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RESUMEN

Lta pifla es un fruto partenacarplco que presenta autoincompati-
bilidad eon 13 tormacién de semillas. provocando dificultades para
promover su Teioramiento genético. l.a Organogénesis o produccién de
érganos adventicios n vlas, en combinaciden con la induccidn de my
taciones ha probado ser una alternativa viable en el fitomejoramien
to de especies cultivadas. Sin embargo, esta técnica esta poco desa
rrollada en Px.ﬂa. por lo que el presente trabajo se centrd en reali
rar estudios bAsicos para la 1nduccioen y desarrolle de los brotes

adventicios.

Se utilizé como 1néculos hojas completas de pléntulas de pila
cultivadas wreviamenie in eire, sienda mejores las hojas de 4.9 a
St €M, win corte en la base. Las concentragiones mas adecuadas de
los companentes probados en el medio de ecultivo fueron: Sales Mine-
rales (MS) SO %, ac. indolbutirico 2.9 mg/l, benciladenina 5.0 mg/l

y caseina  hidrolizada 0 mg/l.

El desarrollo anatédmico de los brotes adventicios desde el es-
tablecimiento del inégule hasta el surgimiento de los primeros bro-
tes fué aproximadamente a los 33 dias de cultiva. Se detectd que és
tos se originaron de grupos de células parenquimaticas adyacentes
al haz vascular a los 12 dlas de inoculatcién. Después de numerosas
divisiones celulares dieron la formacién do meristemoides (18 dias),
posterior desarrollo de primordios de braote (27 dias) y emergencia
.de los brotes adventicios bien constituidos (33 dfas).

Finalmente, se indujo mutaciones al indculo con Etil-metano-
sulfonato (EMS). La aplicacidn de este agente mutagénico redujo
tuertemente el nunero de brotes por inédculo, asi como su crecimieh-
to. A pesar de no reqistrarse diferencias significativas en ninguna
de I_us concentraciones probadas, se observé disminucién en el ancho,
color v bmllantez de las hojas de Llos tratamientos en que se dio

mavor tiempo de inmersidn en la solucidn mutagénica.
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I. INTRODUCCIOK

La pifta es un fruto tropical con una alta produccidén camercial
en Méxi1co, actualmente se cultiva en los Estados de Veracruz, Oaxa-
ca, Nayarit, Jalisco y Tabasco, existiendo una densidad de stembra
de 35,000 - 50,000 plantas/ha  con un rendimiento de 46 a 30 ton/ha

(Vizcaino y Pérez, {9768).

Generalmente la pifta produce polen y ovulos funcionales pero
son autoincompatibles, desarrollando semillas sdlo cuando ocurre pg
tinizacidén cruzada o inducida (Py,1968). De esta manera, su propaga
cidn tradicional es vegetativa,enraizando las coronas que se forman
encima del fruto o de los brotes Jaterales que surgen de distintas

posiciones del tronco 4 pedt@rculo de la planta.

Esta irregularidad en la obtencidn de las semtllas y su poste~
rior garminacien, han dificultado el desarrollo de programas de me-
Joramiento gendtico. Haciendo mas lento la obtencién de clones ade-
cuados a las condiciones ambientales del pais, por los métodos tra-

dicionales.

La organogenesis o produccidn de érganos adventicios in ovitre

ademds de ser una via de propagacidn altamente eficiente,ha probado



ser una técnica de gran utilidad en el fitomejoramiento de especies
cultivadas, en combinacidn con la induccidn de mutaciones. De esta

forma, es posible tomar tejido diferenciado sin crecimiento,inducir
mutaciones y posteriormente regenerar hrotes adventicios disminuyen
do o eliminanda la aparicién de gquimeras. Broertjes y Keen (1980)

mencionan jue por este método se pueden obtenmer gran cantidad de in
dividuos mutantes no quiméricos,lo que parece indicar que e1 origen
de los brotes adventicios se da en ultima instancia a partir de una
scla célula, Esto ha sido demastrade en numerosas cspecies herbéceas
principalmente orpamentales (Broertjes y Van Harten, 1984) y en al-

gunas alimenticias como la yuca y la papa (Van Harten, & af, 1981)}.

No obstante, en el caso de la piffa esta técnica estd poco de-
sarrollada, siendo aun necesario realizar estudios basicos acerca de
la induccidn, diferenciacidn y desarrello de los brotes adventicios
en relacidn con los factores nutricionales y ambientales, as{ como
anatdmicos y fisioldégicos del inédculo a partir del cual se induce
la aparicidn de estos érganos. Ademas, la aplicacisen de agentes mu-—
tagénicos para la ohtencidn de mutantes con alguna o algunas carac-
teristicas valiosas.

En este sentido, los ebjetivos planteados en la presente inves
tigacién estan enfocados a desarrollar estudios que permitan deter-
minar algunos de laos factores basicos en la produccion de estos brg

tes adventicias, siendo los sigquientesa

1.- Determinacidn del efecto de distintos componentes del medio de



3.-

cultive (sales minerales, caseina hidrolizada, reguladores de
crecimiento y sacarosa) en la induccién de broutes adventicios,

a partir de hojas de pléntulas de piffa cultivadas n vitre.

Determinacidon del tamafo de hajla mis adecuado a utilizar camo

inédculo en la induccién de brotes adventicios.

Identificacidén del desarrollo anatémico de la formacion de los

brotes adventicias.

4.- Prueba de tiempos y concentraciones de Etil-metano-sulfonato

(EMS) ®n los inéculos para la induccién de mutaciones.

Se espera poder contribuir a la formacién de un esquema de pro

duccidén de brotes adventicios, que posteriormente, junto con la in-

duccidn de mutacliones pueda ser d6til a los programas de mejoramien—

to genético .



Il. REVISION DE LITERATURA

1. Generalidades sobre la pifia C#nanec cemeouo (L. Merr.).

La piNa ws una planta herbAcea perenne monocotiledénea, perte-
neciente a la familia Bramelince;a. ‘Eu originaria del sur del Bra-
uil, norte de Argentina y Paraguay (Collins, 1940). Actualmente su
cultivo se ha ido extendiendo a zonas tr'oph:.aleu y subtropicales en
un rango de temperatura de 16% a 32 % y. una pracipitacien de 1300

mm al afo (Cobley, 1977).

Su tamafio es de 90 a 100 cm. con una inflorescencia terminal y
una extensidn de 130 a {50 cm. Sus hojas forman una roseta que ro-
dea completamente al tallo llegando a formar de 70 a 80 en edad adu)l
ta, #stas varian de forma cin acuerdo a su desarrollo y pasicidn n
la pianta. E1 tallo s muy corto, de 25 a 30 cm. de largo y con m‘t-

trenudos muy présximos entre si (Py, 1968).

El fruto es multiple y partenocarpico, formado por la fusidn de

100 a 200 frutillas, cada una sostenida por brécteas entre si y al



pedincvlo central. Generalmente no desarrolla semillas. no obstante
cuando ocurre eolimizacidn cruzada o inducida se desarrollan de 2000
a 3000 semillas. Todos los cultivares diploides producen polen y évu
los funcionales pero son autoincompatibles. La mayaria requiere de
PrOolinizaci1dn cruzada v desarrcllan semillas sélo cuando ésta ocurre

(Purseglove, 1972).

Aunado a esto, la dificil e irregular germinacién de las semi
llas dificulta la propagacidn sexual de esta especie, siendo su pro
pagacisn t.udicionnl vegetativa, enraizando las corohas formadas en
cima del fruto o los brotes laterales que surgen de distintas posi-

ciones del tronco y peddnculo de la planta.

La produccidn de la pifla ocupa un lugar importante dentro del
cultivo de especies frutales tropicales debido a las buenas caracte
rist{cas de sabor del fruto y produccidn comercial, Existen gran
cantidad de cultivares que se asr;.\pan de acuerdo a caracteristicas
tales como forma del fruto, color de la pulpa, sabor, presencia de
espinas en las hojas, tamafo de la planta, etc. Uno de los grupos
mas ampliamente distribuido y com@nmente més empleado es el "Caye-
na“, que se distingue por presentar fruto cilindrico o algo cénico,
anaranjado con pulpa amarilla, jugosa, dulce y con poca fibra, ade-
mas de hojas lisas. Este grupo comprende los cultivares "Cayena 14-

sa", “Baron Rothschild”, "Guadalupe" y “Esmeralda" (Ledn, 1987).

En México se sicmbra principalmente el cultivar "Cayena lisa",

utilizando diferentes tipos de brotes como material de propagacidn.

w



Los "clavos" tbrotes nacides a partir del tallo a la altura del sug
1o o por debajo de éste), los "gallos" (brotes nacidos a partir del
pedtinculo por debajo de la inflorescencia) y las “coronas (localiza
das en la parte superior de la inflorescencial). Estos materiales re
quieren de 18, 20 y 24 meses respectivamente desde su plantacidn
hasta su cosecha {(Vizcaino y Pérez, 19743, Hay poca produccidén de

propagulos (clavos y coronas) de una planta por aflo, por lo que se

requieren de varios afos para tener material suficiente para brudg )

cir en gran aescala.

La propagacién vegetativa por medio de técnicas de Cultivo de
Tejidos Vegetales, ha probado ser altamente eficiente en la praduc-
cién répida y masiva de materiales seleccionados de diferentes espe
cies, Y en pifta particularmente, se han obtenidos muy buenos resul-

tados.

2. Cultivo de Tejidos Vegetales (n vire .

Las técnicas de cultivo de Tejidos Vegetales consisten en ex—
traer fragmentos de tejido joven de la planta, que se desinfesta y
se hace crecer en un medio artificial controlada. Mahejando condi-~

ciones nutricionales, hormonales, y ambientales especificas.

El cultivo puede darse a partir de diferentes indculos como:
secciones de hajas, talles, ralces, meristemos, yemas axilares u or

ganos completos como anteras, évulos, embriones, o bien de celulas



y protoplastos aislados.

Gamborg, e af (1974) mencionan que existen dos factores impor
tantes gue gobiernan el crecimiento y desarrollo del tejido inocula
do: origen del explante y el medio de cultiva. Este gltimo contenten
do wlsmentos que satinfagsan tanto las necesidades nutricionales coma
fisinlégicas de las células del cultivo. Clasificando los compaonen—
tes del medio en cinco grupos fundamenteles: sales minerales, fuen-—
tes de carbono, vitaminas, reguladores de crecimiento y suplemeatas

orgénicos,

Actualsente dutes tdcnicas do cultivo dn vike csten sienda  em
Pleadas con varios fines, tales comor propagacidn masiva répida, ap
tencian de plantas libres de virus, produccién de metabolitos secun
darios, desarrollo de variedades mejoradas via ingenieria genstica
y variacidn somaclonsl, cbtencién de plantas hapioides y de hibridos
intra @ interespecificos, fumion de protoplastos de difersntes espe
cies genéticas y conservacian de germoplasma, entre otras (Murashi-

qw, 1974y Conger, 19681).

3, Organogénenis.

La propagacidn masiva in vinre es el srea de mayor avance den~

tro de las tecnicas de cultivo de tejidos, cspecialmente en aque-~



llos cultivos que deben ser propagados asexualmente para mantener
intacto su genotipo. Como el casc de muchas especies crnamentales y
frutales, en vista de su heterocigocidad, esterilidad o incompatibi

lidad,

Uno de los  procesos a. través de las cuales puede lograrse la
multiplicacidn vegetativa de estas plantas es la organogénesis. Es-
ta técnica ha probado ser un métode altamente eficiente como éisce—'
ma de propagacién, a la vez que ha sido utilizada con éxito en el
me joramiento genético a través de la inducciédn de mutaciones o bien
mediante la transformacidn genética. El proceso se basa en la capa-
cidad totipotencial de las células para dar lugar a la formacidn de
érganos adventicios, cuando se le brindan los estimulos y condicio-
nes adecuadas (Tharpe, 1978). La organogénesis puede dar origen a
brotes foliares (caulogénesis) o bien a ralcés (rizogénesis), Chagg

1la (19684).

Este método de regeneracidn de érganos da dos tipos de respues
ta morfogénica: organogdnesis directa, cuando las yemas adventicias
surgen directamente del explante e indirecta cuando surgen mediante
un callo intermediario (Yeoman, 1980). En la organogénesis indirec-
ta se pueden inducir mutaclnr;es o transformaciones gendticas nea os
a los propAgulos, despude de ciclos repetidos de multiplicacian. Par

1o que se le ha considerado en la obtencidn de variacién somaclonal.

Por su parte, la organogénesis directa tiene un gran valor en

el fitomejoramiento, ya que se ha registrado que el origen de los



érganos adventicios parece darse a partir de una sola célula (Broer
tjes y Van Harten, 1984). De esta manera, al ser combinada con la
induccién de mutaciones, se incrementa la obtencién de mutantes no
quiméricos, ya que elimina o disminuye 1la aparicidn de quimeras
(plantas formadas por 2 o mas tejidos genéticamente diferentes). é:_s
tas en su mayor{a son inestables y dificiles de propagar (Chagolla,
1986). AdemAs, la seleccién dipléntica, o sea la competencia entre
las células mutadas y no mutadas, se ve disminuida, hacisndo mas ai_f_*

cientes los programas de induccién de mutaciones.

Esta técnica se ha utilizado en un gran ndmeroc de sspecies or-
nanmentales como crisantemo, Yauentecactuo, clavel, vicleta africana
y begonia, entre otras (Broertjes y Van Hartan, 1984) y algunas es-—
pecies alimenticias como la yuca y la papa {(Van Harten, & af, 1981)
logrando obtener y comercializar mutantes sélidos no quimdéricos

(Broertjes y Van Harten, 17864).

En frutales existen pocos reportes sn la obtencidn de yemas o
brotes adventicios debido a la falta de metocdonloglas que permitan
inducir su aparicidn. Skirvin (1981) cita algunas especies en las
cuales so ha podido obtener este fenémeno, como Passiflena spp ¥
Tainilla planifetia. Mehra y H.ehr- (1974) obtuvieron formacidén de
plantulas en almendro, Harada {1975) promovid brotes adventicios &n
Kiwi (Acdlnia cAinenolo), Chagolla (1984) induje produccidén de yemas
adventicias en tallos de manzano y posteriormente promovié la dife-
renciacidn {n vie de brotes y ralces adventicias en hojas de piNa

(Chagolla, 1988). Sin embargo, aun se requieren numerosas investiga



ciones para poder entender los fundamentos y factores que regulan

este fendmeno.

3.1 Iniciacién de los Brotes Adventicios.

Al ser establecido el indculo en el medio, existe un fendmeno
de desdiferenciacién celular, donde las células a través de divisio
nes continuas retornan a una etapa indiferenciada, para poder dife-
renciarse pdlt-riormtncl a organos especificos. Al respecto, Auge
menciona que existen dos stapas de desdiferenciacion, en la primara
llamada histdgena, se observa una disminucién en sl volumen de las
vacuolas, desaparicidn de las moléculas especializadas, aumento del
del nacleo y @) citoplasma de las células se hace mhs denso. Al tér
nino de déatas priseras transformacionss, la céiula empisza a divi-
dirse. Posteriormente en la ssgunda etapa, denominada organdgena,
las células muestran el citoplasma aon mis densoc,vacuolas muy peque
fas ¥y @l nocleo mas prominente. Siguen teniendo la capacidad de di~

vidirse pero las células hijas se empiezan a organizar.

Tran Thanh Van (1980) en forma general, divide la organogéne-
sis o aparicién de los brotes adventicios en 3 etapas principales:
1diniciacidn de puntos de divisidn celular, 2) formacidén de meriste
moides o centros de regeneracién de primerdios de 4rganos y 3) desa
rrollo de brotes o ralces adventicias a partir de los primordios an

teriores.



Thorpe y Murashige (1970) siguieron las etapas antericres en
callos de tabaco para determinar como se lleva a cabo el proceso.
Observaron que se inicia con una ocumulacidn previa de almidén en
los puntos donde empieza a dividirse para dar paso a la formacién
de meristemoides. Estos consisten en masas esféricas de células de
tipo m.risnmﬂtlco, p.queﬁas, igodiamétricas con citoplasma denso y
microvacuoladas. E! crecimiento posterior de estos meristemoides ge
neralmente produce pequeflas protuberancias que le dan nl~-exi:lante'
una apariencia nodular y que corresponde a los primordios de brotes

adventicios.

Aunque el procisu no se conocce todavia del todo, se ha obser-
vado que los brotes adventicios regenerados a partir de ¢rganos so
metidos a irradiacién, producen plantas no quiméricas. Esto parece
indicar que se originan en Gltima lnstan:i'a a partir de una sola
célula,. Brosrtjes e af (1968) demostraron por induccién de muta-
ciones y observaciones cito-histoldgicas en distintas plantas orna
mentales, que las células de la capa L-t enpiezan a desdiferenciar
se, dando la formacidn de meristempides. Posteriermente, Junto con
las células adyacentes se desarrollan los primordios de brote, has
ta dar la formacién del brote final. La mayoria de los mutantes ori
ginados por éate método, lu;-n sélidos no quiméricos. Por lo que can
cluyen que los primordios de brote son formados por la divisidén de

una o pecas células aoriginalmente.

3.2 Origen anatdmico de los brotes Adventicios.

11



Las yemas adventicias no estan determinadas filotaxicamente por
el desarrnllo del &pice meristemdlico, sSino que se caracterizan por
presentar un origen secundario a partir da los tejidos maduros de
tallos, hosas, rafces, hipocétilaos y cotiledones o a partir de los

tejidos i1ndiferenciadas de callo (Esau, 1976).

Ademas, se ha observado que &1 origen anatémico de estas yumas
adventicias es variable, dependiendo del érgano y especie de que se
trate. Kato (1974) determin® que los brotes adventicios de hojas de
Relionepolc eniendalls surgen de las ceélulas en empalizada, entre
las cepas de 1la epidérmis y el xileama. A su ver Mikkelsen y Sink
(1978} observaron en hojas con peciolo de Segenia x Riemalls que o&g
tas se originan de las células epidérmicas; por otra parte Caruso
(1974) {dentificéd que los brotes adventicios pueden surgir del cam-—
buim vascular, floema y corteza en segmentos de tallo de sldanshuo

ebidooine.

Raju (1975a) trabajando con hipocotilos de SupAeiia eoula cla
sifica sl origen de los brotes adventicios como exdgenogs y andogenas
dependiondc de las cé#lulas de las cuales surgen. Laes iniciales de
los brotes exdégenas surgen a partir de las células subepidérmicas
de la corteza, y la de los brotes sndégencs, de las células perifé—
cas del tejido vascular (del periciclo). Determinando asi, los bro-
tes advanticios del hipocdtilo como exdgenos y los de las ralces co
mo andégenos. Esto coincide con lo obtenido por Hicks (1987) quien
obtuvo raices advanticias originadas endégenamente de las células

del xilema en microestacas de manzano cultivados dn vite.



En el desarrollo de los brotes adventicios se pueden distin-
quir dos estados de crecimiento: antes y después de la conexidn vas
cular de #4stos con los dérganos que le dan origen (Raju, 1975b). El
crecimiento inicial de los brotes es independiente de la conexidn
vascular, dandose la movilizacidn de carbohidratos por simple difu-—
sidn, sin mediacidn de la vascularizacidn. Pero al formarse dicha
conexidn se 3 acelera rapidamente el desarrollo de éstos, producido
por el movimiento de las sustancias de la base a traveés del aje hi+
pocotiliedonar. Los brotes originados enddgenamente suelen estable-
car vascularitacién mis rdpidamente que las exégenas debido a su ma

yor carcania con @l canbium vascular.

3.3 Factores qus regulan la iniciacién y desarrollc de los
Brotes Adventicios. ‘

El desarrollo postarior de los brotes adventicios esta deter-
minado por ja confluencia e interrelacién de una gran cantidad de
factaores tanto hormonales, nutricionales y ambientales. Asi coma ana
témicos y fisiolégicow particulares de cada tejido u érgano y de ca
da cultivar o especie a partir del cual se induce la aparicién de

estos brotes (Chagolla, 1984).

Skong y Miller (1957) mostraron que la arganogénesis est& go-
bernada por un balance hormonal de auxina-citacinina importante pa-‘
ra la iniciacidn de brotes adventicios. En donde, un mayor nivel de

citocinina sobre auxina induce la formacidén de brotes, y la relacién



inversa de auxina sobre citocinina favorece la formacién de raices,
#n tanto que niveles altos de cualquiera de los dos inducen el cre=

cimiento inorganizado de tejido {(callo).

Evans, & af (1981) mencionan que la regeneracion directa de
drqancs es estimulada comdnmente por altas concentraciones relati-
vas de citocininas como benciladenina (BA), cinetina (K) y zeatina
{Zn). Mientras que la organizacidn indirecta, mediada por callos,
es frecuentemante inducida por un nivel mayor de auxina sobre cito-
cinina, principalmente acido 2-4,diclorofenoxiacetico (2-4,D), &ci-
do naftalenacdético (ANA) y Mcido indolbutirico (AIB). La induccién
de callos y la posterior regeneracién de organos es estimulada por
la ausencia de reguladores de crecimiento y en algunos casos sélo

por citocininas.

El papel de las citocininas en la iniciacién de brotes adventi
ci1o8 ha sido ampliamente comprobado., Sin embarge, es impartante se-
falar que la efectividad de la aplicacion de los reguladorss do cre
cimiento depende de los contenidos harmonales enddgencs y de la re-
lacién gque guarden entre s y con los damas factores que regulan la
formacidén de estos brotes. Se ha demostrado que las citocininas en
algunos casos son inefectivas en la promocién de este fendmano, y en
otros se ha cbservado que las auxinas, que normalmente son entagéni

cas lo favorecen (Chagolla, 1786).

De los factores ambientales los mas criticas para la inicia-

cién de los brotes adventicios son la temperatura y la luz. Los que
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se¢ relacionan con €l indculo son: la edad, el tamafo, el tipo y po-
sicién del explante (Abrego, 1988). Asi como factores a nivel celu~
lar came: determinacidn y competencia  intrinseca de las células
(Christianson y Warnick, 1982 y nivoles de sensibilidad celular en

un mismo 4rgrno para dar respuesta a la brotacidn (Burgess, 1985).

Broertj_es {1772) y Kato (1974) coinciden que a nivel fisioldgi
co las hojas maés jévenss producen brotes adventicios mas rapido ¥y
mayor ndmero que las maduras. Sin embargo en Yiandecactuo las  he-
jag m&s viejas produjeron mis brotes, aungue mis pequefos en compa-
racidn con las hojas jévenes (Brown, 1971 citado por Broerties y Van
Harten, 1984). Estas diferencias entre la madurez de las hojas pue-
den estar relacionados con @l contenido endégeno de los reguladores

de crecimiento (Kato, 1974).

El tamaMo de la hoja as{ como la porcidén de ésta os un impor-
tante factor para la formacién de brotes adventicios en monecotile-
ddneas. Broertjes (1972) compard su formacian en distintas seccio-
nes de hoja de Oanithegelum de la parte basal, media y superior, ob
teniendo una mayor produccién en las secciones superiores, aunque

los brotes de la parte basal fueron de mayor tamalo.

4. Micropropagacién de pifia o

La capacidad morfogénica de la piMa bajo condiciones in  vike

ha sido estudiada por diversos autores, l.os explantes utilizadas han



sido principalmente yemas axilares procedentes de la parte superior
de la inflorescencia (Mathews y Rangan, 1979 Zepeda y Sagawa, 1981
Ramirez, 1984; Garcila, 1584; Gutiérrez, 1988 ) y otras procedentes
de los brotes laterales surgidos de distintas posiciones del tallo
(clavos) y pedtnculos de la planta (gallos) (Drew, 19803 Mathews y

Rangan, 19793 Garcia, 1984; Gutiérrez, 19883 Wakasa, 1979), Otros

autores han empleado meristemos apicales, tejidos meristeméticos,
embriones hibridos y anteras (Laskhmi, et af, 19743 Teo, 1974y Srini
nivasa, 1981y Wakasa, 1978, respectivamente, citedos por -Sutidrre:

1968) .

En cuantoc a la propagacién via organogénesis se han utilizado
segmentos de tallo y hoja (Poh y Rhoo, 197%)) tejido floral (Wakasa
1979), tejidos de plantulas obtenidas (n oisme (Mathews y Rangan,
1981 y Wakasa, 1978 citado por Butiirr.z‘, 1988) y hojas complestas
cbtenidas de plantulas én eime (Chagolla, 1988). También ha wido
posible provocar arganogénesis indirecta induciendo formacidn de ca
1lo y posterior regeneracién de plantas de piNa utilizando caoma ind
culos plantulas cultivadas in vl (Mathaws y Rangan, 19814 Wakasa
1979).

El balance hormonal es uno de los factores mas importantes en
la regeneracion directa e indirecta de la organogénesis. Sa ha de-
terminado que la induccién de brotes adventicios se ve estimulada
por elevadas concentraciones de citocininas con respecto a las auxji
nas aplicadas exdgenamente, y en muchas ocasiones sélo se requiere
de citocininas como regulador de crecimiento (Conger, 196813 Murashi

ge, 1977),
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En los trabajos realitadus 8n Bsta Gs5PECIE8 SC MUESErA predomt
nantia cen el empleo de benciladenina (0,03 - S mg/l) tanto en la
etapa de establecimiento como en la de  proisteractdn Jel  indéonin
(Drew, 1980; {epeda y Sagawa, 198i:. Otros autores repartan el am-
plen da la cinetina de 2.0 o 1000 mgsl (Matheows y Rangan, 1979

19817 Ramirez, 1984) y de zeatina de 0.5 a 5.0 mg/l (Barcia, 1984)

3. Anatomia de la hoja de pifia.

Las hoJas de la piNe forman una roseta que rodea completamente
al tallo. Situadas las mas jovenes en el  centro y lav nhs anligiias
al catertor. La base de la hoja es envolvente en el tallo y se abre
en una forma lanceolada, acanalada, que termina en un 8pi1ce muy agu
do. Su parte adaxial es cdncava, lisa y verde—obscura o con Areas
lonqitudinales rojizas, ¥y la abaxial es cohvesd, acinelada longitu-

dinalmente y cubierta de escamas o tricomas (ledn, 1967),

Krauss (1949) distingue dos grandes grupos, ya que su forma es

variable de acuerdo a su posicidén y desarrolio en la plantas

1) HoJjas completamante desarrolladas, situadas en la parte basal
del tallo. Son las mas viejas. Se caracterizan por un limbo lan-
ceolado y un astrechamiento o "cuello" justo encima de su base,
de la que los bardes divergen claramente.

2) Holas mas jovenes que presentan distinta gama en su desarrollo.
No hay cuello y los bordes del limbo en su base divergen ligera
ramente en las mds viejas, mientras que en las mids javenes con

vergen.



Internamente, la hoja se diferencia en varios tipos de tejidos
muy bien definidos, Krauss (1949) hace un estudic anatdémico de la
hoja de p1fa, determinando completamente su estructura. Esta consis
te en la epidermis del ha:z, formada por una sola tapa de células a-
largadas en sentido transversal, cubiertas por una cuticula que obs
taculiza la pérdida de agua. Con frecuencia ostas células estén ocu
padas por masas de silice. La hipodermis formada por una o varias
capas de celulas de esclerénquima. El tejido aculfero que se compo-
ne de varias capas de células de paredes delgadas y que ocupa de un
cuarto hasta dos terceras partes de la hoja. La forma de sus célu-
las varia de acuerdo a la edad y condiciones del ambiente y su fun—

Ccidn es almacenar agua por periodos indefinidos.

El meséfilo constituido por numerosas capas de pardnquima con
abundantes gloroplastus, Este tejido ocupa la mayor parte de la ho-
Jja, ests atravesado por fibras, haces vasculares y canales de aerea
cidn., Las primeras son de diverso tamafo y se hallan tanto cerca del
tejido acuifero como hacia la parte inferior de la haja. Son fuer—
tes, suaves, blancas y resistentes. Los haces vasculares son de dos
clases: unos pequefos y olros mées grandes que alternan con los pri-
meros, ¥y estsn rodeados de bandas de esclerénguima, también fibro
sas. Los canales aéreos se encuentran hacia la parte inferior del
mesofilo y se comunican con los estomas. Finalmente la hipodermis,y
epidermis. En esta gltima los estomas colocados en filas, ocupan las
depresiones longitudinales o surcos. El envés de la hoja esth cubier
ta de tricomas, dandole a la superficie el color blancuzco caracte-

ristico.
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8. Mejoramiento Gendtico a través de 1as Induceiédn de Mutaciones.

Las mutaciones ocurren en los seres vivas alterando la estruce
tura y funcidn del organismo y su progenie,afectando principalmente
el material hereditario (DNA y RNA). Estps cambios genéticos pueden
resultar de un reacomodo o recrdenacidn de las bases {mutaciones de
punto), de partes de un cromosoma (delecciones, duplicaciones, tras
locaciones, inversiones) &6 de la sustraccién o multlpli:n:iﬁn de
grupos enteros de cromosomas (aneuploidia y Poliplo=dll respectiva-
mente), Hartmman y Kester (1988). En este sentido, las mutaciones
pueden ser de gran 1mportancia en gl mejoramiento sendtico de las
plantas, por ser un mecanismo de formacidén de nuevas variedades con
caracteres hersditarios que pueden superar la calidad, productividad

y resistencia de las ya establecidas (Favret, 1977).

Tradicionalmente han sido usados varios métodos para incremen
tar la variabilidad genética, seguidos por un procese de selaccidn
para probar las caracteristicas genotipicas deseadas. Uno de ellos
ws 2]l entrecruyzamiento o hibridacidn de las especies vegetales, con
@l cual se trata de combinar las caracteristicas benéficas de dife-
tente origen dentro de un genotipo {(Broertjes y Van Harten, 1784).
" Otro es por seleccidn natural donde se aplican deliberadamente pre-
si10nes ambientales y de stress para las plantas‘ spleccionando las

mas resistentes.



FPor otro parte, ultimamente ha sido posible ampliar la varia-
cidn genética natural y desarrcllar caracteres deseables induciendo
mutaciones por medivs artificiales fisicos y quimicos (Favret,1977).
Los agentes mutagénicos fisicos mads wusados son las radiaciones con
rayos X, rayos Gamma y neulrones, Los quimicos consisten principal-
mente de sustantias aquilantes derivadas de acido sulfénico como
et!l-metanoisulfonatn (EMS), metil-metano~sulfonato (MMS), v etil-
amino (El). Los primeros han sido mas utilizados con este fin para
plantas superiores, irradiando semillas, algunos &rganos de las
plantas & las plantas enteras (Meneses, 1981). Aunque son pocos los
trabajos en que se han aplicado agentes quimicos, Broertjes y Van
Van Harten (1984) opinan que dan una alta eficiencia en la produc=
cidn de mutaciones, si la duracién del tratamiento y la concentra-~

cidn son bien ajustadas.

La posibilidad de tratar los tejidos o las células in vitre in
duciendo mutaciones por medios artificiales da la posibilidad de a}l
terar genes, logrando cambios espontaneos que pueden involucrar un
s0lo gen (mutaciones puntuales) o varios, e incluso partes de un
cromosoma {aberraciones cromosémicas), Devreux (1972). Las mutacio-
nes puntuales se consideran de mayor wutilidad en comparacidn a las
aberraciones cromosdmicas, ya que éstas dltimas frecuentemente cau-
san reduccién en la fertilidad y serios daNos a las especies que e

propagan por semilla (Broertjes y Van Harten, 1984).

El principal obstaculo en el mejoramiento genético a travées de

la 1nduec1dn de mutaciones ha sido la formacidn de quimeras y la se
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leccidn dipléntica, Ambas son causadas por la paturalrza multicelu-
lar del #pice del brote y tienden a disminuir las mutaciones obteni
das, resultando una baja frecusncia de plantas mutantes y probable~
mente un limitado espectro mutacional., Asi mismo, el proceso de se-—
leccién posterior no puede ser aplicado antes de sue cl estado de u
na quimera haya alcantado cierta cstabilidad (Broertjes y Van Har-—

ten, 1984).

Como ya se menciond, una alternativa para resolver el problema
anterior, es 1o que se ha denominado como Técnica de Brotes Advent)
cios in vlwe 0 in vire, ya que se ha detectado que estos organos
genaeralmente se originan de una o pocas células (Broert)es, o of,
1968). La induccién de yemas adventicias combinada con la ainductién
de mutagénesis, ha logrado formar una gran cantidad de mutantes sé&-~
lidos no quiméricos, Esto ha aumentado la frecuencia de las mutacio
nes obtenidas y ampliadoc el aspectro mutacional (Broert)es y Van
Harten, 1984). Asl mismo, ha hecho mas fAcil el reconocimiento y la

selaccién de tales mutaciones.

De esta manera la mejora gendtica por mutacion se atil para
cambiar caracteristicas que tienen una herencia sencilla en siste-
mas qénicos altamente desairollavos, Tiene ventajas en la introduc-
cién de caracteristicas egspecificas en plantas que se multiplican
vegetativamsante, ya que el genotipo basico de la variedad as leve-
mente alterado mientras se introducen las nuevas caracteristicas)a-
demas el tiempo requerido para su produccion egs mas corto  (Siglrb-
jornssan, 1970)., Tambaién son Gtiles en plantas altamente heterdci-

gas, no adecuadas para la mejora por seleccidn de tipos recombinan-



tes en generaciones sucesivas despué#s de la hibridacién o de un po-
sible tratamiento con un programa por retrocruzamiento (Allard,

1978) .

6.1 Variacién Somaclonal.

Otrao factor importante para tratar los tejidos o células & oi
e como generador de variabilidad gendtica es lo que se conoce co-
mo variacidn somaclonal. Esto se refiere a la variabilidad morfolo-
gica que se manifiesta en plantas regeneradas a partir de células o
tejido inorganizado (cailo) cultivado {n vine por largos pariodos
de tiempo. Larkin y Scowcroft (1981) propusieron @1 término "soma-
clén” al producto del cicle de cultivo de tejidos. Esto es, al esta
blecimiento del tejido in vine, su posterior proliferacién de ceé~
lulas por varias generacionas y finalmente la regeneracidn de la

nueva planta.

Este fendmeno de variacidén somaclonal ha sido observado en gran
numero de especies cultivadas. Commings, et of (1974 citado por Lar
kin y Scowcrott, 1981) reportaron variacion somaclonal en tejidos
cultivados de avena; mencionando <que muchas de éstas variantes ﬁ:alg
ron transmitidas a la generacién posterior. Henke, e af (1978) r\g
portaron variantes fenottpicos en plantas de arroz rageneradys de
callo, tales como ndmerc de retofios por planta, longitud promedio
de la pandcula, tamafo de la planta y frecuencia en la  fertilidad

de la semilla. Por otra parte, Lat y Lantin (1976) evaluaron soma-
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clones de caMa de azucar y encontraron diterencias morfoldgicas sig

nificativas en dismetro, longitud y peso de la cafa.

kecientemente se han llevado a cabo avances significativos en
las Técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales para gencrar eosta va-
riacian somaclonal, especialmente en el cultivo de callos,ya que es
tos cultivos pueden ser considerados como mutagénicos ner oe. Los
cultivos de callos y células en suspensién mantenidos (n viie por
grandes periodos de tiempo, usualmente dan inestabilidad citolédgica.
Fosteriormente estos cultivos dan origen despudéds de regsneraciéon a
plantulas,las cuales son frecusntemente caracterizadas por cambiog

mutacionales de aneuploidia y poliploidia (Devreux, 1972).

Una de las contribuciones de la variacién somacional al +#itome
joramiento ws que reduce aproximadamente el 50 % del lapso de tiem—
po convencional, lo que lleva a considerar ] smpleo de esta técni-
Ca como otra alternativa para la generacién de variabilidad genéti-

ca en plantas.

7. Variacién Genética en Pifta.

La multiplicacién asexual del cultivar "Cayena Lisa” realizada
posiblemente desde la antiguedad, tuvo la consecuencia de acumular
an el curso de los siglos un namerc considerable de mutaciones somg
ticas tanto cuantitativas como cualitativas, que mantienen y const)

yen las poblaciones que se counocen actualmente (Fy, 19648},

(8]
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Collins y Kerns (1938) describen 30 tipos mutantes de este cul
tivar concernientes a la inflorescencia, fruto, hojas y plantas en
general, acumuladas a través de largo tiempo en forma natural. Men-

- cionan que las mutaciones en las especies propagadas asgxualaente,
como en este caso, pueden causar cambios continuos y graduales en
el genotipo. Lo que resulta gque las plantas actuales contengan va-
rfos genes distintos a los que existian anteriormente asi como ha-
ber perdido algunos de los genes originales. La acumulacién de es-
tas mutaciones puede desempeMar un importante papel en el funciona-

miento y aclimatizacidn de las variedades,

Esto ha ayudado en cierta forma al mejorasiento gsnético de la
Pifta ya que a través de la seleccién de tipos supnrif)r.s on wl cam-
PO y su posterior introduccién, ha permitido constituir clones de
plantas con caracteristicas deseables. El fitomejoramiento de esta
especie presenta ciertas dificultades debido a la autoincompatibi-
lidad que existe para la formacidn de semillas ademds de su dificil
- irr;gular derminacién, Por 10 que su mejoramiento ha sido a tra-
vés de seleccién de importantes hibridos rclu'ltlntcydo cruzas entre
cultivares logrando obtener mutantes favorables con caracteristicas
deseables tales como: sistema radical mas eficiente, mejor calidad
del fruto, madurez uniforme, calor intenso de la pulpa, sabor nis
dul:; y resistencia a enfermedades, entre otras ( Broertjes y Van

Harten, 1984),

Por otro lado, se ha tratado de generar mutantes a través de

cultivo de tejidos. Wakasa (1979) indujo variacién spmaclonal en es
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ta wspecie por cultivos (n vitre utilizando como 1néculos, anteras,
yemas axilares de clavos, gallos y coronas y tejido del fruto en di
ferentes medios. Las plantas regeneradas del fruto sufrieron modifi
caciones en el color de 1la hoija, espinas, cera y densidad foliar.
Las plantas regenerades de las yemas axilares de gallos y coronas
variaron en la presencia y ausencia de espinas. Tal variacién se
atribuye a mutaciones sométicas en los progenitores, al explante em
pleado, a cambios en rl nUnrero de cromosomas £n las plantas obteni-
das, a cambios morfoldégicos y geneticos durante la rediferenciacion
o regeneracidn y a las diferencias en las condiciones de cultivo.

Fosteriormente, reproduce experimentos y evalda las variaciones sur
gidas entre las plantas 1egeneradss y enclarece la importancia de
4sta técnica en plantas autoincompatibles de propagaciaén sexual,pro
duccién masiva de plantas no-variantes ya seleccionadas e induccién

de variantes Gtiles para €l fitomejorador.

Por su parte, Singh e Iyer (1974, citado por Broertjes y Van
Harten, 1984) describen una técnica provechosa en la induccion de
mutaciones en esta especie, aplicando los agentes mutagénicos: etil
amino (EI), N-nitroso~N-metiluretano (NMU) y dietil-sulfonato (DES?
separando "gallos" de plantas del Cv. "Queen® de 1 & 1.5 meses de
edad. Su respuesta fueron mutaciones marfolégicas, tales como plan-

tas sin espinas, un factor econémicamente significativo.

De esta mapera es visto que la induccidén de mutacionas en esta
cspecie es completamente Jfactible, aunque es 1mportante tomar en

cuenta que #stas Técnicas no substituyen, ni eliminan el trabajo de

1l
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los fitomejoradores convencicnales, ya que las plantas obtenidas de-
ben ser sometidas a numerosos estudios aptes de obtener plantaciones
comgrciales. Sin embargo, en un programa de mejoramiento gendtico a
través de la Técnica de Iniciacién de Brotes Adventicios e induccién
de mutaciones se aumenta la probabilidad de obtener plantas comple-—
tas mutantes no quiméricas. Ademas se reduce &1 lapso de tlempo em—
pleado, ya que la aparicidén de mutaciones gendéticas tan lentas en la

naturaleza, 80n aceleradas con las Técnicas de cultivo in vire.
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III. MWATERIAL Y METODOS

1. Material Vegetativo

Se emplearon hojas de plantulas de piffa  (AMnanac cemeduo (.)
Merr.) Cv. Cayena Lisa, cultivadas previamente {n vitre Este cul-
tivar es el més ampliamente distribuido y se caracteriza por tener
frutos grandes, cilindricos, con un peso promedio de 2.3 & 3.6 kg.

y de excelente sabor,

2. Medio de Cultivo

€l mm0i10 de cultivo empleado en tudas las siembras fue el de
Murashige y Skoog (1962), compliementado con mio—inositol, tiamina,
piridoxina, &cido nicotinico, glicina, #cido i1ndolbutirico. bancil
adenina, sulfato de adenina, sacarosa y como soporte agar Merck a
distintas concentraciones de acuerdo a la etapa de induccidn o pro

liferacidén del inéculo (Cuadro 1),

El pH se ajustéd a 5.7 + 0.1 con NaOH o HClL al &1 N, El agar

fué disuelto en horno de microondas. Se utilizaron tubos de ensaye



de 25mm X :S0 mm para la etapa de induceidn y frascos en la etapa

de proliferacidén, con {0 y 20 ml. de medio respectivamente.

Los recipientes fueron sellados con papel aluminio y esterili-

zados en autoclave a 121°% con presién de 1.15 Kg/cm’ durante 1Smin.

Cuadro 1. Medio de cultivo base para la inducciédn
y proliferacién de brotes adventicios (n
vitae de pifia.
ETAFAS
COMPONENTE induccion praliferacien
{mg/1)
Sales Minerales (MS) * 100 %
Mio=~inos1tol 100 100
Tiamina 1.0 1.0
Glicina 1.0 1.0
Ac. nicotinico 0.9 0.5
Piridoxina (L] 0.5
Sulfato de adenina - 80
Ac. indolbutirico » var
Benciladenina * var
Caseina Hidrolizada * -
Sacarosa » 30000
Agar Merck 5700 5700
pH 5.7 5.7
® componentes probadoe a disiintas concentraciones
var= variable

2.1 Siembra

Se utilizaron como inédculos las hojas completas de las plantu

las de pifia, tomando aguellas de mejor aspecto t(sin daMos, grandes



v de color brillante). Se separaron de la planta original con ayu-
da de pinzas y bisturi, cuidando de no daNarlas y evitando que tra
Jeran consigo vemas axilares del tallo. Se colocd una hoja en cada

tubo con la base sumergida en el medio.

Durante este proceso @1 material se mantuvo bajo condiciones
estériles dentro de la camara de flujo laminar para evitar contamj

naciones.

2.2 Condiciones de incubacidn

Los cultivos se mantuvieron en un cuarto de incubacidn a una
temperatura de 22% 25°c,con un fotoperiédo de 16 horas luz, utili-
zando un reloj midtex ciclamaster. La aintensidad luminica fué de

1100 juxe.

3. Determinacidn del efecto de varios constituyentes del medio

de cultivo para la induccién de brotes adventicios

Con la finelidad de obtenar un medio de cultivo eficaz en la
formacidh de brotes advefticios se llevaron a cabo distintos trata-
mientos en los que se modificd las concentraciones de los siguientes
componentes: Sales Minerales (Murashige y Shooa, 1942), caseina hai-

drolizada, acido indolbutirico 1AlB), benciladenina (BA) y sacarosa.
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Se prepararon los medios nutritivos con las siguientes concen

traciones:

300 mg/ly AIB 1.0 y 5.0 mg/1,

Sales Minerales

(MS) 100y S0%, caseina hidrolizada O y

BA 0.0y 1.0 mg/l y sacarosa 20,40 y

60 g/1 (Cuadro 2.). Se complementaron con mioinositol 100 mg/1, tia

Cuadro 2. Concentraciones prcobadas de Sales Minerasles (NSO,
caseins hidrolizada, ac.indolbutirico CAIB), ben=
ciladenina (BAY y sacarosa en la induccién de bro
tes adventicios de pifia.

sales
minerales caseina
Trat. (MS) hidrolizada AlB BA Gacarosca

% {mg/1) (g/1)
1 100 o 1.0 o 20
2 100 300 1.0 O 20
3 100 o 1.0 ] 40
4 100 300 1.0 L¢] 40
S 100 [} 1.0 o &0
] 100 300 1.0 O 60
7 100 4] 5.0 1.0 20
8 100 300 5.0 1.0 20
b 100 1] S.0 1.0 40

10 100 300 5.0 1.0 40

11 100 Q G.0 1.0 &0

12 100 300 5.0 1.0 &0

13 50 4] 1.0 [4) 20

14 20 300 1.0 0 20

15 50 [ 1.0 [} 40

16 S0 300 1.0 [ 40

17 50 9 1.0 ] &0

18 S50 300 1.0 o} &0

i9 S0 Q 5.0 1.¢ 20

20 S0 300 3.0 1.0 20

21 50 ] 5.0 1.0 40

22 50 JQ0 5.0 1.0 40

23 S0 Q 5.0 1.0 &0

24 S0 300 5.0 1.0 &0
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mina 1,0 mg/1, piridoxina 0.5 mg/l, &cido nicotinico 0.5 mg/l y
agar Merck 5.7 g/1, 10s cuales permanecieron constantes en todos

los tratamientos.

Todos los tratamientos probados fueron aplicados en la primera
stapa del sistema de cultivo {n vitre, es decir en la etapa de in-
duccidn de brotes. Posteriormente fueron transferidos a un medio de

proliferacidn para su multiplicacion.

Una vez detectados los mejores tratamientos en la induccidn de
brotes adventicios, se probaron mas concentraciones de los regulado
res de crecimiento (ac.indolbutirico y benciladenina) ampliando los
intervalios para determinar con mayor precisién las concentraciones
mas adecuadas. Do esta manera se probaron cinco dosis de AlBs 0.0,
1.0, 2.5, 5.0 y 7.5 mg/1 y cuatro dosis de BA; 0.0, 2.5, 5.0 y 7.5

mg/l teniendo un total de 20 tratamientos (Cuadro 3).

Cusdro 3, Diferentes tratamientos de ac. indolbutirico
CAIB) y banciladenina (BA> en la induccidn de
brotes adventicios de pifia ev., Cayena Lima.

AlBR mg/1
0.0 1.0 2.5 5.0 7.5
0.0 1 S L4 13 17
BA 2.5 2 6 10 14 18
mg/1l 5.0 3 7 11 15 18
7.5 4 8 12 16 20




4. Tamafio del indculo

Se probaron distintos tamafios de hoja para su  inoculacidn, de
acuerdo a su desarrollo en la planta madre :

1) Chicas (de 1,0 a 1.3 cm). Son las hojas mas jdvenes de la roseta
visibles exteriormente,situadas en el fpice del tallo. Presentan
la base liigeramente convergente en los bordes.

2) Mediana (de 3.0 a 3.5 cm.). Estan situadas en la parte.. central'
del tallo. Presentan una forma lanceolada tipica, con la base li
geramente convergente en las bordes.

3) Grande (de 4.5 a 5.0 cm.).5e sitdan en la parte basal del tallo.

Su base es ensanchada y estad formada por tejidos no clorofilicos

Hubo 10 tubos por cada tratamiento, conteniendo un inéculo por
tubo, Ademés se probaron hojas a las cuales se les cortd 3mm. de la
base para aviflp que trajeran consigo yemas axilares (hojas "sin ba

c@"). A las hojas "con base" no se les hizo este corte (Fig.1).

(n) (»)

Fig.1. Esquema comparativo de hojas “con base” Cad y “sin base" Cb).



8, Induccion de Wutaciones

Con la finalidad de inducir mutaciones en los brotes adventi-
cios se utilizé el agente mutagénico Etil-metano-sulfonato (EMS).
Este fué aplicado a los indculos en las siguientes concentraciones!
0.0, 0.25 y 0.50 % con distintos tliempos de inmersidn 3120, 40y 60

min., probando un total de 12 tratamientos (Cuadro 4).

Las soluciones mutagénicas se prepararon disolviendo el muta-
geno en agua destilada. Su esterilizacidn se efectud filtrando con
Millipore de 22u de tamafo de poro dentro de la cémara de flujo la
minar. Fosteriormente se sumergid la base de las hojas durante el

tiempo correspondiente de acuerdo al tratamiento.

Cuadro 4. Distintas concentraciones y tiempos de inmer=-
aidén en la soluctidn mtagénica de etilematanc
sulfonato CEMSD pars 1a induccion de mutecio=
nes en los brotes adventicios de pifa.

ENS Tiempo de inmersidn
Tratamiento (4] (ming
i 9] 20
2 L] 40
3 0 a0
4 ¢.25 20
-3 0.25 40
3 0,25 &
7 0.50 20
8 0.50 4
9 0.50 60
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Las hojas se sembraron 48 horas antes en el medio de cultivo,
con el fin de que se aclimataran a éste y su efecto fumra menos
drastico. Después de sumergir la base de las hojas en la solucidn
mutagénica, se lavaron con agua destilada estéril durante 15 min.

y se sembraron nuevamente en tubos conteniendo medio nuevo.

En todos los tratamientos la unidad experimental fue un tubo
de ensaye conteniendo una hoja como inéculo con 10 repeticiones ca
da uno. Se maneid un diseMo completamente al azar y se hizo andli-

sis de varianza y comparacion de medias con la prueba de Tukey.
Aquellas hojas que desarrollaran brotes fueron transferidas a
un medic de proliferacién para su desarrollo y multiplicecidén pos

terior, a los 45-50 dias da sy establecimiento.

Les parsmetros a evaluar en todos los tratamientos fueron:

1) Porcentaje de brotacién, Se cuantificaron los tubos que desarrg
llaron brotes.

2) Nanero de brotes por tubo. Se cuantificaron todos los brotes e-
mergidas.

3) Tamaflo de brotes. Se clasificaron en tres categorias para una
mejor determinacidn de la longitud de #stos! pequefNas (P) bro-
tes menores de 1.0 cm, mediancos (M) brotes entre 1.1 y 3.0 cm y
grandes (BG) brotes mayores de 3.1 cm.

4) Presencia o ausencia de mer‘istemoides.‘ Se detectaron como peque

fios n&dulos en la base del caplante,
S) En el caso de induGcidn de mutaciones se hicieron observaciones

de cambios morfoldgicos gque pudieran aparecer come coloracidn,



tamafb de brotes, brillantez, etc.
6) Cuantificacién del porcentaje de contaminacién, asi como el de
hojas sin respuesta. Siendo aquellas que se secaron sin desarro

llar brotes o meristemoides.

6. Preparacisn del materisl vegetativo pars el eatudio

anatéaico de los brotea adventicios.

Con el cbhjeto de determinar el aorigen y dollrrolld anatémico
de los brotes adventicios se tomaron secciones de la base de la'ho
ja (3-6 am de longitud) a distintos dias después de establecidos
en #l medio de cultivo de induccion., Low cortes fueron fijados en
FAA) la cual consiste en una solucidn de formaldehido S %, ac. aceét)
co glacial 5 % y alcohol etflico 90 %, santeniéndolos durante 24
horas. Posteriorssnte los tejidos fueron deshidratados con alcohol
etilico (50%, 70%, ¥6%, 100% y 100%Z en forma secusnciada). Lusgo se
pasaron a alcohol-xileno (111) y xileno (100%) para infiltrar., El

tejido permanecid 4 horas en cada solucién,

Enseguida se pasaron a parafina (52-54°C) para incluirlos en
bloques. S realizaron cortes tuﬁlvcrialu en el micrétomo de 12y
de espesor. Los cortes fusron montados en portaobjietos con adhesivo
de Mupt (grenetina.Si, sulfato de cromo y potasio 0.00%5% y fenol

0.01%) y puestas a sscar en una platina a 3s°C.
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El proceso de tincién consistié en la desparafinacidén e hidra
tacién gradual con alcohol etiflico. Se tifé con zafranina y verde
répido. Se montd con Balsamo de Canadd, dejandolos secar tatalmen-

te antes de observarlos al microscopio ¢ptico .
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Iv. RESULTADOS

1. Daterminacion del efecto de varios constituyentes del medio

de cultive para ls induccisn de brates sdventicios.

Los resultados obtenidos en los tratamientos donde se probéd
las distintas concentracianes de Sales Minerales (MS), caseina hi-
drolizada, AlB, BA y sacarosa muestran una gran variabilidad de res
pussta a la emergencia de brotes adventicios. En general, se obger-
vé un bajo porcentaje de brotacién en todos ellos. El tratamiento
20 fué @l que registrd el mayor porcentaje (de 30%4), seguida por el
17 y 22 con un 20 % de brotacidén, Existiendo casi un S50 % de trata-

misntos an donde no se cbtuvo respuesta (Cuadro 5).

De acuerdo a la variabilidad de estos resultados, su analisis
estadistico fud hecho a través de la técnica de blojques completamen
te al azar tomando las concentraciones de sacarosa 20, 40 y &0 g/l
como bloques de las demss constituyentes. Con la comparacién de me-
dias por la prueva de Tukey, se analizé el efecto de los tratamien-

tos en la induccidn de brates.



A partir de este anAlisis estadistico, se encontré que la con-
centracidén de las Sales Minerales (MS) en relacidn con los demas
componentes constituyen el factor mas importante en la iniclacion
de estos brotes. Se did un mayor porcentaje de brotacién en aque-
llos tratamientos que lo contenian al 50 %, los cuales fueron el 15,
17, 18, 19, 20, 21, 23 y 24. En estos mismos tratamientos se obser-
va el mayor ndmero promedio de brotes por tubo que comprande una ig

tervalo de 11 a 32 brotes por inéculo (Cuadro 3).

Respecto a la caseina hidrolizada, se registréd que estadisti-
camente no hubo significancia al aplicarse o nho al medio de cultivo.
Sin embargo, se chsarvé que en aquellos tratamientom que la conte-
nian junto con las Sales Minerales al 50 %, se di6 el mayor némero

de brotes por inédculo (tratamientos 20,22 y 24).

En cuanto a la sacarosa no se pudo analizar debidamente, ya
que sus valores fueron utilizados como bloques para &l anklisis es-
tadistico. En adelante se considerd utilizar la concentracién de 30

971 utilizada por Chagolla (1988).

Analizando &l efecto de los reguladores de crecimiento se ob-
servd que hubo un mayor porcentaje de brotacién, asi{ tcomo mayor no-
mero de brotes por tubo en los tratamientos donde la relacién de au
xina-citocinina fué de 5.0 y 1.0 mg/1 respectivamente. De esta mane
ra se detecto que los mejores tratamientos fueron el 11, 20, 22, 23

y 24, siendo iguales estadisticamente.

[
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Cuadro 5. Efecto de Sales minerales (MS), caseina hidrolizada (CH),
ac. indolbutirico CAIBY y benciladenina (BA) en 1la inducw
clén de brotes adventicios en pifa Cv.Caysna Lica a los 70

dias de su establecimiento.

tubos tubos # & de # x de
Trat. MS CH AlE BA sembrados  con brotes/ brotess
% - mg/l ) tbrotes tubo tamafio
% F* 1Y "
1 100 @ 1.0 O 10 -
=3 100 300 1.0 0 10 - v
3 100 0 1.0 1] 10 10 12ab 12
4 tug 300 1.0 v} 10 -
S 100 0 1.0 U 10 10 2a <
& 100 300 1.0 Q 10 -
7 100 [} S.0 1.0 10 1u ba &
-] 100 300 S0 L0 10 -
9 100 (] S.0 .0 10 -
10 10 300 5.0 1.0 w0 -
11 1G0 Q S0 1.0 10 to W wh)
12 o 300 S.0 1.0 10 -
13 SO0 0 1.0 0.0 10 -
14 S 00 1.0 4] 10 -
15 S0 [} 1.a Q 10 10 Sa < 1
16 S0 300 t.u ] 10 -
17 oSu Q 1.0 ] 10 20 13ab 13
18 3G 300 1.0 o e 10 Za 3
19 94 ] S0 1.0 10 10 1lab 12
20 S50 300 S.00 .0 1ed W 19% 12 % 2
2 S Qo .0 1.0 19 149 llav w1}
g S0 3w Yo . 1 0 3R a2
25 S0 [} 5.3 1.0 1u [K¥] 24 2l
=4 S Jua S.40 1.0 10 14 186 17 1

wVﬂlornu con la misma letra son itguales estadistlicamente,asgln
pruetra de Tukey (O=0.08),

T=brotes «8 cm ysbroilee de $.1 a 8.0 cm isbrotes >9.3 cm,
Pipequafion Mrmedianoe azgrandes




Los tubos en donde hubo formacidén de nuevos brotes fueron trans
feridos a un medio de proliferacion para su multiplicacion a los
45-50 dias de su establecimiento. Ura vez transferidos, los brotes
obtenidos se agruparon en tres categorias de acuerdo a su tamafNo:
P= brotes menores de {,0 c¢m, de longitud, M= brotes de 1.1 a 2.0cm
y G= brotes mayores de 3.1 cm. Se observéd que la mayoria de los tra
tamientos en que se obtuvo brotacién,los brotes fueron del tamafo
més pequefo (P), seguido del tamaMo mediano (M) y posteriormente el
grande (G)., Este Gltimo sdlo se registréd en el! tratamiento 20, lo

que dsnota un lento desarrollo de los brotes.

Debido al bajo parcentaje de brotacidn abtenido, se procedid a
probar mayores intervalos de los reguladores de crecimiento: AIB y
BA. Esto con el fin de determinar con mayor presicién su efecto en
la iniciacién de los brotes adventicios. Las concentraciones proba-
das anteriorsente fueron muy distantes entre si y fué poco claro de

ducir su efecta.

Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro &. Donde se
abserva que sélo el 50 % de ellos dieron respuesta a la formacidn

de brotes.

En los tratamientos 11 y 16 se registrd el mayor porcentaje de
tubos con brotes, 50 y 407 respectivamente. Asl comg el mayor nUme-—
ro de brotes por explante, 28,0 y 26.5 en cada uno. Anbos contenian
una mayor concentracién de cartocinina sobre auxina, S.0 mg/l de EA

y 2.5 mg/l de AIE el primero, y 7.5 mg/l de BA y S,7 mg/l de AIB «|
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segundo, resultando ser los mejores estadisticamente. En orden de-
creciente los tratamientos 17, t4, 13, 20, 10, 8, 19 y 7 también in
dujeron brotacien, siendo muy variable la relacién citocinina—-auxina

entre elios.

Cuadro 8. Efecto del ac. Indolbutirico CAIB) y Benciladenina (BA
on la induccion de brotes sdventicios de pifis a los 70
dias de su estsblecimiento. .
tubos tubes " H de ® % de
Tratamiente AIlB BA sembrados con brotes/tubo brotes/tamafo
(mg/ 1) brotes p* M g"
4
1 0.0 0.0 10 -
2 0.0 2.5 10 -
3 0.0 5.0 10 -
L 0.0 7.5 10 -
S 1.0 0.0 10 -
[ 1.0 2.5 10 -
7 1.0 5.0 10 10 4.0a" 4.0
e 1.0 7.5 10 20 9. 5ab 9.0 0.5
9 2.5 0.0 10 -
10 2.5 2.5 10 20 10. 50 10.5 0.5
11 2.5 %.0 10 50 28.0e 19.4 7.2 1.4
12 Z2.9 7.5 10 -
13 S.0 0.0 10 20 17.5e¢ 16,5 1.0
14 5.0 2.5 10 10 23.04 23.0
18 5.0 5.0 10 -
ié 5.0 7.8 10 40 26.5de 22.5 3.0 1.0
17 7.9 0.0 10 20 23.04d 17.0 5.0 1.0
18 7.5 2.% 10 -
19 7.5 5.0 10 10 7.0ab 7.0
20 7.5 7.5 10 30 16. 60 13.6 3.0
Yvalores con La miema letrac men ssladieticamente iguales,segln la
pruebc de Tukey (OIF0.00) DMESNES, 28
smbroies ¢ 1.0 om ysbrotes de .14 - ®,0cm xebrotes > de m.0cm
Ps pegquenoce Msmedianos angrandes
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La auxina parece tener un efecto ma&s significativo en la pro-
mocién de brotes adventicios, ya que la ausencia de esta fitsohormo
na inhibi¢ completamente su farmacién a pesar de tener digtintas

concentraciones de BA,

Can respecto al tamafo de los brotes, se encontré que en la ma
yorfa de los tratamientos los brotes regi'ltrados h:er‘on” los de l'a
categoria m‘as pequefla, con un intervalo de 4 a 23 brotes por indcu-
lo, siguidéndole los brotes medianos de 0.5 a 7.2 . Los brotes gran-

des s6lo se registraron an los tratamientos i1, 16 y 17, en una pro

porcidn muy baja de un brote promedic por inédculo.

El porcentaje de contaminacidn fué nulo,le cual indica buen ma
nejo en las condiciones ectériles del culti;/o. Sin embargo se obsern
vé un gran porcentaje de tubos sin respuesta, en donde las hojas
inoculadas se fueron secando gradualmente, ain mostrar ningdn cam—

bio aparente en la base como hinchazones, callo o meristemoides.

Cabe seflalar que en la mayoria de los inéculos, a las primeras
horas de incubacidn, presen.taron un enneqrecimiento de las celulas
dafladas en la parte donde %@ realizd el corte al tejido. Dicho emne
grecimiento pudo deberse a la oxidacién de sustancias de naturaleza
fendlica y ser téxico para algunos inéculos, Se ha detectado que las
células muertas anulan el intercambio entre el inéculo y el medio
nutritivo, provocando su muerte. Frobablemente esto sucedio, ya que

un gran porcentaje de hojas se fueron secando gradualmente.



Despu¢s de la oxidacidn a los primeros dias de cultivo, se dis
tinguid una hinchazdn en aquellos indculos que no fueron afectados.
Posteriormente astas hinchazones originaron meristemoides de color
café blanquecino, aproximadamente a los 12-14 dias de su estableci
miento. A partir de eatos meristemoides se fue dando gradualmente la
formacidn de los primordios de brote y del brote adventicio bien de

finido.

No hubo formacidn de callo en ninguno de los tratamientos pro-~
bados. Sin embargo, varios inéculos que desarrollaron meristemoides
se quedaron en este estado de desarrollo, amarillandose las hojas

poco a poco, hasta secarse totalmente.

2. Corte y tamafic de indculo.

Una vez estudiado el efecto de los nivelea de AIBy BA en la
induccién de brotes adventicios se eligid el tratamiento 11 (por
ser @1 que registréd mejor respussta en ls brotacadn), para evaluar
el efecto del corte y tamato del inéculo en la obtencién de estos
brates. Los resultados del esfecto de estos factores se aprecia en
el Cuadro 7. Los inéculos a los que se les secciond la base no desa
rrollaron brotes, mientras que a los gue se les omitid este corte,
respondiercon favorablmﬁent.. El porcentaje de brotacién fue bajo,
wigndo &0 % e} valor méAs alto para el tamafo de hoja mayor (de 4.5

a 5.0cm). Estas hojas estén situadas en la parte basal det tallo.
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Se hicieron cortes anatdmicos tanto en hojas "sin base" como

“con base", pensandoc que @éstas Ultimas podian tener yamas axilares

en su base (traldas consigo al hacer el corte de la pléntula origi=-

nal). Sin embargo, no se detectaron en ninguna de @llas. Esto sugie

re que puede

existir algan otro factor organogénico en el extremo

basal de las hojas que favorece la induccién de los brotes adventi-
'

cios.

Cuadro 7. Efecto del tamaNo del indculo en la induccién de brotes
adventicion de pina cv. Cayena Lisa a los 70 dias de su
establecinmiento.

E tamafo tubos tubos # X de # x de
Trat. del samn— con brotes brotes/
explante brados brotes tubo tamafio
%
Pl ")’ G.
1 chico 10 30 5.6 S.é
2 medio 10 30 8.6 6.0 2.6
3 grande 10 &0 Feb 7.1 2.5
4 chica¥ 10 - -
] medioY 10 - -
& grandev 10 - -
L

smbroles ¢ 4.0 em y= brotes de 1.4-3.0 aom x=brotes > de 3.0 em

sin bese.

pupequefios Mamedianan gagrandes

Las hojas “"con base" desarrollaron el mayor porcentaje de tu-

bos con brotes y el mayor namero de brotes por tuba. Obteniende 9.6
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brotes promedio en las hojas mAs grandes a los 70 dias de estableci
mi@nto. Sequido del tamaMo medio (B.&) y chico (5.6}, los cuales en
su mayoria desarrollaron brotes de menor tamafo (menores de 1.0 cm)
Se detectd la presencia de meristemoides a esta fecha, principalmen
te en las hojas 'con base" de tamafo chico y grande. Estos meriste
moides se observan como masas de células pequefas de tipo meristems
tico, con nd&:leocs prominentes y citoplasma denso, detectado por su

fuerte tincidn.

No hubo contaminacidn de los indculos, pero en las hojas donde
no se abtuvo respuests se observd el misme fendmeno de secado gra-

dual del tejido, sin desarrollo de ninguna estructura visible,

3. Anatomia de 1a formacidn de brotes adventicios.

Los cortes anatdmicos fueron hechos a distintos tiempos de de—
sarrollo, desde @] establecimisento del indculoc hasta la aparicién
del brote bien conetituido, siendo aproximadamente a los 33 dias de

cultivo.

A los primeros dias se observéd la estructura anatémica normal
de la hoja, de acuerdo & Krauss (1949), sin cambios aparentes: la
spidermis supsrior (formada por un solo estrato de células), la hi-
podermis (formada por 2 ¢ 3 estratos de células), el tejido aculfe-

ro {constituido por varias capas de células que ocupan un cuarto de
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grosor de la hojal), el meséfilo (constituldo por numerosas células
parenquimaticas con abundantes claoroplastos, atravesado por haces
vasculares y algunos espacios intercelulares) y por altimo, la hipg
dermis y epidermis del envés, ésta Ultima con presencia de estomas
(Fig 2).
'
A los 6 dias de desarrollo, se observéd la formacib; de un pe-—
quefio callo cicatrizal en la base de las hojas, debido a la divi-
€ién de las células al nivel de los cortes, aunque en algunos no se

detectd o fue poco visible.

A los 12 dias las células adyacentes al haz vascular presenta-
ron aumento en el tamafio del ndcleo y se tiferon mas densamente, co
menzando a dividirse en un sentido periclinal a éste (F_ig.:). No to
dos los haces vasculares presentaron este patrén al mismo tiempo,en

algunos ee cbservé posteriormente.

A los 18 d{as de su establecimiento se ohservé con mayor clari
dad una gran divisién celular, donde toda la regién de las células
densamente teflidas fue aumentando de tamaMo. Aparentemente como re-—
sultado de las divisiones celulares, agrandamiento de las células y
adiciédn de més células del parénquima adyacente. En esta etapa se
dié la primera evidencia de la formacidn de meristemoides, Se detec
t6 como un grupo de células pequeMas de tipo meristemético con clto
plasma denso y aparentemente no vacuolado. Se diferancié claramente
de las celulas de otros tejidos, ya que el citoplasma de estas célu

las se tifid mads densamente que el de las circundantes (Fig 4). Los

46



Fig 2. Corte transversal de 1a hoja de pifta a) inicio de su
inscul acidn. eptldermis Ced, Aipodermis (N, tejido a
eul fero Ca., meséfilo (. GO,

Fig 3. Corte transversal de la hoja alos 12 diss de su inocu
lacidn, wostrando divisionhes periclinales de las cé-
lulas que rodean el harx vascular. 247x.

Fig 4. Corte transversal de la hoja a los 18 dias d¢ inocula

da, mostrandoe los msristemoidesn. has vascular Chw),
I x.
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meristemoides variaron considerablemente de tamafo, no mostrando su
polaridag aon. Su desarrollo fué a partir de las ceélulas derivadas
originalmente del parenquima advacente al floema, en donde se obser
vé gran divisidn celular. Los meristemoides y células adyayentes 1in
volucradas ocasionaron engrosamientos g hinchazones en la base del

inédculo, dandole una apariencia nodular.,

Despuds de 24 dias de cultivo se detectd la formacidn de meris
temos apicales, originades de los meristemoides (Fig H). Tambidn en
pezé la organizacidén celular para la formacién de telido vascular de
novo con diferenciacidn de elementos cribosos y traqueales. Hay di-
visidn de las células @ partir de los haces vasculares, entre el haz

ariginal y el meristemo apical.

A los 27 dias de incubacidn aparecen los primordios de brote,
mostrando los vastagos foliares (Fig 6). Los cuales se desarrolla-
ron rapidamente, observandose muy bien definidos a los 30 dias de
establecimiento (Fig. 7). Finalmente a los 33 dias se da la emergen

cia de log primeros brotes scbre la superficie de la hoja.
Es importante sefialar que no todos los brotes surgieron al mis

mo tiempo, ademss de que varid el nGnmero de brotes surgidos por ind

culo ocasionsndo diferencias en su desarrollo,
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Fig 5. Corte longitudinal del meristemo apical de un brote ad
venticio, originado de los meristemoides. 3I24x.

Fig 6. Corte longitudinal de un primordio de dbrote a los 27
dias de establecido el indculo., primordic foliar Cpfo.
2060x.

Fig 7. Corte longitudinal del primordio de brote en una etapa

iz avanzads, se observan los primordios follares mis
definidos Cpy>. 200x.
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4. Induccién de mutaciones con Etil-metano-sulfonato.

A partir de los resultados obtenidos en los tratamientos ante-
riores se decidid utilizar las siguientes concentraciones en el me-
dio de cultivo: Sales minerales (MS) S0%, IEA 2.5 mg/l, BA 5.0 mg/l
y sacarpsa 30 g/l. Asi como hpjas grandes (4,5 a 5.0 cm) “con hase"
como inéculos para la induccién de brotes adventicios. Est;: para’
probar el efecto del agente mutagénico Etil-metano-sulfonato (EMS),

en la iniciacién y desarrollo de los brotes adventicios.

En los resultadps obtenidos (Cuadro 8) se aobserva que la apla-
cacidh de este agente redujo fuertemente la formacidn de bhrotes ad-
venticios, al igual que la formacién previa de meristemoides. E1 ma
yar percentaje de brotacién se registrd en el tratamiento 8, que co
rrespondid unicamente al remojo del explante en agua durante 20 min.
Siguiéndole los tratamientos 6 ¥ 9 con un 20 % de bretacidn, conte-
niendo 0.25 y 0.50% de EMS respactivamente, con un tiempo de inmer-—
sién de &40 min. No aobstante, estadisticamente no hubo diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos, no pudiendo atribuir
una mejor respuesta a determinada concentracién de EiMS probada.

Se observaron algunos cambios morfolédyicos en los brotes de
los tratamientos 7, 8 y 9, como disminucién en el ancho de la hoja,
asi{i como menor color y brillantez., Estos tratamientos correspondie-
ran a los de mayor concentracién del mutageno (0.50 %), Dtro factor
detectado fue el lento desarrallo de los brotes surgidos por inécu-

loy, ya que el dnico tamaffo cuantificado fué el més pequefio, de bro-



tes menores de 1.0 cm, Estos datos fueron registrados al mismo tiem

PO gue las experimentos anteriores, a los 70 dias de establecidos.

Cuadro 8. Efecto del Etilmetanc-sulfonato (EMSO an la inducciodn de
brotes adventicios de pifia Cv.Caysna Lisa a los 70 di'as
de su establecimiento.

1 EMS  tiempa tubas tubos ¥ % de 4 ¥ de
Trat, {Z) inmersién sembrados con brotes/  brotes/
(min) brote tubo tamaho
“ P M "
1 0.0 20 10 80 2.7a" 2.7
2 0.0 40 10 10 -
3 9.0 60 10 10 4.0 4.0
4 0. 25 20 10 10 -
S 0,25 40 10 10 6.0Qa 6.0
& 0. 25 60 10 20 1.5a 1.3
7 0,50 20 10 10 3.0a 3.0
8 0. 50 40 io 10 S.0a 5.0
9 0. 50 &0 i0 20 3.5a 3.9

=-bvot-- < de 4.0 cm, ysmbrotes des.1 a 9.0 om, xsbrotes > de 5.0 om
s valores con la misma letra son tgualss estadisticamante,
rapaqueffo M=medianos a=sgrandes

En general, no se ghservaron grandes diferencias fenatipicas
entre si, por lo que se requiere un seguimiento continuo del desa-
rrollo de #stas plantulas hasta su establecimiento y Pproduccién en

campo para detectar con mayor seguridad los cambios pProvocades.

31



V. DISCUSION

Los resultados permitieron observar el fendmeno totipotencial
de las ceéluias vegetales para dividirse y dar la formacién de nue-
vas plantas. Logrando promover la formacién de brotes adventicios
an ios drganos cultivados (n vire, y su posterior desarrollo a

plantulas completas.

1. Determninacisn del efecto de loa constituyentes prodados en
ol medic de culttvo.

El mmedio de cultivo es determinante para el desarrollo del ingd
culo en las técnicas de cultive dn vike. Este contiene elementos
que satisfacen tanto unl necesidades nutricionales como fisiolégi-
cas de las celulas del cultivo, For lo que se logré determinar con-—
centraciones favorables de algunos constatuyentes esenciales para
la induccidn y desarrollo de brotes adventicios en esta especie.

Estas fueron: Sales Minerales (MS) 504, AIB 2.5 mgs/l y BA 5.0 mg/l.

Las sales minerales (MS) favarecieron el desarrollo de brotes
adventic1os en una concentracién de %0 % en forma significativa. Se

ha demostrado que ta fé&emula de Murashige y Skoog es adecuada para

&
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una gran variedad de especies, as! coma para distintas partes de una
planta, por contener grandes cantidades de macronutrientes y altas
concentraciones de nitrageno en forma de nitratos. &1 hecho de ser
mas efectiva al diluirla a la mitad sugiere que la induccidn de los
brotes adventicios no requiere de altas concentracianes de sales en
su fase inicial. Posiblemente a que las cdlulas se encuentran sn un

,

watado de "ambientacidn" previc a su activacidn.

Por otro lado se observd que la adicidn de caseina hidralizada
no tuvo efectos significativos en la formacién de brotes, Sin embar
go junto con la aplicacidn de sales minersles al 50X se chservd una
tendencia & mejorar la brotacién, A pesar de allo, esta mezcla de a
minoAcidos parece no ser asencial en el dengrr‘ouo de los brotes ad
venticios (especificamente en piNa) y bastarse dnicamente de su eon
tenido endégenn. Contrario & los efectos favorables gque se han de-
tectado en la aplicacidn de este compuesta en otras especies, prin-

palmente on cultivos de callos y células en suspernsién.

Respecto & los reguladores de crecimiento, ha sido varias ve-
ces mencionado que las :itn;inlnas intervienen principalmente en la
pfomm:h‘.n de la& division celular @ inducidn y deaarrallioc de brote:.
en una relacion mayor de citocinina sobre auxina. Mientras que IA
formacitn de raices se promueve #n un radio mayor de auxina sobre
c.itacinina. FParticularmente, en este caso hubo varios de las trata~
mientos en donde no se establece psta relacidn (Cuadro &). 8in em~
barga, se ha ohservado que ia accidn de las citocininas es més sig~

nificativa en presencia de las auxinas, sugiriendo de este modo un
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no que ademas de la 1nfluencia hormenal pueden e1stir otros facto-
res 1nvolucrados, tales come determinacidn y competencia intrinseca
de las células. Al respecto, Christianson y Marmich (1983) mencio-
nan que existen wna serie de eventos celulaves desde que se esta-
blece el indculo hasta la aparicidn de brotes reconocibles, que de
terminan las respuestas favorables a la iniciacién de nuevos érga-
nas. Estos eventos principian con la induccidn de ciertas células
para cambiar su destino, dirigid#ndolas por un desarrollo especifico
que determina sgu diferenciacidn. Fosteriormente al iniciarse el prp
ceso de diferanciacidén morfolédgica, se da cierta competencia entre
las células del tejido para responder a seflales especificas y carac
teristicas de las sustancias hormonales. Lo que explica que no todas
las células logren responder positivamente a la {formaci1én de nuevos

érganos.

FPor otra parte, Burgess (198%) menciona que en la respuesta ce
lular a ciertas condiciones ests implicada la sensibilidad intrinse
ca de las células, por lo que no se puede atribuir la falta de res-
puesta tnicamente a concontraciones de regquladorces de crecimionto o
cualguier otro constituyente del medie, Si1u que pueden ser distin-

tos niveles de sensibilidad del explante.

Ademds, es i1mportante tomar en cuents que existe qran intertuo-—
lacidn entre todos los componentes probados en el medio de cultivo.
por lo que sus efectos estan combinadps, atectando asl la formacidn

de brotes adventicios,

[
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Finalmente con respecto al tamaMo del indculo probado para la
induccidén y formacién de estos brotes, se encontréd que las hojas
grandes "con base" respondieron en un mayor porcentaje de brotacidn
¥ en un mayor namero de brotes por explante. Este hecho sugiere que
tas hojas mas grandes son mejores para la iniciacion y desarrollo
de los brotes adventicios. De acuerdo a la clasificacién de Krauss
{194%9) &stas corresponden a las hojas adultas mas jévenes y general
mente las mas largas cuando ha finalizado su crecimiento, estando
situadas en la parte media del tallo. Sin embargo, s debe tomar en
cuenta que las hojas tomadas como indculo corresponden a plantulas
atn, por lo que no han alcanzado su desarrollo final. Lo que se de
duce que una de las caracteristicas favorables para la induccidn de
estos brotes esta dado en el tamaNo de la hoja, ya que en si, la
planta es joven ontogenicamente, pues proviene a su vez de tejidos

Javenas.

Al respecto, Hartmman y Kester (1988) mencionan que la capaci-
dad de regeneracidén de drganos de las partes juveniles de las plan~
tas es nayor que las tomadas de la fase madura, tendiendo a producir
rajces y ramas adventicias con mayor facilidad. Asi mismo en log sig
temas de cultivo de tejidos, la regeneracidn de nuevos organos {(ho-
Jas, ramas, railces}! en e}cplantes y Prop&gulos estd fuertemente in-
fluenciado por la fuente del tejido en relaci®n con su madurez. En
consecuencia, la manipulacidn del estado juvenil! puede ter un fac-—

tor primordial para lograr la propagacion eficdz.

Por otra paerte, se aobservd una inhibiciédn total de los brotes



en las hojas a las cuales se les secciond la base., Comprobando pos-—
teriormente que no correspondia a una extraccidén de yemas axilares
que pudieran estar en la base al momento de separarlas doe la planta
original, ya que tampoco se observaron en las hojas “con base", De
acuerdo a lo mencionado por Burgess (1985) la respuesta a oste fend
meno puede estar dado en los distintos niveles de senaibilidad in-
trinsecos de las ceélulas. Donde probablemente el mivel de sensibilj
dad de respuesta csté confin;do a las ceélulas mas cercanas al tallo,
ya que sdlo respondieron los indculos a 1os que se les omitio el

corte. Los factores antes mencicnados en la respuesta a los regula-
dores de crecimiento tambidn pueden estar influenciande en la indug

c1é6n de nuevos brotes.

Es importante tomar en cuenta el alto porcentaje de hoJas sin
raspuestas ocasionadas por el ennegrecimiento de la base. El corte
realizado en la separacién de la planta madre, pudo provocar oxida-
cidn de sustancias fendlicas, quizés toxicas para algunos inéculos.
Compton y Preece (1986) mencionan que durante la excision de los ex
plantes de la planta original, son dalKados los tejidos, ocasionando

_la sparicién de varios compuestos que son oxidados por peroxidasas
o polifenoloxidas tornsndolos cafés o negros. De esto resulta un obs
curecimiento tanto del tejido como del medio de cultivo. Estos com-—
ﬁunltos in vive pueden funcionar como protectores al tejido daBado
en la invasidn de organismos patégenos, pero dn vwe los productos
oxidados son autoinhibitorios y pueden ser téxicos, causando la muer

te del explante.
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2. Anatomia de la formacién de brotes adventicios

El estudio histolégico de la formacién de los brotes adventi-
cios surgiere que éstos surgen de células cercanas al haz vascular.
Aunque no pudo ser detectado si una sola celula comenzd a dnidirsle
para dar la formacidn de meristemoides o si fue la divisién simul-
ténea de numerosas células, De acuerdo a la clasificacion de Raju
(1975%a) estos brotes corresponden a brotes adventicios endégenos,
por ariginarse de tejidos internos de la periferia del tejido vascu
lar, Su conexién vascular es més rapida por su cercantia con este te

Jida.

Despu#s de establaecido el inéculo en el medio, se observéd ini-
cialmente la formacién de un callo cicatrizal (en algunos inéculos
no se detectd) ocasionado por divisién de las células situadas al
nivel del corte. Este fendmeno es muy importante, ya que la estimu-
lacién creada por estas divisiones parece inducir a la desdiferen-
ciacién, retornando a una etapa indiferenciada. Gun:llaz. (comunica
cién personal) asegura que .todo desarrollo via organogensis conlle-
va la formacién de callo (aunque sea poco visible), como evento ne-
cesario en la desdiferenciacidn de las celulas para su posterior di

{erenciacidn en &rganos especificos.

Las cqracterlshcas que presentaron estas células durante el

evento de desdiferenciacién corresponde a lo mencionadoc por Auge

#Dr, Héclor Oonzdlez. Cenlro de Fruticullurc. Colegio de Poslgroduados.



(1984), tanto en la etapa hilstdgena como organdgena. A pesar de gue
no hubo una clare divisidén en el término de una etapa y el copie—
o de la otra, se observd claramente los cambios celulares que ini-—
ci1an la activacidén, Estas celulas se distinguieron por una mayor

tincidn del citoplasma y aumenta en a1 tamafNo del ndcleo.

El desarrollo de los brotes adventicios concuerda con lo repor
tado por Tran Thanh Van (1980), al dividir en tres etapas la apari-
cién de estos brotes: i) iniciacidn de puntos de divisidn celular 2)
formacién de meristemoides o centros de regeneracidn de primordios
de é&rgancs y 3) desarrolle de brotes adventicios a partir de los pri
mordios anteriores. Cabe mencionar que el desarrollo de sstos even—
tos no fué al mismo tiempo para todos los inaculos, £ino que algu-
nos lo hicieron posteriormente. Asi como tambidn se detectd gran va

riabilidad en el narero de brotes originados por explante.

3. Induccion de Mutaciones.

En la induccién de mutaciones con Etil-metano-sul fonato (EMS)
se encontrd un bajo porcentaje de brotacidn, siendo mayor en los tra
tamimntos que se les did mas tiempo de inmersidn en la solucién mu-
tagénica. Sin embargo, no hubo significancia estadsstica en ninguno
de ellos, no pudiendo determinar si las concentraciones probadas de
EMS fueron muy pequefMas para inducir la formacién de brotes adventy
ci106 0 81 al contrario, fueron muy altas. For tanto, es necesario

krobar mas intervalos para obtener cambi1os significativos y asi de-



tectar las mejores concentraciones. No obstante, se debe tener cui-
dado en el tiempo de aplicacién del mutageno, ya que existen varios
reportes en los que a un tiempo y concentracidén elevada se producen
dafos fisioldgicos considerables e incluso mutaciones letales en

las plantas. Contrario a los fines de mejoramiento genético, en dop
de es necesario la seleccidn de tratamientos que produzcan méximos
porcentajes de mutaciones con menor mortalidad y dafos ffsialagxcog

posibles.

Las mutaciones provocadas sélo fue posible cuantificarlas en
funcién de los cambios morfoldgicos observadaos. Se notaron cambios
poco evidentes en la disminucién del ancho, color y brillantez de
las hojas en los tratamientos que contentan una mayor concentracién
de la solucidn mutagénica. Asi como dismindcidn en el namero de bro
tes surgidos por explante y lento desarrollo de #stos. Estos cambios
fueron provocados probablemente por el mutagena. Sin embargo, para
comprobar si se produjercon algunas mutaciones, es necesario hacer
estudios cariotipicos que muestren los cambios ocasionados en el ma

terial genetico.

Singh e Iyer (1974 :it;do por Broertjes y Van Harten, 1984) re
portaron mutaciones importantes con la aplicacién de varios agentes
mutagénicos, como plantas sin espinas. Al igual que Wakasa {(1979),
quien obtuvo modificaciones en color de la hoja, presencia y ausen-
cia de espinas y otras variantes dtiles obtenidas por variacidn so-—
maclonal. Por lo que es necesario seguir el desarrollo de lag plan-

tulas obtenidas, desde su establecimiento hasta su produccidén en
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1.

¥I. CONCLUSTIONES

Es posible desarrcllar brotes adventicios a partir de hojas com

pletas de pldntulas de pifla cultivadas in vitre.

" La indutcién de brotes adventicios no parece requerir altas cop

centracicnes de sales minerales en su fasa inicial, ya que se

obtuvieron mejores resultados al aplicarlaw al 50 %.

La sparicidn de brotes adventicios no presentd un patrén especi
fico en la combinacién de ambos reguladores de crecimiento (AIB
y BA). 8in embargo, la dosis a la cual se registré mayor porcen
taje de brotacién corresponde a un radio mayor de citocinina sg
bre auxinar 5.0 mg/l de BA y 2.5 mg/]l de AIB. La ausencia de

AIB inhibid® completamente la formacién de brotes.

La caseina hidrolizada no tuvo efectos significativos en su adji
cién al medio de cultivo. Aunque parece tener gran interrela-
cifén con las Sales Minerales a)l S0 %, ya que favorecid sl desa~—

rrollo de brotes.



fas hojas "con base" y de mayor tamafo (4.5 a 5.0 cm) fueron
las ma&s adecuadas para el desarrollo de los brotes. Esto parece
estar relacionado con la madurez de sus tejidos, especialmente

a nivel de la base

La iniciacién de los brotes adventicios se dié por organocgéne-

sis directa. Inicialmente se detdctd desdiferenciacién celular

a través de numerosas divisiones para diferenciarse posterior- !

mente en d&rganos especificos.

A partir del desarrcllo anatdmico de los brotes se detectd que
4stos surgen consistentemente de las células parenquimaticas ad
yacentes al haz vascular (12 dias). Después de numerosas divi-
siones. celulares dieron la formacidn de meristemoides (18 dias)
posterior desarrollo de primordios joliares (27 dias) y emergen

cia de los brotes adventicios (33 dias).

lLa aplicacidén de Etil-metano-sul fonato (EMS) redujo fuertemente
el namero de brotes por inéculo, asi como su crecimiento. A pe-—
sar de no registrarse diferencias significativas, se observaron
algunos cambios fenotipices, siendo necesario sequir el estable
cimiento y desarrollo en .r:ampa de estas plantulas para determi-

nar la efectividad de tales cambios.
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