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RESUMEN

“El presente trabaJo se realizé en el Laboratoria . de
VMicropropagacié'n, del . Departamento de Ciencias Agr.[colas n‘a la

Facul tad  de Esbudios Superiocres Cuautitlan, en e‘ tea

Valorar el efeci,o..de, ANA . CAcido nat‘talenécetico) y:K CKineLina) .‘

a du‘erentas aosis‘en .I.a prol.iferacién-

0.8, 1.0,

2.0 mgsLt > y K
< O. Lil zandose un diseh‘o completamente al
azar. A part.ir ‘de’ su esl.ableclmient.o se hizo una evaluacién a los
tres Vmeses. t,ehishdo como result.ado una respuesta favorable del
explaht.o 'a. los diferentg; tratamientas.

Los resultad;:s oEtenidos. indican que el tratamiento con mejor
respuesta tuve 8. 48. brotes por explanto, este medio fue utilizade
patra el primer sub-cultivo teniendo una tasa de proliferacidn de
1.24 brotes.

La longitud de brotes no tuva una respuesta satisfactoria,
est_.adlsticamente todos fueron ilguales por lo tanto esta variable
no se cu‘anut‘icré en la fase de proliferacidén,

La emisidn de raizes se observé en todos los tratamientos por
loe gque no se hace necesario el establecer una fase de

enraizamiento.
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INTRODUCEY o’

La Hcrtlcultura Ornament.al ’ de especies bulbcsas para corte ha

adquirida gran importancia en 1 ‘,ﬂlt.lmos aﬁos. En Holanda la

aplicacidn ds Lla’ micrcprppag n:lvel. ‘comercial, permitio que

'or_na.ment.ales fuera de 12

Esta espe: “upicamente per métodos

tradi ci onal es,

vlrus.' 1o que ha e 1a téenica de micrepropagaclién

de especies bulbosas tienen que

el aumento de su demanda y las

‘pats,
-favorables para producirla a cielo

‘sea. una Tnueva alternativa para los

cultive do tejidos resulta
en donde se pueden obtener nuevos
enfer medades .

una meledolegfa para la
el esquema de diferentes

cancentracianes,‘dér- ANA ¥y K para su establecimiento y

prolifer :ian.‘



OBJETIVOS

Lograr el establecimiento in vitro de Liltun Ltongi florun,
Evaluar el efecto de ANA y K a diferentes dosis en 1la
proliferacién de brotes de Lilium longiflorum, considerande
el desarrollo de bulbos ¥y su longitud.

Observar la emisidn de ralces.



Fo - GENERALIDADE& DE LA ESPECIE
301, - mu:cen :

I.a palabra LLLL\lm se dariva de la paj.abra cen.xca Ly, que

lirio blanco

aa quo ao oncuontrnn a.l sur Amami, Erabu, y Okinawa .

VEl.V lﬁrio blanco fue encontrado bajo condicicnes de cultive en
China_ y Formosa por los primeros exploradores occidentales
C Wilson 1652 menclonado por Wilkins 1888 >,

" Su nombre Japonés Riukie-yuri es mencionade en uno de los
libros mis antigllos sobre jardiner{a del Japédn publicado en 1621.
Ademas ha sido wutilizada en ceremonias religicsas durante mas de
2000 affos.C Wilkins 1988 D.

El (ilium fue introducido a Inglaterra en 1819 y casi
inmediatamente se volvioe una de las plantas mas cultivadas en la
flericultura .de especies bulbosas a nivel comercial, ademis es
reconocida como la ‘“flor de pascua’™.C Wilkins 1888 ).

Las mayores. 4dreas de produccisén para flor de corte y bulbes
son Holanda, Japdén ¥y Estados Unidos.

En Japén y Estacdos Unidos el cultivar mas popular es Lilium
tongt florum para flor de corte y para la produccidn de bulbos. En
Holanda los cultivares de preferencia son los hibridos asiaticos
para flor de corte, ademads que es el pais que ha realizado mayor
investigacién en especies ornamentales., ¢ Wilkins 1988, Aartijk

van 1980 ).



3. 2. ~DESCRIPCION BOTANICA
Es:: una - pl.al;\ta herbicea y vivaz, de climas templades ¥y )
subtrvopicaléé.' 'Su . raiz pequefa y fibrosa que se origina ‘de -un

t.a.l lo subt.erréneo que es un bulbo escamose, Liene tamblén: un ‘tallo

. ‘s‘on .sésiles de bordes enteros, alternas,

r;l‘e.l‘inervias-y encorvadas, ¢ Ruiz 1979 ).

i Las flores u.onen un perianto regular que tiene seis partes,

'n‘crm_almpte separadas, sin embargo, si estan unidas tienen lobulos

.yj ,l_#\#c;réla ‘y el e4liz una de otra, Tienen seis 'estaeres con
anye;-és intrc.msas ¥y un pistilo. El ovario es superior sencillo y
trilecular que posee tres estigmas. ¢ Weier 1080 >.

El frute es una capsula dehiscente que contiene numerosas
semillas con endospermo celuldsico que por lo mismo son duras
€ Ruiz 1870 ). Fig. No. 1
3.3. - TAXONOMIA

La especie Liltwn pertenece a la familia liliaceae a la que
pertenecen unos 3000 géneros y mas de 4000 especies. Cuadro No. 1

Su distribueién es amplia, perc es especialmente en las
regiones tropicales y templadas calidas que no tienen un bosque
muy espese. { Cronquist 1077, Aartrijk van 1000 3>,

Se encuentra distribuida desde los rangos de Siberia central
ces® N; L. martagonl; del meridiano India c11° N L.
neilgherrensed y para kamchatka C158°E) y al ceste de las costas

de américa C130°WD. € Aartrijk van 19880 .
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CUADRO NO. 4 TAXONOMIA DE LILIUM LONGIFLORUM

REINO VEGETAL

DIVISION EMBRYOPHYTA
SUBDIVISION ANGIOSPERMAE
CLASE MONOCOTYLEDONEAE
ORDEN LILIIFLORAE
FAMILIA LILIACEAE

GENERO LILIUM

ESPECIE LONGIFLORUM THUMD

X FUENTE : SANCHEZ 1984
3. 4. - MORFOLOGIA DE UN BULBO
3. 4.1. = DEFINICION

Los bulbos son preoducides por plantas menocotiledoneas en las
cuales la estructura usual de 1la planta se modifica para
almacenamiento ¥ reproduccidn. Un bulboe @5 un 4rgane subtarrines
especializado que consiste en un tallo axial, corto, carnoso,
generalmente vertical, que lleva en su apice una meristema o
primordio floral y que esta recubierto por escamas gruesas y
carnosas. C Hartmann 1975 ),
4.4.2, -~ TIPOS DE BULBOS

Hay dos tipos de bulbes; los tunicados que tienen escamas
exteriocres secas ¥y membranosas, esta cubierta protege al bulbo
contra lesiones mecanicas y la desecacidn. Los no tunicados o
escamasos; no poSeen una cublierta seca que los envuelva, las capas
del bulbo estan separadas y es lo que les da un aspecto escamos.
¢ Hartmann 1875 DJ.

Déacuerdo a esta clasificacién, Liltum longtflorum tiene un

bulbo no tunicado o escamoso.



3.4.3.- PARTES DE1 BULBO

El bulbo ests compuesto de escamas, una placa basalv un
meristemo apical y raices. l.as escamas son hojas modificadas que
fupcionan como 4rganos de almacenamiento. Estan preséntes dos
grupos de ascamas, una exterior y otro interior. Las escamas
exteriores por lo general son escamosas Yy centienen nutrientes de
reserva, mientras que las escamas que sSe onpcuentran hagla el
contre del bulbo funcionan en menor grado como &Srganos  da
almacenamiento y son mis semejantes a hojas, ademis estan formadas
de un nuevo meristemo activo cerca del viejo talle de floracidn.

Todas las escamas estan pegadas a la placa basal que es un
tallo modificado comprimido.

El meristeme apical estd localizade en la placa basal y esta
rodeado por nuevas escamas hasta que el Dbrote con\l.enza a
alargarse.

Las rajces se encuentran en la parte inferior de la placa
basal. ¢ Hartmann 1975, 1888 >.Fig. 2
3.4.4. - DESARROLLO DE UN BULBO

El cic¢lo general de desarrolle de un bulbo estid formado por dos
fases fundamentales : la fase vegetativa y la fase reproductiva.

En la fase vogetativa los bulbillos crecen hasta llegar a
clerto tamafic para poder florecer.

La fase reproductiva subsecuente comprende la induccidén de la
floracién, 1la diferenciacién de las partes florales y la
produccidn de semillas.

La fase vegetativa, principia con la iniciacién del bulbillo
sobre el platillo basal en la axila de una escama bulbar este
periode dura una sola estacidn de crecimiento.

7



FIOURA No K 2 MORFOLOGCIA DEL BULBSO DE LILIUM LONGIFLORUM.,




La xmcxacidn de la. faee repreductiva y el Lermim: de la fase
vegetativa son 1nd1cadas por. el secamiento del . follaje y la

maduracidn vdel *hulbop‘f Li:s bulbos de Liliun longliflorum no entran

en reposo en 1a misma f‘orma [que otros bulbos Yy sus raices no se
desintegran._ El bul.bo debe estar desenLerrado un poco.

En. este Vperiodo_ en el LnLerior de.l bu.l.bo ocurren cambios
1mport$nt'esA ,gues' »el_ meristema vege!.auva estd efectuands una

transicién a brote t‘loral .. C.Hartmann 1875 3.




3.5. - PROPAGACION DE LILIUM
Las plantas ' ‘se - pueden- mul. Liplicar c de:r dos ,: maneras

vegeta\.ivameht.e (Asexﬁalbf ¥ de forma generau.va Csexual) Los dos

tipos de propagacién’ pueden séi-' determinadas

condiciones. ¢ Pierik 19802, -
3.5.1. - PROPAGACION SEXUAL )
ah

El método de propagacién sexual, LY ltum: es solamente

utilizado para mejoramiento génetico reacidn de nhuevos

hibridos.

No es incenveniente para su propaga én a nivel comercial es

por la pérdida de su estabilidad génet :a y per 1a incapacidad de

la especie por conservar la hnmoge e!.dad al. ser propagada por

semilla € Hartmann 1975, Plerik 1900 ).‘

Salinger C1887), dice que las send.llas de L!.h.um. langv.flarum
tardan 3 affos para entrar en produccién y' Phillips €1888), dice.
que tardan § afos. ) '

3.5.2. = PROPAGACION ASEXUAL

La propagacién asexual es indispensable cuando la
multiplicacidén sexual ne es satisfactoria por no formar semililas o
formar muy pecas o que las semillas pierden raplidamente su
capacidad germinativa, € Pierik 19Q0 3.

En especies bulbosas, la propagacidn asexual es miAs facll, més
radplda que si se propagara por semilla, ¢ Hartmann 1975 D.

Las principales formas de propagacidén son : método de los
bulbilloes, escamado y micropropagacidén.

3 .5: 2.1.~ METODO DE LOS BULBILLOS

Los bulbillos en tallos pueden ser subterranecs & aerecs; el

primero es el que se usa de modo comercial,

10



Este método: consiste en que al- terminar’ la  fleracién -se

arrancan los,t.allos:' dé 'los Sulbos, rﬁara luego sacar. los_ bulbos y

bul bill os los cuales 's lmacsnarén.

‘A la siguien'e époc de p! ant.aclén se slembran y a]. Lermihar su

ciclo se 1es llamara bulbcs de un afo, ésLos se resembrar-é.n y al

final® de su ciclo son considerados bulbos comerciales.

Los bulbos comerciales Sea dabe;'u empacar en cajas forradas con
poliatilone quo‘contengan musgo turbose con un 30 a 50 % de
hémedad ¥ deben almacenarse a 31°F ¢-1°C).

Para producir una fldraci&n en un periodc mAs corto se les debe
almacenar a una t;emperatura de 458 a S0°F ¢ 7 a 10°C por “seis
sSemanas para luego‘éultivarlas a una temperaruta nocturna de 60°F
¢ 16°C D o mayer. v

Los bulbiiiué én-tallos aerecs: esteos se forman en las axilas
de las hojas y son conocidas como bulbileos. Los bulbilos se deben
cosechar ant,es de que calgan naturalmente. A una planta se le
puede Lndl.icir a un aumente en la produccidn de bulbilos
suprimiends ia yema floral. Estos tienen un manejo semejante o
igual al de los bulbilles subterraneos.

3. 5. 2.2. = ESCAMADO

Es un método eficiente para producir bulbos, en esti técnica
las escamas indlividuales del bulbo se separan del bulbo madre y se
colocan en condiciones de erecimients, de tal modo que se formen
bulbillos adventicios en la base de cada escama. En cada escama
se forman de 3 a 5 bulbillos. Este métode es de particular

ut.ilidad para incrementar con rapidez una nueva variedad.

11



El escamado’ generalmente se prﬁctica inmedia\-ament.e después de

la floracién, a los bulbos madre ‘e Les remuaven las dos capas

exteriores de escamas para que se siga

Las escamas pueden ser plant.adas en’ ‘m;;c') ‘' en charolas en
astas se pueden utilizar sustrahos de arena humﬂda. musgo turboso,
musgo sphagnum o vermiculita por espaclo 'de 6 semanas a
temperatura de 65 a 7C°F ¢ 18 a 21°C ). .

Las escamas se insertan a la milad de su longitud y en un lapse
de 3 a 6 semanas se deben formar en sus bases raices y bulbillos.
_Después se trasplantan las escamas bien sea a campo ablerto o en
macetas, ¢ Hartmann 1987 >
3. 5.2.3. - MICROPROPAGACION

La técnica de micropropagacidn a sido utilizada en la \'Jltima‘
década para obtener plantas libres de virus de Lvlh'.um.- lLongt florum
C Van Aartriljk 1980 >.

Pierik C1990), menciona que la multiplicacidén vegetativa in
vitro de bulbos ornamentales ha tenido un papel importante en los
dltimos afios.

Zimmermann (1991, indica dque la técnica de cultive de tejidos
en aspecies bulbosas ha tenide gran interes por su réapida
propadacién.

Para las 1lilis la propagacién por cultivoe de tejidos es el

mét.odo mis rapido, ademis de que da plantas sanas. C(Salinger 1987)

12



3. 6.~ WICROPROPAGACION
3.6.1.= DEFINICTON

Cultivo in witra, cultivo de tejidos o micropropagacidén; se ha
de:finxdo como el cultlvo- aséptivo de células, tejidos y drganos
vegetal&s intactos ‘en ccr;dlciones de laboratoric con el fin de
1nduc1r la rcn-ma:ién de érganos hasta obtener plantas completas
'que se basa en la Lntipctencia de las c¢élulas vegetales siendo

-esta la capacidad de regenerar un nueve individue a partir de

ellas.iv( Arellano et al 1085 J.

Pierik CIBGOD. lo define como el cultivo sobre un medio
nutru_ivo en condiciones estériles, de plantas, semillas,
embriones, ¢rganos, explantos, tejidos, células y protoplastos de
-plantas su;:eriores.

3.8. 2.~ ANTECEDENTES

Aun as diffeil aeterminar el origen del cultive de tejides,
pero importantes antecedentes se remontan a 1838 cuando Schwamm y
Scheidan promulgaron la teoria de la totipotencia, la ecuAal
establece que las células son autosuficientes ¥y que el principio
f‘und.amen'.al es gue sonh capaces de regenerar una planta
completa.( Gautheret 1883 citado por Plerik 1890 ).

En el cuadre No. 2 se haéo referencia a fechas y sucesos
importantes para el desarrolle del cultive de tejidos en Lilium

longtflorum T

13




CUADRO RESUMEN No INVESTIGACYONES REALIZADAS
IN VITRO EN LYLIUM LONAOIFLORUM

EXPLANTO REFERENCIA

ESCAMAS DE BULRO van Aatrijk &l al geeo
Tayacama~-Misawva 1080
Novok-Petru 1981
Torrea y Natarella 1002
Tayacama @t al 1003
Van Aaririjk 1900e
Niimi spe5
Konchak 1066
Vvan Aariri)k 1087
Tomita et al 1968
Maqtzuo et al 1980
Plerik 1DPO
Maescla et al 1een
Zimmermann 1004

HOJAS Blenberg ol at 1P??
Novak and Petru toe1
Niimi 1088

COTILEDONESR Zimmermann and
Aacher 41002

TALLO Rigot 1074
Ziealin and Tesujita 1000

PARTES DE FLORES Debraux and Gaouaudan 194p
Coquen and Astie 1988
Tayacama and Misava 1070
Novak and Petru foot
Liu and Burger toba

CALLOR Bharidan 1968 *
Hussey 1975
Himmondos el al 1076 a.b,
agraves and Malthea (P78
Kubitz el ol 1970
Stumart ot al 1e60
Oogaki 1982
Krucxkowaka 189g
Yong Qu 1088,

FUENTE : Ammirale el al 1968; Margara 1000,
Publicasiones que hacen referencia a la regeneracion
do bulboa 1n vitre.

14




3.6.3.- FASES

En la propagaclén de : plantas : por- : éulu‘vo ‘de .tejidos, se han
shige 1874 2.
aracteriza' 4 fases : de las

!ii'f,r o. Sin embargo

: prléaiéo;di et onamients. .
(36.3.4. - FASE 0

La fase O o de preacondicionamiento se puede introeducir, a fin
de remadiar problemas de contaminacién por hongos y bacterias en
su establemcimiento in vitro, ‘

Para leograr esto, el crecimiento de la planta madre debe
hacerse en invernaderos limpios, ademds, se debe tener especial
cujdado con la temperatura y himedad,

Los cambios fisiolégicos asoclados a la planta madre en la fase
o incluye algunas manipulaciones, de tal manera que las plantas
tengan las mejores condiciones para el desarrollo in vitro, como
la luminosidad, temperatura y el pretratamlente con reguladores
del crecimiento, ¢ Zimmerman 1801 J.

Los bulbillos que se cosechan son almacenados a una temperatura
de 2°C a 10°C durante 6 semanas antes de ser utilizados in vitre.
¢ Dennis 1378; Novak y Petru 18981 .

Aartrijk van y Blom-Barnhoorn (1881),dicen que los bulbillos
debep tratarse con Benlate 2l 2% y 1.5% de Difolatan por 30 min, y
almacenarse en un range de 0°C a 5°C por 4 meses, plantandose
posteriormente en un invernaderoc y después de cumplir su ciclo
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e he)—b‘ae ea

su ciclo vegetablvo se sacan los mé.s p;equeﬁos.para establecerlos

in vitro. C Stmmonds Y. Cumming 197

3.6.3.2: Ll
a“:finalidad’ de

\}sgot}:i porila " cual’ . debs

. if!ient.es ‘de infeccién : la planta <su
el medio nut.rit.l';re, insuficiente

Caire Y la poca destreza del operader ¢ Pierik

te! liz_acién del material estad en funcidn de la planta

leﬁosa o semilefiosad, de la edad y del interés del

iy nvesL:l gador .

La ef‘ectivldad de los agent.es desinfectantes puede ser mejorada

: adicionando detergentes biclégicos en pequefias cantidades

e Tween 20, 80; Triton etc. ), estos ayudan a romper la tensidn

superficial y permiten que el agente penetre y elimine los

microorgani smos.

La eleccién del tiempo de esterilizacién y la concentracidn de

las solucicnes entard en funcién de cada camo. Depeonde on gran

parte de si la superficie del explanto que se esteriliza se va a
conser var € esterilizacién suave ), o se va a cortar antes de la
incubacidén € esterilizacibn vigerosa 2. C Kyte 16887, Pierik 1920,

Rosell . y Villalobos 19-0 b
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En-el - cuadro No. 3 so puede cbservar que varios autores han
utilizade diferentes tipos, concentracicnes y tiempos de agentes

esterilizantes.

CUADRO RESUMEN No. 3 PIFERENTES METODOS DE ESTERILIZACION
UTILIZANDO DIFERENTES AJENTES ESTERILIZANTES

AUTOR ANO ESTERXLIZACION
Tayacama=Misava 1970 0.5-4.0 % NaCl por 10-P0 min.
1080 en ateohol po K.
1p82a
Robb 1952 on CatoGLiz por 15 min.
Kubitz ot al 107D on AgNO9 por 8min.
aupta (p70 HgCl2 per 10 min.
Kyte 1007 £740 NaOCl 410-20 min.
gSilirmart-Agcher 1978 o5 de alchsl por 1.5 min
0. 5% hipoclorito de wmodio
por 26 min,
Bimmonde-CSumming 1976 70K de alcohol elilico
10% jadex por 30 min,
van Aartrijk 1ve0 1% NaOCl por 85O min,
sheridan 1008 3 min. dotorgente hoikel
10% cloro por 16 min
Yong Qu et al 1960 76 M alcohol por i min
1. 5% hipoclorite de eodio
por ? mun, g
Novak=-potru 1901 4% hipoctorito de sodio
por 90 min.




3.6.3.2.2, - SELECCION DEL EXPLANTO

: Para seleccionar el explanto adecuada se deben’ iomar en cuenta

los siguientés aspectos

ad Genotipo : la. capacida:_:'i_ysrde; rqé er_aclépfes_r mf.ly variada;

generalmente las dicotiledoneas regener a_ﬁ_ "~ ‘mejor que las

monocotiledoneas.

‘B>  Edad de la plant.S

‘U lanta. envejece su capacidad

regenerativa dismlﬁuyg que'\ se cit‘vben utilizar plantas

Jévenes.

.CD Edad del dérgano o !,ej_id” ;os" tejidos jévenes no lignificados

son mas apropiados piﬁ;'el cﬁitivo in ¥vitro que los tejidos viejos
¥ lefiosos.
d) Estado fisiolégico : en general los fragmentos de plantas en

estado vegetativo, regeneran in vitro, con mayor facilidad que 'los

provenientes de plantas en estado generativo.

e) Estado sanitario : se recomienda que las plantas de las cuales
se obtienen los explantos sean cultivadas en invernaderos, ya que
tienen menor escala de problemas fitosanirarios que las cultivadas
a campo abierto.

£2 Tamafo del explanto : es mucho mis dificil inducir crecimiento
wn estructuras muy pequefias como células, agregados de células y
meristemos; que de estructuras mas érandes como explantos de hoja,
tallo o tubérculo. Cada fraccidn aislada de una planta tiene su
l.propia porcién de reservas y hormonas y es obvio que cuanto mayor
sea el fragmento vegetal mas facil es inducir el crecimiento y

regeneracién. ¢ Pierik 1980, Zimmerman 1601 D.
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Tener el explanto efterilizado y sin problemas de oxidacidn es
-para promover la t‘ormcién de brotes o bien la rormaclﬁn de
callos. siendo necgsario que tanto el medio como el material
vaéehatlvo'se encuentreﬁ libres de microorganismos y otras fuentes
de1contam1nac16n para garantizar el establecimiento y desarrolla
‘del tefide. € Cruz 1683 .
3.6.3.3.~ FASE 2

En estd fase 2 o de multiplicacidn del propagule se busca un
raipide desarrollo de dérganos y otras estructuras, este incremento
puede ser debido a la fnduccidn de brotes adventicios o brotes
axilares, que son una respuesta a estimulos de altas
concentraciones de citocininas en presencia de menor concentracidén
de auxinas, buscando el nivel hormnonal mas apropilado de cada caso
¢ Cruz 1983, Zimmerman 1801 O,

Consiste ademas de una serie de sub-cultives o repicades
periddicos que permiten una rapida multiplicacidén de los
propagules, optimizando la concentracldn de nutrientes hY
regul adores de crecimiento, debide a que de ello depende en gran
medida la formacidn de brotes. ¢ Murashige citado por Cruz 18983,
Zimmerman 1061 J.

Los factores fimicos a considerar en el cuarto de incubacidn
son la luz y la temperatura; respectea a la primera hay que
considerar la intensidad luminica la que comunmente es de 3000 a
5000 lux con una duracidn de 16 a 18 hrs-dia, generalmente es
proporciocnada por tubos de luz flucrescente blanca ya veces se

completa con lamparas incandescentes,
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Algunas lnveétlgacipﬁes ‘r‘nugsi;ran ‘que “a. ciertas longitudes de

onda, se activa'-el.

mo y‘w:esté, induce a respuestas

morfogenéf—ica:us. ’

‘La Lempé‘ratu’ra’{ se"éstébié;eir de Vll,A.vZB?.'a"as"C dependiendo de 1la
especie. C Dv;iran 1903, Zimmerman 1901, Pierik 1060 J.

Kyte 1887; dice que los bulbos de 1ilium pueden ponerse en luz
intermitente o periodos continuos de oscuridad o en ambos, lo que
dependera del ocperador y del cultivar. Los pericodos continuos de
oscuridad son preferidos para un mayor numero de bulbillos y de
, menos hojas que es lo mejor para el trasplante.

Aartrijk wvan (1878, 18800, expuse a los bulbos a una
temperatura de 21 ¢ y una intensidad luminica de 2800 luxes con
un periodo de 16 hrs luz,

Estudios de varies investigadores proponen que lilium debe
incubarse en un range de 20 a 30°C ¢ Aartrijk van 1€00; Tayacama
et al 1979; Stirmart et al 1983 J; y con una intensidad luminica
de 2000 a 3000 luxes, lo que ayuda a la regeneracidén de bulbos y
plantas completas.

El efecto de la regeneracidn depende de su genctipo, en 1la
mayoria de los casos el cultive bajo luz da mejores resultados que
el cultivo en la oscuridad. ¢ Kruczkowska 1086 3,

3.6.3. 4.~ FASE 3

La fase de enraizamiento inveluera la induceién v
diferenciacién de raiz en los brotes obtenidos durante 1la
proliferacidn, existiendo asi una conversidn de un estado
heterotréfico a wuno autotrdfico al desarrollar sus raices,

confiriéndole ademids una determinada tolerancia a la tensién de
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humedad, ¢ Cruz 1983 ), La respuesta de enraizamiento in vitro
depende de la especie y adn de la variedad ¢ Cchoa 1883 D,

En este caso los reguladores de crecimlento también juegan un
papel importante ¥ es en donde las auxinas se suministran en
mayores concentraciocnes con respecto a las cltocininas, con el fin
de promover la induccién de la raiz.CPlerik 1890; Zimmerman 1891).

La produccién de bulbos a bajas concentraciones de ANA
generalmente tienen raices, pero cuando son establecidos con altas
concentraciones tambien tienen hojas. ( Maesoto 1081 2. Dennis et
al <€1978), indica que el numero de raices aumenta cuando se
inerementa la auxina ANA a una temperatura de 25°C, y existe una
formacién de raices cuando el ANA se suministra en un rango
del a 5 uyM.C Petru y Novak 1981 J.
3.6.3.5.~ FASE 4

Una pianta que se ha generado in vitro difiere en varios

aspectos de las que se originan in vive, Las plantas cultivadas
in wvitre tienen 1la cutfcula ¢ capa de cera 3 escasamente
desarrolladan; debido a la alta humedad relativa, que va de 80 %
al 100 %; y cuandc se transfiere al suelo se produce una
transpiracién muy elevada ya que la humedad del aire es mas baja.
Las hojas de wuna planta producida in wvitre son blandas y
fotosintéticamente poco activas y en consecuencia mal adaptadas a
las condiciones que pueden encontrar in viva. Las hojas presentan
células empalizadas con grandes espacios intercelulares y baja
presencia de estomas y poce operativos; esto hace gue dichaé

plantas sean mis sensibles a la pérdida de agua.
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L.as ralces - originadas 1n vn.rc no son tuncl

debido a ‘_'que presentan pocos' palas rads.cularas C 'Rosell y

Villalobns :I.QQO. Pierik 1990 J

La- aclin\atacié ' d. j.»o_nayn@eyhi.o- el ~eual

consiste e,n," disminuir “y 'controlar la
t.emperat.ura y ruz.’ ‘

Las plantas deben habituarse- a una ht‘xmedaﬂ relativa baja
gradualmntle. Un mét.ode seria dejar abierto el tubo en un ambiente
estéril durante algum:s, dias para ajustarse a las condiciones in
'vivo. Otro método seria eliminar; los residucs del medic de
cultivo y llenar diariamente durante una semana con una solucidn
nutritiva a 1a mitad de su concentracidén en un ambiente estéril.

También se hace una preadaplacien a los regimenes de luz vy
temperatura que prevaleceran en el invernaders durante al
transplante; gque llevando leos tubos a esie lugar por algunos dias.

Al ser transplantadas las plantas sSe les debe eliminar el agar
para evitar infecciones por hongos y bacterias, deben sumergirse
en una solucidén fungicida e impregnar la raiz con algun enraizador
comercial, para facilitar la formacidén de raices.

El sustrate debe estar esterilizado y tener una buena
porosidad, dronaje, aireacidén y pH adecuado. En algunos caszos e
puede adicionar nutriententes al sustrato para ayudar a
incrementar la sobrevivencia.

Para mantener la humedad relativa se han utilizadeo bolsas de
polietileno o© +vasos de precipitados que cubren de manera
individual a cada planta, pero esto solo se utiliza a menor escala

y en experimentos de laboratorio.
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A nivel comercial se ut.ilx-an cuad "OS " de 'ueln cubxertos con

prlasticos para que manLengan la humedad del 'aire elevada. algunas"_

veces ce uLilizan pulvarizadere

lerik 1990- Resell y

a bajas Lemperaturas

[ Surmart, et. al 1988'

' tuer-a en’ varias semanas

’ L.a 1nmnerslén de - lcs bulbos en agua a 45°C en un pericdo de 30
L ‘hrs asi coma una alta iluminacidn cen luz roja, Lambién
cunducen Al ’J.a. répida emargancia de las hojas en los bulbes
CStirmart et al 1082; Aartrifk van 16903.

La elcngééié;n del talla se puede lograr cuando los bulbes son
generadas 1_r1 \L_i_{_‘r_g a 30°C, se aumenta por una hora de agua
caliente a 45°C% con tratamlentos de frio a 4°C. € Stimart et al
1983, Aartrijk van 1990 ). Maesot,o €1991>, menciona que para poder
establecer los bulbms 1n vf.vo deben ser expuestos al frio, ademas

deben ser éembradas sin! hojas., 8




3.6. 4. - HEDIO DE CULTIVO

la

composic 6n quimicafde los mediov de cultiva utilizados y otres

! ami noacidos, earbohidratos, agua, - agentes

solidlficantes y reguladores de crecimiento.

3.5.4.1. SALES INORGANICAS

Las sales {inorganicas o minerales se dividen en dos grupos que
son los maerocelementos ¥y microel ementos.

3.6.4.1.1.~ KMACROELEMENTOS

Los tejidos requieren de una fuente continua de compuestos

inéréanicos. ademas de carbono, hidrégeno y oxigeno. C(Rosell y
Villalovos 1880), que son sustancias que ‘se agregan al medio en
gra_ndes; cantidades (grd como : N, P, K, Ca, Mg, S.

Nf‘l‘kbGENo k] Este influye en el indice de crecimiento de la
:;;1;6;.".1, es un olémenLc es?nclal. en la composicién molecular de la
_clorox‘ila, alcaloides, acldos nueleicos, amincacidos ¥ en algunas
hormonas de las plantas. E! N se suministra en forma de iocnes NH‘
¥ NO C KylLe 1087 J.
‘FOSFORO i Este elementc es abundante en el meristemo y otros
‘tejidos de rapido crecimiento. Su prineipal utilidad aparece come
activador de enzimas C las enzimas son compuestos que promueven
reacciones sin ser parte de ellas ), Las fuentes de fosforo
utiliizadas in vitre son : Fosfate de potasio € KszPO‘) y Fasfato

de sodio € NaHzPO‘.HZO 3. € Kyte 1887 3.

24



POTASI 0

En “la planLa“ es un element.o que ayuda a-la divi..ién-

la

cc 6h de hitrat,os
de pctasio [ KNOBD;

3,

papél ‘en la permeabilidad de 1la

c‘}lvﬁiénto de los earbohidrates ¥y

MAGNESTO + elem "de las moléculas de clorofila
es importante (.aml:l.én -] 'do.r de enzimas. En los medios de
cultive se sumin*si.ra Sult‘at.éf d‘ej magnesio € So,Mg.7HO J.
también son conocidas e epson. € Kyte 1887 3.
AZUFRE : Esta present‘ aigunas proteinas, promueve el
cesarrollo de ralces y de un fcll.aje verde. Este se suministra en
forma de ﬁulfni.on C SO 3.0 C Kyt.e 1087 .
3.6.4.1.2.~ HICROE‘LEMENTOS

Para una adacuada activldad metabolica la células requieren de

mlcroelemento( L.as mas esencialas son : Fe. Cl, I, Mn, Zn, Bo,

Cu, _Co,.y Mo' Las ﬂltimos cinco elementos son fundamentales para




FIERRO : - Est.a impucadc ‘en .la sintesis de- cloroﬂla. participa :

tambl én Yy

'MANGANESO
ultraestruct.ura , I ,Rcsgll y Villalebos
1880 >, Es suministrado omo:Sul fato de Manganeso ¢ SO Mn.H O 3.

€ Kyte 1087 3 R

ZINC

tal an varias: enzimas, estid involucrada

BORO Es necesario para el mantenimliente de la actividad

merist.emat.ica. .est.a involucrade en la sintesis de las bases

nitrogenadas en particular el uracilo CRosell y Villalobes 10903,
Es un elemento que activa el movimiento del azucar; el boro

es adicionado al medioc en pequefias cantidades de Acido bhériceo

4 l—l“B.:;s 3. € Kyte 1887 ).

COBRE : Se cree que e% hecesario en la conversidén de energia como

alternante entre el estado cuprose y ctprico; es adicionado al

medio en Sulfata de cobre ¢ SO‘Cu.SHZO 3. ¢ Kyte 1087 .

COBALTO : Es un elemento de la molécula del complejo de 1la

vitamina B‘.z que es esencial para la fijacién de N; es adicionado

al medio en Clorure de cobalto C ClCo. BHzO 3. € Kyte 1887 2.
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MOLIBDEMO . & . Se cree: que participa en .la convers ién del N en

amon.\.aco. ayuda ‘a ia rijacién de N Y. se suminlstra al medlo come

Mol1hdanat de sodio C Na Moo “2H o 2. C Kyt.e 1937")

estimular 1a:rotosintesis aunque. su.

n. nocesarlaS'para llevar a cabo'una serie de reacciones

met,ébollsmo ¥y 'sen requeridas en pequelias

canLidades. L.as vit.amihas uu.lizadas L__ vitro pertenecen al grupo

B y son ; Ipositol. Ac, nicot.lnico. Tiamina, Piridoxinas, Ac,
pa‘nil.c,tre_m.ct;, .Ac. 't;:llcc.‘kiboflavina. Biotina, Tocofersl. ¢ Rosell
9"v1'1'1:a'1‘obé,s 1060; Plerik 1880 3.
13.6.4.5.- ANIP{OACIDOS

Son-bloques en la constitucién de proteinas y acidos nuclelces
€ Kyte 1087 O. Los amincacidos no son esenciales para el
crecimiento de tejidos in vitro, sin embargo, proporciona una
fuente inmediata deo N de asimilacidén rapida ¢ Resell y Villalobes
1000 .
3.6, 4. 4. — ANTIOXIDANTES

Se emplean para reducir la oxidacidén en los tejidos y entre
estos tenemos al Acido citrico, Acide ascorbico y carbén activado

entre otros. € Kyte 1987 3.
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3.6.4.5. ~ AGENTES GELI FICA»{TES .

: _mézcla L de. b‘olisacaridcs

~agar. sin embargo pocos han tenido éxu.o. ' Poslblement.e el que mas
: popularidad ha alcanzado as el gelrlt,e (Rosel.l y Villalobos 18803.
‘ 3.6, 4.6, - AZUCAR
El aztcar es un compuesto importante par’a el medio, es un
componente esencial para el crecimiento y desarrollo in vitra, ya
que 8l crecimiento tiene lugar en condiciones poco apropiadas para
la fotosintesis e inclusc en la ocbscuridad Los tejidos verdes no

son suficientemente autotrofos in vitro. Las plantas que crecen

in vitro no pueden sintetizar sus propios carbohidrates por eso
requieren de una alta concentracidén de azucar. ¢ Kyte 1987 >,
3.6.4.7.= AGUA

El agua es uno de los componentes mis importantes ya que
coanstituye el OB % del medio de cuitivo. € Pierik 1000 3. Esta
debe ser destilada debide a que el agua corriente centiene
minserales, aceites, Gxl dos metalicos, praoductos corrosives,
mierocorganismos, material organico y sales disueltas.

Para almacenar el agua los mejores reciplentes son los de
polietilenc ya que el vidrio tiene trazas de plomo, sodio y
arsénico que puede pasar al agua; si se utiliza vidrio tiene que
ser del tipo pyrex. C Pierik 1990 ).
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3. 6 4.8, - REGULADORES DE CRECIHIENTO

lo's reguladores de

En el cult.f.vc in vitro de'las plantas

citoci nl. nas

crec.imient.e especi aJ. mente las‘ ‘son

i mpnrt.an\. es.

. 'genel‘almenl.e lmpcs!.bl Adlc:icn :r';d:;'»' —auxit;as o
citocininas al medlo se promueve la exLenslén yro di.visiéh de las
célulqs. pero ello dependeré del Lipo - de explan!.o y espec.le
ve-gart.al. ) . : L : 7 ' T ’

Debido ‘a que kllm axplant.;:‘ puéde protriurcir surirciente cantidad de
auxina  endégena, no  se . necesi ta unha ce.mt.ida'd adicional para
conseguir la divisién o extensidn, 1o miemo sucede con un explanta
que ﬁo necesita la adlcidnﬁde citocininas exdgenas. CPlerik 19903,
3.6.4.8.1. = AUXINAS

Las ausxd nas . comerciales Ae. indelacético CAIAD, Ac
indolbutirfes CAIBD, Ac * naftalenacético CANAY, ¥y el Ac.
2,4=Diclofenoxi acético CE,‘d.—D); se adiconan frecuentemente ai
medio de cultive., El1 AIA =e produce en ferma natural en las
plantas ¥y las auxinas sintéticas son relativamente mas estables y
activas ANA, AIB y 2,4-D. CPierik 1990),

Las auxinas promueven la elongacidn celular y expansidén de los
tojidos, divisidn celular ¢ formacidén de callos Dy la formacidén de
raices adventicias; inhiben la formacién de vAstagos axilares y
adventicios, frecuentemente inhiben la embricgenesis en cultivos
en suspensidén. ¢ Kyte 1807, Plerik 1000 D.

Las auxinas son comunmente usadas en el medioc de cultive

combinadas con citocininas durante la fase de multiplicacidn y sin

citocininas en la fase de enraizamientoa. € Kyte 1987 ).
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Las bajas’ ccncentraclcnes de auxinas inducen 1a formacxén de

raices advenbvi‘ci as mi ent.ras que las al Las ccn ctones : inducen

v! tra son
5(‘1 Y—dimebila].ilaminc)

- cul lvo ,_n

la rormacién ‘de vastagos adventicios, en
.cdnﬁqﬁ‘t.raciones ela;ladas ¢ 1 a 10 mgrlt ) ‘inbiben la formacidén de
'.lfai‘ces:."‘ ;q deminanclia apical . y retardan el envejecimiento, ¢ Kyie
1687, Plerik 1880 3.

3. 6. 4.8.3, ~ GIBERELINAS

Estas usualmenite no son usadas en el cultivo in wvitro, debide,
a quev ne son tan esenciales, pero debe tenerse en. cuenta su
sensibilidad al caler puespierden el B0 % de su actividad
bioldgica después del autoclaveado. C Van Bragt et al 1671 citado
por Plerik 1000 J.Induce a la elongacidn de entrenudes y el

crecimiente de los meristemos o yemas in vitra., ¢ Kyte 1987,

Pierik 1ea0 5.
3.6.4.8, 4. ~ OTROS REGULADORES

£l Ac absicico y el etilleno producen efectos negatives en el
cultivo in witre; con el primero tadavia no se tiene claros. su
efec;_o. mientras que el etileno detiene el crecimiento, cuanda los
tubos de ensaye son cerrados hermeticamente., ¢ Pilerik 1880 3.
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En estudios: realizados ~'a  Lilium longiflorum, diferentes
investigadores coinei den” en suplementar al medio de cultive con
una auxina sihtetica CANAY y como fuente de citosininas a la CK).

Este se pusde observar en el cuadra No. 4.

CRUADRO NO. 4 RESCULADORES DE CRECIMIENTO UTILIZADOS EN LILIUM

QITOCININAG AUMHINA INVESTIOADOR
mg Lt mg-LL
0.% K 1.3 ANA Yu ¥y Wwang 19a6p
0. 001-0.1 K 0. 01-1{, 0 ANA Niimi 108
0.% K 0.5 ANA Konchak teoc
Q.% K 0.4 ANA Nilmi i8ps
0.%-2,.0 2-4,D Macaoclo 21001
O,1-3.0 BA O.1=4.0 ANA ’ Xruczkeveka 1006
0.4 BA 0.4 ANA Liu et al 1pBs
0.5 K ©.5 ANA Konchak et al 1vec
0.1 Ba O.1 ANA Kyle 1087

Novak y Petru 1881, utilizaron el medio de cultivo de Linsmaier
y Skoog 1085, suplementado con ANA y BAP, ajustade a un pH de 5.8.
J. wvan Aartrijk <1980,1990), utilizé el Medio de Murashige y Skoog
C1862), wl encontro que al suplementar el medio con 5% de aztcar
hube un fneremento de numero de plantas por esxplantoc, ademas que
el pH fue ajustado a 6.0.

El efecto de la concentracidn de sales del MS es favorable para

la regeneracién y desarrolloe de los bulbos, ¢ Aartrijk van 18990 D>,
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Simmonds y Cumming €1976>, wutilizaron el medic de cultive
reportade por Murashige y Skoog €1962), ajustado a un pH de 5.7 en
la que tuvieron una buena regeneracién de explantos. Otros
investigadores que han utilizado el medio MS son : Niimi 1885,
16886; Kyte 1987;: Kawarabayashi 1988; Tomita et el 1988; Wu et al

1989; Maesoto 1801; entre otros.
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TV.~ MATERTALES ¥ METODOS.
4014 L.OCALIZACION '

El prosonto trabaJa fue realizade en ol Laborateris de . cultive

de Le.ji.dos de la carrera de Ingeniero Agricola de la Facultad de
Bstudios Superiores ‘Cuautitlan Eda. de México.
. X -5 EgrABLEcIuIENTo.
‘4,2.1, - OBTENCION DEL MATERI‘AL VEGETAL. . falta la variedad

. Elihatérial vége'.al se obtuvo de los invernaderos de la carrera
de"‘ Iﬁééni‘é;ro iA_gr‘icol.a'. qu, bulbilics fueron lavados con agua
potable y sun ;:tetergen';é' 'cbmercial. posteriormente fueron
en_juagades hasta eliminar .la tiarra y los resiudos del detergente.
. 4.2 Bu=- CARACTERISTICAS DE LA VARIEDAD

: a. variedad Fuego. sus flores son de

colar anaranjado. las cualss Lienen una ‘altura aproximada de 100
em,’ Liene ‘un bctén grande [ 15cm de diématro 3, de tallo sélido.
Es v,una variedad poco sensible a la luz y se puede cultivar en
verane, verano~ctofo, inviernosprimavera. Su cultive dura 13
. semanas aproximadamente.

.4. 2. 3. = DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL.

Al ser lavados los bulbiiles se colocaron en una solucién de
alcohol por 3 min para luegoe colocarse en una solucidn de clore al
70 % una vez desinfeclades y eon ayuda de la campana de flujo
laminar previamente limpiada se enjuagan con agua
destilada-esterilizada; durante el procesc de enjuagado se deben
tener encendidos los mecheros para tener un alto porcentaje de

asepeia.
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4 2. 4. -SIEM’BRA

Antes’, de‘_realliz’ai- lA : siémbra lag ' eajas - de petri que se

uLl 1.lzaron fueron previ ament.e esterilizadas en el auLocl ave-' las

; pinzas pa bis vados con agua y Jabén .

: Cada vez!qu

seisembro 'un>exp1anto.' las caJas de- pe&.'r'

- la<='p£nzas y ‘el Lru:'sr_-én

‘Se. cmaron uno - B ‘uno - los
B l_as: : escamas exteriores. siends

ensaye con media de sultive,

" En‘la Fig "No: "_3 se’ _ueds gbservar el esquema de la propagacidn

in vitro de Ll‘.h!um"en:usus aifereptes fases de cultiveo.

FIOURA NoJ ESQUEMA DE LA PROPAGACION IN VITRO DE LILIUM

,,,??,D,?Z.TQQQH ®H ph g

Dbbp
Divi2ién de esplanto
\r‘i

\é\@@

le!lmaar\lo can fria

e K
Almacenajs de  los butbos

Desarjollo  de  plantas

&3

23VY)
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4.3.- CONDICTONES DE INCUBACION |

Después de. haber

onde se tiene un ambiente

controlado,’ 1;_.|_z Ceon'. una intensidad

luminica de 300071 uies RN

4.4, - MEDIO DE CULTIVO

::ﬁllivo ‘empleads fue el de Murashige y Skoog CMSD
e su’cancentracién de sales minerales, fue suplementado
con K>y'\ANA a dif‘ereﬁt.es dosis. Ademis se le agregeron 30 gr de

azucar ¥y 8 gr de agar por litro.CCuadro No. 5).

CUDRO No 3 MEDIO DE CULTIVO DR WURABHIGE Y EKOOO (082

SALES INCRGANICAS

MACROELEMENTOS CmM~1t) MICROELEMENTOS CuMrs1td

NH_NO 20.6 MnSO . H O 100
+ 8 2

KNOg i8.8 1'{-80s 100

CaCl _.2H 0 3.0 2nS0 . 7H O 30

2" e e 2

MgSO‘. 7H20 1.8 KI 53

KH_PO 1.25 Na_MoO_.2H 0 1
2 e, 2 "2

Naa— EDTA 100 uM-sLL CoCLz. EHZO 0.1

FesSO,. 7H20 100 uM-sit CuSO‘. SHZO 0.1

COMPUESTCS ORGANICOS

Myo-inosi tol 100 mgr1t Tiamina 0.1 mg-slt
Ac. nicotinico 0.5 mgrlt Glicina 2.0 mgrit
Piridoxina 0.5 mg-1it ’ Sacarosa 30 g-1t

Agar (<] gslt
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4.5. - FECHAS DE S[EMBRA.V e

Para la Fase d.e esLableclm ento la fecha “de siembr-a fue el 16

de’ Febrero de 1993 y se eva.\.ué el 29 de Junio

Para la Fase da proliferaciﬁn 'ealizé el ag de Junio b4 se

evalué el 11 de Oc

4.6.- DISENO EXPERTMENTAL.

En -la fase ~ de s>e.“-‘ uulizé “un - disefio
complaetamente al azar en donda los t.rat.amlent.o !‘ueron deLerminadas
por las diferentes dosis de ‘reguladores de crecimiento K €O, 0.1,
0.5 mgs/LLd y ANA CO, 0.8, 10. E.OImg/LL). que se combir?aron al
azar y cuyo arreglc puede verse en el cuadro No. 8.

En total se tuvieron 15 tratamienteos tcon 10 repeticicones cada
uno, y. la unidad experimental estuve constitufda por un tubo de
ensaye; dandoun total de 180 unidades experimentales.

En la Fase de proliferacidén se utilizé el tratamiento 6 el cuil
tuvoe mejor respuesta al numero de brotes y calidad del mismo, al
cual se le adicionaron 0.5 mg/Lt de K y 0.1 mg-Lt de ANA,

Para la comparacion de medias para ambos experimentos se empleo
la prueba de Tukey a un nivel de significancia del S %
4,7.= TOMA DE DATOS.

La toma de datos se realizé de acuerdo a las fases de
cultico.

ESTABLECIMIENTO
1). - Porcentaje de contaminacidn: se cuantificd a los tres dias de

ser implantados.
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2>, - Desarrollo do bulbeo: para cuantificar ol ndmereo do brotoo,
estos fueron separados de cada tubo, registrande ¢l nudmere de
brotes adventicics por cada unidad experimental,

3). - Longitud de brote: esta variable se cuantifico desde la parte
basal de los bulbilleos hasta la terminacidn de las hojas.
PROLIFERACION

13, - Desarrollo de bulbos: los bulbillos fueren colocados en e.l
medio en el que se obtuvieron mis brotes en el cual no se

perdieron los tratamientos para poder cuantificar esta variable.

CUADRO No ¢ DISENDO EXPERIMENTAL EN LA FASE DK ESTABLECIMIENTO
DE LILIUM IN VITRO

K_=+ 0.0 mg-lt 0.1 mg/lt 0.8 mgrlt
AMA
0.0 mgrlt TRAT. 1 TRAT. 2 TRAT. 3
0.1 mgr/it TRAT. 4 TRAT. B TRAT. B
0.5 mg/lt TRAT. 7 TRAT. 8 TRAT 9
1.0 mg/it TRAT. 10 TRAT. 1 TRAY.1Z
2.0 mgrlt TRAT. 13 - TRAT. 14 TRAT. 15
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V. - RESULTADOS Y. DISCUSION.
S.1.~ ESTABLECIMIENTO

5.1.1.= CONTAMINACION

. Existen factores que influyen en’ la Lam nacién como lo es la

procedencia del explanto, si esLe proca ] dsl campo exist,e mayor

probabilidad de. _te‘ner,‘ lndices altos 3 de cont.aminacién, en

comparacién a uno des'a

r_naderc.

En este caso el cult.ivo fue desarroliado en invernadero, pero

debido al aspecto escamo o del bulbo y por estar en contacto con
‘el suelo tiene ,:mayor‘ prj{:b:bilidad de centaminacidén por ello se
hizo un pre—ensaﬁ' ‘al ‘establecimiento en el quesa obtuvieren
resultados favorables a una concentraciédn de aleohol al 70% y
ecloro al .70%. Las concentraciones antes mencionadas se utilizaron
para el establecimiento del presente trabajo, teniendo como
resultado un porcentaje de contaminacién del O%. Se puede decir
que es un resultado bueno ya que de los diferentes autores que han
trabajado con Liliun no hacen mencidn de resultados con respecto a
la contaminacidn.
S.1.2. - DESARROLLO DE BULBOS

Estadisticamente esta variable presenta diferencias altamente
significativas C(Cuadro No.7) y al realizar la comparacién de
medias C(Cuadre No,8), el tratamlento 6 fue significativamente
superior a los demis tratamientos ya que tuvo un promedic de B.46
bulbas por explanto. Los tratamientos que le siguen con mayor
numero de bulbos son el T9 con 4.287 y el T4 con 3.6, aunque junto
con el resto de los tratamientos estadisticamente son iguaies. El
nimero de bulbos promedio por tratamiento se puede ver en la Fig
No. 4. ‘
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En los resultados obtenidos se puede “observar que la désis
éptima para el establecimiento. esde O.’img/LL de ANA, pués en su
tres posibles combinaciones estan dos de logs 3 tratamientos con
mayor desarrollo de bulbos. La désis &ptima de K fue de 0.Smgr/Li,
que en dos de sus 4 posibles combinaciones tuvo un mayor

desarrollo de bulbes.

CUADRO No 7 ANALISIE DE VARIANZA DEL NUMERO DE BROTES

FV [c18 SC CcM FC FT
TRAT 14 408. 85 28. 2 7.46 » 1,75
ERROR 135 S28.52 3.9 e 2,18

TOTAL 146 a37.37

CUADRO No 8§ COMPARACION DE MEDIAR DEL NUMKRO IE BROTES

HMEDIANTE LA PRUEBA DE TUKEY

T.6 : 8,46 a T.1% a.42 b
T.Q :  4.27 b T.10 : 2.32 b
T.4 : 3.60 b T.5 : 2.22 b
T.8 : 2.81 b T.2: 2.12 b
T.13 : 2.60 b T.12 : 2.03 b
T.7 : 2.857 b T.18 : 1.95 b
T.14 : 2.49 b T.1: 1.58 b

T.3: 1.41 b
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NUMERO DE BROTES

FIGURA No

NUMERO DE BROTES POUR TRATAMIENTO DE
LA VAR, FLEGD EN LA FASE §

-~ @ o

- en o

[N

i 2 n u

61 b %
TRATAMIENTOS
() WMERD OE BROTE

5.1.3.~ LONGITUD DE BROTES.

En el analisis de varianza para estid wvariable mostro
diferencias altamente significativas en los tratamlentos ¢Cuadro
No, €3, La vcomparaclén de medias de Tukey mostré que los
tratamientos son estadisticamente .iguales, excepto los
!.ra';a;nientns '9_ y 6 que’ son estadisticamente infericres a les

demas, CCuadros Ne. 10)
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Rl tratamiento &o.‘ & fue el que tuvo mayor numerc do brataen por
explantoe, pero sﬁ longitud promedie es de 4.02 em, que es la menor
101191*:9(’ e’n. todos los tratamientos, sin embargo, en los demids
tratamientos se .se reduce notablemente el numero de brotes pero
su longitud as mayer que va de un range de 4.1 a 8.82cm en
promedio CFig. No. 5). Esto significa que un explanto entre mayor
ntmero de brotes tenga menor serid la longitud de estos.

CUADRD No © ANALISIS DE VARIANZA DE LONJGITUD DE BROTES

FV GL. j=of M FC FT
TRAT 14 303. 48 22.03 2.32 » 1.75
ERROR 135S 1277.49 9. 46 ®R 2.18

TOTAL 149 1585. 99

CUADRC No 10 COMPARACION DE MEDIAS EN LONOITUD

DE BROTES MEDIANTE LA PRUEBA DE TUKEY

Tt : 882 a T.12: 6.87 a
T.7 : 8.66 a T.4 : 682 a
T.8 : 8.2 a T.3 : 6.45 a
T.5 : B8.08 a T.14 : 6,03  a
T.10: 7.84 a2 T.15: 5.84  a
T.1 : 7.60 a T.2 : 6.68 a
T.13: 6.91 a T.8 : 4.10 b
T.6 : 4.02 b
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LONGITUD DE BROTES

a W o =3 o e

LX)

FIQURA No 3

LONGITUD DE BRDTE POR TRQTRMIENTD DE

waummm

6 7T 8 § 10 0N 12 8 Hof5
TRATAMIENTOS :
£ LOWGITUD DE BAOTES
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5.1.4. - RESPUESTA DEL EXPLANTO A LOS REGULADORES DE CRECTMIENTO
5.1.4.1,« AUXINAS

El adicionar ANA al medio de cultivo estimuléd el desarrollo de
bulboes  en el establecimiente e incrementa su numere en la
prolif‘eracién a uwna ddsis 0.1 mgrsLt, teniendo un promedio de
8.46 brotes en el‘ tratamiento No. 6. Konchak <¢1887), obtuvo
resultados similares con concentaciones bajas de ANA en un rango
ydo‘0.0S a 0.1 mg-sLt, que estimulé la formacién de bulbes. Otros
autores ha.n !..raba,jadc con ANA, como Niimi C10685) teniendo }:omo
respuesta 1a regeneraciﬁh de bulbos,

5.1, 4 a'- cr'rocINrNAs

La adicién al medio de K a una désis de 0.8 mg-Lt promovié el

r,ol]:o de bulbos coma lo fge en el tratamiento 6 donde tuvo
. pr;a:':fjeiacié‘n de ausinacscitocinina de S:1, teniendo un promedic de
8 46.7bu.11.:os pér explanto. (Cuadro No. 11)

En ei tratamiento No. 7 que solo tiene citocinimas €0.S mgrit
de k), el diametro de los bulbillos fue de aproximadamente 0.8 cm
esto significa que son los bulbillos mas grandes en comparacidén a
los demds tratamientos en el que su didmetro va de un rango de 0.3
a 0.5 cm.

El uso de la Kinetina como fuente de citocininas ha promovido
no solo la regeneracién de plantas completas sino también estimule
la proliferacidén a désis relativamente bajas a las mencionadas en
la bibliografia. En el cuadro No. 11 se puede cbservar el efecto

de ANA y K sobre el numero de brotes y su longitud.
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CUADRO No 11 RESPUESTA DEL EXNPLANTO A LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS

EN LA FASE DE ESTABLECIMIENTO.

TRATAMI ENTO K ANA NUMERO LONGITUD

Cmgritd DE BROTE DE BROTE
1 0.0 0.0 1.58 7.60
a 0.1 0.0 2.12 S.68
3 0.8 0.0 1.41 5.45
4 C.0 0.1 3.60 6.82
5 0.1 0.1 2.a2 8.08
5 0.5 0.1 8. 46 4.02
7 0.0 0.8 2.87 B. 65
-] 0.1 0.5 2.81 8.24
a 0.8 0.8 4,27 4.10
10 0.0 1.0 2.32 7.84
11 0.1 1.0 2. 42 8.82
iz 0.5 1.0 2.03 6. 87
13 0.0 2.0 2.69 G.91
14 0.1 20 2.48 6.03
18 0.5 2.0 1.85 S. 84
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5, 2. - PROLIFERACION,

5.2.1., - DESARROLLO DE BULBOS

El medio de cultivo donde se estableciokel 'pr-.lmer‘ sub—cultlvo

fue el MS al S0% de ].a ccncent. nera.les

suplementado con 0.5 mg/l.t. da K y O 1 mg_L. de JANA, . ‘que en la fase

La tendencia: que la tasa de

proui‘eracién ‘an’ 1os sub—cult.ivos se debe a que el explanto

permanece por tiempcs prolongados en contacte con el medio de

‘eultive par I.o cual desarralla mecanismos de habituacién que le
permite Lener una mejor' respuesta a las condiciones in vitre, estec

se ve re!‘la,jado' en el aumento en la tasa de proliferacién.

‘_;Eli. ﬁAiléis de wvarianza muestra que no hay diferencias
. a.l.Laméhie{'significabivas entre los tratamientes CCuadro No. 123.

los resultades obtenidos puede observarse que hubs un

. inb;"elinél';tb en el desarrollo de bulbes de 1.24 bulbos por explanto.
Lo‘s.,ﬁ-ra.tamlentos que en la primera fase tuvieron promedics
b;{\j;:'s‘:en estis fase aumento su tasa de proliferacidén, sin embargo,
. ai"‘" el ."'Li'a.t..\mient.o 6 que fue el mejor de la fase anterior mantuvo
Ccsu proﬁédio en el desarrolle de bulbes.
En J_La figura No. 6, se puede observar la comparacidn de medias
dé Vla. fase I y la fase II en cuanto al promedio de brotes por

tratamiento,
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NUMERG DE BROTES

CUADRO No 12 ANALISIS DE VARTANZA DEL NUMERO DE BROTES

EN LA FASE I'\g PROLIFERACION

Fv oL s oM FC FT

TRAT 14 175.857 12.54 1,44 Ns1. 83
ERROR 105 809, 56 8,66 N2, 34

TOTAL 119 1085.13

FIOURANG. &

COMPARACION DEL NUMERO DE BROTES EN LA
FASE 1 Y FASE IT DE LA U, FLEG)

T

f FRSEL ¥ FMEIN
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LONGITUD DE BROTES

5.2.2.- LONGITUD DE RROTES.

: ﬁp; i d!. t‘erencla

En la f:.gura_.

as do: fasos,

o, 11,'12, 15 y una

é.- 13, 14 y los que se

sera su

Tongi tud.

FIQURA No 7

COMPARACION DE LA LONGITUD DE BROTES EN
LA FASE 1 ¥ FASE 11 O€ LA WR. FUEGD

e T T

gl i H HE HE R S S
1 2 3 & §5 & ¥ & 9 10 i 12 1 MU b
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S, 3.~ OBSERVACIONES INDI RECTAS QUE NO SE CUANTI FT CARON.

5. 3. 1 .= EMIS]'ON DE RAIZ-

e raices se observé a las,Lres semanas - de ser

melantadcs los explantos en Lcdos lns LraLamtentos de la fase I.
Poﬁ, —lo'—"gu o sa’ hace necesario est.ablecer -5 1ndicar un medio de

cult.ivo prepicio para 1a fase: de enralzamaiento

5.3.1.~ CALIDA 5 DEL” BULBO.

Eﬁ' 17 ‘tratami ento  No.’ 7. ol - medio . dae cultive estuva

st!pl‘e_:mall)i‘.;do 'on o, 5 rng/L.L de ANA y 0.0 mgsht de K, se tuve un
ﬁfc}nedio_' d.e‘a. 57 brctes por explante y una longitud de 8.24 cm. El
prémed;c) del ' numero de brotes es bajo pero el bulbo tiene mayor
di a;:;neLllo que en los demis tratamientos,

En icdoéI los tratamlentos los bulbos estan merfologlcamente
rblan diferanciadcs. aunque su diametro sea menor en comparacidén

con los bulbos del tratamiento No. 7.

Para completar el. desarrollo de un bulbo después de haberge

a.clit.ama in vivo debe romperse la dormacia del bulbo, esto se

puade realizar aplicandc GA y/o semetiendoles a heras frio, esto

con 1

finalidad de bajar la concentracidén del Acido Abcisice que

Ces’un ihhibidor del. dasarrollo vegetativo de la planta.
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VIe= CONCLUSIONES

una dosls de 0. 1 mg/L.L

El medio de cultivae sup.lementado con Kineuna a una dcsis'

de 0.5 mg-Lt induce a la f'orh\aciéh de bulbillos mg/u..

La suplementacién al medio de cul@ivo_con Q.S‘p\g/LL de K y
0.1 mgsLt de ANA, ests combinacién resultd Séi la mejor
dosis para la prfolifsrac.iér;.. . ol '

En la longﬂ.ud de J.ns brotes, no se tuve una respuesta
signit‘lcatlva en .las diforentas combinaciones de reguladores.

En los siguientes suh-—culu.vos hubo un aumento en la tasa de

El medlo‘ de <_:u»1t1vb> suplementado con 0.5 mgrsLt de ANA, el

axp.'lan't.o‘ ene’ una respuesta favorable al diametro del

butbiile,

- La‘emi sidn de rafices se observé en todos los Lratamientos

por lo que no es necesarioc establecer una fase de

enraizamiento,

ESTA TECS NG DEBE
SAUR §C LA BIBLIOTECA
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