para el medio s6lido a 5.8 (Thorpe y Pate, 1984), pero el in-
tervalo que se calcula para la asimilacién de nutrientes es de 5.0 a
6.5 (Thorpe, 1982). Dougall y Verma (1978) en (Thorpe, 1982} demos=-
traron que la capacidad de utilizacidn del NHq por cultivos celula-
res como Gnica fuente de N, dependid de que e! pH estuviera arriba
de 5.0.

3) Humedad y atmdsfera, virtualmente no hay estudiosos
de los efectos de la variacién de niveles de humedad en el desarro-
110 organizado. Parte de las razones es que la humedad relativa (HR})
de! medio ambiente estd encerrado a 100%. Sin embargo Bouniols
(1974) con (Thorpe, 1982) han demostrado claramente que la humedad
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relativa que rodea a los cultivos influye en el patron de desarrollo
organizado.

4) La !uz es el principa! factor del medio ambiente del
cultivo y se ha demostrado que tienc un efecto en el desarrollo or-
ganizado in vitro. La 1luminacion debe conciderarse en términos de
intensidad, calidad y periodo de iluminacidn (Arditti y Strauss,
1979} .

A' respecto cabe mencionar rfue los requerimientos de
luz durante el <cultivo de tejidos son diferentes a los de las plan-
tas autdtrofas en su hdbitat. En los tejidos en cultivo y aln en las
plantulas in vitro, la fotosintesis no es una actividad necesaria,
excepto durante la etapa de adaptacidn de las condiciones ambienta-
les debido a que los carbohidratos son suplementados al medio, no
obstante la luz es necesaria para reqular alqunos procesos morfoge-
néticos y se ha reportado su importancia para la formacién de brotes,
la iniciacién de raices y durante !a cmbriogendsis somiatica.

Intensidad es l!a brillantes de la luz que incide en el
tejido.Murashige (1974) establece para Asparagus, Gerbera, Saxifraga

y algunas bromeliaceas una intensidad Gptima de 1,000 lux para la
fase T y 1I que consiste en el establecimiento aséptico del tejido
en un medio de cultivo y la produccidn de 6rganos y de 3,000 a
10,000 lux para la fase 111 que incluye el enraizamiento, robusteci-
miento y conversiéon de plantas heterttrofas a autétrofas.

Cantidad: este término se refiere al fotoperiodo que
no es mis que !a cantidad de horas-luz a las que estd expuesto el
explante. Se sabe que la planta en condiciones normales requiere un
cierto tipo de fotoperiodo ya sea de dia corto, largo o neutral, y
de alguna manera, por mecanismos hasta shora desconocidos.va a mani-
festar esta necesidad cuando se encucntre en condiciones in vitro.
Aparentemente ¢! factor que mas Influye en la planta es el total de

energfa radiante de una ca!idad especifica. Gautheret describid un
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fotoperiodo de 12 horas de luz como el dptimo para la iniciacitn de
raices y tallo en Nicotiwna y Helianthus (Murashige, 1974).

Calidad es en si el color de la luz y cada planta tiene
sus requerimientos especificos al respecto.Se ha visto que dentro
del expectro luminoso, la regidn del azul permite la formacidn Je
brotes aéreos y la del rojo forma raices, se sabe tambifn que estos
dos colores son absorbidos, por la clorofila y si la fuente de ilumi-
nacidn tiene un alto porcentaje de estos colores es considerada de
buena calidad (Murashige, 1974).

5) Temperatura; generalmente los cultivos se conservan
a una temperatura constante entre 20 y 30 °C. Sin embargo la tempera-
tura Sptima para el crecimiento y diferenciacidn de una especie en
particular debe de terminarse, pues diferentes especies tienen dife-
rentes dptimos (Thorpe, 1982) .

11.2.5. IMPORTANCIA EN F1TOMEJORAMIENTO

Los factores que influyen en cualquier espepcie vege-
tal pueden dividirse en dos clases: a)variaciones debidas al medio
ambiente y b)variaciones debidas a'la herencia, Estas Qltimas se ori~
ginan por recombinaciones de genes después de una hibridacibn, por
mutacidn y por poliploidias, de esta manera por medio de estos proce-
sos las especies vegetales han evolucionado en la naturaleza y han
alcanzado su estado actual de desarrollo (Milton, 1974).

Cuande se selccionan plantas por tener caracteristicas
deseadas se recurre a métodos tradicionales para conserxvarlas y pro-
ducirlas, sin embargo,este proceso es en muchos casos lento, con muy
baja produccitn de individuos con esas caracteristicas y es costoso,
ademas, no se tiene la certeza de que las semillas producidas origi-
nen plantas con algunas de las caracteristicas parentales.

Lo valioso de la propagacidn asexual es que se produ-
cen plantas de genotipos seleccionados con la sequridad de que las
caracteristicas deseadas de la planta son retenidas a través de su
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clonacitn lo cual puede obtenerse por medio de la propagacidén in
vitro (Murashilge, 1974; Thorpe y Patel, 1984).

El CTV es un método de propagacidn que permite mayor
rapidez de multiplicacién vegetal. La clonacidn también puede aumen-
tar el valor de la progenie y la produccidén de semillas de calidad
(Murashige, 1978; Thorpe y Patel, 1984).

Otra ventaja de la técnica es quelos patfgenos son ex-—
cluidos, dando como resultado el aumento en el vigor y cualidades de
la planta.

También pueden presentarse en los cultivos in vitro
plantas con caracteristicas que difieren del cultivar. Generalmente
las plantas aberrantes son inferiores en sus caracteristicas pero oca
sionalmente pueden tener mejores cualidades y Estas pueden ser aumen-
tadas ventajosamente en un nuevo cultivar (Murashige, 1974; Mura-
shige, 1978; Thorpe y Patel, 1984).

Los métodos in vitro pueden servir a-los cultivadores
de dos formas: primero,algunas t&cnicas pueden servir de ayuda para
lograr los objetivos tradicionales de cultivo. Segundo,acercarse al
desarrollo de genotipos que nopueden cobtenerse por los métodos con-
vencionales, aumentando asi la variabilidad genética de la especie.
Las ténicas de cultivo de embriones , &vulos y ovarios pueden usarse
para ayudar al 'primer propdsito mientras que las técnicas de proto-
plastos pueden ser {itilés para el segundo. Los cultivos de células
aisladas, anteras y microsporas se podrian aplicar a ambos (Murashi-
ge, 1978).

1I.2.6.CULTIVO DE TEJIDOS VBGETALES EN Allium Y ESPECIES CERCANAS
A Allium cepa L.

En lo que se refiere al cultivo in vitro de monocoti-
ledoneas los explantes que se utilizan con mis frecuencia para‘la in-
duccibn de brotes adventicios son: las yemas auxiliares, las escamas,
la base de la hoja, el tallo, las inflorescencias y partes de la flor
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pedicelos, ovarios, pétalos,polen, etc. Las yecmas axilares cultiva~
das en medio con citocinihas, desarrollan ramificaciones incremen—

tanduse en subcultivos, csto se ha analizado en Gladiolus, Frassia e

Iris {Hussey, 1982). E! principa! método de propagacién en este gru-
po de plantas es la 1nduccidon de brotes adventicios directamente de
los explantes sin recurrar a la formaocidn de callos.

Fujieda et al. en 1977 indujo la formacién de brotes ad-

venticios a partir de apices con placa basa! de Allium fistulosum.

Utilizo el medio MS suplementado con K (de 1.0 a 2.0 mg/l} y con ANA
(1.0 mg/1) y a los cuarenta dias obtuvo los brotes adventicios.

En Allium porrum (poro), también se han obtenido brotes
a partir de explantes de la region basal, el medio de cultivo utili-
zado fue el BDS utilizado por Dunstan y Short, en 1977, se le agregd
2iP (6.0 a 8.0 mg/1 } y ANA (de 1.0 a 2.0 mg/1 ) (Dunstan y Short,
1979 b).

Nome en 1981 regenerd plantas de Allium sativum (ajo)
libres de virus apartir de meristemos apicales. Los mejores resul-
tados los aobtuvo con el medio MS mas 1 ppm de ANA y posteriormente
subcultivados con un medio sin hormonas.

Fridborg en 1971 logrd la induccién de callo a partir
de escamas intérnas de Allium cepa L. a las seis semanas usando el
medio BS y 2, 4-D (5 uM), a los oocho meses logro el desarrollo de
plantulas cone! mismo medio de cultivo y 2iP (5 uM ).

Hussey (1978) también indujo la formacidn de brotes ad-
venticios a partir de apices con placa basal y escamas con placa ba-
sa! de Allium cepa L. El medio de cultivo utilizado fue el MS modi-
flcauw ouyun el autor del trabajo. Los fitorequladores que dieron
mejores resultados fueron BAP (0.5 a 4.0 mg/!) y ANA (0.5 a 2.0 mg/1}
Con el 2iP (0.5 a 4.0 mg/!) tuvo una respucsta parecida a la inducida
por BAP.

También Dunstaﬁ y Short (1979 al han desarrollado plan-
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tulas a partir del capitulum de la cebolla puesto sobre medio sdli-
do y han logrado la regeneracidn &ptima con el medio BS modificado
por Gamborg, et al. en 1968, con altos niveles de fosfatos y nitro-
geno, y con bajos niveles de 2, 4-D conteniendo 1.0 mg/1 de BAP.
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IIT. OBJETIVOS

Los objetivos planteados para el presente trabajo fue=
ron intentar la transferencia de las tecnologias de propagacién in
vitro de Allium cepa L. logrado en otros paises, adaptandolo a las

necesidades y condiciones de México.

Para esto, se seleccionaron cultivares de cebolla de
importancia econ®mica tanto por su consumo nacional (cv. Cojumatlan)
como por ser de exportacidn (cv. Suprema).

Dado que !a respuesta de los cultivos in vitro es en
ocaciones altamente especifico ya que varia la respuesta aGn en cul-
tivares de la misma especie {(Rubluo, et al. 1984), se tratd de esta-
blecer las concentraciones de reguladores del crecimiento como las
condiciones de incubacién para una propagacidn clonal y masiva lo
cual ofrece maltiple ventajas como ya se menciond; también se hiciet
ron pruebas con dos diferentes explantes para comparar la capacidad
de regeneracién de éstos.
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IV.MATERIALES Y METODOS
Iv. 1. MATERIAL BIOLOGICO

Para larealizacidn de este trabajo se utilizaron bul~
bos de cebolla, Allium cepa L., de los cultivares Cojumatlén y Supre
ma de una edad de cuatro-meses y medio aproximadamente.

El cultivar Cojumatlan se consiguid en el mercado local
de XYochimilco, D.F. y el cultivar Suprema se consiquid directamente
en un campo de cultivo de cebolla en el ejido "Las Tinajas" en Cuau-
tla, Morelos.

1os explantes utilizados fueron &pices con placa basal
o platillo basal y escamas (hoja) con placa basal (tallo), (figs. 1
Yy 2).

IV. 2. ESTERILIZACION Y DISECCION DE LOS EXPLANTES

Los bulbos se lavaron con agua corriente, se quitaron
las hojas y raices y la catifila mis superficial. Una vez hecho &sto,
los bulbos limpios se 1levaron a la campana de flujo laminar donde se
sumergiercn en etanol al 90 por ciento durante un minuto. A continua-
cién el bulbo se dividié a la mitad, de forma transversal al eje de
crecimiento sobre una caja de Petri estéril, se desechd la parte su~
perior y la base se dividid en cuatro fragmentos como se indica en
la figura 1.

Cuando se tuvieron los cuatro fragmentos de cada bulbo,
se pasaron por una solucidn de etanol al 70 por ciento v/v y se deja
ron un minuto, posteriormente los fragmentos se pasaron a un vaso de
precipitado con una solucidn de hipoclorito de sodio al 33.3 por
ciento v/v de cloralex comercial (2 por ciento de cloro activo) y se
dejaron en agitacién por diez minutos, después se metid el vaso de
precipitado a la campana, y ahi se enjuagarcn cuatro veces con agua
destilada esterilizada, a continuacidn se procedid a hacer la disec~
cibn de las escamas con la placa basal; con ayuda de un microscopio
estereoscdpico, unas pinzas, una aguja de diseccifn y una navaja, se
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Fig. 1. Diseccién de los bulbos para la esterilizacién. a) se lavan los bulbos y se quitan las ho-
jas y las rafces; b) el bulbe se divide a la mitad haciendo un corte transversal al eje

do crecimiento; c) la parte superior se elimina y la inferior dl) ¥ dz) se divide en 4 fragmentos

(dos vistas).
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Fig. 2. Diseccidn de los fragmentos de bulbo para obtengr las escamas con placa basal. a) Se
quita el tejido mds superficial y dafado y b) se cortan fragmentos que contengan 3 es
camas con placa basal de las dimensiones que se seflalan en el dibujo.




ZONA DEL

Fig. 3. Diseccidn de los 8pices cpn placa basal. a) Se lava la cebolla y se le quitan hojas y raj
ces; b) el bulbo se djvide a la mitad; ¢) si se observan dos 2onas de pices como se mues
tra en este dibujo se divide el bulbo para separarlas; d) se quitan las escamas circundan-
tes hasta tener fragmentos como se sefialan en el dibujo y ; e) uma vez esteri!izados éstos,

se quitan las escamas dafiadas hasta obtener los apices.
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cortaron los bordes de cada fragmento y posteiormente se cortaron seg
mentos de tres escamas con placa basal, el explante tuvo una longitud
de 6+ 1mmy 4+ 1 mmde ancho, la placa basal midié 2 + 1 mm de
grueso como se indica en la figura 2 y finalmente se pusieron tres
explantes en cada frasco.

El procedimiento de esterilizacidn que se siguid para
los explantes de escama con placa basal se utilizd también para los
explantes de dpices con placa basal, sblo que en aste caso los frag-
mentos que se seccionaron del bulbo fueron aquellas zonas en las que
a simple vista se observd que contenfan el dpice como se describe en
la figura 3.

Para la diseccitn se quitaron las hojas que rodeaban al
dpice, el tamaio del explante fué de 5 + 1 mm de alto por 4 +1mm
de ancho. Se colocaron en tubos de ensayo con el medio de cultivo.

V. 3. SIEMBRA

Dado que el medio de cultivo contiene nutrientes que
podrian favorecer el desarrollo de microorganismos como bacterias y
hongos que ademds de tomar los nutrientes del medio destruirian al
tejido y podrian arrojar al medio sustancias tdxicas, lo que afecta-
ria al desarrollo del explante (Dodds y Roberts, 1982), la siembra
se realizd en un area aséptica en una campana de flujo laminar (VECO).
Antes de desinfectarla se puso a funcionar y se introdujo todo el ma
terial que se requirid para la siembra, ésto incluyd frascos con me-
dio de cultivo, microscopio estereoscdpico, instrumental (navaja de
acero inoxidable, pinzas, espatulas, agujas de diseccidn, bisturf,
etc.), el instrumental! se colocd en un recipiente con alcoho! etillico
industrial al 70 por ciento, las cajas de Petri esterilizadas y los
bulbos. .

Una vez que el material estuvo dentro de la campana de

flujo laminar, se desinfectd superficialmente con alcoho! etilico in
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dustrial al 70 por cicnto, para asegurar la asepsia se trabajo cerca
de mecheros Bunsen, las pinzas y espatulas se flamearon en cada oca-
216N que se uti1lizaban.

ya que estd desinfectado el material se procedid a la
esterilizacion del area de sembrade con alcchol etilico industria!l
al 96 por ciento y se dejd secar e! alcohol.Una vez seco se encendio
1 mechero y se dejd asi por 10 minutos antes de empezarla csterili=-
zacién de los explantes.

Para aislar las escamas con placa basal se utilizd un
microscoplo estereoscopico y un ocular micrométrico para medir el ex
plante, pero posterior mente ya no fue necesario y se efectud rutina
riamente a simple vista.

Se sembrarcn tres explantes de escama con placa basal
en cada frasco; en el caso de los apices con placa basal se coloca~
ron dos en cada tubo de ensayo.

IV.4. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado fue el MS modificado por
Hussey {1978). En el apéndice I se describe la contitucién del medio.

Para la preparacién del medio de cultivo se usaron solu
ciones concentradas de sus diferentes componentes, macronutrimentos,
solucidn de Fe con EDTA, inositol, vitaminas y glicina, preparadas
para 10 y 20 litros como se muestra en el apéndice 11. Se conservaron
en refrigeracién a 6 °C hasta su utilizacidn. Se tomaron alicuotas
de la solucidn concentrada segin calculos para la cantidad de medio
que se iba a preparar y se mezclaron en una parrilla de agitacién,
posteriormente se agreg® !a sacarosa y despuds los fitorrequladores.
A continuacién se aford la solucidn y se ajustd el pH entre 5.7 y
5.8 con NaCH (0.1 y 0.5 N} y HC! {0.1 y 0.5 N}.

Esta solucidn se calentd en una parrilla de agitacidn,

y una vez que cstuvo tibia se le agregd e! agar y se dejbd calentar
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hasta que se disolvid. Se vaciaron 20 m! del medio de cultivo en un
frasco de boca ancha de 100 ml de capacidad y en los tubos de ensa-
yo de 25 % 150 mm se agregaron 16 ml, posteriormente se taparon con
papel aluminio y se sellaron con una liga de hule. El medio se este
rilizd en una autoclave a 20 lb/pulg2 de presién y 126 °C durante
15 minutos. Los fitorrequladores utilizados fueron la auxina ANA
y las citocininas BAP y 2iP. A continuacidon se muestran las combi-
naciones hormonales para apices con placa basal:

BA (mg/1) ANA (mg/1)
0.5 0.12
0.5 0.5
1.0 0.12
1.0 0.5
2.0 0.12
2.0 0.5
3.0 0.12
3.0 0.5
4.0 0.12
4.0 0.5

Estas combinaciones se probaron a 27 + 2°°C de temperatu

ra con 16 h de luz y 1,000 lux de intensidad lumincsa.
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las siquientes combinaciones para dpices con placa basal
también se incubaron a 27 + 2 °C con 16 h de luz y 1,000 lux de inten
sidad luminosa.

2ip (mg/l) ANA (mg/l)}
0.5 0.12
0.5 0.50
1.0 0.12
1.0 0.50
2.0 0.12
3.0 0.12
3.0 0.50
4.00 0.12
4.0 0.50

Cuando se opbtuvieron las pl&ntulas, é&stas se dividieron
a la mitad y se subcultivaron en el mismo medio para la regeneracidn
(fig. - 4}y se le agregaron los siquientes requladores del crecimien
to BAP { 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mg/1} y ANA (0.5 mg/1), Tanto la re
generacién como las plantulas divididas a la mitad sobre el eje de
crecimiento se incubaron a 27 °C con 16 h de luz y 1,000 lux.

Para los explantes de escams con placa basal del culti-
var Cojumatlin se probaron las siguientes combinaciones:

BAP  (mg/l) ANA (mg/1)
0.5 0.5
1.0 0.5
2.0 0.5
3.0 0.5

4.0 . 0.5
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Fig. 4.

Divisin de! bulbillo obtenido in vitro a partir de dpices con placa basal: a) plantula
regenerada en medio MS modificado por Hussey (1978) con BAP{0.5 - 4.0 mg/!) y ANA (0.12
y 0.5 mg/!) incubadog a 27+ 2 °C con 16 h de luz e intensidad 'uminosa de 1,000 lux; b)
se le quitan hojas y rafces; ¢) el bulbo se divide en dos; d) se subcultiva en el mismo
medio con BAP(0.5 ~ 4.0 mg/1) y ANA (0.5 mg/1; ¢) brotacion miltiple a las cuatro semanas.
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Los explantes de estas combinaciones se incubaron a
20 + 2 °C con 16 hde luz y 1,700 'ux de intensidad lumincsa. Es=
tos explantes también se probaron a 27 + 2 °C con 16 h de luz y
1,000 lux de intensidad luminosa, a continuacidn se muestran 'as
combinaciones de reguladores del crecimiento que se probaron bajo

estas condiciones:

BAP (mg/1) ANA (mg/1)
0.5 0.5
1.0 0.5
2.0 ‘ 0.5
3.0 0.5
4.0 0.5
2.0 0.3

Los explantes de escamas o placa basal se colocaron en
medio de cultivo con las siguientes combinaciones hormonales:

BAP (mg/1) ANA (mg/1)
1.0 0.1
2.0 0.1
3.0 0.1
4.0 ' 0.1
5.0 0.1
6.0 0.1
5.0 0.5
6.0 0.5
1.0 0,7

2.0 " 0.7
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Se incubaron a 27 + 2 °C con 16 h de luz ¥y 1,000 lux deintensidad
luminosa.

A continuacién se nuestran las combinaciones de BAP y
ANA. los cultivos se mantuvieron en condiciones de 20 + 2 °C con fo-
toperfodo de 16 h y una intensidad luminosa de 1,700 lux.

BAP (mg/1) ANA (mg/1)
1.0 0.0
2.0 0.0
3.0 0.0
4.0 0.0
5.0 0.0
6.0 0.0
0.0 0.1
0.0 0.3
0.0 0.7
3.0 0.1
4.0 0.1
5.1 0.1
6.0 0.1
3.0 0.3
5.0 0.5
6.0 0.5
4.0 9.7
5.0 0.7

6.0 0.7
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Debido a que hubo problemas para !a formacidn de
raices en las plantulas obtenidas in vitro, se disefiaron experimentos
para inducirlas utilizando los sigquientes reguladores del crecimien-
to y condiciones de cultivo: Medio de cultivo MS modificado por Hussey
con 3 por ciento de sacarosa y 1 uM de AIB, temperaturade 27 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 h y una intensidad luminosa de 1,000 lux, con luz
roja y luz blanca. También se probd el mismo medio y condiciones de
incubacidn pero sin sacarosa y con luz blanca.

Otras pruebas de enraizamiento se hicieron con el medio
de cultivo ya mencionado con Bap 1.0 mg/l y 2.0 mg/1 y BNA 0.5 mg/1.
Tarbién se probaron luz roja y blanca. Las condiciones de incubacién
fueron 27 + 2 °C con fotoperjodo de 16 h y 1,000 lux de intensidad lu
minosa.

IV. 5. CONDICIONES DE INCUBACTON

Se utilizaron dos condiciones de incubacifn. Una fué a
temperatura de 27 + 2 °C con fotoperiodo de 16 h y una intensidad lu
minosa de 1,000 lux.

La otra condicidn fué con una temperatura de 20 + 2 °C,
fotoperjodo de 16 h y una intensidad luminosa de 1,700 lux,
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

APICES CON PLACA BASAL. En las tablas 1 y 2 se observa -
la respuesta morfogenética de los explantes de dpices cuando se in-
cubaron @ 27 + 2 °C con 16 h de luz y 1,000 lux de intensidad lumi
nosa. La tabla 1 muestra las respuestas de los explantes cuando se
agregd al medio de cultivo BAP (0.5 a 4.0 nmg/1) combinada con ANA
(0.5 ¥y 0.12 mg/1). A las cuatro semanas se observé que en general
hubo respuestas en todas las combinaciones con excepcién de las si-
guientes: BAP= 1.0 mg/l + ANA = 0.5 mg/1 y BAP = 3 mg/1 = ANA=0.12
m3/1; en el primer caso un bajo porcentaje de explantes no presentd
respuesta, €sto puede atribuirse no tanto a las condiciones de cul-
tivo o a los reguladores del crecimiento, sino m3s bien a la posibi=
lidad de haber dafiado a los apices durante la diseccifn. En el sequn
do caso el porcentaje de norespuesta de 21.4 por ciento si es rela-
tivamente alto, agui si podria especularse que en efecto hay una me-
nor respuesta a esta concentracidn de reguladores del crecimiento y
a las condiciones de temperatura, luz o fotoperiodo.

Las cmbiﬁaciones que produjeron mayor nfirero de plan~
tas en promedic por explantes fueron BAP=2.0 y 4.0 mg/1 cambinados
con ANA= 0.5 mg/l (Tabla 1.) sin embargo las combinaciones que tuvie
ron mayor niimero de explantes con brotacidn miltiple fueron BAP= 1.0
y 2.0 mg/1 y ANA= 0.12 mg/l con 58.3 por ciento, cabe mencionar que
el enraizamiento del que se habla aqui fué espontineo y producido
por tejido de explante como respuesta a las condiciones a las que se
sometieron. Cuando el medio tuvo ANA v BAP a la concentracién de 0.5
mg/l se presentd el mis alto porcentaje de enraizamiento que fué del
25 por ciento en comparacidn con las otras combinaciones. Esto po-
dria deberse a que las concentraciones de BAP mayores de 0.5 mg/1 ac
tfian en explantes decebolla de este cultivar, de tal manera que inhi
ben el desarrollo de raices. Sin embargo cuando se baja la concentra
cién de ANA a 0.12 mg/l, tampoco se chservé formacidn de ralces por
1o que se puede notar que es necesaria la combinacidn de ambos regula
dores de crecimiento para el desarrollo de ralces (Dodds y Roberts,
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TABLA 1. RESPUESTA DE APICES CON PLACA BASAL DE ﬁllium cepa L. CULTIVAR COJUMATLAN CULTIVADOS EN MEDIO MS
MODIFICADO Y CON DIFERENTES COMBINACTONES DE BAP Y ANA INCUBADOS A 27 M 2 °C DE TEMPERATURA, 16 h
DE LUZ Y 1,000 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA. (LECTURAS TOMADAS A LAS CUATRO SEMANAS)

REGULADORES DE No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES  No. DE EXPLANIES  No. PLANTULAS/EX No. DE EXPLAN
CRECIMIENTO (mg/1)  CON UNA PLANTULA CON BROTACION CON RAIZ. PLANTE E INTERVALO TES SIN RESP.
BAP ANA (%) MULTIPLE. (%) (%) X INTER. (%)

0.5 0.5 12/20 60.0 8/20 40.0 5/20 25.0 28/20 1.4 12 0/20 0.0
1.0 0.5 11/19 57.9 7/19 36.8 1/19 5.3 27/19 1.4 1-3 1/19 5.3
2.0 045 9/16 56.2 7/16 43.7 3/16 18.7 29/16 1.8 1-6 0/16 0.0
3.0 0.5 10/17 58.8 7717 41.2 1/17 5.8 24/17 1.4 1-2 ~ 0/17 0.0
4.0 0.5 10/18 55.5 8/18 44.4 0/18 0.0 31/18 1.7 1-4 0/18 0.0
C.5 0.12 11/19 57.9 8/19 42.1 0/19 0.0 29/19 1.5 1-4 0/19 0.0
1.0 0.12 10/24 41.6 14/24 58.3 1/24 4.2 35/24 1.5 1-5 0/24 0.0
2.0 0.12 10/24 41.6 14/24 58.3 2/24 8.3 39/24 1.3 1-4 0/24 0.0
3.0 0.12 8/28 28.6 14/28 50.0 3/28 10.7 36/24 1.3 1-3 6/28 21.4

4.0 0.12 20/28 71.4 8/28 28.6 2/28 7.1 26/28 1.3 1-2 0/28 0.0




TABLA 2. RESPUESTA DE APICES CQN PLACA BASAL DE Allium cepa L. CULTIVAR COJUMATLAN CULTIVADOS EN MEDIO MS
MODIFICADO Y CON DIFERENTES COMBINACIONES DE 2iP Y ANA INCUBADOS A 27 + 2 °C DE TEMPERATURA, 16 h
DE LUZ ¥ 1,000 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA. (LECTURAS TOMADAS A LAS CUATRO SEMANAS).

REGULADORES DE No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES  No.PLANTULAS/EX No. DE EXPLAN
CRECIMIENTO (mg/1) COON UNA FLANTULA CON BROTACION CQN RALZ. PLANTE E INTERVALO TES SIN RESP.
2iP ANA (%) MULTIPLE. (%) (8} X INTER. (%)
0.5 0.5 13/18 72.2 5/18 27.7 1/18 5.5 2/18 1.4 1-5 0/18 0
1.0 0.5 12/19 63.1 6/19 31.6 4/19 21.0 17/19 0.9 1-3 0/19 0
2.0 0.5 11/16 68.7 4/16 25.0 1/16 6.2 20/16 1.2 1-3 1/16 6.2
3.0 0.5 10/18 55.5 5/18 27.7 1/18 5.5 22/18 1.2 1-3 3/18  16.6
4.0 0.5. 10/18 55.5 1/18 5.5 0/18 0 12/18 0.6 1-2 7/18  38.8
0.5 0.12 15/18 83.3 0/18 0 1/18 5.5 15/18 0.8 1 3/18  16.6
1.0 0.12 14/18 77.7 3/18 16.6 1/18 5.5 20/18 1.1 1-2 1/18 5.5
2.0 0.12 13/18 72.2 5/18 21.7 1/18 5.5 23/18 1.3 1=2 0/18 0
3.0 0.12 15/20 75.0 4/20 25.0 2/20 10.0 24/20 1.2 1-3 1/20 5.0

4.0 0.12 14/19 73.7 4/19 21,0 2/19 10.5 23/19 1.2 1-2 1719 5.3
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1982).

En la tabla 2 se tienen los resultados de’'las combina
ciones de 2iP con ANA. En éste cuadro se puede cbservar que hubo una
mayor incidencia de explantes sin responder a las diferentes combi-
naciones, scbre todo cuando 2iP tuvo la concentracidn de 4.0 mg/1l y
ANA tuvo 0.5 mg/1 con una proporcién de 38.8 por ciento.

Cuando 2iP y ANA tuvieron la concentracidn de 0.5 mg/1
se encontrd el mayor promedio e intervalo de respuesta en la forma-
cidn de plantulas (tabla 2). También se puede chservar que la produc-
cibén promedio de pléntulas por explante y el intervalo son similares
con las demis combinaciones de reguladores de crecimiento. A la con-
centracidn mds baja de ambos reguladores del crecimiento, 2iP con
0.5 mg/l y ANA con 0.12 mg/1l no se desarrolld la brotacidén miltiple.
Cuando el medio tuvo 2iP a la concentracidn 1,0 mg/1 y ANA a la con-
centracidn de 0.5 mg/l se encontrd el mayor porcentaje en la formacidn
de raices. '

Como se pone de manifiesto en las tablas 1 y 2 vemos
que si existen diferencias en la respuesta cuando se usan BAP y 2iP
ya: qué BAP tiene un mayor efecto en la produccidn de plantulas,
de brotacitn miltiple y de formacidn de raices como lo demuestran los
resultsdos. Esto no concuerda con lo reportado por Hussey (1978) ya
que indica que 2iP y BAP tienen efectos muy similares para explantes
de dpices de cebolla, sin embargo, los datos concuerdan con aquellos
informados por Rubluo et al. (1984) quienes trabajando con hoja inma
dura de chicharo no lograrcn inducir morfogénesis en presencia de
2iP y ANA, en cambio con BAP y ANA tuvieron una buena respuesta morfo
genética. Estas diferencias son debidas probablemente a efectos geno-
tipicos de los explantes mismos como 1o han propuesto Mok y Mok
(1977).

Una vez que se obtuvieron las plantulas con las condi-
ciones de las tablas 1 y 2, se separaron y se le quitaron las hojas
y rafces en caso de que las tuvieran y se dividieron a la mitad con
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e! objeto de suprimir la dominancia apical!, ya que , como lo reporta
Hussey (1982) el éxito para la formacidn de yemas axilares y adven-
ticias depende de! grado de dominancia apical! mostrado por el culti-
var, de tal forma que suprimiendo a ésta se permita el desarrollo de
las pléntulas. Los resultados se pueden ver en la tabla 3. Como se
puede observar, el porcentaje de explantes sin respuesta fué muy ba-
jo con excepcidn de la combinacidn BAP= 2mg/l con ANA =0.5 mh/l. EL
porcentaje de brotacién miltiple en las cinco combinaciones es en
general alto, siendo e! mayor porcentaje de 100 por ciento con la com
binacidn Bap = 2.0 mg/1 y ANA = 0.5 mg/l y el md8s bajo fue de 87.5
por ciento, con la combinacidn BAP = 4,0 mg/l con ANA= 0.5 mg/l., El
mejor desarrollo de plantulas por explante se obtuvo con'la combina
¢ion de BAP=1.0 mg/l con ANA= 0.5 mg/1l, los cuales dieron un prome
dio de 3 plantulas por explante,

También puede observarse que el intervalo de formacion
de plantulas fué muy variable y precisamente la combinacién que pre-
sentd mayor nimero de plantulas por explante fué la que tuvo un in-
tervalo mis amplio de formacidn de plantulas.

La combinacidn que produjo la mayor frecuencia de enrai-
zamiento espontdneo de estas combinaciones fue BAP=2.0 mg/1 combina-
da con ANA =0,5 mg/1.

Estos reesultados indican que hay quehacer mas pruebas
con este explante ya sea cambiando factores ambientales o reguladores
del crecimiento para tratar de obtener un Optime en la produccidn
de pléntulas.

En las tablas 1, 2 y 3 se cbserva algo en comin, cuan-
do el medio de cultivo tuvo BAP= 4.0 mg/1 con ANA= 0.5 mg/1 no hubo
formacidn de raices en ninguno de los casos. Segln Stenlid en 1982
propuso que la presencia de auxinas y citicininas en una cierta re-
lacidn estimula la produccidn de ctileno el cual inhibe la formacidn
de raices por lo que el balance de requladores de crecimiento juega

un papel importante en ¢! tipo de respuesta ( Evans, et al., 1981).



TABLA 3. RESPUESTA DE MITADES DE BULBOS DE Allium cepa L. CULTIVAR COJUMATIAN, OBTENIDOS DE APICES REGENERADOS
IN VITRO, SUBCULTIVADOS EN MEDIO MS MODIFICADO Y CON DIFERENTES COMBINACIONES DE BAP Y ANA INCUBADOS
A 27 + 2 °C CON FOTOPERIODO DE 16 h. DE IV2Z Y 1,000 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA. (LECTURAS TOMADAS A

TLAS CUATRO SEMANAS) .

REGULADORES DE

No. DE EXPLANTES

CRECIMIENTO (mng/1) CON UNA PLANTULA

BAP + ANA (%)
0.5 0.5 0 o
1.0 0.5 1/48 2.1
2.0 0.5 0 0
3.0 0.5 3438 7.9
4.0 0.5 4/32  12.5

No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES

CON BROTACION

MULTIPLE (3)
51/53 96.0
47748 97.9
29/29 100.0
35/38 92.1
28/32 87.5

QN RAIZ.

17/53

18/48

14/29

2/38

0/32

(%)

32

37.5

48.2

5.2

No. DE PLANTULAS/EX No. EXPLANTES
PLANTE E INTERVALO. SIN RESPUESA.

51/53

80/48

39/29

27/38

15/32

X

0.96

2.96

1.3

INTER. (%)

2-6 0 0

1-13  2/48 4.2

2-6 5/29 17.2

1-10 0 0
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ESCAMAS CON PLACA BASAL (cv) Cojumatldn. Se observd un
efecto de la temperatura y en general l!a respuesta fué mejor a la tem
peratura mds alta probada (27 + 2 °C). En las tablas 4 y 5 puede ob-
servarse que es alto el porcentale de explantes sin respuesta. En nin
guna combinacidén hubo formacidn de una sola plantula ya que a las es
camas se les habla quitado los apices (meristemos apicales). Cuando
el medio fué suplementado con BAP (1.0 mg/l) y ANA (0.5 mg/l}, hubo un
porcentaje del 33,3 porciento de formacién de brotacidén midltiple (ta-
bla 4), este porcentaje fué el mas alto de las cinco combinaciones
bajo condiciones de 20 + 2 °C y 1,000 lux.

En cambio a 27 + 2 °C la combinacién de BAP (4.0 mg/l)
mds ANA (0.5 mg/l) did el mayor porcentaje de brotacién mitiple, sien
do éste de 39.0 por ciento (tabla 5).

La combinacidn que dié el mayor nlmero de plantas por ex
plante fue BAP (4.0 mg/l) combinade con ANA (0.5 mg/l). El promedio
fué de 3.17 pléntulas a temperatura de 27 + 2 °C ( tabla 5). En la con
dicién de 20 + 2 °C con 1,700 lux de intensidad luminosa la combina=:
cidn que did mejor respuesta fu@ BAP (2.0 mg/l) y ANA (0.5 mg/l) ya
que did un promedio de 2.0 plantulas por explante. Esto no estd de a-
cuerdo con los resultados obtenidos por Fujieda y col. (1977) quienes
encontraron que para Allium fistulosum L. hubo mayor nimero de plantu

las cuando la temperatura en gque se incubaron sus explantes, fué de

20 °C que cuando fué de 25 °C. Hussey (1978) y Fujieda y colaboradores
en 1977 usaron intensidades luminosas de 8,000 y 3,000 lux respectiva
mente, lo cual nos lleva a pensar que necesitan de mayor intensidad !
luminosa estos explantes ya que se observa que en efecto la formacidn
de pldntulas por explante fué mayor en la condicidén de 1,700 lux de
intensidad luminosa (tabla 4), o bien que las combinaciones hormonales
que estuvieron en cada prucba en particular son la causa de las dife-

rentes respuestas observadas.



TABLA 4. RESPUESTA DE ESCAMAS CON PLACA BASAL DE Allium cepa L. CULTIVAR COJUMATLAN CULTIVADAS EN MEDIO MS
MODIFICADO Y CON DIFERENTES COMBINACIONES DE BAP Y ANA INCUBADAS A 20 + 2 °C DE TEMPERATURA, 16 h
Y 1,700 LUX DE INTENSIDAD LUMINCSA. (LECTURAS TOMADAS A LAS SIETE SEMANAS)

REGULADORES DE No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES No, DE EXPLANTES No. DE PLANTULAS/EX No. EXPLANTES
CRECIMIENTO (mg/1) CON UNA PLANTULA Q0N BROTACION CON RAIZ PLANTE E INTERVALO. SIN RESPUESTA.
BAP ANA (%) MULTIPIE (%)} (%) X INTER. (¢)

0.5 0.5 0/21 0.0 1y 4.8 2/21 9.5 6/21 0,0 6 20/21 95.2

1.0 0.5 0/21 0.0 7/21 33.3 1/21 4.8 35/21 1.6 2-8 14/2 66.6

2.0 0.5 0/20 0.0 4/20 2.0 3/20 15,0 48/20 2.4 2-18 16/20 80.0

3.0 0.5 0/23 0.0 2/23 8.7 2/23 8.7 6/23 0.3 3 21/23 91.3

4.0 0.5 0/20 0.0 1720 5.0 1/20 5.0 3/20 0.1 3 19/20 95.0




TABLA 5. RESPUESTA DE ESCAMAS CON PLACA BASAL DE Alliun cepa L. CULTIVAR COJUMATLAN CULTIVADAS EN MEDIO MS
MODTFICADO Y CON DIFERENTES COMBINACIONES DE BAP Y ANA INCUBADAS A 27 + 2 °C DE TEMPERATURA, 16 h
DE LUZ Y 1,000 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA. {(LECTURAS TOMADAS A LAS STETE SEMANAS)

REGULADORES DE No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES  No. DE EXPLANTES No. DE PLANTULAS/EX No. EXPLANTES
CRECTMIENTO (mg/l) CON UNA PLANTULA CON BROTACION CON RAIZ PLANTE E INTERVALO SIN RESPUESTA
BAP ANA (%) MULTIPLE (%) (%) X INTER. (%)

0.5 0.5 0/20 0.0 2/20 10.0 1/20 5.0 5/20 0.25 2-3 17,20 85.0
1.0 0.5 0/23 0.0 2/23 8.7 3/23 13.0 4/23 0.17 2 18723  78.3
2.0 0.5 0/21 0.0 2/21 4.8 4/21 19,0 3/21  0.14 3 18/21  85.7
3.0 0.5 0/20 0.0 2/20 10.0 0/20 0.0 5/20 0,25 2-3 18/20 90.0
4.0 0.5 0/23 0.0 9/23 39.0 6/23 26,1 73/23  3.17 2-3 13/23  56.5

2.0 0.3 0/28 0.0 5/28 17.8 8/28 28.6 14/28 0.5 2-3 16/28 57.1
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ESCAMAS CON PLACA BASAL (cv. Suprema). En general puede
observarse en las tablas 6 y 7 que la respuesta fu@ sumamente pobre
para este cultivar, particularmente a 27 = 2 °C (tabla 6}.

La tabla 7 nos muestra la respuesta de las escamas bajo
condiciones de 20 *+ 2 °C de temperatura y 1,700 lux de intensidad lu
minosa.

En la tabla 7 se muestra que cuando se probaron diferen
tes combinaciones de BAP (i.0 a 6.0 mg/l} sin ANA, la menor respuesta
se encontrd entre 2.0 y 3.0 mg/1). Cuando BAP estuvo en el medio a una
concentracién de 6.0 mg/1 el porcentaje de brotes mGltiples fué de33.3
por ciento el cual fué el mayor de las seis combinaciones, tanbién
fué la combinacidn que mostrd lamayor formacidn de plantulas por ex-
plante (1.3) y mayor enralzamiento.

Lo anterior concuerda con lo mencionado por Evans et al.
(1981) el cual nos dice que se ha utilizado BAP con una frecuencia
del 43.8 por ciento para inducir organogénesis somitica directa, ésto
e, regeneracién de plantulas sin haber una previa formacion de callo.

En la tabla 7 también se observa que cuando se utiliza-
ron combinaciones de BAP con ANA se encontrd ailin mayor nfimero de plén
tulas por explante. A las combinaciones de BAP = 4.0 y 5.0 mg/l y
ANA = 0.7 mg/1 se encontrG la mayor formacidn de plantulas, en espe-.
cial con 5.0 mg/! de BAP se cobtuvieron 2.6 plantulas por explante en
promedio. Como puede verse para las escamas con placa basal es necesa
rio suplementar el medio con citocininas y auxinas a concentraciones
relativamente altas, €sto no coincide con lo mencionado por Hussey
{1978) quien indica que las monocotileddneas generalmente no necesitan
de auxinas pero si de citocininas aln en pequefias cantidades aungue
también hay especies que no la requieren.

Cuando se probd ANA (0.3 mg/l) con BAP (3.0 mg/l) (tabla
7}, hubo un aumento en el porcentaje de respuesta al aumentar la con-
centraci6n de BAP. En cambio con ANA a 0.5 mg/l combinado con 5.0 y
6.0 mg/1 de BAP hubo una disminucion drastica hasta casi la mitad de



TABLA 6.

RESPUESTA DE ESCAMAS CON PLACA BASAL DE Allium cepa L. CULTIVAR SUPREMA CULTIVADAS EN MEDIO MS

MODIFICADO ¥ CON DIFERENTES COMBINACIONES DE BAP Y ANA INCUBADAS A 27 + 2 °C DE TEMPERATURA, 16 h
(LECTURAS TOMADAS A LAS SIETE SEMANAS)

DE LUZ Y 1,000 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA.

RBEGULADORES DE

CRECIMIENTO (mg/1)

BAP

1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
5.0
6.0
1.0
2.0

ANA

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.5
0.5
0.7
0.7

0/21
2/24
0/18
0/20
0/18
0/18
3/21
0/20
1/22
0/18

(2)

0.0
8.3
0.0
0.0
0.0
0.0
14.3
0.0
4.5
0.0

MULTIPLE

0/21
1/24
0r18
0/20
1/18
0/18
2
0/20
0/20
0/18

No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES
CON UNA PLANTULA CON BROTACION

(%)

0.0
4.2
0.0
0.0
5.5
0.0
14.3
0.0
0.0
0.0

No. DE EXPLANTES
CON RAIZ
(%)
0/21 0.0
1/24 4.2
1/18 5.5
6/20 30.0
3/18 16.6
0/18 0.0
4/21 19.0
1/20 5.0
0/20 0.0
2/18 11.1

No. DE PLANTULAS/EX

PLANTE E INTERVALO

0/21
5/24
0/18
0/20
1/20
0/18
41/21
0/20
0/20
0/18

X

0.0
0.2
0.0
0.0
0.0
0.0
2.0
0.0
0.0
0.0

INTER.

1-3

(=

1~-20

No. DE EXPLAN
TES SIN RESPT
(%)
21/21  100.0
21/24 87.5
17/18 94.4
14/20 70.0
15/18 83.3
18/18  100.0
14721 66.6
19/20 95.0
21722 95.5
16/18 B88.8
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'IABLA 7. RESPUESTA DE ESCAMAS CON PLACA BASAL DE Allium cepa L. CULTIVAR SUPREMA CULTIVADAS EN MEDIO MS MODIFICADO
Y CON DIFERENTES COMBINACIONES DE BAP Y ANA INCUBADAS A 20 + 2 °C CON 16 h DE LUZ Y 1,700 LUX DE INTENSI
DAD LUMINOSA. (LECTURAS TOMADAS A LAS SIETE SEMANAS)

REGULADORES DE No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES No. DE EXPLANTES No. DE PLANTULAS/EX  No. DE EXPLAN
CRECIMIENTO (mg/1)  CON UNA PLANTULA  CON BROTACION CON RATZ PLANTE E INTERVAI(;- TES STN RESP:
BAP ANA (%) MULTIPLE (%) (%) X INTER. (%)

1.0 0.0 0/21 0.0 0/21 0.0 4/21 19.0 0/21 0.0 0 13721 61.9
2.0 0.0 0/18 0.0 0/18 0.0 2/18 11.1 ¢/t8 0.0 0 16/18 88.8
3.0 0.0 0/15 0.0 1/15 6.6 4/15 26.6 2/15 0.1 2 11/15 73.3
4.0 0.0 1/18 5.5 1/18 5.5 1/18 5.5 8/18 0.4 7 11/18 61.1
5.0 0.0 2/21 9.5 3/21 14.3 5/21 23.8 9/21 0.4 3-5 13/21 61.9
6.0' 0.0 0/15 0.0 5/15 33.3 6/15 40.0 20/15 1.3 2-11 9/15 60.0
0.0 0.1 1/24 4.2 2/24 8.3 8/24 33.3 6/24 0.3 2-3 15/24 62.5
0.0 0.3 1/18 5.5 0/18 0.0 5/18 50.0 1/18 0.0 1 9/18 50.0
0.0 0.7 0/12 0.0 0/12 0.0 1/12 8.3 0/12 0.0 0 11/12 91.6

2.0 0.1 2/23 8.7 1/23 4.3 9723 39.3 5723 0.2 3 11723 47.8




REGULADCRES DE

CRECIMIENIO (mg/1)

BAP
3.0
4.0
5.0
6.0
3.0
5.0
6.0
4.0
5.0

6.0

ANA
0.1
0.1
0.1
0.1
0.3
0.5
0.5
0.7
0.7

0.7

0/22
0/20
0/27
0722
2/18
4/29
0/20
0/22
1/26
0/20

No. DE EXPLANTES
CON UNA PLANTULA CON BROTACION

(%)
0.0
0.0
0.0
0.0

11.1
13.8
0.0
0.0
3.8

6.0

No. DE EXPLANTES

MULTIPLE
0/22
0/20
0/27
3/22
2/18
2/29
0/20
4/22
6/26
1/20

(%)
0.0
0.0
0.0

13.6
11.1

6.9

0.0
18.2
23.1

0.0

CQON RAIZ

9/22
0/20
0/27
7/22
4/18
6/29
0/20
2/22
4/26
3/20

(%)
40.9
0.0
0.0
31.8
22.2
20.7
0.0
9.1
15.4

15.0

0/22
0/20
0/27
8/22
5/18

27/29

0/20

32/22
67/26

2/20

X

0.0
0.0
0.0
0.4
0.3
0.9
0.0
1.5
2.6

0.1

No. DE EXPLANTES No. DE PLANTULAS/EX
PLANTE E INTERVALO

INTER.
0
0
0

1-38

No.DE EXPLAN
TES SIN RESP.
(%)

13/22  59.0
20/20 100.0
27/27  100.0
11/22 50,0
12/18  66.6
15/29  51.7
20/20 100.0
17722 77.2
16/26  61.5
14/20  70.0
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de la respuesta cuando se agunentd la concentracién de BAP a 6.0 mg/l.
Esto puede deberse a que los explntes contienen citocininas enddgenas
y al estar en un medio a! que se le ha suplementado con citocininas se
produce un efecto inhibitorio para !a formacion de tallos y raicas co
mo o mencionan Doods y Roberts (1982).

Fn las combinaciones de ANA (0.7 mg/l) con BAP (4.0, 5.0
y 6.0 mg/1) la respuesta fué muy baja y cuando BAP estuvo ausente no
hubo respuesta de ningln tipo (tabla 7), lo cual indica que los explan
tes a pesar de tener citocininas endbgenas requieren de un suplemento
determinado para que se dé la induccidn de tallos y rafices.

ENRAIZAMIENTO.A pesar de que la combinacidn BAP/ANA ha
sido utilizada con éxito para la induccidn de organogénesis (Evans,
1981) Rubluo, et al. 1984) cn nuestro caso no se present§ ésto y pue-
de deberse a la naturaleza del explante en si o a que no se detectd
la relacidn adecuada de la BAP/ANA (Thorpe, 1982). Las concentracio-
nes de BAP que se utilizarzn fueron 1.0 y 2.0 mg/) con 0.5 mg/l de
ANA y se probaron también las condiciones de luz roja y luz blanca a
27 # 2°C y 16 hde luz (tabla 8}. En l& 'uz roja el mejor nimerc de
rices por plantula fué de 3.1 cuando BAP estuvo a la concentracidn de
2.0 mg/1, pero 1.0 mg/1 también hubo formacidn de raices, las plantu~
las tuvieron 2 raices en promedio, en cambio con la luz blanca sdlo
cuando BAP estuvo a la concentracidén de 2.0 mg/! hubo formacidn de
una ralz por plantula. Cuando BAP estuvo a la concentracién de 1.0
mg/l, la respuesta fué de 0.3 rices por plantula. Murashige (1974) re
portd que la luz roja aumenta la imduccidn en la formacidn de raices,
lo cual est& de acuerdo con estos resultados,

Se investigd !a induccidn de raices con AIB el cual se
utilizd a la concentracidon de 1 uM. Ademds se probd el efecto de la
luz roja y luz blanca. In esta prueba (tabla 9) se encontraron res—
puestas mucho mejores que en la anterior, con la luz roja a la prime
ra semana ya se tenian resultados, se tuvo un promedio de 7.2 raices/

explante con una respuesta de 100 por ciento mientras que con la luz



TABLA 8. RESPUESTA A LA FORMACION DE RAICES INDUCIDAS EN PLANTULAS DE Allium cepa L.
SUBCULITVADAS N MEDIO MS MODIFICADO Y SUPLEMENTADO CON BAP Y ANA A 27 +2°C
FOTOPERIODO DE 16 h Y DIFERENTES CALIDADES DE LUZ.

{LECTURAS TOMADAS A 10S

20 DIAS)
REGULADORE DE No. PROMEDIO DE
wz CRECIMIENTO (mg/1) FORMACION DE RAICES RAICES/EXPLANTE
BAP ANA (%) X
1.0 0,5 12/20 10.0 6/20 0.3
BLANCA
2.0 0.5 7/21 33.3 22/21 1.0
1.0 0.5 8/16 25.0 32/1€ 2.0
ROTA
2.0 0.5 8/12 66.6 37712 3.1




TABLA 9. RESPUESTA A LA FORMACION DE RAICES INDUCIDAS EN PLANTULAS DE Allium cepa L. SUB
CULTIVADAS EN MEDTO MA MODIFICADO Y SUPLEMENTADO CON 1 uM de AIB A 27 * 2 °C ,
FOTOPERTODO DE 16 h ¥ DIFERENTES CALIDADES DE LUZ. (LECTURAS TOMADAS A LOS 20

DIAS)
LUZ FORMACICN DE RAICES No. PROMEDIO DE RAICES/
(%) EXPLANTE X
BLANCA 20/20 100 108/24 4.5

ROJA 20/20 100 145/20 7.2




- 58 -

de la té&cnica del CTV puede ser de gran valor por su factible aplica
cibn a problemas de esta naturaleza.

IV, CONCLUSTONES

BAP tienemayor efecto en la formacidn de plantulas, raf-
ces y brotacibn miltiple que 2iP para‘los dpices con placa basal dd
cultivar Cojumatlan.

Seria conveniente probar temperaturas mis bajas para tra
tar de encontrar una mayor formacidn de plantulas.

Las mitades de los bulbos que se cultivaron in vitro tu-~
vieron mayor niimero de plantulas por explante que los 3pices, también
seria conveniente probar temperaturas menores ya que varios trabajos
indican que las mejores respuestas para la regeneracidn se obtuvo a
los 20 °C para bulbos (fujieda, el al., 1977; Hussey, 1978).

Para el cultivar Cojumatlan la mejor respuesta fue a
27 + 2 °C con BAP (4.0 mg/l} combinADO CON ANA (0.5 mg/1) ya que for-
mé 3.2 plantulas por explante. A 20 + 2 °C también se obtuvo buena
respuesta cuando se suplementd el medio con BAP (2.0 mg/1l) con ANA
(0.5 mg/1) que fue de 2.4 plantulas.

En general los explantes de escamas con placa basal deél
cultivar Cojumatlén tuvieron mejor respuesta que los explantes del
cultivar Suprema tanto de pléntulas como de brotacidn miltiple

En el cultivar Cojumatlén las escamas tuvieron mejor res
puesta de que los apices con placa basal.

las diferencias en la respuesta de los explantes de los
cultivares antes mencionados puede deberse a la variabilidad que
existe entre cultivares de la misma especie lo cual confirma lo men-
cionhado por Rubluo, et al., {1982).

las mejores condiciones para e! enraizamiento de plantu-
las del cultivar Cojumatlan fueron luz roja con 27 + 2 °C de tempera~
tura y fotopriodo de 16 h .
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APENDICE I. MEDIO MS MODIFICADO POR HUSSEY (1978)
Para preparar un litro de medio de cultivo

MACRONUTRIMENTOS
N}l4m3..............825 mg/1
KNOyeseenranasesss 800 mg/l
MgS0, . T 0n e veves e 185 mg/2
IG{ZPOZ.............. 85 mg/1
CaC122H20...........220 mg/1

MICRONUTRIMENTOS
Kleeesuoeesenseseas 0.83 mg/l
HyB0g.einuaneeies 6.2 mg/1
MnSO,4H,0cueueneeen22.3 Mg/l
ZnS0,7H,0..0vevven. 8.3 Mg/l
NaMoO,2H,0u v vevess 0.25 mg/l
C\JSO4SH20.......... 0.025mg/1
COC1,6H,0. + e vven 0.025m3/1

SOLUCION Fe .

CCN EDTA NajEDTA. .. conener..37.7 Mg/l
Fe5047H20..........27.8 mg/1

65.5 my/1

SOMUCION DE

INOSITOL Inositol.eeeeess.o100.0 mg/l

VITAMINAS
Acido nicotinico....5.0 ma/1
Piridoxina HCl......1.0 my/1
Tiamind...eseeeenss.0.5 ma/1

SOLUCION DE

GLICTNA Glicina.«seseseases2.0 mg/l

Hussey modifica la solucién de fierro a 25 mg/l. El pH=5.7-5.8



APENDICE II. SOLUCIONES CONCENTRADAS PARA EL MEDIO MS MODIFICADO POR

MACRONUTRIMENTOS
SOLUCION STOCK A
20 litros X 400 ml

MICRONUTRIMENTOS
SOLUCION STOCK B
10 litros X 100 ml

SOLACION STOCK C
20 litros X 100 ml

SOLUCION STOCK D
20 litros X 100 ml

VATAMINAS MS
SOLUCION STCCK E

SOLUCION DE
GLICINA
10 litros X 100 ml
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HUSSEY (1978)

g MOy 16,500 mg/10 1.
KNOy.eeeee vee...19,000 mg/10 1.
MgS0, 7HO....... 3,700 my/10 1.
KHPO.vevvvnenns 1,700 mg/10 1.

CaCl, +2H.Ovever. 4,400 mg/10 1.

2 2

Kleereseannnn veeee.. 8.3 mg/10
HyBOguearenraeasans 62,0 mg/10
MnSO,4H,0- .+ ev .0 .223.0 mg/10

1

3 1
1

ZnMo0, THO. .. .- ve. 86.0 my/10 1.
1
1
1

NaMoO,2H,0. «.voeene 2.5 mg/10

CUSO,5H,0 v veavanes  0.25mG/10
0.25mg/10

COC126H20..........

NaZEm‘A...’......-.373 mg/10 1.

FeSOyevvsvssasesen 278 my/10 1.

Inositol ....ee....100 mg/10 1.

Acido njcotinico ...50.0 mg/10 1.
Piridoxina HCl......10,0 mg/10 1.
Tiamina seeeseesesss 5.0 mg/10 1,

GliCiNaseseeesensess.20 mg/l
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