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INTRODUCCION

Establecimiento del cultivo in vitro em 'palmas: mexicanas en pe-

ligro de extincién.

EXTINCION DE ESPECIES

- Las angiospermas son las plantas mis comunes en la tierra con ha
bitats ampliamente diversificados y especializados que representan --
una riqueza y potencial bidtico importante; muchas de ellas son sil--
vestres y sus caracteristicas afm son desconocidas. Actualmente mu--
chas especies de plantas se han extinguido; o muchas de ellas estén
en peligro de desaparecer debido entre otras causas al mal uso y mane
jo irracional del recurso natural renovable y a la falta de una legis
lacién adecuada y planificacién del uso del suelo (Vazquez, 1979).

La destruccién del habitat de las especies no es un hecho aisla-
do y reciente, donde el hombre desde su aparicic’_m ha jugado un papel
muy importante, como se puede observar por ejemplo en la profunda al-
teracién de los ecosistemas naturéles en. Asia Menor, Norte de Africa,
al igual que en otras regiones que se han modificado para destinarlas
a la agricultura, la industria, o a las ciudades en su continua expan
sién (Hagsater, 1976).

A nivel mundial desaparecen al afio aproximadamente 7.5 millones
de hectéreas. (el 0.62% del total) de los bosques densos y 5.8 millo--
nes de hectéreas (0.52%) de las masas arbbreas. Por lo tanto, cada
afio desaparecen en total 11.3millones de hectireas de masas arbbreas
(FAO, 1983). |

Se estima que mis de 20 hectéreas de bosque tropical se pierde
cada minuto (Raven, 1976 en Simmons, 1976).

De seguir la tendencia actual a nivel mundial aproximadamente
60 000 especies vegetales se habré_m extinguido al llegar al afio 2050.
(Myers (1976); citado por Hagsater, 1976), sefiala que se pierde una
especie por d:’_La y que al final del siglo'la diversidad natural puede
ser reducida alm mds al aumentar la proporcién de extincién a 100 es

pecies por dia.



La situacién de América tropical y en particular de nuestro ---
pais no es muy distinta, aunque ha sido mis lenta; sélo una pequefia
parte del habitat se habia alterado en tiempos precolombinos, se des
truyeron los bosgues de encino que cubrian la mayoria de las monta--
flas del altiplano mexicano, especialmente en los estados de Hidalgo,
Zacatecas y Guanajuato, a pesar de ello muchas regiones permanecieron
virgenes; s6lo hasta comienzos del siglo XX a raiz de la explosibn --
demografica se ha causado la mayor destruccién de grandes &reas bosco
sas y selviticas (Hagsater, 1976).

Un ejemplo de la destruccién de Areas naturales en la ciudad de
Mexlco es el pedregal de San Angel, el cual tenia uma extensién y ve
getac1on iniciales de 80 km Esta zona se formo hace aproximadamen
te 2500 afios por la erupcu'm de el Xitle, presentando un sustrato he
terogéneo, con una 'gran cantidad de accidentes topogrdficos como cue
vas, hondonadas y promontorjios rocosos. Esta topografia permite la
presencia de diversos macro y microambientes los cuales han sido si-
tios ideales para el establecimiento de una gran cantidad de espe---
cies vegetales y animales con diferentes requerimientos ambientales.
De esos 80 kmz, Rzendowski en 1954 denominé Senec¢ionetum praecosis a
la porci(_)n baja del pedregal que ocupaba 40.45 kmz, con 319 especies
de “palo loco". En un lapso de 30 afios a partir de la década de los

50 desaparecic’_) el 90% de la superficie correspondiente a la comumi--
dad de Senecio praecox y partes significativas de las commidades de

zonas altas. En un principio esta commidad cubria la mitad de la
superficie total del derrame del Xitle pero hoy apenas sobrevive el
5% aproximadamente 1.5 .
tante conllevd a la pérdida de unas 150 especies de ésta 4rea.

Pero en 1983 y debido al avance urbano de ésta &rea sélo quedaban _
2.9 km de los cuales en ese mismo afio 1la UNAM decretd 1.245 km como
reserva ecoldgica (Gaceta UNAM 30 sept. 1983); (Alvarez F.J. et al
1982; citado por Carabias L. H. y Meane del C., 1987).

En nuestro pais ha desaparecido el 90% de las selvas tropicales
(Lot y Toledo, 1980). Actualmente las tierras son utilizadas para -
la agricultura de modo errbéneo y costoso para la humanidad, (FAO,

1983).

Se estima que la reduccién del 90% fal-



Aunado a 1a extincibn de especies, poca atencién se ha puesto al
problema de la especializacién agricola en téminos de cultigenos que
actualmente se utilizan. La mayor parte de la produccién agricola --
mundial se basa en el cultivo de alrededor de 100 especies comesti---
bles. No obstante se sabe o se presume 1la existencia de varios miles
de especies potencialmente comestibles presentes en todo el mundo.
Algunos autores suponen que incluso el nfmero llega a las 80,000 espe
cies (Sarukhin, et al, 1983).

En México este hecho resulta paradbgico en virtud de su riqueza
bioldgica y su enorme herencia histérica.' Debe tenerse presente que
el territorio mexicano con sus mis de 20,000 especies de plantas vas-
culares, es una de las 4reas de mayor riqueza floristica del mundo.
En la actualidad alrededor de 600 son usadas en la alimentacién pero
sélo regionalmente. En general se estima que el nﬁmero de especies -
de plantas Gtiles de la flora mexicana es de unas 5000; aproximada---
mente una cﬁarta parte del total de plantas vasculares presente en --
México (Sarukhém, loc, cit.).

No obstante la importancia de las plantas en el sostén de la vi
da en la tierra, son pocas las que se conocen y un m’_nnero mucho ma---
yor las que se desconocen y no Se usan pero que sustentan el equili--
brio de los ecosistemas.

Esta riqueza se encuentra amenazada, la extincién de una especie
sea planta o animal, es una pé_rdida irreparable, lo que se traduce en
wna opcién menos para el hombre (Vovides, 1981) y una pérdida que al-
tera las cadenas y tramas alimenticias.

Las especies al extinguirse ejercen un efecto significativo so--
bre los habitats que en otro tiempo ocuparon, Raven (1976) estima que
una planta al desaparecer puede arrastrar consigo de 10 a 30 especies
dependientes tales como insectos, animales superiores y otras plantas
(Wochok, 1981).

Las actividades del hombre est4n ocasionando ahora el exterminio
de una cuarta parte del total de plantas en la tierra y de continuar
esto as{ terminarén por desaparecer en las prbximas décadas. Es posi
ble que con la péfdida de algunas especies vegetales también se anule
la posibilidad de poder elaborar productos para la cura de enfermeda-



des y el desarrollo de nuevas y mejores fﬁentes alimenticias y de --
otros productos que se necesitan obtener a partir de fuentes vegeta-
les naturales (Raven, 1976).

La perspectiva para el desarrollo de la regién tropical es deso
ladora debido a la presente tendencia irreversible de la duplicaciénm,
en los proximos 20 afios de la poblacién humana, que por otro lado es
pera la produccibén de alimentos suficientes para cubrir sus necesida
des basicas (Fisher, 1980).

En paises subdesarrollados en general tienen necesidad de obte-
ner divisas para pagar diversos productos industriales, ésto acelera
la utilizacién de su {mico recurso explotable que son los bosques, -
més alm el aumento del costo de productos derivados del petréleo oca
siona la necesidad de utilizar lefia o carbbn vegetal como combusti--
ble para cocinar o calentar, lleva a una gran destruccién de los bos
ques cercanos a las poblaciones que requieren dicho producto.

La tala de bosques o desmonte para posteriormente realizar agri
cultura es muy comin; ésto sucede por falta de informacibn ya que --
desconocen que el bosque tropical es muy fértil mientras mantiene la
commidad biética, luego que se tala pierde répidémente su riqueza y
no puede mantener por mucho tiempo las cosechas, ademés de razones -
de origen socio-econémico (Fischer loc, cit.).

Otros problemas que se presentan son el pastoreo y la sobreco--
lecta. La gente nativa del lugar colecta plantas para venderlas en
el pueblo o cuidades cercanas y asi poder sobrevivir econémicamente;
ademis personas de las mismas cuidades van a la selva y colectan sin
moderacibn ni escripulos para el mismo propbsito y en gran escala --
las sacan muchas veces ilegaimente del pais dafiando severamente los
ecosistemas. Por ésta razén todos los esfuerzos y estudios tendien-
tes a eliminar y corregir ésta situacién tienen un gran valor intri_rl
seco. |

Plantas amenazadas o en peligro de extincibn de especies mexica
nas informa Vovides y Gomez-Pompae en 1977.

Entre los diversos grupos de plantas fitiles y en mayor peligro
estin las palmas:



IMPORTANCIA

Las palmas son importantes por diferentes caracteristicas dentro

de las que se citan:

Como indicadoras de suelo

Relacionens palma-insecto

Evolutivamente

Por sus usos

Las palmas frecuentemente sirven como indicadoras de tipos de --
suelo, patrones de drenaje o tipos de vegetacic’m (Eiten, 1974,
Pérez, 1974; citados por Moore, 1978).

Los frutos de muchas palmas son carnosas y coloreadas de rojo o
naranja y sirven como una adaptacifn que facilita su dispersién
por animales (Corner, 1966 y Vauder Pijl, 1969).

‘Debido a que los Testos fosiles encontrados estén miy deteriora-

dos, no ha sido posible establecer a satisfaccién la evolucién -
de las especies actuales (Moore, 1978). | |
Desde un punto de vista evolutivo se ‘conoce que la palma Nypa es
uno de los fésiles més primitivos ya identificados (Muller, 1970,
citado por Moore, 1978), que data del cretésico superior. |
El hombre ha utilizado las palmas en una gran varidad de formas,
como material para construccién de viviendas, para fabricacibn -
de muebles, sombreros, canastas, juguetes entre otras cosas, ade
mf;s como fuente de alimento y bebidas, también colectadas y ven-
didas como plantas de ornato (Vosters, 1975; Vazquez, 1979;
Reynolds, 1982), asi como combustible, mitos y religién.

En el pais conforman también un grupo en serio peligro de extin-

cién. De acuerdo con Vovides, 1981 existian 4 especies extintas, 5
vulnerables y 2 raras, haciendo un total de 11 especies en estos dife
rentes grados de extincién, ademés de 4 especies indeterminadas. Pa-
ra 1985 International Union for Conservation of Nature (IUCN, 1985)
cita un total de 52 especies amenzadas por los diversos factores que

ya han sido mencionados.



CARACTERISTICAS DE LA'FAMILLA PAIMAE

Las palmas corresponden al grupo de monocotiledoneas de la fami-
lia Palmae y Aracaceae, elementos de muchas asociaciones vegetales,
se les encuentra en una gran diversidad de ecosistemas tales como --
oasis zonas costeras, sabanas, bosques, pantanos, tierras bajas y --
bosques de montafia.

El tallo de las palmas es perenne y generalmente tiene una apa--
riencia lefiosa, con entrenudos poco o muy distanciados; puede ser co
lumar, rastrero, postrado o trepador va desde 10 cm. a 100 metros -
de largo, delgado o muy grueso, solitario o agrupado, su superficie
puede ser lisa o rugosa por la presencia de fibras o espinas presen-
ta sélo un punto de crecimiento (Moore, 1973; citado por Sandoval,
1985).

Las hojas son alternas, compuestas de limina, rquis y peciolo,
con una vaina envolvente que puede o no ser 'perenne. El tamafio de -
la 14mina va desde unos pocos cm. hasta mis de 20 metros, pueden ser
palmadas, costapalmadas o pinnadas, con su léxnina parcial o comple--
tamente dividida. Los segmentos o pinnas son induplicados o redupli.
cados seglm la posicién de la costilla central en el punto de inser-
cién sobre el réquis. Generalmente presentan una costilla central -
junto con mmerosas venas secundarias que corren paralelas al eje --
longitudinal de la pinna. La forma de la pinna es muy variada y al
igual que el réquis’ 'y el peciolo puede o no estar armada con espinas
(Moore, loc. cit.). .

Las palmas son hermafroditas, poligamas, monoicas o dioicas son
una o varias inflorescencias protegidas dentro de una o més bracteas
cuando estin muy ramificadas incluyen pedfnculo, rAquis, raquillas y
numerosas bricteas; cuando son simples ademis del pedfnculo, presen-
tan alguna bréctea. Su posicién puede ser interfoliar, infrafoliar
o suprafoliar, las palmas son monocérpicas 0 policérpicas, dependien
do del nfmero de veces que florean en su vida.

Las flores son principalmente unisexuales, similares o dimérfi--
cas; sésiles e individuales, agrupadas o con arreglos especializados.
Perianto formado por sépalos y pétalos, raramente uniseriados; sépa-
los y pétalos, de 2 a 3 libres, imbricados o conmatos. Androceo con



6o més estambres, filamentos connatos oadnatos a los pétalos, ante-
ras basifijas o dorsifijas, rectas o raramente torcidas, estamino---
dios presentes o ausentes en flores pistiladas pudiendo ser desde --
dentiformes a subulados y estar parcial o totalmente fusionados en--
tre si; Gineceo apocarpico con 1 6 3 carpelos o sincérpico con 3 6 -
mis 1léculos o seudomondmero con 2 ldculos abortivos y wno fértil.
Carpelos glabros o cubiertos con pelos o escamas; estilos libres o -
fusionados, éstigmas rectos o recurbados. Ovulos anAtropos, hemiané
tropos, campilétropos u ortotropos; unidos basal, lateral o apical--
mentem silitarios en cada lééulo. Pistilodio presente o ausente en
flores estaminadas y de tamafio muy variado (Moore, loc. cit.).

Frutos generalmente con una sola semilla, pero a veces més de -
3, su tamafio va desde muy pequefias 0.5 cm. hasta de unos 30 cms. de
difmetro, residuo estignético basal, apical o lateral; epicarpio li-
so, cubierto con pelos, fibras o escamas; mesocarpio carnoso, fibro-
so o seco; endocarpio poco diferenciado.

Semilla adherente a las capas del fruto, o libre o con wna tes
ta 1isa o en ocasiones carnosa; endospermo homogéneo o ruminado em--
brién apical, lateral o basal; germinancién remota, tubular, ligular
o adyacente ligular (Moore Loc. cit.).

En México existen 21 géneros de palmas originarias de diversas
partes del continente Americano (Quero, 1985), con aproximadamente -
100 especies que prosperan en su mayoria en zonas de clima célido y
himedo a semihfmedo, tanto en la vertiente del Pacifico como en el -
Golfo y también en el Caribe (Quero, comunicacién personal; citado -
por Sandoval, 1985).

Aunque existen pocos estudios enfocados o ecofisiologia de pal-
mas se sabe que son especies con poca capacidad de adaptacién a habi
tats perturbados, que requieren de condiciones precisas para la ger-
minacifn y el establecimiento de sus pléntulas considerando ademis -
que cuando es dafiado o cortado la planta muere; y si a ésto agrega--
mos enfermedades, incendios e inundaciones tenemos otras causas que
intervienen en la extincién de sus especies.

Algunas alternativas vpara la preservacién de especies amenaza--
das o en peligro de extincién es propagarlas por métodos tradiciona-



les los que sin embargo se ven afectados por la escacé_s del nfxmero de
semillas, viabilidad, periodos prolongados de latencia en algunas es-
pecies y la poca cantidad de individuos que son factibles de cultivar

- S€.



CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

Hence, citado por Wochok,. (1981) indica que toda la tecnologia -
disponible a la propagacién de las plantas deberia ser aplicada para. '
ayudar a restaurar esos recursos y de ésta manera determinar métodos
dignos de confianza para restablecer los habitats alterados previamen
te ocupados por comunidades vegetales (Wochok, 1981).

El uso de las distintas técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales
(CTV) con especies nativas es una alternativa en aquellas especies amena
zadas y donde las semillas son escasas con poca viabilidad, dificul--
tad para su almacenamiento (recalcitrantes) y el mismo material vege-
tativo es poco disponible, ademés de que presentan un solo meristemo
apical y el crecimiento de la planta sea muy lento como es el caso de
las palmas, el método de CIV adquiere un gran valor como técnica de -
propagacién vegetal,

El CTV esté basado en la teoria sobre la totipotencialidad celu-
lar, que permite regenerar plantas en corto tiempo, pré_.cticamente a -
partir de cualquier estructura vegetal (explante), (flores, granos de
polen, tallos, raices, hojas, etc.), que se cultive bajo condiciones
asépticas, nutricionales y ambientales adecuadas, ésto es medios nu--
tritivos especificos, pH, luz, temperatura, atmésfera, etc., yde --
ésta manera permitiendo al investigador variar condiciones de cultivo
y/o tipo de explante para llegar a dirigir la respuesta morfogenética
y biosintética. de las células logrando una propagacidn masiva de --
plantas que posteriormente se les destinarin objetivos tanto en la in
vestigacién b{isica como aplicada (Gautheret, 1982).

En los paises con tecnologia avanzada el CIV ha tenido un gran -
impacto en la industria, agricultura, fitosanitarias, fitomejoradoras,
etc., como consecuencia de ésto contribuyendo a solventar problemas -
alimenticios y econémicos.

El primer intento que se hizo en los estudios de cultivo de teji
dos en palma de coco fué en 1950, los avances de la regeneracién in -
‘vifrd ha sido observada en pocos afios, las palras con mayor impacto -
econémico y por lo tanto més trabajadas son’ Eldeis guinensis Jacq.
(palma de coco), Cocos’ nuc:Lfera L. (palma de coco), Phoenix dactilife-
ra L. (palma datilera). las palmas ornamentales tienen un desarrollo
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relativazente lento y por consecuencia requiere de més tiempo y esfuer
zo en su produccibén (Reynolds, 1982).

Se han hecho estudios de Cultivo de Tejidos en embriogenesis ase-
xual en callos de embriones maduros de palmas (Acrocomia aculeata y
Elaeis cleifera por Teixeira, J. B. et al., 1986, asi como en Cycadas

gimospermas del mesozoico consideradas en extincién en técnicas para

iniciacitn de callo por Osborne, R. 1986.

En el CIV existen 3 pasos bisicos (Murashige, 1978).

1.- El establecimiento en el medio de cultivo para la especie estudia

da o estado 1.

2.- La respuesta morfogenética in vitro.
3.- El enraizamiento y cultivo de éstas plantas in vivo.

El estado 1 se refiere al establecimiento de los cultivos libres
de contaminacién, porque de presentarse ésta, los tejidos serian des--
truidos. '

Por ello es réquisito previo a la siembra de los explantes la -
esterilizacién superficial que destruye organismos sapréfitos y espo-
Tas, pero no elimina las infecciones dentro del tejido (George y
Sherrington, 1984).

Cuando ya se ha controlado la contaminacién de los explantes es
posible que otro problema se presente como el de ia oxidaci()n y muerte
de los tejidos el cual se ha visto es frecuente en las palmas .

La oxidacibn inhibe el crecimiento celular, ésto es mis severo en
especies que contienen en forma natural grandes niveles de taninos u
otros hidroxifendles (George loc. cit.).

Lz Tabla A muestra estudios de CIV que se han efectuado en las di
ferentes especies de palmas. Es notorio que las especies trabajadas -
bésicarente scn las de interés econdmico, los explantes que se han uti
lizado son de hoja, embriones, endospermo, semillz, fragmentos de &pi-
ces, meristemos en poca medida y el medio mis utilizado es el MS
(Murashige y Skoog, 1962), las respuestas en la mayoria de los casos -
ha side la regeneracié_»n de pléntulas, 1ogréndose establecer los siste-
- mas de regeneracién ln_ y_}_‘gﬂ

Resulta notofio ‘que con la excepcién de algumnos trabajos como
George y Sherrington, 1984; Reynolds y Murashige, 1979; tisserat B.,
1984. entre ctros, no se hace mencién de los problemas de oxidacién
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siendo este problema muy frecuente y muy severo.
Hasta ahora no se han trabajado especies en peligro de extincién
a los cuales estd dedicado este trabajo. s



TABLA A

ALGUNAS ESPECIES DE PALMAS PROPAGADAS IN VITRO. 12

ESPECIE EXPLANTE CONDICIONES DE CULTIVO CONTROL DE OXIDACION RESPUESTA REFERENCIA
Archontophoenix Aceleracibn de Acido giberélico 1000 p.p. germinacién a 6 semanas Nagao AM et,
alexandrae. Huelly germinacién m. escarificacién y calor al., 1980
PBXEHoFema 26-27°C remojo
macarthurii
Bactris gasipaes semillas Murashige y Skoog (MS) Embriogénesis somitica, Arias M.0.Y.
H B X (Pejibaye) apices con reguladores de creci- pléntulas completas, ca Huete V.F.

embriones inmaduros miento de oscuridad a luz 1los *+ 2 y 4 meses, cre (1983)

embriones maduros
dpices meristemiticos

£ 2
apices de raiz

P 7, temp. 22° T 2°C

cimiento del meristemo
apical

Cocos nucifera L.

embriones
callos

endosperma écelular)
lido

liquido o s

embriones

endospermo

tejido de hoja

hojas jbvenes
inflorescencias
raquis

MS suplementado con agua
de coco + reguladores de
crecimiento pH 6.5-7.0,
20°-26°C.

Medio basal + reguladores
de crecimiento, p¥H 6 28°
t 2°C oscuridad, subculti
vos en 8-10 semanas

Medio de Saunders y
Burkholder + aguz de coco
inmaduro, en oscuridad

Medio basal Eeuwens' y 3
+ reguladores de crec.,
pH 6 a 28° ¥ 2°C en oscuri
dad -

Medio Eeuwens modificado +
reguladores de crecimiento
a 27°C.

Medio segfm la formula
Eeuwens, 1976 + hormonas -
de crecimiento

Carbén activado
2.5 6 3,6 g/L

carbén activado

4cido ascérbico
10 ug m/1

carbén activado
0.1%

carbén activado

crecimiento de embrio-
nes antes de 10 sema--
nas callo-NO respuesta

callo

desarrollo de embriones
de 12-19 semanas

callo subcultivado

callo

raices

Fisher J. B. y
Tsai H.J.,
1978

Kumar, et al,
1985

Cutter Jr. M.V
y Wilson S.X.,
1954

Kumar P.P. et
al, 1985

Pannetier, C.
Buffard H.J.,
1982

Eeuwens C.J.,
1978

~<




TABLA A -2- 13
ESPECIE EXPLANTE CONDICIONES DE CULTIVO CONTROL DE OXIDACION RESPUESTA REFERENCIA
Elaeis guinensis Jacq. semillas MS + reguladores de creci- 50% de germinacibn Rees A.R.,
11 palm) miento, remojo en agua y 1963
temp. 27°C.
semillas MS, previa esterilizacién dias % de germinacién  Nwankwo B.A.
en agua x 15,30 y 60 dias 15 90 % y Krikorian D.
30 82 % A., 1983
60 6.84% '
embriones, hoja y MS suplementado con inosi- carbén activado .5 callos antes de 60 Nwankwo B.A.
raiz de pléntulas tol + reguladores de creci g/l x caceina hidroli dias y Krikorian,
pequefias miento y subcultivos zada .5 g/l 1986
semillas almacenadas en agua destila germinacibn 20-30% Nwankwo B.A.
da esteril x 6 meses a 30° y Krikorian
% 1°C en oscuridad A.D., 1982
bases de peciolo MS modificado + reguladores callos y plantulas Rebechault, et
fragnentos . de &pices de cregimiento, 12000 1lux al. 1972
a 27° = 0.5 y subcultivo de
oscuridad a luz
hoja, secciones de MS + reguladores de creci-- embriones pléntulas Rabechault H.
embriones miento " H 4.5 + 10,000 lux J. y Jean-
Pierre H., 1976
MS modificado + reguladores carbln activado " callos antes de 60 Hanower J, y

hojas j6venes de 1 a
2 cm

-
semillas

semillas
embriones
hojas jévenes

de crecimiento, a 27°C

MS Liquido + reguladores
de crecimiento

MS + reguladores de creci
miento

carbén activado

carbbn activo
3g/1

dias, subcultivo x
6 meses de embrioides
a pléntulas

plantulas

callo o plantulas

Pannetier C.,
1982

Paranjothy K. y
Othonan R.,
1982

Paranjothy K, .
1984

Phoenix dactiléfera

L.

meristemos apicales

MS + reguladores de creci
miento

carbbn activado

plintulas robustas
antesde 6 meses

Tisserat, 1984




TABLA A

-3-

14

ESPECIE

EXPLANTE

CONDICIONES DE CULTIVO

CONTROL DE OXIDACION

RESPUESTA

REFERENCIA

meristemos de yemas
laterales de la base
del tallo

erbriones excisados

MS Modificado + reguladores
de crecimiento

MS + reguladores de creci-
miento pH 5.7 a 27°C, 1000
Tux

carbén activado 0.8
g/l

carbén activado
3g/l

callo de nodo induccién
de embriogénesis somiti
ca y germinacién

callo recultivado de --
pléntulas a los 10 sema
nas

Tisserat, B.,
1983

Reynolds, F.
J. y Murashige
T., 1979

Palmas ornamentales

semillas

cultivo de embriones

sales del MS + 100 mg/1
inositol 0.4 mg/l tiamina
Hel, 3 mg/l de adenina +
100 mg/1 2,4-D 0.8 % tita
gar

Vacin y Went modificado a
29°C + reguladores de cre
cimiento

carbén activado 1
g/1

carbbn activado

8 semanas eventualmente
produce callo modular
blanco

véstagos y raices

Wagner R. I.,
1982

Hodel, 1977
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CAUSAS DE LA OXIDACION

La hipersensibilidad es una reaccién tipica de las plantas suje-
tas o situaciones de estres, una de las mejor conocidas Bajo condicio
nes de cultivo de tejidos es la oxidacibn del tejido y/o el medio ---
(Debergh, 1986). |

Los tejidos se tornan cafés 0 negros y posteriormente mueren por
la accifn de enzimas como phenilalanina amonio liasa, peroxidasa y fe
nolasas (Debergh, 1986; Lerch, 1981). Estas son liberadas y/o sinte-
tizadas cuando los tejidos son cortados y expuestos al medio ambiente,
por temperaturas apropiadas, condiciones de luz o bajo contenido de
elementos minerales determinados (Debergh, 1986). Los substratos pa-
ra éstas enzimas varian en diferentes tejidos, siendo com(mmente tiro
sina u o-hidroxifenoles como el écido clorogénico. Las enzimas y ---
substrato se encuentran siempre en las células dentro de diferentes -
compartimentos y se ponen en contacto cuando son dafiadas o el tejido
es muy viejo (George y Sherrington, 1984). Con la excepci(m de las -
involucradas en la fonnaci(_)n de lignina donde es un proceso normal fa
vorable para los tejidos de resistencia (Thorpe, 1978).

La enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) se ha encontrado en la
mayor"lafde las plantas verdes excepto briofitas, se encuentran espe-
cialmente en domo tepetal (del meristemo apical), anteras, cambium y
tejidos adyacentes, en general en tejidos jévenes, a nivel celular en
plastidios, mitocondria y microestructuras (Albert, et al, 1977; Mc
Clure, 1979; Ranjeva et al. 1979; citados por Hanson y Havir, 1981),
en el endospermo (peroxisomas y glioxisomas), en germinacién, teji--
dos en dormancia o latencia. Hay evidencias de que ciertos compues-
tos fen()licos incluyendo los flavonoides son sintetizados en cloro--
plastos por lo tanto PAL tiene que ser localizada en estos organelos
(Camm y Towers, 1977).

El n{mero de compuestos fen6licos naturales que se conocen es de
o excede los 3,000 y PAL ocupa el lugar central en la biosintesis de
éstos compuestos por Thorne (1978).. En el siguiente esquema se expli
ca algunos trabajos'fisiolégi;:os de PAL. Seglm Camm y Towers, (1977).



Modelo para aclarar algunos trabajos fisiolégicos del PAL segfm Camm y Towers, 1977.

ALCALOIDES

AZUCARES — FENILALANINA <= PROTEINAS

PAL

LIGNINAS
AN
AC. CINAMICO — AC. P-CUMARICO ——> AC. CAFEICO -~ AC. FERULICO -——-—7 AC. SINAPICO.

ESTERES DEL AC. CINAMICO CUMARINAS FLAVONOIDES

9T
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OBJETIVOS

En vista de los antecedentes sefialados, se diseﬁé el presente -- -
trabajo para lograr el establecimiento de cultivos in vitro de palmas
mexicanas en peligro de extincién.

EL logro de la instalacién del estado I es el primer requisito -
para el éxito de los cultivos in vitro, en este estado y particularmen
te en palmas silvestres la oxidacién de los tejidos que provoca la --
muerte y cancelacién de toda expresién morfogenética debe ser controla
da. '

Las palmas mexicanas elegidas son:

_ Chamaedorea humilis Linn. indeterminada

—  Chamaedorea tepejilote Liemb. sobre colecta

—  Ganssia gomez-pompae Quero. vulnerable

De las cuales se analizaron varios explantes tratando de estable-

cer el estado I de los cultivos _111_ vitro.
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MATERIAL

Material bioldgico

Plantulas (aproximadamente de 6 meses de edad), colectadas en
tuxtepec Oaxaca y Yucatén y mantenidas en el invernadero del Jardin
Boténico de la UNAM.

Chamaedorea humilis - hojas (inmaduras de 8 dias de expandidas).

Chamaedorea tepejilote - hojas (inmaduras de 8 dias de expandidas) e
inflorescencias inmaduras (verdes).

Gaussia gomez-pompae - hojas (inmaduras de 8 dias de expandidas).

Material de laboratorio

Reactivos
AIA - icido indolatético
ANA - 4cido naftalenacético
2,4-D - 2,4-Diclorofenoxiacético .
'BAP - 6 Bencil aminopurina.
K - Cinetina
BA - Bencil adenina
GAz - dcido giberélico
" agar bacterloléglco DIFCO
Hcl - 4cido clorhidrico a 0.1y 0.5 U
NaOH - hidréxido de sodio a 0.1y 0.5 U
Nacl0 - hipoclorito de sodio al 6% de cloro activo
alcéhol etilico a 96°
agua destilada estéril
L-cisteina
4cido ascérbico
4cido citrlco
medio basal (anotado con detalle en 1os apendices I, II y III)
carbqn activado



Equipo e instrumental de laboratorio

Balanza analitica

potencibmetro digital (cornig)

campanas de flujo laminar

cémara de cultivo para control de fotoperiodo
autoclave

frascos de vidrio de boca ancha

vasos de precipitados (diferentes capacidades)
matraces exlemneyer (diferentes capacidades)
matraces aforados

frascos de reactivos blancos y color émbar
frascos goteros

papel filtro

cajas petri

pipetas (diferentes medidas)

bisturis

parrilla de agitacién magnética

19



METODOS

Para este trabajo se seleccionaron 2 géneros que pertenecen a la
familia Palmae: Chamaedorea del cual se trabajaron 2 especies
Chamaedorea humilis Linn y Chamaedorea tepejilote Liemb. y del género

Gaussia, se selecciond a Gaussia gomez-pompae. Quero

El criterio aplicado para la seleccién de este material fué: el
control con material bioldgico suficiente en nuestro Jardin Boténico
ya que éstas pruebas necesitan de mucho material, ademis de ser espe-
cies vulnerables e indeterminadas (Vovides, 1981; IUCN, 1985), sobre:
colecta de Ch. tepejilote (Zandobal, comunicacién personal). Gaussia
gomez-pompae y Chamaedorea tepejilote presentaban respuestas antagéni
cas a los tratamientos previamente efectuados en nuestro laboratorio
(Loyc;la, commicacién personal).

El material biolé_gico fué obtenido de colectas realizadas en Yu-
catén y Oaxaca y posteriormente mantenidas en el invernadero del Jar-
din Botinido de la UNAM.

Debido a que cada especie presentd una problemitica particular -
en lo qué se refiere a las diferentes necesidades se decidié manejar-

las por separado.
Pruebas de oxidacién

Chamaedorea humilis
Material bioldgico

Para los ensayos se tomaron hojas jévenes de aproximadamente 8 -
dias de expandidas de plintulas de aproximadamente 6 meses de edad.

Condiciones de asepsia

Las hojas fueron lavadas, frotindolas con agua y jabbn liquido,
cortadas en segmentos de mis o menos 2 cm® y llevadas a partir de ese
momento a condiciones de asepsia en una campana de flujo laminar que
se habia puesto a funcionar 30 minutos antes de iniciar cualquier ac-
tividad.

Toda su superficie fué esterilizada con alcohol etflico al 96%,
asi como €l instrumental, vasos de precipitados, frascos para siembra,
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etc., al igual que las manos y antebrazos, evitando asi la presencia
de bacterias y hongos. Las secciones de hoja se agitaron en alcohol
al 70% durante 1 minuto y enseguida fueron colocados en una soluci()n
de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.5% de cloro activo, enjuagadas
con agua destilada esterilizada por lo menos 3 veces.

Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado fué el de Murashige y Skoog (1962)
(MS) 1iquido. Para su preparacidén fueron utilizados soluciones con-
centradas de los nutrientes (ver apéndice I). Estas se conservaron
en frascos de tapdn esmerilado a 6°C, de los cuales se tomaron las -
alicuotas respectivas para llevarlas a la concentracién y volimen de-
seados, el {mico regulador de crecimiento agregado a los medios de --
cultivo fué la au ina 2,4-D (5). Con un pH ajustado a 5.7 con la -
ayuda de un potenciémetro digital utilizando soluciones de Hcl y Na-
OH a 0.1y 0.5 N. El medio fué vaciado en frascos de vidrio de boca
ancha de 125 ml de capacidad total, con solo 50 ml de medio por fras-
co, dentro de estas fueron colocados puentes de papel filtro con el --
propdsito de evitar el hundimiento del material bioldgico, los fras--
cos se seliaron, finalmente se esterilizaron en un autoclave a la pre
sién de 1.4 kg/cm2 (ZOLb/pulgz), a temperatura de 126°C, durante 15 -
minutos. - '

SIEMBRA

Ya desinfectadas las hojas se colocaron en diferentes tratamien
tos con antioxidantes. Se trabajaron varias concentraciones de L-cis
teina y écido ascérbico, con €l objeto de desactivar la enzima PAL --
(fenilalanina amonio liasa) y asi evitar la fommacién de polifenoles
y por lo tanto la oxidacién del explante, estos antioxidantes se fil-
traron a través de membranas millipore con poros de 0.45 u para evi--
tar su degradacibn en la autoclave.

Las combinaciones utilizadas fueron 50,100 y 150 mg/1 para L-cis
teina, 4cido ascérbico y &cido citrico respectivamente (ver tablas --
Nos. 1, 2, 3, 4, 5y 6).
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Antes de la siembra los explantes se remojaron en las diferentes
soluciones antioxidantes ‘durante S minutos, 12 y 24 horas a 4° : 1°c,
de cada combinacién se.hicieron 10 repeticiones con 2 explantés pof'-
cada frasco exponiendo 5 de ellos a 300 1ux de intensidad luminosa y
5 en oscuridad total continﬁa. Con la finalidad de que el explante -
fuera eliminando las sustancias téxicas o fenoles se realizaron 4 re-
siembras con periodos de 15 dfas por cada una.

Pruebas de contaminacién

Ch. tepejilote y G. gomez-poipae

Los explantes se tomaron de plantas cultivadas en invernaderso
del Jardin Boténico de la UNAM, utilizando hojas jéw}enes que Teciente
mente habian brotado (8 dfas) y no estaban expandidas en forma total
ya que en las pruebas preliminares se comprobd que éstas reaccionaban

N

mejor a los tratamientos.

Condiciones de asepsia (pretratamiento)

Las hojas completas fueron lavados con agua y jabbn liquido en--
juagadas y colocadas en un vaso de precipitados para lavarlas en agua
corriente durante una hora, posteriormente colocéndolas en agua desti
lada estéril en la campana de flujo laminar previamente desinfectada
dejéndolas durante 2 horas, trabajando en condiciones asé_pticas se pa
saron a los diferentes tratamientos de hipoclorito de sodio enjuagén-
dolos al menos 3 veces con agua destilada estéril, los explantes se -
cortaron con nairaj a nueva dentro de una caja de petri que contenia --
agua destilada estéril, posteriommente fueron sembradas.

Medio de cultivo

Se utilizé el medio MS modificado de acuerdo a Reynold y
Murashige, (1979) sin hormonas con adenina 0.4 g/1, tiamina 0.4 g/l
(ver apéndice I1), fué preparado como en las indicaciones anteriores
adicionando agar (DIFCO) 8 g/l disolviendo por calentamiento y agitado
en una parrilla de agitaci6n magnética.

Ya sembrados los explantes y sellados los frascos con tapas de
pléstico, se colocaron en la cimara de cultivo a 25° T1ca 300 lux
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de intensidad luminosa. Posteriormente los explantes fueron resembra-
dos a medio MS modificado con auxinas (ver é.pendice 1I).

La concentracién hormonal utilizada fué 50 mg/1 de 2,4-D los ex-
plantes de cada umo de los distintos lotes del tratamiento anterior -
se sembraron respetando su ubicacién orginal en cada frasco. Los cul
tivos fueron colocados en una cidmara de cultivo en las condiciones se
fialadas.

Pruebas de oxidacién

G. gomez-pompae .

Una vez contolado el problema de contaminacién' (mencionado en las
pruebas de contaminacién) el objetivo siguiente fué evitar la oxida--
cién en los explantes. El plan de trabajo considerd principalmente
aquellos factores o variables que disjjmxyen el proceso de accibn de -
los fenoles entre otros, responsables de la oxidacién. George y
Sherrington, 1984).

Hojas jévenes de 8 dias de esta especie colectadas de las plantas
del invernadero del Jardin Boténico de la UNAM, se sometieron al mismo
pretratamiento que en las especies anteriores.

Medio de’ cultivo
MS modificado (ver &pendice II) sin hormonas, pH5, agar (DIFCO)

8 g/1 y esterilizado en autoclave.

Se analizaron diferentes factores para poder controlar la oxida-
cibn en estos explantes, estas fueron: dias de obscuridad, concentra
ciones de satarosa (1, 10, 20 y 30 g/1) concentraciones de EDTA (65.1
y 130 .2 mg/1) presencia o ausencia de carbdn activado asi como una
combinacién de cantidades adicionales de KNO;. la interaccién de to-
dos estos factores se da en la tabla 9 (sin resultados todavia).



TABLA 9 (Sin resultados) - TRATAMIENTOS DE OXIDACION
GAUSSIA GOMEZ-POMPAE. QUERO

TRATAMIENTOS DE EXPLANTES DE Gaussia gomez-pompae. Quero CULTIVADOS EN MEDIO MS MODIFICADO, pH 5 Y EXPUES
TOS A DIFERENTES CONDICIONES. INCUBADOS A 27 * 2°C.

)
P:m 1 10 ‘ 20 30
& .
EDTA] EDTA; EDTAL EDTA; EDTA; EDTA; “EDTN | EDIA,
Co| C1{ C2| Co} €3] C2 |Co| C1| C2}Co| C1 | C2{Co] C1| CpCo| Cq | Cy |Coj C1f CgCo |C1 |C2

8
12
16
20

EDTA; - 65.1 mg/1 (concentracibn usual MS)

EDTA5 - 130.2 mg/1

C{ - sin carbén activado y 50% de KNOg concentracifn MS 6 KNO; 950 mg/1
C, - sin carbén activado ~ ' '
5 - con carbdn activado 3 g/1

(]
'

174
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Los explantes sembrados en las condiciones de la tabla 9 fueron
colocados primero 8 dias en obscuridad y después transferidos a luz
constante a 300 lux de intensidad luminosa durante 22 dias mis,des--
pués de 1o cual fueron resembrados en wn medio MS modificado y suple
mentando (ver apéndice II), con las combinaciones de BAP 0, 1, 5, 10
mg/1 con 2,4-D 0, 10, 20 y 50 mg/1.

Otras combinaciones probadas fueron K a concentraciones 0,0.5 y
1 mg/1 adicionada de 2,4-D a 0, 10 , 20 y 50 mg/1.

Inflorescencias de Ch. tepejilote

Se utilizaron inflorescencias inmaduras alm verdes y sin abrir -
de aproxidamente 15 dias, colectadas de plantas de invernadero del --
Jardin Botdnico de la UNAM.

Condiciones de asepsia

Las inflorescencias de Ch. tepejilote fueron sometidas al mismo
pretratamiento descrito pai*a las hojas de G. gomez-pompae.

Medio de cultivo

las inflorescencias se sembraron 'en un medio de cultivo Vacin y
Went. (VW) (ver apéndic:e IIT) y MS (ver apéndice I) suplementado con
diferentes combinaciones hormonales de acuerdo a los tratamiemntos que
se muestrasn en la tabla 8 (18 inflorescencias por repeticién, se hi-
cieron 5 repeticiones, 90 explantes en total).

Tabla 8

Tratamientos a inflorencencias de Ch. tepejilote con medio VW y
MS a diferentes concentraciones hormonales, pH5 8-6.0. Incubadas a
28 = 2°C con un fotoperiodo 16 horas luz (300 lux intensidad luminosa)

8 oscuridad

4+
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MEDIO.. - - HORMONAS | CONCENTRACIONES
VW 2,4-D 1, 5, 10 uM
W BA 1, 5, 10 WM
VW ANA 1, 5, 10 uM
W ATA 1, 5, 10 uM
MS 2,4-D 1, 5, 10 M
MS K 1, 5, 10 uM
MS GA3 1, 5,10 wM
MS sin reguladores de crecimiento
w sin reguladores de crecimientos

Todas las combinaciones con 3 g/1 de sacarosa. Antes del sembra-
do las inflorescencias se colocaron en antioxidantes (50 mg/l ac. as--
cérbico + 50 mg/1 de ac. citrico) durante 14 horas aproximadamente de
inflorescencias las cuales contenian alrededor de 6 flores, cada seg--
mento en un frasco de cada combinacién hubo 5 repeticiones mismas que
se colocaron en la cmara de cultivo.

RESULTADOS

Con el préposito de encontrar una forma de control de la oxidacitn
en explanter obtenidos a partir de hoja de Ch. humilis se utilizaron di
ferentes combinaciones y concentraciones de L-cistefna, 4cido citrico y
4cido ascorbico/L-cisteina, los resultados de estos experimentos se ---
aprecian en las tablas 1, 2, 3, 4, 5y 6.

En la tabla No. 1 se muestra la respuesta obtenida para los explan
tes de hoja delgh.'humilis a los tratamientos con ac. citrico y L-ciste
inaAsumergidos por 5 minutos, el control de la oxidacibén se observa en
las combinaciones 50 mg/1 de ac. citrico con 50 mg/1 de L-cist; 50 mg/1
de ac. citrico con 100 mg/1 de L-cist. y 150 mg/1l de ac. citrico y 100
mg/1 de L-cist. solo en fotoperiodo conservindose el explante verde has

ta 3 meses.



A No. 1

PRUEBAS DE OXIDACION
Chamaedorea humilis

Z=2XESTA DE EXPLANTES DE HOJA DE Ch. humilis SUMERGIDOS POR 5 MINUTOS
ZXTLS ANTIOXIDANTES AC. CITRICO Y L-CISTEINA Y SEMBRADOS EN UN MEDIO
M= “TICIONADO CON 5uM DE 2,4-D, INCUBADOS A 28°- 2°C, CON FOTOPERIODO
ICERAS LUZ (300 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA) 8 HORAS OSCURIDAD.

= ¢cit.] -
- ga/1 50 100 150
™"
0SC FOTOP. . | 0SC FOTOP. | 0OSC FOTOP,
=l * —_— —_— —_— —_
m e + L . . +

= Zmeses sin oxidacibn, explante verde
—xxidacibn inmediata (8 dias)
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En la tabla 2, se observa una respuesta pobre para los tratamien-
tos con écidd citrico y L-cisteina parav controlar la oxidacién de los
tejidos de g_l_ humilis. ~Sin embargo hubo un control de la oxidacién
hasta por 3 meses cuando se utilizb la combinacién 50 mg/1 4cido ci--
trico con 100 mg/1 de L-cist. en fotoperiodo y con 150 mg/1 de 4cido
citrico con 50 6 100 mg/1 de L-cisteina, ésta respuesta se presentd -

tanto es oscuridad como en presencia de fotoperiodo.

TABLA No. 2 PRUEBAS DE OXIDACION
Chamaedorea humilis

RESPUESTA DE EXPLANTES DE HOJA DE'Chamaedorea humilis SUMERGIDAS POR .
12 HORAS EN REFRIGERACION A 4° ¥ 1°C EN LOS ANTIOXIDANTES AC. CITRICO
Y L-CISTEINA Y SEMBRADOS A 28°C = 2°C CON FOTOPERIODO 16 HORAS LUX

(300 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA) 8 HORAS OSCURIDAD.

ac. citrico . .
[-cist. —~~mg/l |- . S0 .- - 100 | 130
mg/1 '

|.osc..| Forop .| osc .| Forop | osc | FoToP

50. .o + *
e ’—‘ SR . *
150

+ 3 meses sin oxidacién, explante verde
— oxidacitn inmediata (8 dias).
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En nuestros resultados (tabla 3) hay un control de la ox1dac16n en
todas las combmacmnes de ac. citrlco y 50 mg/1 de L- c:1stema solamen
te y nuevamente en fotoperiodo sin ninguna respuesta en oscuridad, man
teniéndose en estas combinaciones verdes hasta 3 meses.:

TABLA No. 3

PRUEBAS DE OXIDACION
ChamaedOreg humilis

RESPUESTA DE EXPLANTES DE HOJA DE Ch. humilis SUMERGIDOS POR 24 HORAS

EN REFRIGERACION A 4° - 1°C EN LOS ANTIOXIDANTES AC. CITRICO Y L-CISTE
INA Y SEMBRADOS EN UN MEDIO MS ADICIONADO CON 5uM DE 2,4-D E INCUBADOS
A 28° - 2°C, CON FOTOPEDIODO 16 LUZ' (300 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA) 8
HORAS OSCURIDAD

Y e 50 100 150
wg/f
0SC FOTOP. 0SC FOTOP.| 0SC FOTOP.
50 - + . + . +
100 L . . . . .
150 L L . I .

+ 3 meses sin oxidacién, explante verde
— oxidacién inmediata (8 dias)
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Las respuestas observadas en la tabla 4 corresponden a las combina-

ciones 50 mg/1 de ac. ascérbico con 150 mg/i_ de L-cisteina, 100 mg/1 de

ac. asc. con 50 mg/1 de L-cist. y 150 mg/1 con 100 mg/1 todas en fotope-

riodo donde se controld hasta 3 meses la oxidacién.

TABLA No. 4

RESPUESTA DE EXPLANTES DE HOJA DE Ch. humilis SUMERGIDOS POR 5 MINUTOS
EN LOS ANTIOXIDANTES AC. ASCORBICO Y L-CISTEINA Y SEMBRADAS EN UN MEDIO
MS ADICIONADO CON 5uM DE 2,4-D, INCUBADOS A 28° - 2°C CON FOTOPERIODO
16 HORAS (300 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA) 8 HORAS OSCURIDAD.

PRUEBAS DE OXIDACION

Chamaedorea humilis

ac' QSC'
1- dsﬁ. g !
mgl

50

100

150

0SC

FOTOP

0sC

FOTOP

0sC

FOTOP

50

100

150

+ 3 meses sin oxidacién, explante verde

— oxidacién inmediata (8 dias)
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En la tabla 5 se observan las combinaciones en las que se controlé
la oxidacibn hasta 3 y 4 meses estas fueron 50 Iﬁg/l de ac. asc. con 50
mg/1 de L-cist. en oscuridad y fotoperiodo; 50 mg/l de ac. asc. con 100
y 150 mg/1 de L-cist. en fotoperiodo; 100 mg/1 de ac. asc. con 100 mg/1
de L-cist. y 150 mg/1 de ac. asc. con 100 mg/1 de L-cist. en fotoperiodo.

TABLA No. §

PRUEBAS DE OXIDACION
Chamaedorea humilis.

RESPUESTA DE EXPLANTES DE HOJA DE Ch. humilis SUMERGIDOS POR 12 HORAS
EN REFRIGERACION A 4° _ 1°C EN LOS ANTIOXIDANTES AC. ASCORBICO Y L-CIS
TEINA Y SEMBRADOS EN UN MEDIO MS ADICIONADO CON 5uM DE 2,4-D E INCUBA-
DOS A 28° - 2°C CON FOTOPERIODO 16 HORAS LUZ (300 LUX DE INTENSIDAD LU
MINOSA) 8 HORAS OSCURIDAD.

b ac. asc.
L-cist~mg/{ 50 100 150
0SC FQTOP 0sC FOTOP 0sC FOTOP
50 + oy s L L L
100 ) __ ++ ' __ + L +
150 —_ + —_ - - -

+ 3 meses sin ox1dac1on, explante verde
++ 4 meses sin oxidaciénm, explante verde
— oxidacién inmediata (8 dias)
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En las condiciones de los explantes de esta tabla 6 las pruebas sa-
lieron casi en su totalidad sin respuesta aunque el -tiempo de refrigera-
cibn haya sido de 24 horas, la fnica respuesta se present6 a 50 mg/1 de

ac. ascbrbico con 100 mg/1 de L- cist.
TABLA No. 6

PRUEBAS DE OXIDACICN
Chamaedorea humilis

RESPUESTA DE EXPLANTES DE Ch. humilis SUMERGIDOS POR 24 HORAS EN REFRI-
GERACION A 4° ¥ 1°C EN LOS ANTTIOXIDANTES ACIDO ASCORBICO Y L-CISTEINA

Y SEMBRADOS EN UN MEDIO MS ADICIONADO CON 5uM DE 2,4-D E INCUBADOS A --
28° * 2°C CON FOTOPERIODO 16 HORAS LUZ (300 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA),
Y 8 HORAS OSCURIDAD. '

ac v ‘ -
L-ciot nl 50 100 v 150
mg/1 _ ' ’

| osc | Loz 0SC wz | osc | Luz

50 e A A

100 -— . —_— L — L — L —

” —

+ 3 meses sin oxidacién
—— oOxidacién inmediata
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" DISCUSION

Ch. humilis

En general se aprecié una respuesta pobre en cuanto al control de
oxidacién. E1 efecto de la combinacién del ac. citrico con L-cisteina
(Tablas 1, 2 y 3) y la luz de baja intensidad (300 lux) se observd una
tendencia favorecedora al control de oxidacién; (George y Sherrington,
1984), obtuvieron resultados similares tratando sus explantes en oscu-
ridad por 14 dias y transferirlos a baja iluminacién (500-100 lux) re-
duciendo o evitando la oxidacién de la superficie cortada en meriste--
mos de eucalipto. Muy semejante es el tratamiento que menciona Peregri
na (1984) en sus explantes; manteniéndolas a 750 lux 24 dias y poste--
riormente paséndolos a 3000 lux por 6 dias, esto evita la estimulacién
de produccic’_m de fenoles y es debido a que en baja intensidad luminosa,
la enzima PAL de inhibe y en oscuridad se desactiva (Camm y Towers,
1977). Asi mismo las bajas concentraciones de L-cisteina parecen ac--
tuar también en este sentido, en tanto que la accién del 4cido citrico
parece ser independiente de la concentracién utilizada.

Anderson, (1975); citado por George y Sherrington, (1984) traba--
jando con meristemnos apicales de Rhododendron encontré que se inhibia
la oxidacién sumergiendo los explantes en una solucién de 150 mg/1 de
ac. citrico y 150 mg/1 de ac. ascérbico; Jones y Murashige (1974)
tisserat et al (1979b), utilizaron también como antioxidantes 150 mg/1
de ac. citrico + 100 mg/1 de ac. ascérbico en medio liquido y -dejando
estos explantes‘en Temojo en el antioxidante 3 dias antes del sembrado.

En los resultados obtenidos ‘CTabla 1, 2y 3) el tiempo de exposi-
cién a los antioxidantes y su refrigeracién no parece ser parémetro de

mucho peso.
El resultado en la combinacién del ac. ascérbico con L-cisteina -

(Tablas 4, 5 y 6) muestra una tendencia a resultados mis favorables en
baja intensidad luminosa que en oscuridad encontréndose los mejores re
sultados en las bajas concentraciones de ac. ascbrbico y altas para L-
cisteina parecen ser las mejores para controlar la oxidacién (Tabla --
5) expuestos durante 12 horas en refrigeracién a 4°C.

El tiempo méximo de nuestras respuestas a los antioxidantes por -
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por los explantes se muestra en las tablas 1, 2, 3, 4, 5y 6, después
de este tiempo indicado los explantes murieron desechando este mate--

rial.
Antes de iniciar las pruebas o experimentos con los explantes de

hoja se efectuaron pruebas de contaminacién cuyos resultados se mues-

tran en las tablas 7 y 8..



PRUEBAS DE CONTAMINACION
Chamaedorea tepejilote y Gauséié' gomé‘z-pompae
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE CONTAMINACION CON HIPOQLORITO DE SODIO CON EXPLANTES DE HOJA DE Chamaedorea

tepejilote y Gaussia gomez-pompae. INCUBADOS A 28° - 2°C FOTOPERIODO 16 HORAS LUX (300 LUX) 8 HORAS OSCU-
RIDAD. -

TABLA No. 7 Ch. tepejilote TABLA No, 8 G. gomez-pompae
Tiempo Tiem -
'f’ lotes) Primbnates)
$Ij+ 1" 51 10" 15! clon fas 1" 3 10" 15"
nctivd ‘ yLac:h'vn
) * . * %k *okk o k% *hk
0.5 —— + — ++ 0.5 —_— ++ ++ +++
' *kk kkk *k & . T ok k *kk *kok * % * %
1 ++ +t++ o+t © 4+ 1 ++ o+t +44 +++
** k& &% k% *kk *kk * &k *%
1.5 +4+ +4++ 4+ ottt 1.5 4t +4+ +4++ e+t
++++ explante no cont:minado durante 5 meses *** muy verde
+++ explante no contaminado durante 4 meses ** levemente amarillo
++ explante no contaminado durante 3 meses * explante oxidado

+ explante no contaminado durante 1 mes
— explante contaminado

S¢S
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Referencias de é“ste tipo de control de contaminacién las aportan
Tisserat, (1984) usé hipoclorito de sodio al 2.6% por 15 minutos en -
explantes de brotes basales, Nagao, (1980) desinfect6 semillas de pal
mas con hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos. Hodel, D. (1977) -
en cultivo de embriones de Pritchardia Kaalae Rock y Veitchia joannis
H. wend. como solucién 1% por 1 minuto, entre otros.

Las combinaciones usadas para estas pruebas (Tablas 10 y 11) fue
ron en un porcentaje bajo de cloro activo para no dafiar el tejido y -
observar en cual de éstas combinaciones, ademés de no presentar conta
minacién, permanecian mis verdes los explantes. Como se observa en -
la tabla 10 los explantes de Ch. tepejilote respondieron favorablemen
te en concentraciones medias y altas de hipoclorité de sodio, el tiem
po de exposicién no influye mucho ya que éstos resultados son simila-
res en todas las concentraciones mencionada.

En la tabla 8 con G. gome‘z'-gomape, la respuesta de los explantes
fué mejor ya que a excepcién de las concentraciones muy bajas de hipo
clorito de sodio 0.5 % de cloro activa 1*, 5' y 10' de ‘tiempo de expo
sicibn, los explantes estén levemente amarillos y en el primero oxida
do, las otras combinaciones mantienen los explantes muy verdes.

Con estos resultados de no contaminacién y los explantes sin le-
siones, el siguiente paso es buscar que estos no se oxiden para asi -
posteriomente buscar la respuesta morfogenética con reguladores de -

crecimiento.



TABLA No. 9

PRUEBAS DE OXIDACION
GAUSSIA GOMEZ-POMPAE. QUERO

RESPUESTAS DE EXPLANTES DE GAUSSIA GOMEZ-POMPAE, QUERO CULTIVADOS DURANTE 1 MES EN
MEDIO MS MODIFICADO A pH 5.0 Y EXPUESTOS A DIFERENTES CONDICIONES EXPERIMENTALES.
INCUBADOS A 27°%+ 2°C CONSTANTES Y A 300 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA.

(] :
Nt 1 10 20 30
josc. . .
EDTA EDTAp EDTA]1 EDTA EDTA, EDTA2 EDTA EDTAy
ColC1] CoiCo | C11Co| ColCi | Col Co | C3| Co} Co C1rC2 Co[C1 | Co] Col C3iCa | Col CqCy
B [+ |++ | = |+ | ++]| + [+ | [ | | A | ] | R ] A | ]
12 |+ |++ | + |4+ [+ ]| [t || A ] A A ] | A | AR R e | ] |
16 | [+ |4+ [+ [+ |+ [ | A [ [ ] AR | R e
20 [ |4 | |+ | A F| AH AR F | | R AR R | A R | ] A ] L
++ EXPLANTE VERDE, DANO 'POR' OXIDACION MINIMO 'EDTA; '65.1 mg/l (concentracién -
+ EXPLANTE VERDE, DANO POR OXIDACION REGULAR usual MS).
- OXIDACION TOTAL DEL EXPLANTE EDTA, 130.2 mg/1 i
* DESPUES DEL PERIODO DE OSCURIDAD LOS EX-- C; SIN CARBON ACTIVADO+ KNO3
PLANTES FUERON PASADOS A LAS CONDICIONES- 950 mg/1, LA MITAD DE LA
SENALADAS, CONCENTRACION NORMAL DEL MS
' Co SIN CARBON ACTIVADO
Co CON CARBON ACTIVADO 3 g/1

LS
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Para intentar establecer Los cultivos in vitro de Gaussia gomez-
pompae se efectu6 un experimento cuyo objetivo final era probar la in
teraccién de diferentes factores que pudieron conducir a controlar la
oxidacién de los tejidos manteniendo los explantes vivos el tiempo su
ficiente como para poder exponerlas posteriormente a la accibén de re-
guladores de crecimiento. Los resultados se muestran en la tabla 9
en la cual se puede observar que las respuestas a los tratamientos fue

ron favorables.
Como se menciond en la metodologia los explantes se sometieron a

un pretratamiento y cortes del tejido de hoja de acuerdo a lo propues
to por George y Sherrington (1984). Estos cortes no exponiéndolos al
medio ambiente se evita el aumento de oxigeno no disuelto del poten--
cial redox de la solucién que acelera la oxidacidén, esto se observd -
en el retardo en lo que a oxidacién se refiere ya que no obstante que
los cortes tenian 15 dias, su estado era similar al primero. Lo ante
rior posiblemente influyb en los buenos resultados que se observan en
la tabla 9.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Linderman et
al (1970) quienes observaron que podrian preveer la oxidacién al rea-
lizar la diseccibén de meristemos apicales de Cattleya sumergidos en
agua estéril o de coco. Por otro lado Ichihashi y Kako, (1977) usa--
ron en principio cultivos en medio liquido y subcultivaron a medio 1i
quido evitando la oxidacién.

El carbbn activado tiene la propiedad de absorber compuestos inhi
bitorios del crecimiento, presentes en el medio tales como aquellos -
resultantes del autoclaveo o producidos por el tejido en cultivo
(George loc cit.). Para incrementar la efectividad del carbbn deben
hacerse varias resiembras para ir eliminando éstos compuestos fenéli-
cos que son atrapados por el mismo.

Evidencias de la actividad de este compuesto las muestran
Fridgborg et al (1978); citado por George loc cit., el carbén activa-
do puede absorber comfnmente algunos fenoles producidos por tejidos -
cortados, confimado mis tarde por Wetherhed et al (1979). También
Reuveni y Lilien-Kipnis (1974) encontraron que la adicién de carbén
activado en el medio mejora el desarrollo de cultivos de palma datile

ra.
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Asi mismo Reynolds y Murashige (1979) evitaron la oxidacién con
3 g/1 de carbbn activado en el medio, al igual que el cultivo de em-
Briones de pahnas de Wang y Huang, (1976).

En nuestro caso no se observ6 una diferencia clara entre la pre
sencia y ausencia del carbén activado ya que se obtuvieron buenos re
sultados con o sin la presencia de este compuesto. '

Los resultados mis pobres (niveles de mayor oxidacién) se presen
taron en la concentracién 1 g/1 de sacarosa asi como cuando los ex--
plantes fueron mantenidos por 20 dias en oscuridad (tabla 9), nuestros
resultados estin en desacuerdo con lo generalmente propuesto para el
efecto de la sacarosa. Camm y Towers, (1977) informan que al dismi-
nuir las concentraciones de sacarosa a 1 g/l pueden decrecer los poli
fenoles dentro de los tejidos (Davies, 1972; citado por George loc cit)
por lo que los mejores controles de oxidacién estarian en los niveles
bajos de sacarosa, sin embargo estos autores trabajaron con otro tipo
de tejidos como (Xanthium) en tanto que al trabajar con palmas, Arias
y Huete, 1983; Tisserat, 1984; Reynolds y Murashige, 1979, entre ---
otros informan buenos resultados en concentraciones relativamente al-
tas de sacarosa 30 g/1. Ademis nuestros resultados podrian ser inter
pretados como la interaccién de los diversos factores que se involu-
cran (Tabla 9), particularrﬁente la luz. Ya que los mismos autores
(Camm y Towers, 1977) informan que al transferir los explantes a luz,
se incrementan los niveles de PAL con la consecuente aparicién de 1a
oxidacién, esto podria explicar nuestros resultados de pobre respues-
ta después de 20 dias de oscuridad cuyos explantes al ser expuestos
a la luz sufrieron la oxidacié_n excepto aquellos tratamientos con al-
tas concentraciones de sacarosa (Tabla 9). Estos razonamientos pue--
den aplicarse también cuando se analiza el efecto de EDTA , en el cual
se ve (Tabla 9) que no hubo diferenciz notoria entre EDTA.l y EDTAZ.
El objetivo por el cual se incluyb esta variable es. que los agentes
quelantes pueden proporcionar otro mecanismo de interferencia con la
accién de las enzimas peroxidasas, cada molécula puede secuestrar o
atrapar iones que estén'sueltos solamente limitados por sistemas bio-
16gicos.

Weinstein _e_a_i; al. (1951) descubrieron ‘que el EDTA puede inhibir la
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la actividad de polifenol oxidasa de tejidos de hoja de girasol in
vitro y sugiere que el agente quelante compite removiendo metales es
cenciales para la actividad de la enzima oxidasa. Estos mismos auto
res sefialan que el NaFe EDTA y el EDTA preveen la oxidacién de me--
ristemos apicales de Carex.

La oxidacién de los explantes también puede 1llevarse a cabo por
la presencia de grandes niveles de potasio en el medio MS, esto fué
observado por Anderson (1975); citado por George loc cit., en tejidos
de Rhododendron por lo que éste autor probd reducir a la mitad las -
concentraciones normales de KNO;. En nuestras pruebas con tejidos de
hoja de palma se probé este factor y se procedié a modificar el medio
MS con la mitad de la concentracién de KNOS, observando en los resul-
tados (Tabla 9) que no hubo diferencia en los tejidos obteniéndose --
respuestas favorables esto puede atribuirse al pH, concentraciones de
sacarosa, o la cantidad de EDTA adicionada al medio.

El pH es uno de los factores importantes en el desarrollo del te
jido, ademés que la actividad de polifenol oxidasa es mejor cuando es
te es de 6.5 pero no si es mis 4cido (Ichihashi y Kako, 1977).

Hanson y Havier, (1981) encontraron que el pH para PAL en la sa-
turacién en concentraciones de substratos es cerca de 8.7. EIl punto
isoeléctrico de PAL para mostaza muestra un pico mayor a pH 5.6 y el
menor a 5.3 (Kemmeth vy Havir, 1981). B

De lo anterior se concluyé que el explante debe ser aislado y --
cultivado en un medio mis Acido para evitar que la enzima tenga un me
dio propicio para su funcionamiento o actividad (George loc cit.), --
por 1o que se eligi6 un pH de 5 donde los explantes no tenian ninguna
~dificultad para su desarrollo, por los resultados obtenidos se'comprg
b6 la efectividad del pH5. Este hecho también fué importante para --
evitar la oxidacién en la mayoria de los casos.

Los resultados para el efecto la luz se muestran en la tabla 9,
la cual es indispensable para los vegetales sin embargo en cultivo de
tejidos yegetales es perjudicial para algunas especies y particular--
mente es afectado el grupo de monocotiledonas dentro del cual se en--
cuentran las palmas. Por lo cual es conveniente que se mantengan en
oscuridad total o a baja intensidad de luz (Creasy, 1968, citado por
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George loc cit.); (Camm y Towers, 1977); (Hanson y Havir, 1981);
(Staba, 1982); (Thorpe, 1978); (Pieper y Zi:mnerman, 1976; citados por
George loc. cit.), estos L’_lltimos controlan la oxidacién de tejidos de
tejidos de nodos aislados de Palaenopsis; las primeras 2 semanas en
oscuridad a 26°C y posteriormente,

Los cambiaron a luz y temperatura de 22°C.

En nuestros tratamientos los explantes permanecen verdes y aunque
la m,ayoria dan buena respuesta los mejores resultados se encuentram en
8, 12 y 16 dias de oscuridad (Tabla 9).

Los resultados muestran para esta especie (G. gomez-pompae), que
la interaccién de todos los factores que se manejaron en esta fase de

—— - yam

S, E- A ey vy
experuientacion tuvieron un efec

dacién teniendo asi la posibilidad de una manipulacibn posterior para
utilizar reguladores de crecimiento y poder disparar la divisidn celu-

ra cl contrel de la oxi

Jar.

G. gbmez-pompae

Pruebas con reguladores de crecimiento
Con el objeto de intentar la Tespuesta morfogehética de los ex--
plantes de Gaussia gbémez-pompae y debido a que la respuesta en los di-
ferentes tratamientos de la tabla 9 fué similar se seleccionaron sola-
mente aquellos explantes qﬁe habian sido desarrollados durante 8 dfas

de obscurdiad.
Los explantes fueron subcultivados a medio basal MS fresco adicio

nado de BAP a2 0, 1, 5y 10 mg/1 con 2,4-D a 0, 10, 20 y 50 mg/1. Otra
combinacién fué "K' a 0, 0.5y 1.0 mg/1 con 2,4-D a 0, 10, 20 y 50
mg/1.



PRUEBAS CON REGULANORES DE CRECIMIENTO
Gaussia gomez-pompae. Quero

RESPUESTA DE EXPLANTES SOMETIDOS A PRUEBAS DE OXIDACION Y 8 DIAS DE OSCURIDAD EN MEDIO MS MODIFICADO, SU--
PLEMENTADO CON REGULADORES DE CRECIMIENTO, pH 5.0. INCUBADOS A 28° T 2°C A 300 LUX DE INTENSIDAD LUMINO--

SA.

TABLA No. 10 ‘ 7 _ TABLA No, 11
24D 1 a ‘ B . 2D | 4
BAP mglt | : ; ; S N\umgld : :
. -0 - 10 20 50 , K IR0 © .10 C 20 .50
mg /4 : L v : rhgm ' I ' ’ .
0 ++ ++ ++ —_ -0 ++ ++ ++ ++
1 ++ ++ ++ -_.++ i 0.5 +++ ++ L4+ ++
5 .+t o+ . 44 ' 1.0 ot b | ++
10 | e e S SRR +++ 8 meses de duracién del explante verde des-
pués se oxida

++ 6 meses de duracién del explante verde des-
pués se oxida
+ 4 meses de duracién del explante verde des-
.. pués se oxida :
— o respuesta, oxidacién

A%
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Las combinaciones hormonales usadas en las tablas 10 y 11 se di
sefiaron tomando como base el frabaj’o de Arias y Huete, (1983) quienes
trabajaron con épices' (meristemos apicales) de palma Pejibaye, obtu--
vieron callo después de 2 y 4 meses de cultivo, en el presente experi
mento se ampliaron las combinaciones hormonales, con objeto de tener
una respuesta, desafortunadamente los explantes de las pruebas como -
lo indican las tablas 10 y 11 sélo se mantuvo el tejido un tiempo ver
de sin aparecer alguna respuesta de divisién celular o fomacién de -
callo. Lo que puede notarse en los resultados es que los explantes -
se conservaron mayor cantidad de tiempo verdes en concentraciones ---
iguales de BAP y 2,4-D y altas de BAP sin 2,4-D (Tabla 10), en la com
binacién 1 mg/1 con baj as concentraciones de 2,4-D, fué donde hay me-
jor resultado durando el explante verde hasta 8 meses, aunque sin res
puesta.

Esto puede indicar que la posible respuesta morfogenética ten---
dria que buscarse en mis alta concentracién de BAP (de 10 mg/1 en ade
lante) y bajas de 2,4-D (de 0-10 mg/1).
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DISCUSION

Inflorescencias de Ch. tepéjilote.

Basandonos en los resultados observados en la hoja de G. gomez-
pompae donde el pretratamiento juega un papel importante, se decidid
aplicar éste en las inflorescencias con el propdsito de evitar la oxi
dacién junto con antioxidantes como 4cido ascérbico 50 mg/1 + &cido
citrico 50 mg/1 y los medios de cultivo mencionados en la metodologia.

Nuestros explantes se mantuvieron verdes afin en la cdmara de cul
tivo, luego cambiando a coloracién blanca, sefialando con ésto que el
pretratamiento y el uso de los antioxidantes inhibieron la oxidacién
del fej ido.

En relacién a la temperatura Kenneth y Havir (1981), mencionan -
que PAL disminuye levemente su actividad si el explante es mantenido
por 24 horas a 4°C en la oscuridad y posteriormente es transferido a
oscuridad pero a 25°C, lo cual no fué necesario em nuestros explantes.

Las inflorescencias presentaron color blanco con una duracic’_)n va
riable durante 3 a 5 meses de cultivo, después de aproximadamente 8 -
dfas después del sembrado, el escapo floral se abrid, el ovario co--
menzé a hincharse con coloracién verde y después del tiempo total ya
seflalado no se presentd otro cambio en los explantes.

Sin embargo de las 5 repeticiones de cada combinacién solamente
en 1 frasco (7%) de la combinacién SuM de AIA y en (7%) otro de la 10
MM de ANA en medio (VW) aparecieron en la base del escapo floral un
conjunto de células muy semejantes a un pequefio callo blanquecino, re
sembrando cuando el medio comenzaba a secarse sin desarrollarse me’_ls-—
éste callo, alcanzando un tamafio miximo de 0.5 cm aproximadamente.

Se ha demostrado la respuesta.para las hormonas AIA y ANA ya que
son especificas en la mayoria de las veces para formacién de callo.
George loc cit., menciona que estos reguladores de crecimiento son fa
vorables para obtencién de callo de monocotiledoneas, Zaid Ay B ---
Tisserat, 1984 obtuvieron callo con 0.1 mg/1 ANA 6 ANA y AIA de ex---
plantes de embriones sin mencionar la cantidad de callo obtenido.
Kumar et al, 1985, trabaj6 con endospermo de Cocos nucifera, utiliza-




45

- ton 2,4-D, ANA, BA y K ‘como reguladares de crecimiento, el mejor resul
tado de 2,4-D 50 mg/1 y K 2.0 mg/1 de AIA la respuesta es pobre y tam-

poco mencionaron el rendimiento.
Nuestro resultado fué un callo muy pequefio pero no tenemos un pun

to de comporacibén con otros resultados.



PRUEBAS DE REGULADORES DE CRECIMIENTO
Chamaedorea tepejilote

INFLORESCENCIAS DE Chamaedorea tegeg ilote EN DIFERENTES TRATAMIENTOS DE
MEDIOS DE CULTIVO Y DIFERENTES CONC CIONES DE REGULADORES DE CRECI-
MIENTO. INCUBADOS EN UNA CAMARA DE CULTIVO A pH 5.7 CON UN FOTOPERIODO
16 HORAS LUZ (300 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA) 8 HORAS OSCURIDAD A UNA -
TEMPERATURA DE 28° ¥ 2°C.

REGULADCR DE .
MEDIO CRECIMIENTO CONCENTRACIONES RESPUESTAS
VW 2,4-D 1w —
VW 2,4-D S uM +
VW 2,4-D 10 uM +
VW B 1 ++
W BA 5 ++
VW BA 10 ++
VW ANA _ 1 ++
VW ANA 5 ++
VW ANA 10 4
VW ATA 1 ++
W ATA 5 4t
VW ATA ' 10 ++
VW K 1 —
VW K 5
VW K 10 ++
MS 2,4-D 1
MS 2,4-D 5 ++
MS 2,4-D T 10 ++
MS K 1 ++
MS K 5 ++
MS K TS o o
MS GAz 1 ++
MS GAz 5 ++
MS oA L 10 o o
M5 sin regulador de crecimiento +
W sin regulador de crecimiento +

oxidacibn total, no respuesta

inflorescencia blanca, escapofloral abierto hasta 3 meses
++ inflorescencia blanca, escapofloral abierto hasta 5 meses
ot callo de aproximadamente 0.5 cm blanquecino

+
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como ya se menciond en los objetivos de este trabajo se logrd al-
canzar el estado I de los cultivos in vitro el cual es requisito indis
pensable para el establecimiento de los explantes en el medio de culti
vo que los precondiciona para la respuesta morfogenética.

De nuestros resultédos puede derivarse la interaccién de factores
que favorezcan condiciones para inducir diferentes respuestas morfoge-
néticas en palmas silvestres. Dado que la totipontencialidad de celu-
las cultivadas in vitro en la familia Palmae ha sido demostrada, es --
factible lograr esta meta y obtener plantas a partir de diversos teji-
dos de las especies amenazadas de extinéién que fueron estudiadas.

Este trabajo dié el primer paso para lograr este objetivo.



Medio de Cultivo MS

Macronutrientes
Solucién stock 1
20 litros X400 ml

Soluci(m stock 2
10 litros x 100 ml

Micronutrientes
Solucién stock 3
10 litros x 100 ml

Solucién stock 4
20 litros x 100 ml

Solucibn stock 5
20 litros x 100 ml

Vitaminas MS
Solucién stock 6
10 litros x 10 ml
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APENDICE 1I

NH,NO; ——— 1,650 mg/1 16,500 mg/10 1.
10\103 -———— 1,900 mg/1l -——— 19,000 mg/10 1.
MgS0, H,0 — 370 mg/1 -—— 3,700 mg/10 1.
KH,P02 170 mg/1 1,700 mg/10 1.
CaCl,.2H,0 —  440-mg/1 -———— 4,400 mg/10 1.
KI ————— 0.83 ng/1 8.3 mg/10 1.
H:,)BO3 - v 6.2 mg/l 62.0 mg/10 1.
MiSO, . 4H,0 — 22.3 mg/1 223.0 mg/10 1.
ZnSO4.7H20 — 8.3 mg/1 83.0 mg/10 1.
NaMoOj . 2H,0 -— 0,25 mg/1 2.5 mg/10 1.
CuS0,.5H,0 -— 0.025 mg/1 ——  0.25 mg/10 1.
CoClZ.GHZO -— 0.025 mg/1 ——  0.25 mg/10 1.
Na EDTA -——— 37.3 mg/1 - 373 mg/10 1.
FeS0, 27.8 mg/1 278 mg/10 1.
Inositol 100.0 mg/1 1000 mg/10 1.

4cido nicotinico — 0.5 mg/1 -— 5.0 mg/10 1.

Piridoxina HC1 -— 0.5 mg/1 — 5.0 mg/10 1.
tiamina HC1 - 0.004 mg/1 — 0.04 mg/10 1.
agar 8000.0 mg/1

sacarosa - 30000.0 mg/1

Nota: en el medio liquido no se agrega agar y se sigue el mismo proce

dimiento general.



BT m HEBE
ShLm B gﬁﬂ@’\'iﬂé

APENDICE 1T
Medio de Cultivo MS modificado

Macronutrientes

Solucibn stock 1 NH4N03‘ —~ 1,650 mg/1 16,500 mg/10 1.
20 litros x 400 ml KNO3 ~— 1,900 mg/1 19.000 mg/10 1.
Mg S0,.7H,0 — 370 mg/1 3,700 mg/10 1.
KH2 PO2 170 mg/1 1,700 mg/10 1.
Solucién stock 2 Ca CL.2H,0 -— 440 mg/1 4,400 mg/10 1.
10 litros x 100 ml
Solucién stock 3 KI ————— 0.83 mg/1 8.3 mg/10 1.
10 litros x 100 ml H3B03 6.2 mg/l 62.0 mg/10 1.
MnSO 4H20 -— 22.3 mg/l -— 223.0 mg/10 1.
ZnSO4.7H20 — 8.3 mg/1 83.0 mg/10 1.
Na MOO4.2H20 - 0.25 mg/1 2.5 mg/10 1.
CuS0,.5H,0 — 0.25 mg/1 -———  0.25 mg/10 1.
‘ CoClZ.GHZO -— 0.025 mg/l —— 0.25 mg/10 1.
Solucién stock 4 Na EDTA -—— 37.3 mg/1 -——— 373 mg/10 1.
20 litros x 100 ml FeSO, —— 27.8 mg/1 278 mg/10 1.
Solucibn stock 5
20 litros x 100 ml  TInositol —— 100.0 mg/1 ~——— 1000 mg/10 1.
Vitaminas MS
Solucibn stock 6 Adenina 0.004 mg/1
10 litros x 10 ml tiamina - 0.004 mg/1
’ agar ————— 8000.0 mg/1

sacarosa ~—— 30000.0 mg/1
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APENDICE III

Medio basal Vacin y Went modificado (Hodel, 1977).

Cag (PO,) ) ———— 0.020 mg/1 - ———————— 0.20 mg/10 1
K, PO, —— 0.025 mg/1 ~——————— 0.25 mg/10 1
MgSO4.7H20v-.-_——’--———-V——- 0.025 mg/1 ————— 0.25 mg/10 1
MnS0, . H,0 0.00057 mg/1l ——————— 0.0057 mg/10 1
Sacarosa 30 000 mg/1
agar 8000 mg/l

... FeSO,.THO— 27.80 mg/1 —— 278 mg/10 1
EDTA S

Na EDTA —— 37.30 mg/1 —— 373 ng/10 1

i e 5.8.-_—6.0
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