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INTR2DUCCTION

El cultivo de células y tejidos vegetales se basa
en un conjunto de metodologfas y técnicas de laborato
rio que han venido modificindose y adaptindose a dis-
tintas especies vegetales. Estas técnicas permiten ha
cer clerto grado de manipulacion en el proceso de mor.
fogénesls de los tejidos vegetales, de tal manera que
a partir de células somaticas es posible la formacldn
de un conjunto de células no diferenciadas morfoldgica
mente y con clerto grado de homologf{a bioqufmica y ge-
néticamente totipotenciales. Asimismo, ha sido posible
tamblién inducir el proceso en sentido contrario, es de

cir, a partir de callos se ha logrado reorganizar nue-



vamente las estructuras, diferenciar los tejldos y re-
cuperar otra vez la planta completa.

En la actualidad, es posible regular el proceso de
crecimiento y diferenciacién celular en las plantas en
un grado impresionante mediante manipulaciones cuanti-
tativas de los fltorreguladores y otros factores que
regulan el crecimiento a través de la regulacién meta-
bolica. Es importante mencionar, sin embargo, que este
proceso se ha logrado inducir en forma completa sola -
mente en un nGmero muy reducido de las especies vegeta
les conocidas y que ademds no se conocen‘aun los meca-
nismos a nivel molecular que controlan dicho fendmeno.

Otro de los grapdes atractivos que presentan los -
sistemas de cultivo de células vegetales, es la posibi
lidad de hacer manipulaciones genéticas con ellas. En
efecto, los adelantos logrados en los cultivos de las
células vegetales proporcionan ya la posibilidad de ma
nejar éstas como si fueran sistemas bacterianos, . indu=
cir en ellos cambios fundamentales en el genoma celu-
lar y posteriormente selectionar adecuadamente, de los
sistemas de cultivos, las células “ransformadas (San -
chez, 1978).

La ventajé de trabajar con cultivo de tejidos vege-
tales es que se puede tomar cualquler parte de la plan
ta y administrandole la concentracidn adecuada de fito
rreguladores y tenlendo un medio adecuado de vitaminas,

aminodcldes, azGcar.y minerales crecerd un callo o bien
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uﬁ brote dependiendo de sl este cultivo estd en la oscu
ridad o en la luz. Ya que las células al tener 1la carac
ter{stica de poder desdlfervenclarse y redifeéenclarse -
(totipctencialidad de la célula) da como resultado gue
este tejido sea mids manejable para cualquier propéslto,
ya sea cultivo de drganos (hojas, tallo, rafz, anteras,
ete), regeneracién, cultivo de embriones, cultivo en -
suspensidn, propagacion, etc, dindonos informaclones di .
ferentes de acuerdo a lo que queramos estudiar, Ademis
de que elcrecimiento de las células en cultive se da en
un menor tiempo a comparacidon de lo que tarda en crecer
1a planta en condiciones normales (Hudson, 1982).

Con base en 1lo anterior se plantearon los siguientes
objetivos:

a) Obtener a partir de embriones Inmaduros y anteras
callos,

b) Obtener brotes a partir de hoja sin pasar por callo.
¢) Y hacer medfos de cultivo que sean reproducibles en
la practica para mas adelante encontrar un medio de
mantenimiento adecuado para hacer nuevos estudios.
En lo particular lo que nos interesa a largo plazo-
es obtener una linea celular de estos tres tejldos, o
bien de alguno de ellos que contenga vincristina y vin
coleucoblastina que son alcaloides que contiene la plan

ta Catharanthus roseus que se utllizan como anticanceri

genos(Waizel, 1979), va que la planta los produce en
muy pequefias cantidades. Ademds no Se ha encontrado una

1{mea celular en cultivo de tejldos que contenga estos
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alcaloides o al menos alguno de ellos (Carew, 1942, 1964,
1966, y 1970; Wolfgang, et al 1980; Constabel, et al, 1981;
y Kurz, et al, 1981),

Por esta razén creemos que es muy importante utillzar esta

técnica ya que las ventajas que nos representa seran de utl-

Lidad en la investigacidn para combatir el cdncer.



CAPITULO I

ANTECEDENTES

l.1. Breve historia de los cultivos de tejidos:

La historla de los cultivos de tejidos vegetales ha sldo
'adecuadamente revisada por los autﬁres {White 1931, 123s,
1961; Gautheret 1235, 1937; Nobecourt 1939; Fledler 1938 ci
tado en Dodds y Roberts) pero aqul solamente la comentare -
mos brevemente,

El prlder concepto fue claramente formulado en 1902 por
Haberlandt, qulen tuvo la ldea de experimentar con los tefi
dos vegetales y Organos aislados bajo condiciones.de laborg

torlo, solamente gue estos experimentos no pudieron fructi-



ficar (Gamborg et al, 1976).

Los cultivos de tejidos vegetales de explantes o de 6rg£
nos(rafces) fueron capaces de crecer en poco-tiempo pero no
sobrevivieron ilimitadamente, estos estudios fueron reporta
dos en 1922 por Kotte y Robins (Gamborg et al, 1976).

Los primeros cultivos que fueron capaces de crecer llimi
tadamente, fueron reportados en 1934 por White usando raf -
ces de jitomate (Gamborg et al, 1976).

¥hite en 1939, Nobecourt en 1939 y Gautheret en 1240 es
tablecieron el primer cultivo de tejido verdadero. Tal téc-
nica ha sido desarrollada rapidamente y ha sido aplicada pa
ra el estudio de una variedad de problemas, muchos de los
cuales son de interés biogqufmico(Gamborg et al, 1976; Dodds
y Roberts, 1982).

Los trabajos, ploneros destinados a la obtencidn indus- -
trial de metabolitos de interés econdmico se deben a Nice -
kell (1962); durante esta década quedd claro que si bien
las células vegetales no pueden competir con los microorga-
nismos en la produccidn de metabolitos primarios, no es as{
para la produccldén de metabolitos secundarios de alto peso
molecular, sintetizados Gnicamente por plantas superfores.

Durante los sesentas se demostrd que el cultivo de ante
ras de anglospermas tienen el potencial para producir nume
rosos embrioldes haploides (Guha y Maheshwarl, 1966, 1967;
Bourgin y Nitsch, 1957). También en estas fechas se desarro
llaron las técnicas de alslamiento de protoplastos y culti

vo (Cocking, 1960). En general este método {nvolucra la di
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gestidn enzimitica de la pared celular por preparaciones pu
rificadas de celulasa y pectinasa y se mantiene el control
sobre la expans{dn de los protoplastos con un osmético (por
ejemplo sorbitol y manitol). Los protoplastos aislados y
cultivados regeneran nuevas paredes celulares, forman colo-
nias celulares y eventualmente plintulas (Takebe et al,1971).

Hanning en 1904 cultivd embriones Inmaduros de Raphanus
y Cochea y desde esa fecha hasta hoy se han hecho estudios
de cultivo de tejidos modificindose estas técnicas para ob
tener un mejor crecimiento de las diferentes partes de las
plantas sembradas (Dodds y Roberts, 1982).

En las secciones siguientes del presente trabajo se men
cionan algunos estudfos realizados para varias especies en
donde se utilizaron embriones inmaduros, embriones maduros,

anteras, brotes y hojas.
1,2, Ventajas y aplicaciones de los cultivos {n vitro:

Los cultivos de tejlidos pueden ayudar a mimimizar varia
bles tales como los factores amblentales; se puede tener
un mayor control de la luz, humedad, temperatura, mezcla
de gases as{ como la composicion del medio nutritivo, Asf-
mismo, puedén Eeducirse las {nfluencias correlativas entre
los Grganos y como pueden crecer en la ausencia de bacte -
rias, hongos y posibles virus se eliminan los artefactos
producidos por dichos microorganismos (Loyola-Vargas, 1984),

Los cultlvos de tejidos también pueden ser usados para pre



servar germoplasma y como un {nstrumento para el fitomej}o
ramiento de plantas.

Tamb{én los cultivos de tejidos producen sustancias qu£
micas Gtiles, econdmicamente rentables. Esta posibilidad
se visualizd cuando en 1950 Arrequin y Bonner reportaron
que el cultivo de tejidos vegetales de guayule producfa
hule., En la actualidad los cultivos de tejlidos pueden ser
manipulados para que puedan extraerse especi{ficamente algu
na o algunas sustancias del-tejido o del medio en el cual
ha crecido el cultivo (Nickell, 1980).

Las principales ventajas de los cultivos de te}idos son:
- Condiciones controladas
- Libres de contaminacidn
- Seleccion de variantes
- Independencia del medio ambiente
- Estado fislologico uniforme
- Obtencidn de nuevos compuestos (Loyola-Vargas, 1984).

Hasta ahora se han identificado no menos de 200 produc
tos produclidos por los cultivos de tejidos vegetales, los
que en general se pueden dividir en tres categorfasy
1) aceites esenciales
2) glacosidos
3) alcaloides

Aunque son muchos los adelantos logrados en este terre
no, aun existen obsticulos que requieren ser superadoé.
Entre ellos tenemos:

a) La lnestabilidad gendtlica
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b) La baja produccidn de las sustancias de interés

c) La lenta velocidad de crecimiento del cultivo.
1.3. Terminologfa:

Una simplé:défini;isn de los cultivos de tejidos vege
tales puede sei éliérééimiento productivo de una masa de
células vegetales sobre algin tipo de medio nutritivo.La
masa de células vegetales puede ser parte de un oOrgano,
tal ocomo rafz o tallo, o puede ser simplemente una masa
de células no diferenciadas icallo). Mis combnmente una
planta en cultivo de te}idos se refiere al cultivo de te
jidos de callos en crecimiento sobre un medio sdlido (cu£
tivo estdtico) o en un medio Ifquido (cultivo en suspen~
sid6n) (Taylor y Farnsworth, 1975). En--tanto que explante
se refiere al fragmento de una planta o tejido usado al
inicio del cultivo (Street, 1977)}.

Ya que muchos autores utilizan diferente terminologia
para clasificar los diferentes cultivos que se pueden ha
cer dependiendo de la parte de la planta utilizada, noso
tros escogimos las definiciones de Street (1977) v Canm.
borg y Shyluk (198l) porque consideramos que abarcan to-
das las posibilidades para hacer un cultivo; éstas son
las siguientes:

Cultivo de 6rganos: se refiere al cultivo de drganos
aislados como son puntas de -rafz, puntas de tallo, primor

dio de hoja y/u hoja, ovarios, microsporas, anteras, etc,
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este material mantiene su ldentldad morfoldgica y flslolé
gica bisica.

Cultivo de embriones: €stos son cultivo de embriones
alslados maduros e ipmaduros.

Cultivo de callos o tejido: son tejidos dando origen a
la proliferacion desorganizada de células de explantes u
drganos de plantas. Los cultivos son usualmente crecidos
como una masa de células no diferencladas sobre un medio
sollido.

Cultivo en suspension: éstos consisten en células aisla
das no diferencladas, muy pequefias que se encuentran en un
medlo liquido en agitacion,

Cultivo de meristemos: el cuitivo de meristemos u otro
tejido se utiliza con el propdsito de regenerar plantas (o]
conservar germoplasma.

Cultivo de protoplastos: es el cultivo de células que se

les priva de su pared celular y también de ellas se pueden

regenerar plantas completas.
1.4, Bases para la obtencidon de cultivo de tejidos:

El crecimiento de masas de células no organizadas (ca-
1lo) sobre agar o en medlio llquido (suspensidn) son amplia
mente utilfizados en estudfos bioquimicos y de crecimiento
(Carew y Staba, 1965; Street, 1977 y Loyola-Vargas, 1984).

La induccion de un callo se efectda generalmente plantan

do un trozo de tejldo diferenciado estéril sobre un medlo
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nutritivo gelificado con agar y al cual se le han agregado

fitorreguladores. E1 medio y los reguladores del crecimien

- to se determinan medlante un sistema de ensayo y error (Gam
borg et al, 1976) o bien buscando bibliograficamente algun

medio adecuado de alguna familia cercana a esa especie, se

prueba ese medio y si no da resultado entonces se hacen va

riaciones en éste probindose simultdneamente diferentes ex

plantes.

El callo puede cultivarse transfiriéndolo todo o una par
te a medio solido fresco con el objeto de que adquiera un
crecimiento mis rdpido y consistencia suave (friabilidad),
esto se conoce como resiembra. Dependiendo de la planta de
que provienen los callos pueden ser blancos, amarillentos o
pigmentados con antocianinas (Dodds y Roberts, 1982),

Las diferencias en el medio de cultivo, medio ambiente,
edad, origen celular y tasas de crecimiento pueden expli -
car el comportamiento de una linea en particular y no nece
sariamente representar una caracter{stica general de las
células vegetales en cultivoe. Condiciones mis uniformes pue
den ayudar a obtener datos y observaciones mas comparables,

Hay tres factores en particular, los cuales goblernan
los sucesos de cultivos de células, Estos son: el origen del
explante, el medio de cultivo y las condiclones medio ambien
tales (Gamborg et al, 1976).

Orlgen del explante: La produccion (til de callos y subse
cuentemente la regeneracion de la planta es dependiente, en

parte, de la calldad asoclada con los explantes usados y és
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tos estdn relacionados con la condicidn de la fuente vege-
tal, es decir, que haya tenido sumunistros nutricionales a
decuados antes de ponerse en cultivo. Las plantas j}dvenes
proveen los mejores explantes. Las plantas viejas pueden te
ner acumulados mis patdgenos en sus tejlidos y por lo tanto
no ser saludables. Por consiguiente las plantas viejas pro-
bablemente contienen menos tejido meristemitico y pueden te
ner el problema adicional de madurez fisioldgica (Staba,
1980).

Se ha observado que los explantes grandes presentan mayor
inclusidn de contaminantes microbianos en los‘°tejldos. Hay,
sin embargo, un tamafic minimo efectivo para los explantes,
para que crezcan adecuadamente y ademis para que el dafio de
bido a la diseccidn y transferencia sean producidos; tene -
mos el caso de los meristemos muy pequeiios que al ponerlos
separados crecen lentamente, mientras que si se ponen varios
en el mismo frasco, crecen mias ripido y se reduce el daio
causado por la diseccidn (Seabrook, 1978).

Medio de cultivo: Dependiendo de la planta que se este es
tudiando, se utilizari el medio de cultivo adecuado, tene -
mos por e}emplo que existen diferentes medios basales como
el de White, Gamborg, Murashige-Skoog, etc; y éstos pueden
modificarse de acuerdo a las necesidades de la planta de don
de se qulere obtener una linea celular (Hudson, 1982). De a
quf se desprende la importancla de los requerimientos nutri
cionales del cultivo que se veran mis adelante,

Condiclones medlo ambientales: éstas se refleren a las
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condiclones que se deben de tener antes del culivo, como se
rfa el tratamiento de los organos de la planta fuente que

se va a utilizar, es decir que se pongan en fr{o, luz, oscu-
ridad, etc. o bien de las condiciones adecuadas que se deben
de tener después de inducido el cultivo como son: el fotoperfo
do, temperatura {(que puede ser de un rangode 25-27 °C), etio
lacidn, etc (Staba, 1980). Estos factores dependen de la es-

pecie vegetal que se este trabajando.

1.5, Requerimientos nutricionales de los cultivos de tejidos:

Aunque las plantas completas tienen requerimientos sim-
ples para el crecimiento, los cultivos de tejidos vegetales
tienen necesidades mas complejas y rara vez son autotrdficos,
esto quiere decir que el tejido vegetal in vitro require u-
sualmente de macro-y micronutrientes al igual que un cultivo
hidropdnico. En resumen, otros nutrientes tales como fuente
de carbono y vitaminas son necesarios. Las células vegetales
aislados frecuentemente requieren de la adicidn de vitaminas
y reguladores del crecimiento gque normalmente son sintetiza-
dos in vivo por una parte u grgano de la planta y transporta
dos a otra donde son metaboilzados. Poco se conoce del efecto
de algunos constituyentes Individuales del medio de cultivo
sobre la produccidn de metabolitos secundarios debido a ia
complejidad en la composicidn qufmica de los tejidos (Staba,
1980).

Los medios basales de Murashige y Skoog, Gamborg, Miller y
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y 0jIma son mas adecuados para un amplio rango de plantas
y para la promocidn de organogénesis en cultivos, se deben
de encontrar concentraciones adecuadas de fitorreguladores
para que haya un crecimiento de las células cultivadas. Pa
ra cada especie el medio de Murashlge y Skoog (MS) presen-
ta una mayor concentracion de sales, lo cual le permite man
tener el crecimiento de mias células en cultivo. Algunos fo-
nes, como es el caso del {6n amonio, puede presentarse en
dltas conentraciones en el medio de cultivo para desarrollar
tejido in vitro en todos los estadios. El agregar fosfato
monobasico de sodio en la solucidon de sales del medio MS ha
sido benéfica para algunos tejidos., E1 medio MS presenta ma
yor cantidad de microelementos comparado con otros medios.
E1l incluir agentes quelantes, tales como el EDTA asegura
que el hierro sea capaz de mantenerse en solucidén en un am-
plio rango de pH (Seabrook, 1976) el cual en los medios de
cultivo es usualmente ajustado en un rango de 5 a 6 antes
de la adicidn del agar, ya gue el crecdmiento de los teji-
dos en el medio de cultivo son pH dependientes. Por otro la
do la concentracidn del nitrdgeno y de potasio parecen ser
importantantes para la embriogénesis somatica, Relnert (1972)
propusd una interaccidn entre nitrdgeno y auxina la cual
lleva a la embriogeénesis.(S taba, 1980),

Las vitaminas son {mportantes para que haya un buen cre-
cimiento in vitro del cultivo de tejido, la mis ampliamente
usada es la tiamina,.HCl (Merck).

La sacarosa se utiliza como fuente de carbono la cual es
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absolutamente necesaria para la mayorfa de los tejidos ya
que muy pocas células son autotrdficas in vitroe. La concen
tracién de sacarosa mis comlinuente usada es de 2 a 3 % co-
mo fuente de carbdn, sin embargo, hay evidencia de que la
produccién de algunos metabolitos obtenidos de cultivo de
tejidos vegetales pueden ser afectados por la concentracidn
de sacarosa (Tabata, 1977; citado en Staba, 1980 y Dodds y
Roberts, 1982).

Los reguladores del crecimiento, en plantas intactas, ac -
td%n para reqular y coordinar procesos que ayudan al desarro
1llo normal de la planta. El crecimiento, la diferenciacidn
del tejido y las células as{ como el metabolismo secundario,
son afectados por los fitorreqguladores. El agregar requlado
res del crecimiento al medio de cultivo de vegetales no es
siempre necesario para cultivos de callo. Sin embargo, el
suminlstro de reguladores del crecimiento es usualmente o-
bligado para cultivo de callos en los cuales se requicre un
incremento en las tasas de crecimiento u organogénesis.

Muy pocas plantas en cultivo produciran callos abundante
mente en ausencia de reguladores del crecimiento.

GCeneralmente el 3cido indolacético (AIA) es la auxina mis
usada para el cultivo de tejidos vegetales debido a sus po
cos efectos adversos sobre la organogénesis.

E1l icido 2.4 diclorofenoxiacético (2,4-D) es una auxina
que suprime la organogénesls y es particularmente (tjil para
la induccidn v manutencidn de cultivo de callos.

Las citocininas son un sequndo grupo de requladores del
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crecimiento en donde las mds usadas son la clnetina (K) y
la benzilaminopurina (BA, BAP), esta Gltima tiene particu-
larmente un efecto en la dominancia apical en brotes axila
res y sobre la proliferacidn de brotes inducidos in vitro
(Staba, 1980).

Skoog y Miller (1957) reportaron que el balance de nive
les de auxina y citocinina tienen un efecto sobre la forma
cibn de b6rganos, Ambas, auxina y citocinina, son necesarias
para el control del crecimiento y la organogénesis in vitro.
La propagacidén de los diferentes reguladores del crecimien=
to y las concentraciones que son requeridas para cada tejido
var{a con el estadio de desarrollo del tejido cultivado.

Los aminodcides y amidas pueden ser utilizados para el
cultivo de tejidos vegetales de algunas especles entre las
mis utilizadas estan la L-asparagina, el L-icido aspirtico,
la L-arginina, el L-3cido glutimico y la L-glutamina (Huang
y Murashige, 1977).

Como se menciond antes, la fuente de nitrbégeno viene da-
da por el amonio y el nitrato en el medio MS5. Ademds se sa=-
be que los icidos citid{lico y guan{lico sirven para mejo-
rar el cuitivo de callos (Huang y Murashige, 1977},

También algunos cultivos requieren de complejos natura -
les como la leche de coco, el extracto de levadura, la pep-
tona. la lactoalb&nina, etc, que eran utilizados anteriormen
te y que en la actualidad se tienden a substituir debido a
que su uso puede producir resultados no reproducibles. Pese

a €sto algunos autores lo siguen utilizando (Vasil y Botti,
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1983).
1.6. Cultivo de callos:

El cultivo de tejidos vegetales puede realizarse
medio nutritivo solidificado con agar, en donu: 1 tej:
torma un callo o masa de células en proliferacisn, o
es cpnveniente para inducir -y mantener llineas ‘'ui.
(Gamborg et al, 1978),

Este callo generalmente presenta un crecimiu:
vamente lento. Las nuevas células son formadas en ia
feria de la masa del callo existente, la cual + e:n
sometida a un gradiente nutricional que va
las que estdn en contacto directo con el medi i
que erecen en la superficie del callo (Gamborg S
1981).

Desde el punto de vista funcional el callo
pacidad de desarrollar 6rganos normales, pldn
des que pueden formar plantulas completas (Stpr.. -

Cuando un callo se dejfa crecer por mucho ti
mismo medio, los nutrientes esenciales son u.:
el callo, al igual que hay una pér:i S Az
de metabolitos por el callo, por esta r.
brarlos en medio fresco después de un clerto t. =~ /-
que no mueran y crezcan en mejores condiciones.

po puede ser de tres semanas a un mes [ Strea*, .
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1.7. Micropropagacion:

La micropropagacidn es la técnica que se utiliza para lo_
grar el desarollo de nuevas plantas en un medio artificial
en condiciones asépticas, a partir de porciones muy pequefias
de 1a planta, tales como embriones, semlllas, tallos, puntas
de ramas, puntas de rafces, células individuales, holas y
granos de polen.

El tipo de patrdn del crecimiento que se pr?senta de pen-
de del potencial genético de la planta as{ cultivada y del
amhiente quimico y t{sico a que estd sometido el tejido en
cultivo., De manera. potencial, con esas técnicas es posible
reproducir plantas de todas las especies sl se conoce lo
suficiente de sus requerimientos nutritivos, hormonales y de
cultivo,

Las aplicéciones principales de esas téonicas en la pro-
pagacidn de plantas son:

a) establecer plantas libres de organismos patodgenos,

b) aislar células o lineas celulares genéticamente exﬁraqg
dinarfas que pueden convertirse en nuevas variantes de
plantas

¢) y permitir una multiplicacién riplda en condiciones que
las mantengan libres de enfermedades.

Esas técnicas son especialmente significativas para pro

porcionar nuevos métodos de propagacion vegetativa rdpida
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de plantas.

El valor del cultivo de tejidos como procedimiento de pro
pagacion de plantas, depende de la capacldad del callo para:
1) diferenciar rafces y brotes
2) desarrollar pequeiias-estructuras semejantes a embriofdes

a partir de células individuales y agregaciones de célu-

las.

La q1ferencia016n de . rafces y brotes se hace con mis fa--
cilidad en ciertas plantas herbiceas como zanahoria y taba-
co (Hudson, 1982).

La propagacion de los cultivos de tejidos también puede
proveer la utilidad de mantener poblaciones de especies ra-
ras y que estin en peligro de desaparecer o-bien de especies
que son diffciles de cultivar o que su crecimiento es muy
lento y producen poca descendencia, tenemos el caso de las
cacticeas de las que se-han hecho varibs estudios (Mauseth,
1977, 1979; ‘Johnson y Emino, 1979; Johnson et al, 1979 y
Stefanis et al, 1950).

Tambi{én se han hecho estudios de propagacidn de plantas
que tienen importancia econdmica tal como las orgufdeas, col,

maf{z, trigo, arroz (Jagannathan et al, 1977) y Boungainvillea

en donde utilizaron BAP y AIA para la obtencidn de los bro-

tes (Sharma, 1981).

1.8, Cultivo de embriones Inmaduros:

El cultivo de embriones inmaduros se ha aplicado para
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resolver problemas pricticos tales como el prolongado pe-
riodo de latencla de muchas semillas que retarda su velo-
cidad de reproduocién, el dafio de las mismas provocado por
organismos patdgenos que impiden su germinacidn y también
el aborto frecuente de embriones hibridos que en muchos ca
sos es ocasionado por un desarrollo deficiente del endosper
mo; problemas que en gran medida se ven soluclionados con el
cultivo aséptico de los embriones en un medio nutritivo ade
cuado. Ademas, estos cultivos in vitro se han utilizado pa-
ra la obtencidn directa de callo a partir de embrion (Lowe
y Conger, 1979).

El cultivo de embriones tamhién ayuda al entendimiento
de la morfogénesis. Ademis ha habido progreso hacia el ais
lado de embriones jovenes (inmaduros), Se ha demostrado que
los requerimientos nutriclonales de tales embriones llegan
a ser progresivamente menos complejos que el de los maduros.

También porque se sabe que de explantes mis jovenes se ob-
tiene callo mds ripido y un mejor crecimiento.

Embriones pequefios globulares requieren un delicado balan
ce de fitorrequladores tales como auxina, giberelinas y cito
cinina, junto con adenina y vitaminas del grupo B y relativa
mente altos niveles de sacarosa.

En resumen, la importancia en el desarrollo de estudios
del cultivo de embriones }ovenes ofrece un método para ori-
ginar embriones hibridos derivados de ciertas cruzas inter-
espec{ficas, tenemos como ejemplo el lino y la cebada. El

hecho de que algunas células dentro de las masas de callo



sean capaces de formar embriones o meristemos organizados
es altamente significativo, esto indica que tales células
retienen toda la {nformacidn genédtica requerida para el
desarrollo normal de una planta completa, ellas son toti-
potentes (Butcher e Ingram, 1976).

Se han hecho mis estudlos acerca de embriones maduros,
que de inmadurcs, en el caso de los primeros se ha traba-

do desde 1936 con embriones sembrados in vitro de Avena

sativa, orquideas, Zea mays, Panicum palmifolium, Vallota

purpurea, Pinus resinosa, Thuja oceidentalis, Plcea cana-

densis, Tsuga canadensis y Pseudotsuga taxifolia (Ue La

Rue, 1936) y actualmente se ha trabajado con Teiticum aes--

tivum, Zamia pumila, Pennisetum americanum, entre otras

{Webb et al, 1982; Vasil y Ozias, 1983; Vasil y Botti, 1983).
En los seqgundos, se han encontrado estudios (desde 1936) de-
varias especies que pueden ser crecidos en cultivo e inducir
la formacion de plantas completas. Estas especies son: Tara-

xacum officinale, Chrisathemum leucanthemum, Lactuca canaden-

sis, Coreopsis lanceolata, Lycopersicon esculentum, Nicotia-

na y Bryophylium crenatum, Zea mays. Estosembriones inmadu-

ros medfan entre 0.5 y 1 mm cuando fueron transferides al
nuevo medio (De La Rue, 1936) v actualmente se ha trabajado

con Papaver somniferum, Hordeum, Linum entre otras especies

{(Butcher e Ingram, 1976; Dodds y Roberts, 1952).

1.9, Cultivo de anteras:
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Las células de plantas haploides contienen un simple com
plemento cromosdmico, es deeir si su nimero cromosdmico di-
ploide es 20, por ejemplo, el haploide tendrfa 10 cromoso -
mas, y estas plantas son Gtiles en programas de fitomejora-
miento para la seleccidn de caracter{sticas deseables.La pro
puesta de cultivo de anteras y eultivo de polen es para pro-
ducir plantas haploides por la induccidn de embriogénesis de
divisiones repetidas de esporas monoploides, microsporas o
granos de polen inmaduros (Dodds y Roberts, 1982), Hay que a
clarar que las anteras son cortadas cuidadosamente y transfe
ridas a un medio nutritivo apropiado. Estas al ser cortadas
en un estadio inmaduro usualmente crecen anormalmeate y no
hay desarrollo de granos de polem de las células madres del
polen (Butcher e Ingram, 1976).

Las microsporas representan el cemienzo de la generacidn
del gametofito macho. Las microsporas maduras, g¢specialmente
siguiendo su liberacion de tétradas, son referidas como gra-
nos de polen. El nimero cromosdmico de estos haploides puede
ser duplicado con la utilizacidn de colchicina, lo que produ
ce una planta homocigdtica mis estable (Vasil y Nitsch, 1975).

El estsadio particular de desarrollo de las anteras en el
tiempo de cultive es el factor mis importante en llevar a ca-
be la produccion de embrioides.

En especies con un deteeminado nimere de anteras por flor
o series de yemas florales pueden ser examinadas en orden

para dar todos los estadios de desarrollo., Bisicamente se u-
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san dos métodos: l) las anteras cortadas son cultivadas 50
bre un medio de agar o llquido y la embriogénesis ocurre
dentro de la antera, o 2) el polen es removido de la ante-
ra, por medio de un corte o por dehiscencia natural de la
antera, y el polen aislado es cultivado sobre un medfo 1{-
quido. Puede .tomar de 3 a 8 semanas para que emergan plin-
tulas haploides de anteras oultivadas (Reinert y Bajaj, 1977
citado en Dodds y Roberts, 1982). '

Sunderland (1979) reportd que las flores de muchas plan-
tas que se utilizan en cultivos de anteras caen dentro de
tres categorfas: premitdtica, mitdtica o postmitdtica. En
la categorfa premitética la mejor respuesta es obtenida ail
usar anteras en las cuales las microsporas han completado
la meiosis, paro aun no comienza la primera divisidn del

polen (ejfemplos, Myoscyamus y Hordeum vulgare). Las ante-

ras que corresponden al grupo mitdtico respenden 6pt1mameg
te cerea de la primera divisidn del polen (ejemplos, Nico-

tiana tabacum, Datura Lnnoxia y Paeonial. Los estadios tem

pranos bicelulares del desarrollo de polen es mejor en las

plantas postmitoticas (éjemplos, Atropa belladonna y Nico-

tiana)(Dodds y Roberts, 19682).

Otro factor en el cultivo de las anteras es el estadio
flslolﬁglco de la planta padre (ejemplo, fotoperfodo, in-
tensidad de luz, temperasura y nutriclon mineral). Las an-
teras deberin de ser tomadas de flores producidas durante
el comienzo del perfodo de floracién de la planta (Sunder-

land, 1971},
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Se han reportado altas producciones de embriones que
provienen de anteras que crecen bajo dfas cortos y altas
intensi{dades de luz (Sunderland,.l1971).

Varios tipos de anteras requierea pretratamiento para
la mejor produccidn de embelones en algunas plantas. El
pretratamiento de anterasa bajas temperaturas por perfo-
dgs de 2 a 30 df{as a temperatura de 3 a 10 % pueden es-
timulae laembriogeénesis (Sunderland y Roberts, 1977),

La presenclia de tejidos de anteras en et cultivo, in -
troduce varlios factores definidos que influencf{an la pro-
duccidn de embrioidess Raghavan (1978) sugirld que el gra
diente de auxina endogena dentro de la antera puede ‘fugar
un papel en el desarrollo del grano de polen.

Se han hecho diversos estudios sobre el cultivo de an--
teras en diferentes especies, en cuanto a concentraciones
de fitorrequladores, si requieren presratamiento o no, en
que fuente de sacarosa crecen mejor, produccldn de embrio
nes, etcy Las espeeles en donde se han hecho estos estu -

dios son: Arachis hypogaea, A, villosa, Vitis, Zea-mays,

Oriza sativa, Nicotiana, Triticale, Hevea brasiliensis, Pe-

tunia, Arahbidopsis thalllana, Solanum migrum y Anemone cana-

densis (Gresshoff et al, 1972; Harn et al, 1972; Chaleff et
al, 1981; Baja} et al, 1981; Zapata, 1981; Bouquet ot al,
1982; Bullock et al, 1982; Chen, 1982; Jlalin et al, 1983
Sharma et al, 1983; Raquin et al, 1983; Keathley et al, 1983
Johansson, 19833 Ding et al, 1984; Henry et al, 1984; Sunder
land et al, 1984; Lazar et al, 1284 y Shaeffer, et al, 1984),
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En el cultivo de anteras de arroz Zapata en 1981 utili-
zd un pretratamiento de frio a 8 "C por 13 dlas en la as -
curidad y al final 16 horas continuas de luz, este trata -
miento le did mejores resultades de formacidn de callo y
produccidn de embriones. Ademis de que la concentracion de
sacarosa fue de 20 g/l y de agar 8 g/1 a un pH ade 5.6 vy
los fitorrequladores gue se utilizaron fueron de 1 ppm de
2,4=D con | ppm de K.

Otro autor menclona que el pretratamlento que le did
mejores resultados fue 2l de 4 C en las siguiéntes espe-~

9£¢5 Hordeum vulgare, Hicotiana tabacum y Paeonia lacti -

flora (Sunderland et al, 1984).

1,10, Cuantificacion del cultivo de tejidos:

Después de que los callos han crecido por un tiempo en
asoclacidn con el tejldo original, llega a ser necesario
el subcultivo de los callos en un medio fresco. El creci -
miento sobre el mismo medio por un periodo grande ocasiona
el agotamiento de nutrientes esenciales y la desecacién
gradual del agar. Los metabolitos secretados por los callos
durante el crecimiento pueden acumularse hasta niveles t -
xicos en el medlo. La transferencia del fregmento de callo
debe ser una masa suficiente para asegurar la renovacidn
del crecimiento sobre el medio fresco: si la transferencia
del inbculo es tamblén pequeiia puede tener una velocidad

pequeia del crecimiento o ninguna.Street, 1977, ha recomen
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dado que el indculo debe tener un didmetro de 5 a 10 mm y
un peso de 20 a 100 mg. Los subcultivos sucesivos son ue

sualmente realizados durante 28 d{as con tubos de cultivo
conteniendo 30 ml de medio. Una curva de crecimiento tfpi
ca para cultivo de callos es mostrada en la flgura 1 que

se asemeja a una cueva de crecimiento de bacterias. Yeo -
man y Mcleod {(1977) suglieren que los cultivos mantenidos

en agar a 25 C o abajo de este rango podrdn ser subcultl
vados de 4 a é semanas. Un callo suave puede ser subdivi-
dido con una espitula o escalpelo y transferirse directa-

mente a la superficle del medio fresco.
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Respuesta del crecimiento de un cultivo
de callo tipico. Este callo en par ticu-
lar podrid ser subcultivado aproximada -
mente en un intervalo de tiempo Indica-
do por X.
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1.11, La Planta
1.11.1. Taxonomia:
El género Vinca fue establecido por Linneo en el afio de

1753 en sy "Species Plantarum” (1:209) donde distingue dos

especies Vinca minor y Viaca major. La descripcidon genéri-

ca asociada con su diagnosis especifica aparecid en 1754

en la quinta edicidn de "Genera Plantarum", donde Vinca

minor L., es el lectotipo aceptado del género (Stearn, 1964).
También esta especie recibe diferentes nombres de acuer

do al lugar donde se cultiva, entre estos tenemos: Vinca,

Vicaria, Magdalena, pervinca, Teresita, Maravilla, etc. A-

demds ha recibido los siquientes nombres cient{ficos: Vin-

ca rosea, Lochnera rosea, Catharanthus roseus y Ammocallis

52533. Ya que esta planta recibfa tantos nombres cientffi-
cos Stearn en 1966 realizd una investigacidn para determi-
nar cual era el mombre cient{fico correcto y encontrd que
desde 1920 los botdnlcos convinieron, para la flora de
las apocinaceas de las Indias Oceldentales, que el nombre

mas comdnmente usado era el de Catharanthus roseus L, G.

(Don), usado por varfos autores, antes de que Pichon lo
tomara en 1948 y Stearn en 1256,
El primero en reconocer que Viaca rosea L. diferfa en

muchos caricteres de la Vinca propiamente dicha y que de-
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bfa ser puesta en un género aparte fue Ludwig Reichenbach,
quien en 1828, le propusd el nombre genérico de Lochnera,
Pichon en 1948, enlistd 34 diferencias entre Lochnera y
Vinca. Por esta razon en el Codigo Internacional de Nomen
clatura Botdnica el género correcto es Catharanthus y no
Lochnera.
Pichon (1951) en Farnsworth, 1961; la clasifica como
slgue;
Familia: Apocinaceae
Subfamilia: Plumeriodeae
Tribu: Alsotonieae
Subtribu: Catharanthus G. ODon,
Seccidn: Lochnera (Reichb, f.) Pich,

Género y Especie: Catharanthus roseus (L.) G. Don.
1.11+2. Descripcion botimica:

Es una planta subarbustiva de 40 a 80 cm de alto, de
répido crecimiento, lefiosa en su base, con ramas erectas,
hojas simples, enteras, sin estipulas. opuestas, siempre
verdes, coriaceas, mucronadas y obtusas, de 3 a S cm de
largo por 1.5 a 5 c¢m de ancho, su pecivlo bidentado o
blestipulado en su base; flores axilares, solitarias o
en pares, sésiles, actinomorfas, hermafroditas, de color
rosa o blancas, palidas por el envez v con el centro ro-
Jo o pGrpura oscuro, aunque hay variedades sin este pun-

to rojo {Sanchez, 1979).
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Caliz de clnco divisiones y sus segmentos ciliados, co
rola gamopétala, pentalobulada, de perfloracion contornea
da, cinco estambres insertos en el tube de la corola, cos
los filamentos cortes y las anteras alargadas, aproximada
mente en cono, ovario sdpero bicarpelar, bilocular, con
placentas axilares, estilo indiviso, estigma ancaho y grue
so, muchos Ovulos en cada divisidn,

Los foliculos o vainas tienen de 2.5 a & e¢m de largo
(sin embargo, en el laboratorio se han encontrado de 0,5
a 6 cm de largo) y de 2 a 3 mm de didmesro vy contienen de
15 a 20 semfllas cada una con un tegumento délgado de ca=
lor negro. Hay que aclarar que la medida de las vainas
puede variar de acuerdo a los nutrientes y a las condicig
nes ambientales, es decir mucha humedad, temperatura, etc,
en que se encuentre la planta (Séhchez, 1979; Waizel, 1979
y Castillo, 1984),

Este género presenta sels especies incluyéndose Catha-

ranthus roseus; estas espesies son: Catharanthus roseus,

C. lanceus, C. trichephyllus, €. longifolius, C. pusiltus,

€. scitulus (Farnsworth, 196l1). En la figura 2 se observa

a Catharanthus roseus,

1.11.3. Distribucibn geogrifica:

Con la excepcion de C. pusillus, una especde de la In-
dia, todas las especies de Catharanthus son endémicas de

Madagascar. C. roseus fue intpoduclda a Parls y luego a



Figura 2 En esta figura se muestra a la planta
Catharanthus roseus que pertenece 3
1a Tamllia de las Apocinaceas, ver
clasificacion (en el punto 1.11.1.) y
descripcion botdnica (en el punto
1.11.2,)
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los jardines betdnicos europeos dentro de los trépicos co
mo una planta ornamental y ha llegado a ser actualmente
una planta pantropical.

Se dispersd por cultivo a la India, Indochina, Indene-
sla, Las Fillpinas, Australla, Sud-Africa y el Oriente,
America, Las Indias Occideahales, Europa y aln Rusia (Tgx
lor y Farnsworth, 1975).

En Méxlco se encuentra en las zonas tropicales de Jalls
co, Yusatin, Puebla, Veracruz y Oaxaca. Se ha viste desa -
rrolli%dose en los estados de Michoacin, Guerrero, Morelos,
Campechay Tabasco, Querétaro, Quintana Roo y Baja Calitor-
nla cultivadas para ornato,

Es apreciada por sus bellas fleres durante todo el aifio,
razon por la cual le llaman’'Maravilla'en donde es cultiva-
da {(Taylor y Farnswofth, 19753,

Ho se conoce la fecha exacta de {introduecidn a nuestro
palse Se le menciona por Sesse v Mocifio como cultlvada en

Orizaba, Veracruz y Jalisco desde el afio de 1894 (Waize#k,
1979).

l.11.4. Datos adicionales:

Esta especie crece en el trdpico, calido~himedo y tam-
héén puede crecer fuera de éste (Walzel, 1979).

En cuanto a enfermedades no se ha obsewado ninguna, co-
mo ataque de hongos u otros mieroorganismos, en las que

se encuentran cultivadas en Quintana Roo se ha observado
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un pulgdn en la hoja (Castillo, 1984) y en el invernadero
se han observade hormigas en las rafces de las plantas pe
ro jamés se ha observado que se coman éstas o a las hojas.
No se ha encontrado en la literatura que relacidn tengan
las hormigas con esta planta.

El nimero cromosdmico de C. roseus es 16 (2n) pero se
ha observado este 2n de 32 cuando a la planta se le agre
ga colchicina, es decir son tetraploides (Taylor y Farns

worth, 197%5),

1.11.5. Utilidad de la especie:

Es empleada contra diversas enfermedades en varios
pafses por ejemplo en El Salvador, Cuba y Filipinas las
hojas se utilizan para las afecciones de la garganta v
ojos. En Filipinas también las raices se utilizan como a
gente abortivo. En Vietnam las hojas, rafces v planta
completa se utilizan para las evacuaciones Intestinales.
En Madagascar las rafces v plantas completas se utilizan
como laxante y también para el dolor dental la ralz. En
Sudafrica la rafz v 1as hojas las ocupan para la menstrua
cion excesiva, etc (Farnsworth, 1961).

La planta C. roseus contlens al menos 130 alcaloides
{Taylor v Farnsworth, 1975; Carew. 1275) de los cuales
dos, vincristina v vincoleucoblastina. destacan por ser
empleados con éxito, desde 1963, en el tratamiento de la

leucemia y de otros canceres humanos. £stas sustancias
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se presentan en muy pequeias cantidades del orden de
0.,00025 %, por lo que se requiere grandés cantidades de
plantas para la produccidn del medicamento, por ejemplo,
para obtener un gramo de vincristina, se necesitan 500
kilos de hojas secas de C. roseus (Waizel, 1979).

En México esta planta es empleada como ornamental y
también contra el cincer sdle que el producto terminado
es muy caro,

Una solucion para producir estos alcaloides serfa en
contrar una linea celular en cultivo de tejidos vegeta-
les que los contenga a ambos o por lo mends a uno de
ellos. En estudios que hasta ahora se han hecho en pro-
duccidn de alcaloides por medio de cultivo de tejidos
con esta planta no se ha producido ninguno de éstos v
en dichos estudios han utilizado como indeculo tallo, no
ja y pared de antera, pero en ninguno de ellos han espe
cificado bien el método de trabajo para obtener una sim
ple induccion de dichos cultivos, por esta razon se tu-
vo gque iniciar el trabajo para primero indueir a la for
macidn de callo y posteriormente obtener la linea celu-
lar {(Carew, 1962, 1964, 1966 v 1978; Wolfgang et al,

19805 Kurz et al, 1981l; Constabel et al, 1981),
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1. Elaboracidn del medio:

En un matraz con agua destila&a en agitacidn se agre:
garon las soluciones que se muestran en el apéndice tres,
Posterformente en otro matraz con agua en agitacion se
agregaron los fltorreguladores (ya sea para propagacidn,
embriones lnmadufgg 0 anferas) llevindolos a éstos a un
pH dcido (de 3 & 4). Después los fitorrequladores se mez
claran con las soluciones y se ajustaron a un pH de 5.6,

En sequida se agregd la sacarosa y se aforb. Previamente
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se lavd el agar, ya que se ha observado que cuando éste
no es puro puede haber problemas en el crecimiento de
los callos o bien no crecer. Por esta razodon el agar se
debe lavar hasta que tome un color blanco, Cuando el a
gar ya estd lavado se mezcld con la solucidn antes men
clonada y se fundld a una temperatura de 60 °C.

Posteriormente se vacld en tubos y/o frascos, llenan
do los primeros a 8 ml y los segundos a 20 ml. Ambos se
taparon con papel aluminio, solo que los frascos se ce
rraron con ligas y por Gltimo se esterilizan en autocla
ve a 125 °C durante 15 minutos,

Cada mes se tuvieron que hacer soluciones nuevas (ver
apéndice dos) para evitar que haya precipitaclones y
contaminaciones en los medfos.

Todo el material que sobraba de-la reslembra es de-
cir tubos contaminados, pinzas, frascos (con capacidad
de 100 ml) y agua destilada, etc, deblan ser esterili-

zados para evitar contaminaciones posteriores,
2.2, Material bioldgico:
Planta:
Las semillas de ésta fueron obtenidas en Lone star
seed Co. San Antonio Texas, se germinaron en tierra y

contaban con un afo de edad cuando se traba}d con ellas.

Fueron crecidas en el invernadero con luz natural a una
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temperatura en el dfa de 40 T y en la noche de 15 °C.

Propagaclon:

Las hojas que se escogleron fueron de diferentes tama-
fios, clasificindolas en tres grupos, chicas (0.8 cm - 1.0
cm), medianas (1.1 cm - 2,0 cm) y grandes (2.2 em - 3,0
cm). Ademds tenfan que presentar un color verde y prefe -
rentemente se escogfan de las partes superiores de las
plantas, las cuales estdn menos sucias. Se hizo un experimento
previo de estos tres grupos ue plantas y el mejor resuitg

do que se obtuvo fue en las medianas.
Embriones inmaduros:

Las vainas se eliglieron de diferentes tamaiios observég
dose que no se llegara a tomar las semillas ya maduras
que se distinguen por tener color negro. En general tam -
bién se clasificaron por su tamafio en tres grupos: las
chicas (0.5 a 0.9 ¢cm), las medianas (1.0 a 4.0 em) y gran-
des (4.0 a 6.0 cm). Se selecciond el primer rango de esa
manera ya que en 0.5 cm se podfan apenas agreciar los em -

briones con ayuda del microscopio de diseccidn,
Anteras:

Las yemas florales que se escogieron medlan desde 1 3 5
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En los dos experimentos se midieron &stas, procurando
que hublera un nimero considerable de cada una de ellas.
Se hizo un experimento previo de esas medidas dando mejo
res resultados en la medida de 2 a 3 mm que fue la que

se utilizo,
2.3, Propagacidn:

El medio de cultivo que se utilizd fue el de Murashi-
ge-5koog modificado, ver apéndice 1, y comﬁlementado con
las concentraciones de fitorreguladores que se muestran
en el sigulente cuadro mds 8 g/l de agar y 30 g/} de sa-

c3arosa.

AIA (mg/l)

10 1 0.1

10

BAP (mg/l) 1

0.1

La esterilizacion de las holas fue de la sigulente ma<

neraj
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Se lavaron las hojas perfectamente con Extrdn al § %,
ayudindose de un cepillo.

Se pusieron en agltacidn con Extrin al 5 % durante 10
minutos.

Se enjuagaron con agua destilada durante 2 minutos.
Después se pusieron en etanol al 70 X durante 5 minu-
tos.

Las hojas se pusieron enteras en hipoclorito de sodio
en agua en una relacidn 3:1 durante 10 minutos,

Se llevaron a la campana de flujo laminar a enjuagar
con agua destilada estéril y a cortarse por la nerva-
dura cada hoja con un bistur{ estéril apoyindose en
una caja de Petri.

Las hojas se colocaron en un matraz quitasato de 250
ml con hipoclorito de sodio en agua en una relacidn
3:1, se mantuvieron en agitacidn durante 10 minutos y
bajo vacto.

Posteriormente se llevaron a la campana, se vaciaron
en un embudo cublierto con una gasa estéril para enjua
garse con agua destilada y posteriormente se sembra -
ron en los diferentes medlos anteriormente descritos,
Todos los cultivos se pusieron en el cuarto de culti-

vo a una temperatura de 25-30 °C y luz cont{nua.

2.4, Embriones inmaduros:

Las vainas se esterilizaron de la siguiente manera:
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l.- Se lavaron las valnas seleccionadas con cepillo y Ex-
trin al 5 %.

2.- Se lavaron en agitacion con Extran al 5 % durante 15
minutes.

3.~ Se enjuagaron con agua destilada durante un minuto,

4, Se pusieron en agitacion en etanol al 70 % durante 2
minutos.

5.~ Posteriormente se pasaron a hipoclorito de sodio
agua en una relaciéon de 3:1 durante 20 minutos,

6.~ Se lavaron en la campana las valnas y se disectaro:
con el microscepio de diseccddn para después sembrar
se,
El medio de cultivo-que se utilizd fue el de Murashi-
ge-5koog 1962 (medifo M-5), modificado v suplementado
con 1 ppm de 2,4-D con 0.1 ppm de K.
Se gelificd con agar a 8 g/l y 30 g/1 de sacarosa.
Una mitad de los embriones sembrados se colocaron en
luz continua y la otra en la oscuridad a una tempera

tura de 25 °C,

2.5, Anteras:

Pretratamiento: antes de que se sembraran las anteras,
las yemas florales se trataron con frio a - °C e¢n la oscu
ridad durante 1,2,3,4,5,647,8,9,10,11,12 v 13 dias (pri -
mer experimento).

En el segundo experimento tamblién las vemas florales
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antes se trataron con frio a 4 ‘C en oscuridad los dfas
que se mencionaron anterlormente pero después de cada dfa
se pusieron en 1luz cont{nua durante 16 h a 25 °C (Zapata,
1981).

Esterilizacidn de las yemas florales: Las yemas flora-
les se cortaron de las plantas que estaban en el inverna-
dero, se pretrataron como se menciona anteriormente y pa-
ra el primer experimento se lavaron como sigue:

l.- fxtrdn al 5 % durante 5 minutos.

2.- Posterlormente se enjuagaron en agua destilada duran-
te 2 minutos.

3.- Se pasaron a etanol al 70 % durante 2 minutos.

4,- Y por Gltimo se pusieron en hipoclorito de sodio en a
gua en una relacion de 3:1 durante 17 minutos.

En este experimento se hizo una repeticidn de los mejé

res dfas que dieron callo. Estos dfas fueron 1,5,647,8,

"1l y 12. En este caso la esterilizacidn se cambid por-
que en el primer experimento hubo contaminados.
l.- Se pusieron en Extran al 5 % durante 10 minutos.
2.~ Se enjuagaron con agua destilada durante 2 minutos.,
3.~ Después se pasaron a etanol al 70 % durante 5 minutos,
bo= ¥ flnalmente en hipoclorito de calcio al 6 % durante
17 minutos.

€1 procedimiento anterior se utilizd en el segundo ex-
perimento con el pretratamiento antes mencionado y se hi-
zo repeticion de todos los dias.

Medio de cultivo: E1 medio de cultivo que se utilizd
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fue el M-S modificado y suplementado con ! ppm de 2,4-D

mis 1 ppm de K y 20 g/l de sacarosa. Se gelifticd con
8g/1 de agar.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Propagacion:

Se observa en el cuadro uno que en la concentracidn de
1 ppm de dcido indol acético (AIA) con 10 ppm de Bencil
amino purina (BAP o BA) fue con la que se obtuvo un mayor
porcentaje de hojas que se mantuvieron completamente ver-
des (94.7 %); en la concentracién de 1 ppm de AIA con 1
ppm de BAP se obtuvo un porcentaje de-57.6 y en la concen
traeion de 1 ppm de AIA con 0.1 ppm de BAP del 46.7 %. 0b

servindose estos resultados después de-2 meses de haber -
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los puesto en el medio de induccidn,

En cuanto a las hojfas con partes verdes la concentra-
cidn que tuvo mayor porcentaje fue la de 0,1 ppm de AIA
con 0.1 ppm de BAP con un valor de 66.7; posteriormente
la concentracidn de 10 ppm de BAP con 10 ppm de AIA tuvo
un 60 X y 1 ppm de BAP con 0.1 ppm de AIA ohtuvo un va -
lor de 59.3 %.

Observamos que los porcentajes de la columna de hojas

'completamente verdes son totalmente diferentes a las de
hojas con partes verdes.

Suponemos que las ho}as que estidn completamente ver -
des no se estan diferenciando y por lo tanto pueden dar
brotes, sin pasar por callo, mientras que las otras (ho-
jas con partes verdes) se estan desdiferenciando para
dar callo.

En el cuadro 2 observamos que la concentraciodn que
presenta mayor porcentaje (53.3 %) de hojas completamen-
te verdes fue la de 1 ppm de AIA con 1l pmm de BAP, en se
gundo término se encuentra la concentracion de 10 ppm
BAP con 10 ppm de AIA con un valor de 31 ¥y en tcréer
lugar 1 ppm de BAP con 10 ppm de AIA con un valor de -
9.7 %.

Comparando los dos cuadros que se menclonan anterior-
mente, observamos que la Gnica concentracion que mantuvo
las ho}as completamente verdes fue la de 1 ppm de AIA
con 1 ppm de BAP, mientras que las dos concentraciones,

1 ppm de AIA con 10 ppm de BAP y 1 ppm de AIA con 0.1
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ppm de BAP, ya no presentan hojas completamente verd:s,
En cambio, en la concentracion de 1 ppm de BAP con 10

de AIA se pueden obtener algunas hojas coupietamen=-
te verdes mientras que en el cuadro ! no aparecf{an éstas.
También observamos que en la concentracidn de 10 ppm de
BAP con 10 ppm de AIA aumenta el porcentaje de hojas
completamente verdes a 3l.

En las hojas con partes verdes observamos que en las
concentraciones de 10 ppm de BAP con 1| ppm de AIA y 1
ppm de AIA con 0.1 ppm de BAP hay un 100 %, la concentra
cidn de 0.1 ppm de AIA con U.l ppm de BAP tiene un valor
de 92.8 % y la concentracion de 1 ppm de BAP con 0.1 ppm
de AIA que tiene un valor de 57.6 %,

Comparando estos resultados con el cuadro uno de ho -
jas con partes verdes, se observa que aumenta el porcen-
taje de la concentraclién de 0.1 ppm de AIA con 0.1 ppm
de BAP, en la concentracion de 10 ppm de BAP con 10 ppm
de AIA disminuye a un porcentaje de 20.6 vy la concentra-
cibén de 1 pmm de BAP con 0.1 ppm de AIA también disminu-
ye a 57.6 %.

De las observaciones anteriores se puede conclulr ten
tativamente que el medio que mantiene mejor las hojas
completamente verdes es 1 ppm de AIA con 1l ppm de BAP,

En el cuadro 3 la concentracidn gque presenta mayor
porcentaje de callos verdes es la de 1 ppm de AIA con 0.1
ppm de BAP (100 %), en sequndo lugar estd la concentra -

cion de 0.1 ppm de BAP con 0.1 ppm de AIA (92,3 %) y en
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tercer lugar estd la concentracidn de 0.1 ppm de AIA con
1 ppm de BAP (56 X).

Observamos en el cuadro % que la concentracion con que
se obtuvo mayor porcentaje de callos verdes es la de 1
ppm de AIA con 0.1 ppm de BAP con 52,5 %, con la concen-
tracion de 10 ppm de AIA con 0.1 ppm de BAP se obtuvo un
50 % y con la concentracidon de 10 ppm de BAP y 0.1 ppm
de AIA tiene un valor de 42,8 %,

Comparando estos resultados con el cuadro tres, obser
vamos que la concentracidn de 1 ppm de AIA y 0.l ppm de
BAP el porcentaje disminuye, pero aun as{ tlene un consi-
derable porcentaje en comparacidn a los otros. La concen-
tracion de 0.1 ppm de AIA y 0.1 ppm de BAP disminuve a un
23 % y la concentracion de 1 ppm de BAP y 0.1 ppm de AlLA
disminuye a un 37,5 %,

En ninguno de los resultados anteriores se obtuvieron
brotes, sin embarqgo, se puede sugerir que las concentra-
ciones con mejores resultados para induccidn de callos
verdes son las siqguientes: 1 ppm de AIA con 0.1 ppm de
BAP, 10 ppm de AIA mis.0.l1 ppm de BAP y 10 ppm de BA#
con 0.1 ppm de AIA,

Posiblemente no se obtuvo brote ya que tal vez se ne-
cesitaba otro barrido de concentraciones de fitorrequla-
dores y haberlos resembrado en Intervalos de tiempo mas
cortos,

Las hojas que dieron mejores resultados para la obten

c¢ion de callo verde fueron las medianas de 1.1 - 2,0 (ver
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materfales y método) cm de largo. Las que tenfan may or
tamafio se contaminaban mis ficilmente y las de tamaiio
pequeTo no daban callo o se ponfan completamente transpa-
rentes.

Hay que aclarar que en todos los cuadros anteriores
no se tomaron en cuenta los tubos que estaban contamina-

dos.

3.2. Embriones inmaduros:

Los embriones sembrados en el tratamiento de luz die-
ron un valor del 25 % de callo, como se puede observar
en el cuadro 5, hay que aclarar que este porcentaje es
parcial ya que no se contaron todos los embriones disec
tados por ser muy numerosos y muy pegqueiios, Si no que
se tomd como el 100 % el nimero de embriones sembraaos
en frascos.,

En este caso se sembrd en 1 ppm de 2,4-D (3cido 2,4
diclorofenoxiacético) con 0,1 ppm de cinetina (k) (medio
de induccion), ya que este medio fue el gue dio mejores
resultados utilizando hojas y se quizo propbar esta con-
centracion con los embriones inmaduron:.

En el tratamiento en la oscuridad se obtuve un 50 %
de callo en el rango de l.1 - 2,0 cm (medianas} obser-
vindose un mejor crecimiento.

Comparando los resultados en oscuridad v en luz, los

callos de oscuridad eran mas grandes y ma5 suaves gque
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los de luz.

Después de dos meses los calles se pasaron al medio
de 0,25 ppm de 3cido naftalén acético (ANA) con 0.25
ppm de 2,4-D, ya que hab{a dado un buen resultado en ho
jas como medio de mantenimiento después de dos meses a
partir de la siembra, datos previos en el laboratorio,
y Se empezaron a pesar los callos de embriones. Se obtu
vieron las sigulentes graficas de porcentaje de Incremen

to de peso fresco contra tiempo.

Grafica 1:

Lo éue se observa en la grifica 1 parte A (meses-M)
e que en el primer mes hay un incremento considerable
del peso fresco del orden de 560 %, en los otros dos me-
ses se observa que va descendiendo lo que significa que
el cultivo se estd estabilizando. En la parte B (d{as-d)
se observa que el cultivo se encuentra en crecimiento en
tase lineal (aungue parece ser que el Gltimo punto fndi-
ca que se estd estabilizando).

Sin embargo, en la gratica B se necesita el Gltimo
dato para ver si sigue creciendo o no ya que el Gltimo
punto se ve gue se sale un poco de esa 1inea de crecimien
to, solo que éste no se pudo sacarvporque se contamind
el cultivo,

Tal vez no hubo crecimiento de los embriones conteﬁl-

dos en las vainas grandes (4.0 - 6.0 cm) y chicas (0.5 =-



« 49 -

0,9 cm) por que pudo haberseles dafado en la diseccldn

o bien por su variabilidad genética, o también por el

efecto de los fitorregquladores. Los mejores resultados

se dieron en las vainas medfanas (1.0 - 4,0 cm de largo).
Obsérvese la fotograff{a uno en donde se muestra un“

callo de embriones {nmaduros del tratamiento de oscuri-

dad.
3.3 Anteras:

En el cuadro 6 se muestran los resultados del pretra-
tamiento de fr{o utilizado por Sunderland (et al, 1984)
y los dfas de tratamiento junto con el medio que utilizd
Zapata (1981).

En el cuadro 6 se observa que los tiempos que dieron
mejores resultados fueron 1, 6, 7 v 1l dfas, mostridndose
el mayor porcentaje de obtencldn de callos en el dia 11,
64.3 %. Si vemos la columna de promedio en gramos, se
tiene que hav buena induccidn de callo de 0.05 a 0,06,
mientras que en el df{a 7 tenemos que hav buen porcenta-
je de callo pero poco promedio de peso, ya que hubo ma-
yor nimero de contaminados en ese dfia y en el dfa ¢ ocu
rre lo contrario, |

En cuanto a los explantes que no formaron callo; pudo
ser por que los Indlviduos presentan una variabilidad ge
nética intrfnseca y no necesariamente producen callo en

esas condiciones o bien a causa del tratamiento en frio.



Fotograf{a 1 En &ésta se observa un callo de-em-
briones inmaduros con tratamiento

en oscuridad a una temperatura de
25 C. El explante per tenece--al
rango de 1.0 a 4.0 cm (medianasie.
Se encuaentra en medio M-S mod{fica
do v suplementaao con 0.25 ANA mas
0.25 de 2,4=-D (ppm).
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sin embargo, se desecha esa posibilidad va que los explan
tes en el tratamiento 1 y 5 si presentan callo, mientras
que, en los dfas 2 al 4 no se presenta nada, si hubiera
sido el tratamiento no hubieran dado los demids d{as (en
este caso el 5, 6 y 7), lo mismo ocurre con los explan-
tes en los tratamientos 8 y 9. Lo que se esperaria seria
obtener induccidn de callo en todos los cultives, hasta
el d{a 12, por que es claro que el dfa 13 si estd afecta
do por el tratamiento, va que se realizd la repeticidn
del experimento 2 veces (en éstas si dieron los explantes
en los tratamientos 2, 3, 4 y § dias) y se aumentaron
siete dlas mis al tratamiento (20) y no se obtuvo callo
en los dfas del 13 en adelante.

El medio que se utilizo para la induccidn fue el de
1 ppm de 2,4-D con 1 ppm de K con pretratamiento de 4 <€
en oscurldad,

En las siquientes grificas observaremos los resulta -

dos del tratamiento de oscuridad.

Grafica 2:

En ésta se muestra el tratamiento de seis dfas a & ¢
en oscuridad (Ag}. En la parte A (meses-#) se observa
que eh el primer mes hay un incremento de peso fresco
del 609 % aproximadamente, esto indica que se desarrolld
ripidamente a partir de un tamafio tan pequefio como el de

las anteras ensayadas y en los otros tres meses se comien
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23 a ver que el crecimiento del mismo se empleza a esta
bilizar,.

En la parte B observamos que el crecinmiento estid en
fase 1{neal, es decir, que los callos estdn desarrollin

dose-normalmente, estdn creciendo,

Crifica 3:

En cuanto a los resultados de ésta (que-pertenece al
tratamiento 7), es decir 7 dfas a & °C en oseuridad, se
ohserva en la parte A que en el primer mes hay un valor
de porcentaje de-peso fresco de 295 y en los otros 3 me
ses se estabiliza el crecimiento del callo. En la parte
B se observa que el callo estd creciendo en una fase 1£
neal,

Comparando estas dos graficas observamos que la induc
cibn es mucho mayor en la grafica 2 que en la 3, sin em-
bargo en la parte B se observa que estos dos cultivos

con tratamiento diferente estin creciendo.

Grafica b&4:

Tenemos que en ésta se representa al tratamiento con
un dfa a 4 °C en oscuridad y que pertenece a la repeti -
cidn de los mejores dfas con ese tratamiete, En la parte
A se observa que el porcentaje de peso fresco fue del

309 en el primer mes v en los tres meses siguientes se
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observa que el crecimiento del callo se esta estabilizan
do. En la parte B (dfas-d) se ve claramente que los ca -
l1los estdn en la fase l{neal de su curva de crecimiento,
Comparando estos resultados con la grifica tres parte
A es mayor este porcentaje en la parte A de la grifica 4
y con la gréflca dos parte A, el resultado es mayor en
ésta que en la qrifica 4 parte A. En cuanto al crecimien

to en las tres grificas parte B estin en fase l{neal,

Los resultados en el cuadro 7 muestran lias resnues’as
al mismo medio con el mismo pretratamiento, sblo que des
pués de &ste se pusieron las anteras en 14 b contfnuas
de luz después de cada dfa.

Se observa en este cuadro que los explantes que pre =
sentan callo son los pretratadss con 1 a 3 dlas observéﬂ
dose un buen promedio en peso de 0.05 a 0.06 q esto quie
re decir que cualquiera de estos tres dlas en esas condi
ciones nos dard buena induccidn de calle, Mlentras que
en los dfas 4 al 13 no se obtuvo nada, aqui queda blen
claro que el tratamiento es el que esta afectando a los
individuos. .

Se repitid este experimento dos veces v se obtuvieron
los mismos resultados,

A los dos meses de sembrados se hizo la primera pesa-
da y después cada mes.

Estos resultados se observan en las siguientes grafi-

cas)
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Crdtica. 5:

En ésta se muestran los tratamientos A], Azy A3 (los
sub{ndices se refieren al dfa del tratamiento) con 4 ‘C
en oscuridad con 16 h contfnuas de luz. £n la parte A
se obtuvo un porcentaje de 300 de incremento de pese
fresco y en el sequndo mes se esti estabilizando. En la

parte B se observa que hay crecimiento.
Grifica 6:

En ésta se presenta la repeticidn de los tratamientos
Als A2 ¥y A3 con 4 C en oscurldad con 16 h cont{nuas de
luz. En la parte A se ve que en el primer mes el porcenta
je de peso fresco fue menor que en el sequndo que alcan-
z6 un valor de 370, esto quiepe decir que esta creciendo
en este mes mas ripido, en el tercer mes se observa que
se estd estabilizando, En la parte B se ve que tiene un
crecimiento en fase l{neal.

Comparando esta grifica con las demis es la (nica que

ha tenido crecimiento mayor en el segundo mes,

Hay que aclarar que todos los cultivos fueron induci
dos primero en frascos (2 meses) y después fueron pasa-

dos a tubo para que no se contaminaran y se pesaran mas
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faci lmente, excepto los de la grafica que se indujeron en
tubo desde el principio.

Se observa que en todos los datos, les tratamientos Ay,
Ay y A3 con 4 °C de oscuridad o bien 4 °C en la oscuridad
con 16 h cont{nuas de luz dan buenos resul tados para la
obtenc{dn de callos. Solamente una vez produjeron callo
los explantes de tratamiento 5, 10, 11 y 12 (primera vez),
en las repeticiones no se obtuvo nada. En el tratamiento
de 4 °C en la oscuridad con 16 h continuas de luz desde
el dfa 4 al 13 no se obtuvo nada en la primera vez ni en
las dos repeticiones.

Las yemas florales que dieron callos fueron las de 2 -

3 mm de largo (ver materiales y método).
Grifica 7:

Se muestra la curva de crecimiento en donde se obser-
va que hay un crecimiento cont{nuo hasta los 32 dfas. En
ésta se presenta al inicifo una fase lag en donde el callo
se esti estableciendo en el medio (2-8 dfas), después em
pieza a crecer (del dfa 6 al 32) y esto indica que esta
planta presenta un crecimiento mis prolongado si se com=-
para con la curva teorica que se muestra en los antece -
dentes.

En la fotograffa dos se observa el callo de anteras

con pretratamiento a 4 °C de oscuridad.



Fotograffa 2

Se observa un callo de anteras con
tratamiento en oscuridad a & C.
El explante pertenece-al rango de
2 a3 mm en medio M-S modificado

y suplementado con 1 ppm de 2,4=D
mas 1 ppm de K a una temperatura
de-25 °C.
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CuADR O 1

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FITORREGU
LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS PARA PROPAGA-
CION DESPUES DE DOS MESES DE CULTIVADO A UNA TEMPERATU

RA DE 25 a 30

CONC.

FITORREGU

LADORES (ppm).—

1 AIA
10 BAP
1 BAP
1 BAP
10 BAP
10 AIA
1 AIA

1 BAP

10 AIA
10 AIA
0.1 AIA
0.1 ATA
0.1 BAP
0.1 BAP

0.1 ATIA - 0,1 BAP

1 AIA - 10 BAP

HOJAS COMPLETA
MBNTE VERDES

57.6
13.6

1l.1

46.7

26.7
9%,7

‘C EN MEDIO #-S MODIFICADO.

HOJAS CON
PARTES VER

DES

%

60

32.3
59.3
57.1
25.8

66.7

N
TUBOS

33
30
3l
27
21
31
15
15
19
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CUADR O 2

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FITORREGU

LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS PARA PROPAGA-

CION DESPUES DE UN MES DE LA PRIMERA OBSERVACION A UNA
TEMPERATURA DE 25 a 30 °C EN MEDIO M-S MODIFICADO,

CONC, FITORREGU HOJAS COMPLETA HOJAS CON PAR N
LADORES (ppnm). MENTE%VERDES TES VE;DES TUBOS
1 ATA - 1 BAP 53.3 0 30
10 BAP - 10 AIA 31.0 20.6 29
1 BAP - 10 AIA 2.7 22.0 31
1 BAP - 0.1 AIA 7.7 57.6 26
10 BAP - 0.1 AIA 0 55.0 20
10-AIA - 0,1 BAP 0 7.6 28
1 AIA - 0.1 BAP 0 100-.0 13
0.1 AIA - 0.1 BAP 0 92.8 14

1 AIA - 10 BAP 0 100.0 17
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CUADRO 3

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACTIONES DE FITORREGU

LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS PARA PR QPAGAS

CION DESPUES DE UN MES DE LA SEGUHNDA OBSERVACION A UNA
TEMPERATURA DE 25 a 30 C EN HMEDIO M-S MODIFICADO,

CONC. FITORREGY CALLOS VERDES CALLOS CAFE N

LADORES (ppm) . % CON BLANCO  TUBOS
%
1 AIA - 1 BAP 0 66,7 30
10 BAP - 10-AIA 20,8 20.8 24
1 BAP - 10 AIA 11.1 0 36
1 BAP - 0.1 AIA 56.0 4 25
10 BAP - 0.1 AIA 10.5 15.8 19
10-AIA - 0,1 BAP 23,0 0 26
1 AIA - 0.1 BAP 100.0 0 12
0.1 AIA - 0.1 BAP 92.3 0 13

1 AIA ~ 10 BAP 17.6 82.3 17
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CUADR O &

BARRIDO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FITORREGU

LADORES EN HOJA DE CATHARANTHUS ROSEUS PARA PROPAGAT

CION DESPUES DE UN MES DE LA TERCERA OBSERVACION A UNA
TEMPERATURA DE 25 a 30 °“C EN MEDIO M-S MODIFICADO.

CONC, FITORREGU  CALLOS VERDES  CALLOS CAFE N
LADORES (ppm). % CON BLANCO  TUBOS

]
1 AIA - 1 BAP 14,3 35.7 7
10 BAP - 10 AIA 12,5 85.5 8
1 BAP - 10 AIA 0 100.0 6
1 BAP - 0.1 AIA 37,5 62.5 8
10 BAP - 0,1 AIA 42,8 57.1 7
10 AIA - 0.1 BAP 50,0 50.0 6
1 AIA - 0,1 BAP 54,5 45.4 11
0.1 AIA - 0,1 BAP 23.0 76.9 13

1 AIA - 10 BAP 0 100.,0 13



CUADRGO 5

TRATAMIENTO DE LUZ Y OSCURIDAD DE EMBRIONES INMADU

ROS DE CATHARANTHUS ROSEUS DE DOS MESES DE CULTIVADO
A UNA TEMPERATURA DE 25 °C EN MEDIO M-S MODIFICADO Y
SUPLEMENTADO COti 0.25 ppm DE ANA Y 0.25 ppm de 2,4-D,

TRATAMIENTO VAINAS CHICAS VAINAS MEDIANAS VAINAS GRANDES
(0.5 - 0.9cm) (1.0 - 4:0 Cm) (“.0 - 6.0 cm)
OSCUR IDAD 0 50 ¥ DE CALLO 0

LUz 0 25 % DE CALLO 0

CUADR O 6

PRETRATAMIENTO DE ANTERAS DE CATHARANTHUS ROSEUS A
4 °C EN OSCURIDAD DESPUES DE DOS MESES DE CULTIVADAS A
UNA TEMPERATURA DE 25 <C EN MEDIO M-S MODIFICADO Y SU-
PLEMENTADO CON 1 ppm DE 2,4-D MAS 1 ppm DE K.

TIEMPO (DIAS) % CALLOS X (q)
1 60 0.06
2 _ 0 0
3. 0 0
4 0 _ 0
5 27.3 0.02
6 30.7 0.06
7 63.6 0.03
8 0 0
9 0 0

10 15.4 0.02
11 64,3 0.05
12 26.7 . 0.02

13 0 0
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CUADRO 7

PRETRATAMIENTO DE ANTERAS DE CATHARANTHUS ROSEUS A
4 oC EN OSCURIDAD SEGUIDOC DE 16 HORAS CONT INUAS DE
LUZ DESPUES DE DOS MESES DE CULTIVADAS EN MEDIO M-S MO
DIFICADO Y SUPLEMENTADO CON 1 ppm DE 2,4=-D MAS 1 ppm
’ D

TIEMPO (DIAS)
1
2
3

E K.

% CALLOS
80

+
(=]

©C O O O © O O o O o w

X tg)
0,05
0:06
0.05

O O O O o 0O o o o
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CONCLUSIONES

Se tienen que hacer mis experimentos en cuanto a pro-
pagacian, alrededor de las sigulentes concentraciones,
1 ppm de AIA con 0.1 ppm de BAP; 0.1 ppm de AIA con
0.1 de BAP; 1 ppm de BAP con 0.1 ppm de AIA y 10 ppm
dé AIA con O.1 ppm de BAP y de éstas tratar de obte -
ner brotes, en lugar de callo, o bien aunque este pre
sente el callo tratar de obtener brotes, o hacer otro
barrldo de concentraciones de estos fltorreguladores
pero en valores intermedios a los de la tabla {ver ma
teriales y método) o también probar perf{odos de re -
siembra m3s cortos cen las concentraciones usadas. Las

hojas que respondieron mejor fueron las medianas (1.1



-

- 2,0 ¢cm).,

En cuanto a los embriones inmaduros se obtuvieron
bueno resultados en el tratamfento de oscuridad con
1 ppm de 2,4-D mids 0.1 ppm de K y 0.25 ppm de ANA
con 0.25 ppm de 2,4-D. En cuanto al tratamiento de
luz no se dieron tal vez porque la concentracidn no
fue la adecuada aunque lo sea para la oscuridad. Las
vainas que respondieron mejor fueron las medlanas
(1.0 - 4.0 cm).

En anteras se encontrd que el pretratamiente adecua
do fue de los dlas 1, 2y 3 en & °C de oscaridad sg
guidas con 16 h contf{nuas de luz, El tamafio dptime
de las yemas florales fue el de:2 a 3 mm de largo y
1a induccidn fue adecuada con ! ppm de 2,4-D mis 1
ppm de K. Los mejores dias del tratamiento a 4 °C en
la oscuridad fueren 1, 6, 7 y 11 aunque en este Glti
mo dla no hublera crecimiento en las repeticlones
posteriores. Ademds se comprueba que del tratamiento
1 al 12 s{ deber{a de existir callo, ya que en los
resultados mosérados se observa que en las repeticip
nes s{ dan los dias 2, 3, 4 y 8 y no dieron al prin-
cipio por que cada individuo responde diferente a
las condiciones dadas (variabilidad genética),

£l crecimlento en embriones inmaduros y anteras (ob-
sérvese las graficas) es bastante bueno para las con
diciones dadas.

En cuanto a 1a curva de creclimiente se concluye gue
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esta planta presenta un tiempo de crecimiento prolon
gade.ya que durante los 32 dias que se sfigiéid la gra

fica no llegd a la fase estacionaria.
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‘SUGERENCTIAS

En anteras y propagacion hay que encontrar un medio
de mantenimiento adecuado para mantener los cultivos
blancos y suaves. Hay que recordar gque este trabajo
es el inicio de un proyecto a largo plazo, ya que

en la bibliograffa citada jamds mencionaron blen

las técnicas de cultivo de Catharanthus roseus que

se supone utilizaron para obtener un cultivo en sus
pensidn, por esta razoén se tuvo que empezar a poner
las bases para encontrar una linea celular estable
y posteriormente con ella hacer otro tipo de estu =
dlos, tales como los bioguimicos.

También para que haya menos contaminacibn se propo-
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ne la germinacidn de las semillas en condiciones esté-
riles.

Se tiene que hacer una repeticion de la curva de cre
cimiento aumentando el nimero de tubos, para encontrar
la fase estacionaria y poder eneontrar-el dia de resiem

bra adecuado,
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APENDICES.

0.= Medio basal de Murashige y Skoog, 1962 (Medio M-Sﬁw

A. Sales Formula Concentracion Conc,
en mg/l.

Nitrato de amonio NH, MO, 1650 41.2 N inM
Nitrato de potasio KNO3 1900 18,8 mM
Cloruro de calcio CaCl> . 2H,0 440 3.0 mM
Sulfato de magnesio MgS04 « 2H20 370 ' 1.5 mM
Fosfato monobdsico »
de potasio. KH, POy 170 1.25 a#
Yoduro de potasio K1 0.83 5,0 M
Acido borico H3B03 6.2 100 wM
Sulfato de manganeso HMnS04 . 4H30 22.3 100 M
Sulfato de zinc InS04 . 7H,0 8.6 30 M
Molibdato de sodio Ha,Mo0; . 2H)0 0.25 1,0 M
Cloruro de cobalto CoCly . 6Hp0 0.025 0.1 M
Sulfato de cobre CuS04 . SH20 0.025 0.1 oM
EDT A Nap EDTA 37.3 0.20 NamH
Sulfato de hierro FeS50, . 7H70. 27.8 0.1 oM
Sacarosa *30.0 g/l

pH === 5.7 -~ 5,8
B, Constituyentes orgdnicos

mio-inositol 100 mg/1

Ac nicotfnico 0.5 mg/l

Piridoxina . HCL 0.5 mg/l

Tlamina . HC1 0.1 mg/l
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1.- Medlio basal de Murashige y Skoog modificado.

Nombre del Formula Concentracion Conc.
compuesto, en mg/l.

Cloruro de calcio CaClp . 2H20 440 3.0 M
Nitrato de pota-

sio KNO3 1900 18,8 mM
Sulfatn de amo-

nioc (NH4 ) 5504 1650 41.2 N mM
Yoduro de pota-

sico KI 0.83 5.0 M
Cloruro de co -

balto CoCl, . 6H,0 . 0.02% 0.1 M
Fosfato monob3-

sico de potasio KH>POy4 170 1.25 mH
Acido bérico H3803 6.2 100 .M
Molibdato de so

dio NaoNoO4 o 2Hp0 0.25 1.0 M
Sulfato de mag-

nesio MgS0, + 7H,0 370 1.5 mM
Sulfato de man-

ganeso Mn50g4 . 4H30 22.3 100 st
Sulfato de co -

bre CuSOy4 . 5H,0 0.025 0,1 M
Sulfato de Zinc ZnSO“ » 7HH0 8.6 30 M
Sulfato de hie-

rro FeS04 o 7H,0 55.7 0.20 mt
EDTA Nap EDTA 74.5 0.21 Na mh
Glicina 200

Piridoxina 50

Acido nicot{nico - 50

Tiamina 1000
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Nombre de) Formyla
compuesto,

M- inosito]
Agar

Sacarosa

pH m—- 5.6

Concentractén
en mg/l

10000
8000
20000

30000

para
anteras

para
propaga-
eldn y=-
embrio-
nes inw
maduros
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2.- Soluciones concentradas para

medio M-S,

Solucibnes

Agar

Sacarosa

Compuestos
utilizan
Cloruro de

Nitrato de
Sulfato de

la obtencion del

gue se

calcio

potasio
amonio

Yoduro de potasio

Cloruro de

cobalto

Fosfato monobédsico

de potasio

Acido borico
Molibdato de sodio

Sulfato de
Sulfato de
Sulfato de
Sulfato de

Sulfato de
EDTA

Glicina
Piridoxina

magnesio
manganeso
cobre
Zinc

hierro

Acido nicotinico

- Tiamina

M« inositol

Concentra
cion en
mg/l

440

1900
1650

0.83
0.025

170
6.2
0.25

370
22,3
0.025
8.6

55.7
74,5

200
50

50
1000
10000

8000

20000 anteras

30000 embrio-
nes in-
maduros
y propa
cion, —
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3.~ Cantidad adecuada de-las soluciones para hacee

un litro de-medio M-S,

SOLUCIONES , mi/1

A : 10
B 10
¢ 10
D 10
£ 10-
F ‘ 5
v | 10
Fitorreguladsres
pH - 5.6
Sacarosa anteras 20 g/}
Sacarosa propagacion 30 g/}
Sacarosa embriones lnmaduros 30 g/1
Agar 8 g/l

Nota: En la solucion V (vitaminas) la tiamina esta
"diez veces mas concentrada que en el medio o

riginal de M-5
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