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I RESUMEN

En ¢ Wboralorio de cultivo de tejidos, del Centro Bisico d¢ s UNIVERSIDAD

 AUTONOMA DE AGUASCALIENTES, se reaizd una investigacion en culivo /n Vi, para.
produc & través de los métodos asépticos plantas de capulin microinjertadas con yemas de cetezo, -

"= Fue utilizado como medio de cultivo ¢l de Murashige y Skoog. modificando sus sales al
Mdemmndﬁn«ﬁﬂ.emuoloérﬁtmosde Amonio y potasic, los cusles se redujeron .

8l 10% de su concentracion inicial, uduummdéndemodiﬁculunlumumlesﬁwtwue
mwmumm

&mamammm&m pnronwellumdclu‘

nnihbemh,ﬂsmﬂm (baido giberetico), BA(G-buuﬂuumpmm). IAA (bcido

.MSM).NM(MM)MymMmdMMMu '

WOOOS 10,15, 20mg1

- Modiante un microscopio estercoscdpico, 1s campans de fujo laminar funcionando, un
smechero> de Bunsen encendido, con la ayuda de un bisturi y pivas de disecsion se reaizb
microinjertacion de yemas de cerezo sobre plintulas de capulin.

Las condiciones ambientales en las que s¢ desarrollaron los experimentos fucron iguales,

tanto para ¢ cuso de I obtencidn de plantulas de capulin, como para la niicroinjertacion. Ambos

fueron ,mllimdoﬁ €n un cuanto con controdes de temperatura ¢ ilunﬁhacién,ksiendo Ia duracién del’



fotoperiodo de 16 horas de iluminacion por 8 de obscuridad. La temperatura fue manicnida en 27

H-1°C

- Los resultado obtenidos demostraron que ¢l GA: fuc ef regulador qu‘c mayor porcentaje de
- yerminacion _l;;om'), 'menie’nduse‘el 75% de la germinacion de emlnioneS de " capulin. ()tfo

regulador en combinacion que apond buenvs resultados fue e "NAA + 0.5 mge 1 de BA", en tinq '

concentracion de 0.5 i L. obteniéndose un 50% de embriones de capulin germinados.

Fue demorrado que s se grce un control baolulo sobre e medio, ¢ posie reaaarla

unidn de dos planas perteneientes ol mismio género, como o fueron las yemus de cerezo
microinjertadas sobre phintulas de capulin, cbleniéndose ol 100% de prendimiento de las mismas.

[V



il INTRODUCCION

En nuestro pais debido a la sobrepoblacion que sufre din a dia y la escasez de recursos tanto

econdmicos como naturales, s¢ vuclve inaplazable el estudio y mejoramiento de especies nativas
que puedan servir por sus cualidades de adaptabilidad a las diferentes regiones, como una
altemativa mis para Ja alimentacion humana, tal s el caso del presente estudio cuya finalidad es la
de demostrar que ¢l capulin (Prunus Capuli Cav.), débido a sus caracteristicas de rusticidad, pucda
ser Ia alternativa para producir de manera comercial el oerezo (Prunus Avium L.), en la Repiblica

Mexicara ya que ambas plantas pertenccen al mismo género botinico; obleniéndose con esto

ventjjas tales como la obtencion de grandes poblaciones de irboles, conservando las mismas
cancterinticas ganésicas del irbol del que proviens, aai como Ia induccion & una ripida entrada en
Mﬂmﬂn Por oira parte, sus escasos requerimientos de frio, uendmlempunrluotm
anmhmy«tdeluwwddummﬂadewm,mdummﬂm

ﬂupﬁummom%((‘% 1983).

) mm,'ammmum.mmmmu
Departanento de Estudios Fcondeioos de Conafiut. De 1960 8 1970 fuaron importados & ruestro
tarriiorio 2,224,432 mgetos de caremo de difrentes variedades, comprendiendo, drboles, vareta,
“plantonss, ke ignorindoss hase s feche f mimero total do individuos que eron etablecides

En carsbio, an estimacionss da Is Diroccidn Genersl de Indbrmacida Agropecuria, Formiel
 yde Feuns Sivestre pars o a0 de 1993, of outivo de cerezo a nivel comercial se reporta

inicamente @ ef estado de Somors, con une suparcie de 30 hectiroes ultivadas. No se huce

ningune mencion de que dichts hectiress foeran cosochadas, i la variedad empleads pua las

msmas.

Si 8 todo lo anterior se adicionan los costos de produccion y mantenimiento de los drboles
sc podria obtcner une respucsta del por qué 1o es producido de forma comercial e cerezo en
- Méxioo, esto sumado & las plagas principalmente del suelo que son las mds perjudiciales pars ¢
ouivo y los patrones sobre los que normalmente son injertados pueden ser. mis susceptibles &



dichas plagas por no ser mn\ as de estos lugares Este punto es dv Suima unponanun vt gue dichos
patrones son procedentes pnnupdmenie de Europa. -

Pero lo antes mencionado no es' el dnico problema, pues ¢l consumo. de esta fruta on

nuestro pals es alto. debido a que muchos Ruisas tipicos son adomados con ella, asi conto algui\is K
bebidas y de manera muy particular en la reposteria o también en fresco que e la furma en que

mejor aportaciones de vitaminas y minerales pueden obtenersc

o AmdMepormeptodeimpoﬂmhdewepmduﬁonmmdmdedorde-.
' “SII"’(K}OOOOOdquu

Porlodolomaiaamunoplmwwlummsqmp»dmrewlmnmblumm- o

date mmummmmmmwadwm.wm

' demméndcmmkmm
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n.2

i3

CAPULIN O CEREZO MEXICANO  (Prunus Capuli Cav.)

Fsta especie es originaria de Mexico y se ubica en las zonas lempladas

.

NOMBRES COMUNES

capulin (Nihuatl)

1aundai (Zapoteco)

xeugua (Tamsco)

detze (Qromi)

CLASIFICACION TAXONOMICA

REINO - Veyeul

DIVISION -~ Planassuperiores

SUBDIVISION - Angiospenmee

CLASE - Dicotiledonae
- GRUPO - Primer

FAMILIA . Roscese

DESCRIRCION BOTANICA

lnceladas, agudas y acermadas, oon una o dos indulas en el peciol; fores bances, chicasy

Arbol de la fumikia de las rosiceas, de § » IOnmmdgdturi. Presenta hojas altemas,

colgantes, aygrupadas en racimos; fiuto en forma de baya pequeie, esfiico de color rojo oscuro,
cmmmihnﬁeyumdnwuumgn.ﬂmdemluwmyﬁwiﬁudemon

junko. Los futos son duloes, comestibles, algo astringentes; pueden conmmire crudos o en conger-
'Y : ~ '

o



1.4 USOS

Las semillas tostadas y saladas son consumidas. frecuentemente en - algunas regiones de
México. Deshuesado y molido son tilizados para preparar tamales. Compolas v otras variedades
de dulces que se fibrican con esta fruta son muy apreciadas Vambien es posible elaborar un tipo de

vino que es de excelente calidad, ademés ¢l consumo de sus Futos en fresco tiene prandes

- cualidades alimenticias.

.15, OTROS USOS

La madera del capulin es roja brillante y es utilizads en carpinteria y ebanisteria. La coneza

de este arbol cocida se utiliza en medicina popular, pars combati Ia diarrea y 1a fiebre; las ranias, la
corteza y 'as raices, ayudan a combatir algunos trastomos nerviosos y casos de tuberculosis. EI
extracto que se obtiene de las hojas puede ser utilizado como calmante.

6. PROBLEMATICA DEL CULTIVO -
Eluhivoddunﬁnupl'lliivoy‘kmlinmmybdluuh Esto se debe

mp&nﬂuhmﬂménqmuﬁummm.haﬂhmm
nmmmwimmmhmmwmhmﬁylmm

mﬁehmpwdcmnm&pmbmnmualrcatmm»

podc.mim.
Ponodoloqlm dmmmammmlwnﬁvdmud,mm
mhm“mﬂﬂdeaﬂomhhhh&”ommﬂuﬂobm

.mnﬁohmtofmlw

1117, PERSPECTIVAS DESU UTILIZACION

El caputin e un patrin do an rusiidad, bastnke bicn adaptado 8 las condiconss que
imperan en la Repoblios Mexicana, en cuanto a sudlos se refiere, es versil, tolerante » suclos secos
ytﬂumnnﬁpudmymm,mummwmm;ceum ripids entrada en

’MWM“Mchamwiﬁ. X 0l parte sus escasos requerimisntos de

6



fiio tienden a compensar fas alias necesidades que tiene T ayoria de las variedades comerciales de
cerezo. Calderon (1983). (Ver cuadro no. 1)

£ capulin es ademas una planta que debido a su rusticidad es |o|¢i.1nle a cualquier plaga
que se encucnire en los suelos donde pueda ser cultivado, debido a todo lo anterior o que se logre

utifizar com’ portainjertos de cerezo, ampliaria de una manera total y definitiva su utilizacion a’

nivel comercial.

i1.1.8. PRODUCCION A NIVEL NACIONAL DEL CAPULIN

El cultivo del capulin segiin Conafiut, para o affo de 1980, registra un rcndimiemoidé

19,500 toneladas a nivel nacional, como se describe a continuacion;

Tabla

| Estada Toneladas % de Participacion |
[ - e bl

' Lido. De Mex 5,869 300

| Puchla 3,549 182

' Taxcala 3,295 169
! oms(*). 6,787 4
 Total Nacionsl 19,500 1000
FUENTE: Consfut, 1985

(%) Chis, DF., Hyo, Jak Mich, Mor.. Onx., Ver.

K



Para ¢l afio de 19‘)3'lu ultima estimacion que se pudo conseguir sobre la produccidn de capulin se
enconlrd que fue obtenido un rendimiento de 17.672 ldnclquhs a nive! pacional:

s b2 |
! Estado Toneladas B valor de I
- Produccion MN

| Distrito Federal 1,724 . 72,500
| Guerrcro ) 5,0()0 41,525
lfldo, de Mex. : 3,500 ' 308000
| Puchla 4448 ; 326017
| Vs 3,000 151,000
! Total Nadoml 17672 #09,042
I ' .
1

!'UENTE Anumo Lsudfsuco de la M oduccnén Agncoll de Ios Estados Umdos
Mexlwm. TOMO 1, 1993,

Compaando I prod:mbn para- 1980y la obtenida en |993 podams observar una

dmnimciéndeuuddoulendeﬂm‘umloqummswmmquehdemmdlde!a

producménddwﬁudamwmvdmnl

3



CUADRONO. |
DESCRIPCION DEL ARBOL DE CAPULIN

Cnaa TV (gt NERTE

tum- Sanciat. o doean Lo viona o ?::.Mﬂ SEMILLA

B3 MENICO. B0 HERMRD.SA
101, 192, 1101




11.2.  EL CEREZO (Prunus Avium L) '

El cerezo s originario de Europa, Oeste de Asia y Norte de Affica. Sc cultivan muchas
variedades, tanto por su fruto como por sus flores,

11.2.1. NOMBRES COMUNES

ESPANOL - Cerezo
ITALIANO - Ciliegio
FRANCES - Cerisier
ALEMAN = Kirschbaum

INGLES =~ Chemy tree

1122 CLASIFICACION TAXONOMICA

REINO "« Vegadl
DIVISION - Plantss superiores
SUB-DIVISION - Anglosperms
" CLASE - Diotiledonse
GRUPO - Primero
ORDEN Rosedales
FAMILIA - Romcese
GENERO - s
ESPBCIE - Pruncide
Mollares

VAMEDAD = -
[123. DESCRIPCION BOTANICA

"l owrezn a8 un drbol d la i de las rowbooes, de 15 8 20 metros de akura en s eded
extremidad levantada. La corteas an los troncos vigjos es coriboss, de un oolor gris oscuro,
 dastacindome en Wmines citulares; on las s jovenes es comtinua, brillaate, s, de color gris
000ur0 y 0on manches blancas transverseles.

10



La maders cs medtmmeme dura y fuente, flexible de color unmllo 10jizo venosy,
- lLas hqls son lltemu, grandes, ovales, colgantes. Imceohdu, dublemente dcntadm deun
verde intenso en |a parte del haz, glabras o apenas pelosas cn las nervaduras del envés. Salen de las
yumihvezquelnﬂomenabrilvmmdc‘uer. en olofio, amarillean y se toman rojim

Las flores son grandes, blancas, olornsas, dispucstas en umbelas sentadas, en ncimos du L

Sete u ocho flores cada uno.

; lmﬁmamdmplljmls globosas en forma acorazonada, con la pnel adhenduh”"_’b’ .
ulpa, del tamalo de un garbanzo grande de colkor rojo-negruzco, con jugo rojo y de pulpa dulee,

no hcida. . ‘
1 hueso se encuenira adherido a la pulpa. (Ver cuadro no.2)

11




. CUADRONO 2
DESCRIPCION DEL ARBOL DE CEREZO

TSTRUCTURA DEL ARBOL.

it L FAUTO EN CORTR
OMACION OEL CEMTQ . LONSI TUDIAL MOS-
m.ﬂu“.&.a.'mtn . '”‘“‘T 40 vtive “TRANDO SU SEMNLA,




112 4 VARIEDADES DEL CEREZO
Los cerezos (comprendidos entre los guindos) pueden clasificarse de diversas formas.

Desde ¢l punto de vista agricola pueden formarse cuatro grupos:
1.- cerezos mollares |
2.- cerez0s garrafales
 3.- cerezos de fruto abigamados
4.- cerezos guindos

112.4.). CEREZOS MOLLARES

Msmm&mwm_demﬂmhnsuﬁulohdesabordulm

algo acidulo y de z2umo inooloro, ).as cerezas son de forma redondeads, truncada y acorazonads; su
piel e e color ojo claro, mie oscuro en o lado que reibe directamente los rayos de sol. Entre las
Mwmpmmbmhm&omgm*m-w
© 8)INGLESA TEMPRANA

' b)REAL DE INOLATERRA
OEMPERATRZ
' d)BELLADE CHOISY
¢)REINA HORTENSIA
)LEMERCIER

§) GRUESA TRANSPARENTE
h) MONTMORENCY

) GOBET ‘

 j) BELLA DE CHATENAY

k) CEREZO FRANCO O COMUN
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11.24 2. CEREZOS GARRAFALES

Son drboles bastante productivos y que resisten tos inviemos acvems, que abundan en Ias. :
diferentes rcg;onu de Europa  septentrional. Sus cerezos son de cn|or purpura-negruzcy, de came

~ tiema, de zumo coloreado y dcido. A continiiacion son cnumerado.s de acuerdo a sy maduracion:

2) EL NEGRO
" bEL DEL NORTE
¢) EL DE PORTUGAL

11243 CEREZ0S DE FRUTO ABIGARRADOS

Son wgmm&myb&mtepo&xdnmndeunoﬂmhmmmdo,m Inumc

demsﬁutmesoonmaypocomou (‘onesponduuédegmpoporordmdenuduménlu
siguientes variodades:

) FRUTO BLANCO
~b) AMARILLA DE BUTTNEN -
¢)  FRUTOROSADO

d)  NAPOLBON
o  FRUTOROO
) MAZEL

o  FRUTONEGRO
h) . CORAZON NEGRO

112.4.4.CERE208 GUINDOS

* Son drboles bastate productivos, sus Suios Namados guindo, Genen o can tems

jugoa, raras veoss coloreada. Dentro de este grupo se encuanirun las tiguicnios:
®  GUINDAPRECOZ
b GUINDAPURPURATEMPRANA
¢)  GUINDADEOHIO
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11.25. EXPOSICION Y SITUACION DEL CEREZO
Para el cerezo son benéficas las alturas. pendienftes y llanos en 'que circula librenwnte el
viento. Su habitat principia en las regiones en que se cultivan los citricos v finaliza en los limites

geogrificos del encino v roble. (Quercus)

Aunque el cerezo ticne este amplio margen de adaptacion en cuanto a regiones sc trata, es

en las zonas en que se oultiva la vid, mdondescpuedcobtenerlosmqorcsheneﬁclosde_ 3

produocvbn y calidad de sus frutos, Rngnu (1975).
11.2.6. ESTABLECIMIENTO Y CULTIVO DEL CEREZO

El cevezo se reproduce en la mayoria de sus variedades por injerto. La distancia minima
entre plentas debe ser de 4.00 metros, bajo e sistema de tres bolillo, cusndo los irbotes ndquiesen

gran deswrrollo, su distancia en explotaciones comerciales puede ser desde los 8 hasts los 10

Ea conjunto, o cultivo del oaremo 90 reduce & algunas lebores, mastesiendo limplo ¢f suslo
del torreno. Es nasssrio fartillan los rbolss despuds de la cosechs, pars poder com esto, asegurar
un rigido desmrolio defos drboles Jovesss y para que éstos s mastengan vigorosos. EA siguscs
cusc @ convasiensé mejoras les condicienss dal muelo, adicionsad cal 0 axe sagin se o caso
; m»hm«.mahmm.hmmmum
-mmduﬂnuam

" 1N12.7. PODADEL CERE20

‘ mmbspM‘Mndakthdefmmmmm
uns buueme disposicidn de las ramas principales; después of irbol 8 oquiibra por si mismo. La pode

~ de thuctifiacion deberd ser moderads y llevarse & cabo cads aho mediante aclareos, ligeros o

sovaros y que tendiin por objeto fivoreoe |8 formacion de bouguatss de myo da relativo vigor en
hmﬁmwmmwmg*mnwmqun
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cncuentran en produccion, para que no se sequen o tengan una produccion de manera incorrecta,
Calderon (1983) \ ‘

1.3 OBJETIVOS
Los objetivos qué se pretenden alcanzar con of presente estudio son los siguientes:
.- Producir las plantulas de capulin en cullivo /n ‘itro necesarias, para roalizar la

microinjertacion de cerezo, mediante la uhlumion de regulldores de crecimiento
evaluindose: ‘

s d Wmdeaemmtomummdopmmmhlﬂm(lﬁm)delu

semillas de capulin,

b) dmwhmmmmekmo.WWJnuyw
porcentaje de geminacion de las semillas de capuin. '

2, ‘Qw.ainvktvﬂaﬁvolnnmulommmamm@wn,

‘3. Lograr una adecuada unidn entre o portanjorto de capulin y ol injrto de cerezo.

il.4. HIPOTESIS

Aunvesdelotnﬂmwmsdepropmqon(mlnVum)ymedimhuﬂnuén'
denpluomdeawniem lepwehyvmmpulnldm*hmamhy*
también 1 compatibilidad mndcapulln(ﬁws&puh, Cav.) y o cerezo agrio (Prunus Avium

L.) mediante Ia técnica de la microinjertacion.
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1Il. REVISION LITERARIA

N1 GENERALIDADES SOBRE 1.A MICROPROPAGACION

El cultivo de brotes ha sido establecido en numerosas especies de- plantas supenores
Murashige, (1978), Vasil et &), (l980) El témino "Cultivo de tejidos” delcnbe los tejidos sin mnea
que se desarrollan, utilizando como medio de sostén al agar. E cultivo de tefidos es evtensanente

" utikizado para la propagacion clona! de helechos, irboles y plantas omamentales, en investigaciones

binquimicas, fisiologicas y genéticas.
W2 TECNICAS GENERALES

1121, MEDIOS DE CULTIVO

El éxito que se obtengs en un culivo de Igjidos vegelalos depende del uso del medio

MM.WWNBW&WMMWtWM
.. :

Il madio de Murashige, y Skoog (1962) en concentraciones relativamente altas de macro-

y micromulriestes es cominmente uilizada para cukivos de brotes, conteniendo este medio también

una alta concentracin de nitrdgeno an forma de nitrstos NHNO, (Mltodeunmo)yKNO,
(nitrato de potasio). Porupqum(Ioll)mno,quehfomméndkmdetQidolmw
de explantes utilizando d medio MS, nwmmmmdenmum&mn

gmimqmﬁmmpmhdu

E medio nutritivo se encuentra compuesto por tres clases de substancias: sales inoryinicas, |

Mmsywmumowyhmmdem
mwﬁosdepeMedehsmwMosmiﬁmdeudamydehmen

*encuentre o propigulo (Murashige, 1974), la dikucion de sales minerales del medio de cultivo

elevan d porcentaje de enraizamiento.
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Skirvin, et a) (1981) utilivando zarzamora en el cultivo /n Vitro obtuvo hasta un 80% de
enraizamiento, con bajas concentraciones de sales mincrales.

Es devir, 4 través del uso de menores concentraciones de sales minerales s pucde obtener
un mayor incremento en el nimero v longitud de raices, asi como el de poder obtener un aumento
en Ja velocidad de enraizamiento. cuando son uliﬁzads las sales mincrales al 50% de (MS)

exceptuando 10s nitratos, los cuales son reducidos en mayor grado, y se han logrado mejores -

resultados en la iniciacion de raiz en tejidos de rosal, Hydman et al (1982). Resultados similares han '
“sido obtenidos con ¢ postsinjerto - Malling Merton, teniéndose entre un 80 y 100% de |

enraizamiento, utiizando una tercera parte de la concentracion de las sales minerules. Wemer y Bor

(1980). Lo mismo es constatado por Hurtado y Merino (1987) dando la referencia de estas sales
mmera.lq que se emplean en una dilusonde 3a 1.

Gmmmhmmeud&mmuﬂudmmhmdmrybs“

compuestos orginicos. Es importante mantener los niveles de sacaross en un 3%, ya que con la
- utilizackon de dos's inferiores al 2%, 3ok permiten la aparicidn de tefidos 3anos, pero no de raloss y
‘Mwudommamumwdsmmwmmd
Mo,um(lm) mmmhMmﬂbmdﬂwa
. envaiaamionto reduce éste, hasta cerca del 25% e comparacion o dosis probades de mensano,
Zimmarman y Broome (1960). Un swjor desarrollo en ol cracieento do sqjidos, 38 pusde lograr
.~ con un medio liquido, que con ueo sblido, que contengs ager. Exte se atriduye & un posltie
. iocramanto en 1 sbeorsin de Rormonss y urestes del madio, 0 oo » e e o base el
s -%onplﬂemlwhml&qnmwmmndmm
*’-,‘(lm) ‘ '

uswwmmtdesmhhm.mmtdm MMMy

" m&mmmmummtwmmummm
delu.l.eeyl’o.l(l‘m)
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1.2.2. REGULADORES DE CRECIMIENTO -

Para determinar las necesidades de auxinas y citocininas, pucde ser (il ol saber que.

mieniras substancias hormonales son bisicas para todos los procesos de desarrollo de las plantas,
las auxinas son piniculirmeme importantes para estimular 1a iniciacion de raices y que las

citocininas pmmucval la formacion de brotes. Frewemmeme son efectos antagonicos, una de las
mmcdibehacclondellom . :

* La adicion de rq;uladores de creciniento al medio de cultivo varia dc acuerdo a la fase de

Mq«uuﬂe.mmdme\mmmos,unhmdodc’nmw de auxinas han sido

' MMmmd&mlransphmdnllmresoMmscmmsdcquchansxdo
dem&w Andumnanl(lm) Endtuoonwnminmde
. cmih(BA)ymprmdmnm(Am).ummhﬁmdemmw

_mﬁmmﬂlndcluﬂwﬁuklm conocidas como ' ApouMuhpln que con
h‘aﬁnkh‘omm&)mtm&mm:duyhﬁmmde ;

: ummmwmmmmam)

&ﬁ“hﬂm%ﬁmﬁmhmmmm
_ mhmmmuum)

hmr“lmmMAﬁnL),lebAlhos
' m«mmumam 8¢ ha obtenido une miyor tass de ennaizamicnto

wnANAqumMD y“d&m%nm&bbk«qwmﬁm

MmdmhﬂuwMthunMduniMdsm
mﬂyw%m“k&uﬁqlhwmnhlﬂdmm:byom

: MummAIBymlo%mANA,Su(lm)

mmmummmmmamnms
'y 10 mgh) y susing ANA (05, 1.0, 1.5 y 20 mgh), of ewnizamienio ocurrié en todos los
Mmummnomamnﬁummmma
and(lwl
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Las auxinas. citocininas y giberctinas pueden servir de promotares del crecimiento, Esto fue
comprobado ¢n experimentos realizados con semillas de cerezo silvestre, Pillay, (1966).

La aplicacion de promotores tales como los reguladores de crecimiento suelen poner final -

reposo de las semillas. Estoﬁaeoomprob.dondmmmdo(}r\;amlhsdewd Yeou-Der, et al
(1968),

Aplicando giberelinas (GA;) a semillas de cerezo pudo interrumpirse el letargo, propiciando
la germinacion, Fogle y MoCrory, (1960).

Aplicando GA, lmdmeupmleﬁomaepdoeanpmbuquenpodhimmmrd

Hngodemwrﬂhs.l’m&luﬂ,(l%l)

La mala germinacion del cerez0 (Prunus Avium L.), sobre todo en las variedades de
mm:mmwumummmmmmmum
Unidos, ya que las semillas del cerezo requisren de un periodo de postmaduracion de por ko menos
Gusnmwdnﬂ:(M)mnhm Las gharelons GA

usden st parte de eaos pariodos de posmaduracin, mustiyendo de maners coidenble

oute pariodo, Fogle (1938)
mas TRATAMIENTOS PREGERMINATIVOS

Exparimontos realaados con seiles de carescs sivestres "Mazzard y Mahaleb?, diflren

- maucho en cuanto al espasor del endocarpio, por lo que de requiers la aplicacicn de un trsamiento
danominado escarificacion. Dicho tratamiento consisls en retiras s cublerta dura de las semilles. Se

comprobd que ¢ cerezo Mazzard requaria de entre 120 y 150 dias de postmaduracion & uns

tempersturs de 7°C. m'mumwwumw(m)ymmm~

hamedo, nMdWM&N:QﬁmMMMudm
Mcméummmﬂumﬂm&unmm«mmnymm
la germinacion. Exto fue demostrado por Pillay, et l (1966).
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Las semillas de algunas plantas incliyendo muchas especies leflosas, tienen cubientas o

testas fan resistentes, que los embriones no pueden extenderse y desarrollarse, Weaver, (1970).

EJ ser humano puede eliminar las barreras de la cublerta de las semillas de muchas plantas,
mediante procedimientos mecinicos de escarificacion u otros tratamientos que debiliten o rompan
hluhnudelumlulonﬁaememmndepemmr fhcilmente en ellas,
Wemer, (I%S)

-~ Muchas semmiflas requieren ser expuestas a bajas temperaturas (de 0'- 10°C) y a In humedad,
pera intarrumgir w reposo. Dicho tratamiento se denomina estratificacion de la semilla. E1 tienipo

umumhmampuﬁnddmmdwum!munwmm Esto se probd

w&ﬁmmﬁhmm Wemer(loo‘n

En molmlindum MM frambuseas y wmmndmﬁré
wkaﬁmﬂmhmmdemnMMymmhmmm
mmmu.um) '

m_.u INJERTACION

um.um-@‘wamwwwmu

propagacide ds drbeles Suteles y quizis of mis empleado, 38 que ofce bestanies veatajes

mmmmuwam

011.2. 5. PROPAGACION POR INJERTO

Consiste en la urétn intims que se efectis entre dos partes vegetaies, de tl manera que d

4o de ambas se une y continia s vida de ess forma, dependiendo una de b otra, formando s
especic de asociacion biokogicn. Una de las partes generaimente forma ol sitema radical y
“conatuye ol patrén 0 portainjerto. La oira parte da origon & la porcion adres amindose injeto,
viriodad o culiivar, pudiendo darivar de una simple yoma o brote vogetaivo. (ver cuadro mimero
)
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Ei fenomeno de la injertacion requiere: para s €éxito la presencia simultine de condiciones
de dos tipos, las cuales son impredecibles ¢ imprescindibles. Umdeelllswlndgordenﬂsicoy
consiste en ol MMdcmmmcc)nMoeIwrMmdeumpmewgmlconel cambium de la
otnmhmyovpmpormmbk ylmquemmwto continbe nonmalmente durane
mucho tiempo.

 Sendo el cambium un teido parenquimeloso, mersiemiico, suclento, es fcimente
Mdmdhylhmm,mwmdommwmm

Qdulumﬂiquqmbmmanuedprwuinimommodduderwm. a
Pofdodmiocphopnciénnrydiudnqdmﬁmwmﬂ*pmbgmdm .

deseado.
11.2.6. MICROINJERTACION.

Estudios realizados sobre b incompetibitidad entre cf durazno y ol cruelo, Herraro y ot o
(Im.hunmnunmm»nwmw&
Wiuh“Mlmmmm y sin cuando
los drboles . Soroiajertados denian rece allos de heberse realizado s microlnjertacion. Es posble
uﬁm&nabun“hm&umnnmmh
ﬂuh\*bhﬂl‘l '

cmbm

e g e ijari, s illndo com mucho i pr v rimrs  clrieos y b o de

’ WM-dmhMﬁ.Mnd(mn.

bmuﬂuhm
hMmMMmMMthbm La téonica

m.mm.namn&m.mmww

seenlan B de agentes paigmncs cukivedes In Vo, Murseige, &, (1972),



111.2.7. NUEVOS TRABAJOS SOBRE LA MICROINJERTACION

Todos los reportes que se incluyen aqui sobre microinjertacion han sido po‘s(crinres alo
presentado en este estudio v por lo tanto no fueron tomados en cuenta en e mismo. Se anexan
Unicamente con el afiin de aportar lo realizado sobre irabajos similarcs hasta la actualidad.

Pierik (1990). El micro-injerto resulta de gran imponancia en el caso de que un
meristemo 0o crezca, o un vistago obtenido por cultivo de meristemos no sea capaz de formar
raices, es posible injertar ¢ meristemo sobre un patron (plantuls) libre de virus, que se cultiva
o multiplica in-vitro. El microinjerto resulta de gran importancia - en-el caso de especies
lefiosas, ya que en este grupo el cultivo de meristemos es frecuemememg imposible.

Ozzambak, et ol (1991). Brotes cultivados in vitro de los retoflos de cultivares de
Burlat y Viola, y delos patrones F12/1 y 209/1 (con o sin raices) fueron injertados in-vitro. En
un segundo  experimento, plantas grandes de 25 a 30 cm de patrones F12/1 Y 2091,
propagados in-vitro y cultivados en el invernadero, fueron usados en injertos in-vivo de brotes
provemientes de cultivo in-vitro. Fueron utilizados injertos de hendidura. Cusndo s0 usb

uwmmm.mwmmm,mmmwum_

retolios in-vitro Rueron comparsbles con aquelios cultivados. in-vivo en ol vivero, paro la
técnica requirid de mis tiempo. La injertacion fue més exitoss en el segundo experimento,

Abosalim, et ol (1992). En un estudio prelimings, plantulas de 12 dias de eded

provenientes de semillas del cv Mateur que fueron polinizados libremente, creciendo en.ol
norte de Moroceo, feron utilizadss como patrdn. Los retofios consistian de puntas de brotes

de 8 a 10 mm de longitud con 2 - 3 yemas axilares distinguibles y fueron obtenidos de la

soguads flse de un mismo cultivar de wboles da 4 Wios de odad. Los patrones faaron

decapitados dejando 15 a 20 mm del epicotilo; umwimipﬂﬁsﬂmndodglo-wmy
los cotifedones y wus yomas axilares fueron removidos. Los retofios, con sus bases cortados

en forma de una cule suavemente deslizada. fucron insertados en las hendiduras verticales en

Ia superficie cortada de los epicotilos. Las plantulas microinjertadas fueron cultivadas sobre

un medio liquido de M5 usando un pape! filtro como puente. En un segundo experimento,
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semillas desinfccllddt en su superficie fucron cultivados direcuiﬁenlé Sobre ¢l soporte de una
fibra de pollpropdeno (Milcap) y despuds de 12 dias las plantulas fueron microinjertadas in -

situ con retodos; Las raices secundarias del palrdn se quedaron mucus Los mejom

resultados fueron obtemdos usando el ultimo método mencmnado y Iu conexiones
vasculares Rieron esllhlecldu a través.de injertos 21° dlu dupues de haberse uuemdo &
 Yemas wslares fueron producidos por 60% de los moﬂos Los soportes de polupmpulem» ‘
(Mllup) pemuieron un buen crecimsento y deano“o del sineml ndlculur y prevumemn- .

Munlurimdnmehiwmén

Oupidi (l992) Técnicu de nucrmrymacion in-vitro usadas pans oblener malenll de |
= Mhh virus, inehywdo la preparacion de patrones libres de virus whivdos o
mﬂnhlpmeMmWymdmmMobvﬂmdeplwh,"' -
“mmmm Un ato porvenisje de mparvivencia de dpices (70 -
;M)mhdtvhl Rmﬂnhmupaaﬂumhmm&hmmde-
* almondraa, durammos, ciruels, chabaceso, owea y maazans son inckiidos. Esta publioacide fe
B mndmammm»mm.mndw“
L Whmamnmlmumsurmmm .

B nmmmhutmammmmmm” '
' ';uamhamymm-m Esto inchuye injertos de
* s e brows d ipionsmuy pogueio (0.1 - 0.3 mm) s0bes ks poes o pares s o
‘mammmwm»m La parte apical del patrémen
: Mummmmaww Lanmdd
Mnm mwwmamuwymmu_f; :
mka&BM(mmm)m»mos ppm.  Ems
mummdmamimm.m-muﬁ
mmsxpummmmmu.uuunmlmun4-lsarmwml'*'T

* Martino (I991) M‘mﬂum In-Vitro de uvas md-cmo y Mye b nleeoibn

dol mojor mdium de cuivo pre obenerplnuls e patrones y hicas prs s eparaciin

dnpiouywmm Fue concluido que ol porosntaje de injerios sobrevivientes fusron -
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satisfactorio. pero que Jas condiciones de crecimiento de las planiulas injentadas requerian
micjoras. Esta publicacion fie presentada en el seminario de microinjertacion in-vitro, llevado a
cabo en el Instituto Experimental de Patologia de Plantas en Roma, ftalia, del 14-15 de
Febrero del 199).

Ke. et af (1993 - 1994), Los brotes (protoclones) de kiwi denivados de protoplastos se

 injentaron Je hendidura directamente de las condiciones in vitro sobre patrones madurvs bajo
~ condiciones de campo en varias diferentes fechas de Junio & Agosto en 1987y 1988. Los
brotes fueron tomados de cultivos basales, preparados pars hacer un injerto de hendidura,

puesto en una hendidura sobre un patron, cubierto con un fubo de cultivo de cristal y sellado
con fibras algodén. Otras plantas fueron suto-enraizadas in vitro y plantadas en ¢ campo,
para_comparar la taza de crecimiento y maduracion de los dos tipos de plantas. La taza de
éxito del injerto dependia del tiempo del aho en cual habia sido injertado y del cuidado que se

* le daba a lu incision y al patron después de ser injertado. Las plantas injertadas floresron y

fructificaron 2 - Jnosmtuquehlplmumt'owﬁndu Esta técnica puede acortar el
hemporequendopmmnumelfmﬁpodcphnm denvuludelwnwo in vilro y puede
uuﬂmmpmtelmdﬁuludomw

Cupﬂo eal (1993). Mmﬂmm in-vitro de uvas esta descrito para oblener
musredmmymﬁmwmduam

Detrez, (1994). Dos experimentos se llevaron & cabo de propagacion de brotes de
explantes maduros de arboles de Acecia tortilis subsp. Raddians (CA. Raddiana) un drbol de -
llﬂmiludclule.unim: tropicales como un paso hacia propagacion clonal de genotipos

K mlomdaaol mammmmwmmwamm

e largo en un campo cerce de Bandia, Senegal en Diciembre de 1989 y on Febrero de 1990
de arboles de )2 alos de edad, de las cuales 2 fheron previamenic cortados (en 1977). Cortes

nwitinodales de 15 cm de longitud y con & - 8 nudos fueron preparados y agrupados en clases
de didmetros de 3,7y 11 mm. Lasnitades inferiores de los cortes fueron metidos dentro de
Rhizopon (4 % 1BA polvo) antes de plamiar en bolsas de pllstioo de 1 ltro con
srena/vemculita/pesiita (2:1:1) en un invemadero. Un bajo porcontaje (<4%) o ningin
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desarvollo de brbtes de yemas axilares fueron encontrados ¢n cortes con un diametro de 3 y 7
mm y ‘o de arboles no recortados. Sin embaryo, cortes de 12 mm de didmetro de arboles
recortados dicron menos de! 37% de brotes. Solamente 11% de los cortes de los brotes
enraizaron, e las muestras de Febrero brotaron 12 % de cortes con didmetros de 12 mm de

los arboles recortados v el 10% enraizaron. Tratamientos con Rhizopon no provocaron ningin

efecto. En el segundo experimento los épicés de retofios, las yemas axilares de jovenes,
pequefios herbceos o ramas lignificadas de yemas axilares de un drbol maduro (de I'S afos de _'

edad) y yemas axilares obtenidas.del mismo drbol, pero también cultivado in vitro como
microcortes multinodales para promover in vitro enramado axilar, fueron todos exitosamenie
_ mieminjendon‘m patrones de plantulas, sunque ambos la produccion de calio yla elongacion
 de yemas fusron mas gande en los injertos de yemas de plmiulu. Se. reportd ,un'

pmwlmm de esterilizacion para explanmven campo, La propagacion -por medio de-

cortes y microisjertos fue discutido con referencia al rejuvenecimiento de arboles maduros

Monteuis, (1994). La posibilidad de user brotes meristembticos microinjertados in
vitro, Aoe investigada en un clon de 18 alos de edad de P. Abics proveniemte de Norucg. La
taza o éxito Kus altamente influida por Ia técnica de injertacion utilizada y por la huz; un
periodo de obesuridad de 2 & 3 semsnas aplicado & los patranes justo después que cllos fuaron
injertados, tyvieroe un efecto positivo y resulkaron con un promedio de éxito de mas do 50%.

' Sin embargs, iatis una variabilidad sustancial ea términos de expansidn de brotes entre las

mwmmamwmymammmﬁwm_

. condicionss ex-vitro,

Porin, et al (1994). Apioss de brotes maduros de 2 Heves gonotipos (IRCA 1By PB
235) fusron microinjertados sobre plantulas de 3 semanss de edad crecidos en ia-vito, Se

llevo & cabo una exitoss micropropagacion de los microcortes del material microinjertado,
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I3 CONCLUSIONES DELA REVISIONLITERARIA

El cultivo In-Vitro segin Jo expuesto a traves de todos los autores citados demuestra que es
ut medio muy prapio para la investigacion de cualquier tipo de tejidos vegetales va que es posible

controlar totalimente ¢f entomo que rodea el veetal del que se esté investigndo,

E) nwdio de cultivo es uno de los factores que tiecne mayor importancia en el crecimiento y

desanrallo de los tejidos veyetales /u Virro, habiéndose demostrado que of medio inds emplcadd

durante la fase de desarrollo segiin lo ex;iucsio por muchos autores, ha sido el de MS (Murashige y '

Skoog 1962), pero que la dilucion-de sus sales minerales eleva ¢l desarrollo celular de los tejidos
sometidos a algin analisis determinado.

La adicidn de reguladores de crecinienio al medio de aultivo tales como giberelinas,
citoctninas y suxisas on diferentes concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/, provacan en general

a estimulacion de la multiplicacion y division celular, pero solamente en cantidades lpmpﬂdu y

mlmmwmaemoydevwdwmm '

Losmtmiﬁosuhqwnmmmlasmﬁluducomo'h"miﬁwfén”(que
mmanmauhmdmdehunﬁ)yh mmn"(qmmdcmsonnulns

semillas a una bojl temperatura entre los 0°C - 10°C), segiin lo expuesto por algunos autores,
: mmdwumomahmmm-w penctre Jaguay o

oxigeno & los tefidos on reposo del embridn, y de esta forma se inicie d prooeso de Ia germinacidn,

Umrolvblﬁaomtdesoomohlmmt,nhnuawboyhumedldsonwmosde‘
mlpoﬂmil.quelepummdnnvemdorwduuofremddewmllodel tepdoquue

l_a técnica de |a microinjertacion es un proceso bastante il pana propmr planias nd solo
de importancia para la fruticultura, sino también para plantas medicinales y omamentales, ya que

 reduce los periodos de tiempo para producisias.
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Los autores que han citado @ la miicroinjetacion en esta revisidn bibliogrdfica. sato se han

-~ limitado a exponer Jos resultados de cada una de sus investigaciones, pero desaforunadamente

nunca-describicron la metodologia que utilizaron, en Ja cual nuevas investigaciones Ja pudieran

 tomar como punto de partida, como cs el caso def presente estudio

~ Labiblioyrafia que " anc#a en ¢l capitulo 11.2.7 se ha ‘Vincmpqmdo al presente estudm con
Ia finafidad de enriqueverlo. ya que el tiempo en que fue realizado e preserite trabajo fue énire los

aflos de 1987-1989 por o que no se tomé en cuenta la bibliografia posterior a 1989.
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. Mkl'IT()DOI,()(II.\ Y DESARROLLO

LOCALIZACION
- ) presente estudio fue realizado en of laboratorio de cultivo de tejidos del Centro Basico
de la Universidad Autonoma de Aguascalientes durante los aho de 1987 - 1989,

V.1, DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA
FASE 1 '

Introduccion de embriones y mantenimiento de plantas de capulin para la microinjenacion.

IV.1.1. RECOLECCION Y CLASIFICAC ION DE FRUTOS DE CAPULIN

Para poder obtener plantulas sanas v \igxwtom de capulin a fin de utilizadas como

. portainjerto del cerezo sepmcdibnulﬂiui semillas de éste, colectadas como fiutos en Ja reﬁén
denominada Sierra Fria, ubicada en Ia parte oeste del estado de Aguascalientes. En dicho lugar se
encuentr of capulin de mancrs siveste y que por a cercania con 1 Universidad, reulisba l siio
donde poder oblener dicho material de manera abundante; pudo haberse empleado cualquier otro
método de reproduccion para obiener las plintulas de capulin, talos como la utiizacidn de
embricides, culivo de meristemos o de polen pero cusquiers de éstos hublers resuhado mis
tardado, laborioso y costoso que of que se describe aqui. :

Fueron sccionados osfutos de mejor calied en cuan & oolr  lextur, tumble de
 acuerdo & su tamafio y maduracion, para oblener plantas de mejor calidad y que no presentaran

mmwn&i‘hukiqh microinjestacién del cerezo. Todos aquelios
ﬁutosdenmmdoomnnﬂfmmwm.

IV.1.2. DESPULPADO

A los fiutos se les retind de maners mecinica la pulpa (macerindolos), quedando al
- descubierto las semillas para poder dar los tratamientos necesarios  las mismas,
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i3 TRATAMIENT() PREGERMINATIVO DE LAS SEMILLAS DE CAPULIN

Una vez obtenidas las semilas de capulin se procedio a dar los tratmientos
preyerminatives, necesarios para romper la latencia de los embriones con reguladores de
crevimiento, tales como auxinas, ciocininas v wiberclinas y determinar cual o cuales tratamicntos

enan los mejores para poder inducir a la geaminacion '

iV.1.3 A ESTERILIZACION

v Las semillas necesarias para cada sesion de cultivo de tejidos se depositaron en un frasco
(Gerber) para inicidr su tratamiento pregerminativo: se le adicionaron 80 ml de una solucion -

concentrada de hipoclofito de cakio al 2%, ademis dicha solucion contenia 0,005 ml de deléfgente
Wiquido libre de fosfatos (Twing) con la finalidad de dar una mejor penetracion de la solucion
esierilizadora a las semifles. v

Una vez ronlizada esta operacion, foe tapado el frasco y se aitd fuertemente por medio de

‘ mwmmhmﬁwmmmemmm
~ pulpadel futo, oo fue por un lapeo de 1S minutos.

- Una vez conchido este tempo, s reicabs I sokuidn Kimpiadors de Las semillas y s¢

lavaron con agus comrente duramie 25 horss. Posteriormente se ks retnd of agua, dgjando

* nicamante s humedad que contenl cads semile

IV.13B. ESTRATIFICACION

EJ tratamiento consieié en someter 8 las semillas 8 una baja temperstura para romper o |

fetargo y de esta forma Promover una pronta germinacion, pof lo que se procedid de la siguiente
forma: Colocando las semillas juntas en un fiasoo de cristal conteniendo unicamente a humedsd
que li)imnbsomdo durante o lavado y tapando dicho recipiente de cristal, se sometian las
senias & una temperatura de 4°C durante un lapso de 48 horas, en df reffigerador.
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IV.13C ESCARIFICACION

El objeto de este tratamiento fue o de retirar las capas protectoras de las semlhs

(endocarpio) por medio de una prensa, para hacer que estas fueran mis permeables ol sgua y'al -

aire.

Una vez concluida la escarificacion, las semillas fieron depositadas en una caja de Petri que N
contenia 20 mi de agua destilada dejindolas sumergidas por un lapso de una hora, E! tratamiento se
~ realizo con la finalidad de darles una sbsorcion inicial ripida de agua. |

1V 1.4, DESPRENDIMIENTO DE COTILEDONES

Este tratamiento se dio a las semillas con ef objeto de hacer que los embnonu de capuliﬁ ;
pudieran depender totalmente del medio nutritivo y de esta forma determinar e regulador de

crecimiento y la concentracion més adecuada para lograr un mayor porcentaje de gemunaclon de

enmdeapulin Septocedlbdehdawmum

Con 1 eyuda de unks pinzas de diseocion y un bistur, fueron retiradas os fres cumntas

pmadelosmtmaudtumdehssemlnquduﬂodhndodmmmm
mﬂhpombndelumm '

VALY ASE?SIADBMNONES

'y mm«mawnm

uw«mwmmmmmmnmnm.m._'-_'-
-cabo Ia implantacion. Umvudunmdeége,losembrmﬁmonoohadumunm

(Gerber) par darfes un ruevo trtamiento, éste consitid en sumergi los enibriones en etanol o

*70% durante 60 segundos, con n firaidad de et perfbctamente b grasasde l superice de fon
embriones, adeniks de desecar en cierta forma la superficie cxpuesta, buscando con esto une mejor

ponetracion de la solucidn esterilizadon.
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b Esterilizacion

Con'la finalidad de dejar a ks embriones librvs de cualquier pubgeno'quc pudiera alierar ¢
experimento, fucron tratados de la siguientc maners; Se adicionaron 80 m! de una solucion
concentrada de hipoclorito de calcio al 2%, (ademis dicha solucion contenia 0.00S m! de
detergente liquido libre de fosfatos (Twing) y agua destilada) agitando los embriones fiieriemente
en el frasoo por un lapso de 1S minutos, tiempo suticientc para lograr dicho objetivo.

¢ Equlgldo

Una vez esterilizados, los embriones fueron enjuagados con agua destilada y esterilizada en -
aulo clave (a IS libras de presion por espacio.de una liora). Una vez enjuagados los embriones e
depositaron en una caja de Peti esterilizada y de csta fonna quedaron listos para ser implantados en

o medio nutritivo.
IV.1.6. IMPLANTACION DE EMBR!ONES

U-v-qnmvolododmnenlllulo nproeednbndmrlaamplnmwéndc
maumm

t_CbhthwMoamaWywuwmdc
fujo lamins, se introdujeron los frascos con o medio de cullivo previamente esterikizado. A cada
uno, colocando ffente a s flama del mechero, se Je s retirando L tapaders de ptico. Despuss

00n unas pinass de dieoccion sumergidas en aloohol al 70%, fueron pasadas por ia flema antes do

ser tomado cada uno de los embriones y de eeta forma implantados en o medio de cultivo.

b: En ceda Bwsco fueron introducidos cio embrioncs, quedmdo ealos.
directamente en contacto con ol medio nutritivo, dctdfmqwnwdmmotm«mlmlde _

Iomwmwwdebsm«mhm
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IV.1.7. SELLADO Y ETIQUETADO DE FRASCOS

Una vez cermados los fiaseos se procedio a sellarfos con una pelicula elistica y adherente
(parafilm). A cada frasco se¢ colocd una etiqueta que contenia nonibré de Ia planta, regulador
empleado, asi comio la concentracion del mismo, la fecha en que se habia realizado, con la tinalidad
de poder saber en todo momento que tratamiento se estaba empleando en cada caso.

IV.1 8. INCUBACION DE EMBRIONES

Una vez concluida la operacion anterior, se trasladaron los frascos al recinto endonde

serinn _cultivados. Dichio lugar contaba con controles automaticos para conservar ¢ medio

adecuado para los embriones, tales como:

_ El fotoperiodo fue controlado por medio de un reloj controlador (timer) manlemcndose '
constante la iluminacion durante 16 horas diarias por ocho de obscuridad 8 lSOO luxes con

Iﬁmpuu lhmrcwmles (luzde dia).

la lurpentun fuemmtenida por medio de un alcfacloreon lamomlo yun usteml de

~aire acondicionado 8 27+/-1 ’C,

TI\".I.‘), PLANTAS DE CAPULIN LISTAS PARA SER MICROINJERTADAS

Umvumhidodﬁmpodeimbwién,todulﬁplﬂucuyosMme;de '

talios eran los Apropiados. se luvieron listas para I microinjertacion.
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IV, olsusl_o lin’l:‘RIMENTAl.

IV.2.0 EVALUACION DE CUATRORE GULADORES DE (‘Rl ICIMIE N'IO

Para evaluar ¢ eficto de los reguladores de crecimiento sobre la gemnnacmn de lm
umbmm-s dc capulin, e ullhzo un dm‘}mﬁ cnmplclarm nte al azar.

En rdmén al efecto de los reguladores de crecimiento evaluados por separado. se utilizd

un umeglo factorial de 4 % 5, es decir cuatro reguladores con cinco concentraciones dmnntas,
obteniéndose 10 repeticiones apnrlando una mucslra de 200 valores.

A cada una de las muestras (unidades-experimcmalcs o frascos), se les depositaron 5

~ embriones, teniéndosc en tofal una poblacion de 1000 ch\brioncs par o presente andlisis.

k. =%dogeminacion de semillas de capulin

X<

teisd  rog (replndores)

Teges wlmm(eoﬂ’nunricium)

I<kslo  rop(frascos) '
V.E. (toal e fasoos)

=
i

Palommesmm&ctonﬂx Scont(*) = 20yunuwodelu

VE (“r’mdu |
'anorll—ReNMcoMuwlay Factor C=Concentracion de 5 niveles.

T(‘)__ t = Tratamientos.
2(**) VE.= Vasisble Experimental
' 35



- GERMINACION DE EMBRIONES DE CAPULIN,
CONCENTRACIONES

EN M

CUADRO DE KMWG OE CRECIMIENTO UTILZADOS EN
DIFERENTES CONCENTRACIONES PARA PROMOVER LA

e

IR

YT

glE[E[E

" —

GA) 0.0

GA3

85

GA3 1.0

GAY 15

mmDoOCRPrCOMD
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IV 2.2 EVALUACION DE 12 COMBINACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO

‘De la misma forma para cvaluar o efivto de los mgu!ldores de crecimicnto sobre Ia
uﬂmmlcuh delos entnones de capulin, se wilizo un digeho experimental vompletamente a! azar,

En ldnién al efivto dg los regula&'fes de m'cinﬁquo evaluados en cmbimcions entre

81, 1a] tue el caso de NAA. IAA con BA. en S diferentes concentraciones 00, 0.5, 1,0, 1.8, 2.0 myt,
o comparacion con ¢ GAs se utilizo un pereglo tistorial de 12 x 5, es decir doce reguladores con

cinco concentraciones distintas, obteniéndose 10 repeticiones aportando una muestra de 600
valores. ‘ ‘

: ammmwmemamwmmammus .
x<ijk %degamuén
igi<n2 mnslooes(mhdm)
125 comms (cowerlucuones)

C1sksio0 W(ﬁm)

n =600 VE (tmi&fmom)

Pwlolnoduunln‘oﬁetolih|Zcont(‘)’=60ym-mlodeluVB(") '

= Completamente l azar, ,
Factor R = Reguladores con IZM)'FmC=MmSﬁvdu.

X(*) t= Tratamientos
~ 4(**) VE = Variable experimenta!

A cada una de las: mm (umdldés cwpennumleé o frascos), se les depositaron 5



omseco»reams

CUADRO DE COMBINACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO
UTILIZADOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES PARA PROMOVER
LA GERMINACION DE EMBRIONES DE CAPULIN,

CONCENTRACIONES
ENmgh
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V.3 DESCRIPCION DE 1.A METODOLOG! A
FASE N

IV 31 PLANTAS DE CEREZO (Prunus Avium 1)

 Para obtener material vwim de cerezo (Prunus Avium 1..) fue necesario la importacion
de las plantas provenienies de los Estados Unidos de un viverista del estado de Oregon. debido a
QUe €N IUERtIo pais fue pricticamente imposible conseyuirlas..ya que esta planta es muy poco

Las plantas de cerezo (Prunus Avium L) fueron traidas de Europa a los Estados Uridos en
1950 y propagades pars ser wilizadss en cultivos comerciales. Se cligid diche variedad de cerezo
para ser utilizads en ol presente estudio debido a que Ia mayoria de las variodades comerciales son
dmv&&mwaanMmunMoManwdmumelupullny
mdqwndehwuduquuq&nmardefomlmnmw

N w_.s.z. SLECCIONDEVEMAS

" Fueron selccionadas yemas apicaes de conezn auys formacidn hubia sido durane ¢l cicko
. de desarrolio anterior al tiempo de ser infertadas con capuin, procurando siempre extracs los que
fueran de desarrollo vegetativo (dardos) y que ademis coincidieran més o menos con el dikmetro
de los tallos de las plintulas de capulin. Exo e que tuvieran un dikmetro aproximado de 2.5 1 3.0

mmyoonumluw&sﬂm mmmwmmwmmdeunm :

mm-wmummmmm«mmummm
cscaso de dicho meterial.

IV'3.3. ASEPSIA DE YEMAS

. Las yomas obtenides del cerczo una vez que habian sido seleccionadas. fiseron sometidas a

un proceso de limpieza (smslar ol que se dio a los embriones de capulin) antes de ser

microinjertades. Dicha limpieza se doscribe 8 continuacion:
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a  Todashs yemas que iban a ser utilizadas se depositaban en una caja de Petri en donde eran
sunergidas en etanol al 70% durante 60 segundos. ‘
b Concluido el tiempo de inmersion se retird el etanol de los frascos, Inmedistamente fueron

esterilizadas las yemas con 80 mi de una wlueién 2 base de hipoclonito de cllci(); deteryente libre .

de tostatos (Twing) v agua destilada, por un lapso de 1S minutos.

¢ Ummcondmdnheluﬂménhsysmdewﬂlmﬁuﬁmon!mdnwnm ’
: demladayeﬂaihndl,pnmumdemmﬁmcudmmrwdmdeclomndﬂcrgeme,que-

pudueu alterar de alguna forma la microlmmén
V.34, YEMAS LISTAS PARA LA MICROINJERTACION

Ya concluida la asepsia de las yemas, éstas quedaron lisias para ser microinjertadas.
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IV. 4 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA
FASE - MICROINJERTACION

IV4.1 SELECCION DE PLANTULAS DE CAPULIN

Las plintulas que se hablan obtenido a través del cultivo de embriones, cuyos didnietros se

encontraban entre los 2.1 v 2.3 mm. determinadas estas medidas con un Bemier fueron las mas

aptas para realizar la microinjertacion.
IV.4.2. SELECCIONADO DE YEMAS DE CEREZO

laﬁ yghas de oerezo ya una vez eueﬁliudn en cajas de Petri bajo sicroscopio
estereosndpico, feron seocionadas realizando dos cortes diagonales, uno a cada Iado de la yema.

IV.4, PREPARACION DE PLANTULAS DE CAPULINPARALA
- MICROINJERTACION :

Las plinlas e capulin fieron decapitadas, quedando sclo una porcide de
aproximademente 3 cm & partir de la corona de la ralz, volviéndose & realizar otro corte
perpendicular wobre a muperfcie del tllo quc habia sido cercenado, '

IV.4.4. MICROINJERTACION DE YEMAS DE CEREZO SOBRE PLANTULAS
DE CAPULIN ‘

Concluidos los cortes necessrios y con la ayuds de dos pinzas de diseocin y del
Mmicroscapio esareosobpioo faeron unidas ambas plantas, procurando que quedaran en unidn los

‘1ejidos de cambium de la yema con el tejido més cxtemo de la plintula de capulin
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IVAS CERRADO Y ETIQUETADO DI FRASCOS

Cancluidas las operacioncs aneriores ¥ procurando m kwer mucho las plintulas ya

microinjertadas, fueron nucvamente implantadas en un mevo medio nuteitive de Murashige v -
Skoog (1962) con s concentraciones. modificadas  Una vez colocsdos los microinjertos en ¢f
medio de cultivo, ﬁnronmndalooﬁum(fnmdmmﬂmdo) enmwdwmu _

Mhmmmmwmﬂwkwp‘uﬁd&u(wﬂh)

mam&mmnmwmmmmww .
fae anotedo ls fecha de reaizacidn del microinjerto, buscando con esio mayor control del trabajo

IV.4.6. INCUBACION DE PLANTULAS MICOINJERTADAS - .

U vez que se concluyd el selsdo y etiquetado de fos rascos, éstos eron irasidados o)

recinto en donde serian cultivados, manteniéndose un control permancrite sobre:

EJ foloperiodo foe controldo (o igal que e of caso de los enbriones de capulin,

manterséndose constante 1a iluminacion por un lapso de 16 horas diares por 8 de obsuwridad 8

1500 juxes. -

Deimdfmhtmwmmmpluhwmhnddammomﬁn
mmlndmmmmlﬂ +-1°C. .

IV:47. EVALUACION DE PRENDIMIENTO DE PLANTULAS
MICROINJERTADAS

m&mmmm&mmwunmmdmﬂom

controkes de temperatura ¢ iluminacion, se llevo 8 osbo su evaluacion en funcidn del prendimiento
de los microirgertos. ©
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V. RESULTADOS

Todos los resultados que se presentan a continuacion en cusnto a los reguladores de.
crecimiento, fueran para determinar ¢ efecto de rompimiento de letargo de los embriones de
capulin 'y de esta forma poder encontrar ¢l regulador y Ia concentracion idonea pm In
germinacion, '

V.1 RESULTADOS DE CUATRO REGULADORES (NAA, IAA, BA, GAy)
- V.1.1. TABLA NUMERO |

Andlisis de dlfmnm ooneentmloms ded reguladores de crecimm\to en combinacionde 5
nivelu de concamd(m pm esumulu I wmimbn de embriones dc upulln

UM. REG. - CONCENT, MEDIA %ULE AGRUPAMIENTO

mg\  nodeemd, GERM.  DETUKEY(*) |

m.xm b w——— . . PR OSSO §
GA3 oS 390 ” A
BA 0S8 250 %0 B
BA 10 20 & c
G 10 200 40 ¢

I NAA 10 1% 2 »

NAA 20 1.30 2 D
BA 1S 130 2 D
BA 20 13 2 | D
NAA 08 0 m Eo
1AA 08 1.00 20 E 3
NAA 1§ 080 18 oo
AN 10 0.5 1 ¥ |
A 20 om0 Is F ;
GAY 1S 080 T F




NUM. REG CONCENT. MEDIA~ %DE~ AGRUPAMIENTO

o mg no.deemb. GERM.  DETUKEY (%)

S fgerm. x frasco

AN 1S 0.0 10 G
NAA 00 000 o H
IAA 00 000 0 H
BA 00 000 0 H
GAY 00 0.00 0 H
GA3. 00 0,00 0 H

(#) Lerasiguses indican iguakdd estadisica f 5% de probabiidad de rrur.

- En la tabla no, lnm-ukmdoduiliﬁsdewimud,ehpnmdev ‘
~ DMSH(**) de Tukey, se encontrd que o mejor resultado obtenido en la germinacion de embriones

de capulin, fue con GA3,con una concentracion de 0.5 g, teniéndose por tanto una media de 38,
Wmmmmammawum Siendo este o
regulador que pudo adquiic ¢l mejor porcentaje de germinscion.

' Wndmamﬁmnmxs,udnuo
Mumwaosmmm:nmwumm
un poroentajs dé perminaciin del 0%, &mahhmunmamhm

: lun.wmwmuu(wmcmm qus & BA n urs concentracion
de 10 mgh y GA3 con uma concentracion de Iomlnbb'mnmmdudozo ‘
respoctivaments, con Un porcentaje de germinacion del 40%.

MuWMWMmMm«bM

'nbuhhﬂ”d%ﬂ“huﬂmﬁmm&n ‘

niles pars dicho experimente,

Fnduo“mM.mhMamdnﬂodnaﬂvomnuﬁabW'

Slguno, la respussts de fos ambrionss para ls germinacion, o negative.
Todo lo anterior pusde constatarss de mejor forma en la grifics no. 1.

(**) DMSH = Diftrencia mirima sigrificativ honesta.
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o GRAI’ICA NO. 1
EPECTOS DE REGULADORES EN DIFERENTES
CONCENTRACIONES SOBRE LA GERMINACION

MEDIAS DE EMBRIONES GERMINADOS X MUESTRA

° IGWAA)  2(AA)  3(BA) 4 (GAY)
4 REGULADORES EN § VCONCENMCIONES

. . CONC. EN mg/1 )
@licontRoL  EZosmg/s1 [ J10mgnn EMi1smg/n1 [ 120mgsn

GERMINACION Dl EMBRIONES DE CAPULIN




V. 1.2, TABLA NUMERO2

Anausas&'m«mmm'ommmumumam«mawm

immm NO. NUMERQ MEDIAS  AGRUPAMIENTO
| de  DEREPET. no. deembr. DE TUKEY (*)
Rg B ok uill
BA 3 % 1420 A
G 4 o 1.320 A
NAA ! 0 0880 B
fAA 2 50 , 0.620 8

(%) Lietras iguales indican igualdad estadistica ol 5% de probebifidad de ermor.
ALPHA =050 df=171 MSE=0599269

VALOR CRITICO DE LA PRUEBA DE TUKEY = 3,669

DIFERENCIA MINIMA DE SIGNIFICANCIA = 0.40169
En l tabla 0. 2 s observa que ol efecto que. provocaron los 4 reguladores por separado
_ mduimvmuumcewsu("mrmymwm«
embriones de capulia e ls siguiense:
. udmummwmmumm”m o efecto qu
uMnmaMmmthmuMm
mmhmmmrhmmm :

~+Enlorufrente ol regulador GAY con une media de 1,12 ambrionss gaminsdos por fesco,
wnmhMmlnMuuefmmuMIndw«lm
mummmumnwudwummm.umm ‘

mummmwumm

. EnamdNMcanmMnuthuniMmm” B

mmwmdmmWhmMum. _

Esto es posible aprociarko de major forms en le grifica no. 2
(%) DMSH= Didironcia miniea significativa honests.
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V.1.3. TABLA NUMERO 3

Andlisis de diferentes concentraciones de 4 reguladores de creCimiento para estimular la
germinacion de embriones de capulin.

'mmrr-.mncuon CONC.  NUMERO  MEDIAS AGRUPAMIENTO
myl - No. DEREPET.  Nodeembr. DETUKEY (*)
! 05 2 40 2150 A
) 3 40 1525 B
20 5 40 0850 R ¢
5 4 40 0850 c
| 00 | 40 0000 D
( ~ .
i

(%) Letras iguales indican iguskdad estadistica al $% de probabilidad de ermor.
ALPHA =005 df=17)  MSE=0599269
VALOR CRITICO DE LA PRUEBADE TUKEY =3.899
DIFERENCIA MINIMA DE: SIGNIFICANCIA = 0.47726

e la misma forna que en la tabla anterior, podemos observar (tabla no.3) que de acuerdo

ol andlisis de varianza de Ia prusba de DMSH (**) de Tukey, la concentracion que aportd o) mejor
»» rgwhldt‘»‘um‘odmhmMhdeo.sm,wnwmﬂlde_z.so.

) segundo hugar en importancia lo obtuvo la conoentracion de 1.0 mgA con una media de

1528, .

Pars ¢l caso de s concentraciones de 15y 2.0 mg/los resutados obtenidos  traves de todos los

mmmmmmmnm;muumum.
En lo referente a1 comportamiento que preseniaron los embriones de capulin sin I

presencia de reguladores ni concentraciones, flue de que no hubo werminaciin aiguns, tal es of caso

“del control,
Todo ko expuesto se puede apreciar de mejor forma en la yrifica no. 3,

(**) DMSH1 = Dikorencia minkma significativa honesta.
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6 NAAVLOBA 1S 20 4

V.2, RESULTADOS DE 12 REGULADORES

En esta segundh etapa son presentados los resultados de Iis combimiones‘ de dos auxinas
(NAA¢ IAA) en combinacidn con una citocinina (BA) en comparaciin con ¢ efecto que provoco :

el GA, solo 1 sus dxferemes conwmmms, COMO 5 CXpone & continuacion: ‘

V21 TABLANUMERO4

‘ Anths:s de reguladores de crecimiento en combinacion con dnfemm niveles de coumrwom, _"

pmemmhrhgmméndcamnomdeapuﬁn

mgh no.deemb. GERM.,  DETUKEY (*)
uumxﬁuw C

0s 3.8 75 A

|

5 NAAYOSBA 05 25 0
3 BA 05 25 50

c :,

7 NAATLSBA 15 20 © c |
NAAIZOBA 20 . 20 &0 [

BA 10 20 c ;

w10 20 " c

i

NAACZOBA 1S 1S ) ‘ D

NAA Y R BN T
NAA - 20 (I 25
BA 1.5 Bk 25
BA 20 3 L2

mmomm ™

50

CONCENT. MEDA  %DE  AGRUPAMIENTO |

1
|
b
F NAA+L.OBA 10 13 25 |



TABLANUMERO4
CONCENT. MEDIA  %DB AGRUPAMIENTO

'NUM. REGU-

LADOR  mgh no.deemb. GERM.  DETUKEY (¥)
Reg. e ]
Ee NAAHLSBA 20 13 2 E
b IAA0SBA 03 13 2 E
I NAA 05 1o 2 F
2 IAA 03 o F
10 IAAHLOBA 1.0 10 20 F
I NAA 1S 08 15 a
2 IAAC 10 08 15 G -
2 IAA 20 0818 G
4 GA s 08 15 G
S NAAYSBA 10 08 15 6
S NAMOSBA 1S 08 s G
6 NAAHLOBA 05 08 15 @

6 NAAHLOBA 20 08 1s G

!7 © NAAHLSBA 03 08 18 . a
T NAAHIOBA 05 N T o

1 1AAHSBA 10 08 18 G
12 IAAQ0BA 1S 08 18 a

12 IAAR0BA 20 08 IS 0
2 M s 08 10 H
5 ONAAOBA 10 08 10 H
9 IAMOSBA 10 o8 0 W
9 IAAOSBA 15 03 10 H
10 IAAHLOBA 0S 0s 10 H
flo IAAHIL.0BA 20 03 10 H
1 IAALIBA 08 03 10 H
l?u IAA‘20BA 10 03 s

J2 MAA20EA 150 o038 I




|

. ]

b | ‘
E NAA+L.OBA

{UM. REGU-
s LADOR

NAA
1AA
BA

GM

NAAH0.5BA
"NAA+0.SBA

- NAAO.SBA
NAA+2 0BA
 NAA20BA
IAA+) SBA

I» 1AAH0.SBA

o' IAA+1.0BA

IAA+1.0BA
n' IAAH.SBA
1 IAAHLSBA
12 IAA*20BA
12 1AAY20BA

Lo O

TABLA NUMERO 4

B

CONCENT. "MEDIA

gcmxfmco

00 00

. 00 00 .

00 00
00 00
20 00
00 00
20 00
00 00
00 00
00 00
05 00
00 00
20 00
00 00
15 00
00 00
20 00
00 00
0s 00

% DE
mg! no.deemb.  GERM.

OO0 0 0 0 O 0 o O 0 00 o0 0 0 0 .0 0

. (continuacien)
AGRUPAMIENTO

DE TUKEY (*)

™

ALPHA =008  df =531

52

MSE=042379
VALOR CRITICO DE LA PRUEBA DE TUKEY =4.642
DIFERENCIA MINIMA DE SIGNIFICANCIA =0.42619

(%) Letrsigaales indican igualdad estaditica l 8% de probablidad de error.
(*")  DMSH = Difereiicia minkma significativa honesta. ‘



En 1a tabla no 4 se vhserva que de acuerdo ol andlisis de varianza de la prucha de DMSH
(**) de Tukey. se encontro, que cuando los reguladores fiseron combinados entre i, NAA, 1AA
(suxings). con el BA (cocininas), en comparacion con el efecto provocado por el GAY silo (icido
pherelico) en cinco difirentes concentraciones. | '

El comportamieniv de los reguladores en diferentes combinaciones s descrito a
druacion : _ . ;

1 rgulador GA con una concentracion de 0.5mg 1. e estadisticumente supesior a todos

s damds raguladores, con uns media de 3.8 y un poroena de germinaciin del 75%.

] ofiecto antes descrito es seguido muy cerca por ¢l efecto alcanzado del regulador (NAA
en combinacidn con BA 0.5 mg/) en uns conoentraciin de 0.5 mg/l y con una media de 2.5, siendo

. estos reguladores en combinecidn en exta concentracion estadisticamente similar al efecto aportado

por ol BA silo, con una concentracion de 0.5 mg/1y una media de 2.5, tenindo un porcentaje de
 germinacion pars ambos aaos del 50 % pero un valor de 1.30 por debajo de la media del efecto
logrado por ol GA.

Los reguiadores con la letra *C" del agrupamiento de Tukey, como o
"NAA+1 0BA", en una concentracidn de 1.5 mgh, o
" "NAA+LSBA" on uns concentracion de 1.5 mgh,
"NAA+2.0BA" en us concentracién de 2.0 mgh, o
BA sdko en s concemeracion de 1.0mg/ y o
GA3, slo en una conosntracion de | 0 mgh, o
lograron aloanzar una media de 2.0 obteniendo un porcentaje de germinacion del 40%. Siendo este
porosntaje fodavia aceptable pero no recomendable pars ls germinacion de los embriones de capy-
in, como los que se encuentran en o sgrupamiento de Tukey denotados por fa letra "A" y *B”.

Enmﬁo.(odulusdmmsdosocombhﬂm»ymunefempow
Wﬁwmd_mewu&o.mquunwm ers ¢ que aporians mayor
poromtaje de germinacion de los embriones de capulin, denotindose que desde fa letrs "D" del
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agrupamiento de Tukey en ldehme, mnguno de estos reguladores solos i combinados. Iognmn'

akcanzar un valor ma\ or ded 30%%.

el caso del conrol. que fue cusndo en e medio de cukivo o se utlzo regulador
~ - algum, 8 respuesta de kos embriones para la germinacion, e nogativa

Todo o amerior puede ser observado de mejor forma en la grifica no. 4,Mm_g‘_{
~ aprecia el efecto provocado por las 12 combinaciones de los reguladores, as como de todas y cada

ung de sus concentraciones.

" (°) DMSH = Diferencia minima sigificativa honesta
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agrupamiento. de Tukev en adelante, mnmno de estos reguladores solos N comlumdm lognmn
akcanzar un valor mayor dol 30%0.

En ¢l-caso del comtrol. que fue cumdn en el medio de cultivo no se utilizo reguluk\r

alguno, la respum de los embmm pana lagemumcum, tue nq;mvu

 Todo lomdmmwobmvdohniqummhgﬁﬁutb Aondondese
: mddﬁomwmlzm&mmdmklmum
- wdemconmnmm :

- {**) DMSH = Diferencia minima significativa honesta.
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V.2.2. TABLANUMERO 5

* Anblisis de diferentes tratamientos con reguladores de crecimientos par estimular la germinacion

de embrioncs de capulin,
* |REGULADORES NO. NUMERODE  MEDIA AGRUPAMIENTO
- de  REPET. 0. deenbr. - DE TUKEY (*)
Reg. gorm. x fimaco
TRy 50 4 A )
an A 50 130 AB
NAAH SBA 7 50 0% B C
NAAHLOBA 6 %0 0980 BC
NAA 50 0880 co
NAAHOSBA § 50 0820 CDE
NAA+20BA 8 50 0800 CDEF
1AA 2 0 0620 CDEF G
 IAMOSBA 9 " 0460 CDEF G
IAA+LOBA 10 0 0.400 . EF G
IAAT208A 12 0 030 . FG
IAAHSBA 11 50 0320 | G

() Lere e e gunbdd ol 074 o probaiidd de oor

ALPHA =008  df53t MSE-04213TM
VALOR CRITICO DE 1.A PRUEBA DE TUKEY = 4642
DIFERENCIA MINIMA DE SIGNIFICANCIA =0.40619

En la tabls no.S se observa que ol efscto que provacaron fos doce reguladores solos 0
combinados cn sus cinoo concentraciones sagin o andlsls de varianza de la prucbs DMSH (**) de
Tukey sobre la germinacion de embriones de capulin, es of siguiente:

1.08 reguladores BA con una media de 142 y GA3 con una media de .32, fueron los que &
través de (odss sus concentracionss lograron un mayor porceniaje sobre ln estimulacion de s
germinacidn, por ko que se clasificaron dentro del agrupamicnto de Tukey con la letra "A", que
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rmmhateumhde'mﬁdugenﬁmdén. P,aopmeléasodelml s¢ puede observar que

e encuentra clasifiado en o grupo *A" y ademds en e gupo *B" debido principalmente a que o
. ‘tohomwlmmhmtmdefeuounddune.mdqmmbdmw

BA.

. Las combinaciones del regulador "NAA+1SBA® y "NAA+.OBA” con una medis de-
~ 0.980, lograron a través de todas sus concentraciones, aportar ura adecuada germinacion (etra
) | : '

andehmmusmmmmmdosomhﬁogl

, m&tmmmmmmmdemm.m

wbmﬂWmdeM'C‘ 'G").

Lo antes expuesto se puede apreciar de major forma en la grifica no.5.
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V.2.3. TABLANUMERO 6
wmsdedummmmbmﬂdomkammwammhhmwmn

de embriones de capulin.
|CONCENTRACION ~ NUMERO ~ MEDIAS  AGRUPAMIENTO
NO.DECONC.  DEREPET. ~ no.deembr. DE TUKEY ()
- gorm. x frasco

3 2 120 122 A

10. 3 120 L1083} . A
s 4 120 0847 B

0 s 120 omny B

0 I 120 0,0000 c

¢ WWWWMJS%&M&m.

ALPHA =008 df=S531 MSE=0421319
" VALOR CRITICO DE LA PRUEBA DE TUKEY = 3871
: mwmncuummnssmmncmmso.zmov

. lthmmndﬂndﬂhmww podamubmw
(tabls 10, 6), que de acuerdo o andlisis de varienzs de la prusbe de DMSH (*%) de Tukey, la »

wdeWMmmmmuhhosanm'
modia de 1,225, '

(**) DMSH = Diferencia minima significativa Honesta.
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" El segundo hugar en importancia lo obmvn M concentracion de 1.0 mg1 con una media de

1.1083.

_ Pnraelcasodelaswnccmmnmwdeih"Omg/llosrewludosnluemdosmnvesde”
' todos los reguladores fueran poco muﬁcmmmsolondcmonummdndcoms y

08417

Mﬂmteucomwwmmodemmawn.ﬁnhmudemhdomm '

concentraciones tal es el caso del control, no pmcnw perminacion alguna.
Espos»bleobsewulom\esmmldodemorfomumlwmcano 0.
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V3. RESULTADOS SOBRE LA MICROINIERTACION DE PLANTULAS DE CAPULIN

CON YEMAS APICALES DE CEREZO.

* Los resultados que apon‘é:m fiase de! ‘estudio; fueron lés siguientes:

~ Detodss las planas que fisron microinieriadas, se logrd e 100% de prendimiento, sin
- presentar probkm‘dm; demostrindose. que de'e_sla forma en el cultivo aséptico se pucde evitar
‘I im«fetend; de cullquu petogeno o agente extralo, que pudiera influir en Ia union de ambas -



Vi, DISCUSION

En base a los resultados obienidos se pucde observar To siguiente:
: En la primera (ase del experimento, que consistio en ¢ cultivo /- Firo de cimbriones de
 capulin, s pudo comprobar que:

- En Ia relacion a los tratamientos pregerminativos para poder compltar los requerimientos
. de las semillas de. postmaduracion, fue posible comprobar de manera expemmmal que ¢l
iratamiento de esiratificacion que se les aplico, fue el mas idoneo en el que se sometieron 2 una
temperatura de 4" centigrados durante un periodo de 48 horas, y de la misma forma realizindokes
olro tratamiento que fue ¢l de la escurifiacion (esto es retirar la cublerta dura del endocarpio por
medio del prensado). Lomeﬁoreimysinilualoemesmpoer\erm 1967, en donde
cxpone,quemuclmsdelaswnunumuiumsaexptmuannmnpumn(dudeo“ hasta los

10°C), para interrumpir su reposo. Dicho tratamionto se danomina estratificacion de Ia semilla
También lo expuesto por Vamer, 1965, en donde expone, para que ¢l agus pueda penctryr
ﬁdhmemmm‘lu,nﬁumquemﬁwhsmbimdﬂuwﬁlhspﬁmediodem
procedimiento mecnico, denominado excarificacion.

En lo referente a la esterilizacion de los embrioncs la utilizacion de- hipodiorito de calcio al
2% durante 15 minutos, resultd-ser of tratamiento més adecuado. Ya que si se incrementaba el
iampo de esterlizacion, rewiaban los embriones seriamente daflados. Con eso tiempo
‘determinado de maners experimental ¢ consiguid cn muchos de los casos, hasia un 100% de-
fraacos sin contaminar, tomando cn cuonta que sc tratd al miximo de evitar una manipulacion
excesiva dol material durante la implantacion.

El medio de cultivo que ncutdizéﬁnd"MS" (MwﬂnseySkoos).quueesunmedao
bastante recomendado por muchos autores, tales como Evans et al (1981) Murashige, y Skoog,
(1962), Marashige, (1974), Mursshige, (1978) y Murashige et al (1972) para investigaciones de
mﬁw.Debidonq»umddomnhesMomomumoﬁﬁw,
provooo serios trastornos en ¢l desarrollo de embriones de capulin, causando que se presentaran
durante se desaiollo anomalidades motfologicas, tales como épices multiples, y formacion de callo
esponjoso. Esto es similar & los resultados que obtuvo Murashige, (1974) en donde se estudios
realizados con fresa pudo determinar que I dikucidn de sales minerales del medio de cultivo. elevan
el porcentaje del enraizamiento. Skirvin et al , (1981) en el cultivo In Vitro de zarzamora obtuvo
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hasta un 80% de enraizaniicnto, utilizando bajas concentraciones de sales minierales del medio de
cultivo "MS" Debido a estas anomalins, experimenialmente se tomo Ia decision de reducir ¢l
contenido de sales de medio de cultivo "MS" al 50° de s concentracion normalmente cmpleada,
excepio en ¢l caso de los nitratos de anonio v potasio, los cuales se ‘redujeron- de forma
experimental en el Iaboratorio hasta un 10% de su concentracion original, De esta farma fiie como
finalmente s logrd llevar a cabo la evaluacion de los embriones de capulin con Jos reguladores de
crecimiento. Esto es similar al presentado por Hydman. (1982) cuando ulilizo las sales minerales al

" 50% de su concentracitn nomal del medio de ultivo “MS", obleniendo buenos resubados en la

iniciacion de ralz en brotes de rosal. Werner et -al, (1980) descnben dgo similar; Utilizando el -
medio de "MS" en una tercera parte de la concentracion original lograron de un 80 hasta un 100%
de enraizamiento en ponnnjm()demanzmo Malling Merton.

En relacin & la uilizacion de los regtﬂldorudecreammto,debidoaquewseoonocin
cual era s conoentracion adecuada para romper of etaryo de fos embriones de capulin, tuvieron
que ser Ilm_bl reguladores de crecimiento, tales como auxinas (NAA, [AA) citocininas
(BA) y ghercines (GA3) en diferentes concentracioncs. Siendo analizadas de manera individual y
m&aﬁmﬁtﬁmmbww'mmmexmmdmqudmum
ue aport los mejores remkados a trave de 10dos los expermentos realizados e lo GA3, enla
m&osmmum&MhTS%mﬂomyamwd

}NM‘OSBAmdeeOSMydBAm qumﬂndeOSmM con un
»potmqedemndhdeMrupecuvm ‘

Owos reguledores tales como of (NAA +1.0BA) en 1.5 mgh, o (NAA+).SBA) uns

concentracidn de 1.5mg/, registraron un porcentaje significativo do germinacion también
{(NAA+2.0BA) en uns concentracion de 2.0 mg/, ¢f BA solo en una concentracidn de 1.0 mgly

finsimente ef GA3 solo con una conoentracion de 1.0 mg, todos estos obteniendo un 40% del
porcentaje de germinacion. EJ tratamiento de reguladores de crecimiento utilizado en este
experimento s similys a lo expueato por Pillay, (1966) o cual dioe, que tas auximas, giborelings y

" citotininas puaden servir de promotores del crecimiento en expesimentos realizados con semillas de

cenezos sifvestre (Prunus Avium),
Yeou-Der et 2 (1968) dice, que la aplicacion de promotores tales como los reguladon;o de
crecimiento, suelen poner fin al reposo de las semillas de vid, adicionindoles (JA3. Fogle et al,
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(1960) aplico GA3 a semillas de cerezo, imerrumpiendo o letargo v propiciando la genminacion,
Frankland, (1961) aplico G\ a muchas semillas de especies feflosas, obteniendo buenos resultados.
La microinjertacion;

* Modiante la técnica de la microinjeitacion fire posible demostrar, que si se tiene vontrol
absohuto de todo ¢ medio que rodea a dos plantas en unidn, perteneciendn estas al misnio género
1o hay problema de que pueda ocurrir una union adecuada entre ambas. El éxito alcanzadlo en este
experimento del 100% de prendimiento asi lo demuesm

" Através de la mcroimenaclén fue posible observar, que enire ¢l capulin y e cerezo si
existe la afinidad y también la compatibilidad y que por 1o tanto no existiv hasta ¢l momento de su
anilisis ninguna anomalia que pudiera demostrar lo contranio. ‘

Por otra parte también fue posible demnosirar, que si son controladas tanto las tuﬁperatums
como la iluminacion dentro del cuarto-de cultivo, este permite que las plintulas microinjertadas
tuvieran un desarrolio de sus tesidos cambiales adecuado propiciéndose con esto la cicatrizacion de
une formna bastante sodlerads. |

MmMmumbmhMesthmm ya que
m:mumamwsemmm uluoumoelwo ‘
demnﬁnmdeymnhu\dowmm:,ud(ml),o ¢ otro tipo de microinjerto de kpices
demm,qmﬁumihmhmlqndwrdomsdedums fibres de virus, ideado por Murashige,
et al (1972). En estos tipo de mioroinjestos en toda la literatura citada, Ginicamente sgmm los
_tipos de microinjerto, pero no los pormenores ni las dificultades por las que los sutores pasaron,

 hasta Negar 8 la adecuada utilizacidn de eta técnice.

. umWMyhmamqambndeanwmmemmadc
reproducir planas en un tiempo relativamente corto, ya que si analizamos unpoeocadlumdelos
eventos realizados podemos comprober, que desde que s¢ inicia ¢l tiempo de germinacion de las

* plintulas de capulin, hasts que se resiza Ia micioinjeriacion es de apenas cuatro semanas y que ¢

tiempo en que s¢ puede disponer de estas ya como plantas para ¢l cultivo comercial, puede serde
aproximadamente dos meses més.

Es posible conclulr que es |a técnica mids apropiada para reproducir plantas de una variedad
descada on‘un tiempo "récord", ya que si se realizara la injertacion de manera normal a cielo
bieno.. en primer tugar se tendria problemas con o medio ambiente, pucs las plantas expuestas de
38 forma tienen que resistir o ataque de plagas v enfermedades, ademéis para realizarse la
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injertacion cs necesario esperar upmxiniadamemc un aho después de que hubieran germinado fas

semillas de las plantas que servirian como patrn.

En cambio con Ia tecnica antes expuesta, ¢ tiempo desde la obtenclbn de las plantulas del

cultivo /n Vit hasta I reallyncx«)n de la microinjertacion es de apenas 4 semanas. -

Dos meses despues de haberse realizado la microinjertacion las plantas son aclimatadas )

bpm alcanzar las condiciones naturales de! Mo ambiente (con un desmolo de aproximadamente
20 cm de tallo) y después de un tota) de sels meses quedm Imu pm ser plamudu en el terreno
‘definitivo. '



~ .

VII. CONCLUSIONES

‘Enbase s los relultados obtenidos y de acuerdo a los objetwos plnmudos en el presente
“estudio, se puede conchiir o siguiente

El tratamiento de estratificacion de 4"C durante 48 horas, file un tratamiento apropiado
para estimula {a germinacion de los embriones de capulin. :

- El tratamiento de esterilizacion durante 18 minutos fuse ¢l mas adecuado, para esterilizar

tanto los embriones de capulin come las yemas de cerezo.

* Reducir s sales minerales de Mursshige'y Skoog en un S0% de su concentracion figinal
yenun 10% los nitratos de amonio y potasio, fieron |a solucidn para analizar el efectode

rompiniet_ﬂo del letargo de los e_nt‘ribnes de capulin.
Ewmmﬂmmm.wtmdmaymmdewmm&
los embriones de capulin que fue del 75% degemnmon,enel(}l\monum
oomnmaeosm

Losregulldoresmemmnlponuon un adecuado porcentaje degenmmon fueron el

: "NMenoonﬁnﬁh mOSnu/l(kBA'yel "BA a0 en una concentracion de

O.SnM'oondso%dcpotmqedcgammon.

Conlohhnuoddog!ldmiumcaces(udioéeptsededamm.quésiesposible

- producir plistulas de cerezo n un corto tiempo.

* Ejerciendo un adecuado control sobre el medio de cultivo cs posible unir plantas det mismo

genero sin presemr incompatibilidad. con una perfecta union entre ambas plantas

" Es posible obtener plntulas de capulin microinjertadas con cerezo en un tiempo muy

reducido a diferencia de los métodos tradicionales de injertacion
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 MATIRIALES,EQUIPOE INSTALACIONES
I« MATERI ALES

- Viasos de precipitados de 2501 500y 1000 mi,
- Mairaces Erenmeyer de 250, 500y 1000 ml,
"+ Probetas de 50, 100y 250
- Pipewsgaduadas de 1y loml.
- -Chasdeper
« Tubos de onsaye.
- Frasoos (Gerber)chioos y grandes
- Piams de domccion.
- Mango de bistui del imero 4,
- Navaja pors bisturi del nimero 23,
- Papel suminio grueso (Reynokds Wrap).
© e Ligas de hule.
- Enlquetas sutosdheribles (3M).
- Tyoras de podar (Fakoo).
- Camars fotoggiica (Minoks).
~ Rollos de impresiones y ranparencas (Kodak).
- Resctivos (Todos bos emplesdos para prepara los medios)
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' r |
LEQURO g '»J',ﬂ:w

-Polmckmwim(('damn i .M , . , 4%
-Bllwu pranalasis. » ' ‘?\‘*«

-« Balanza con capacidad para 1 S Ky : : ¢
- Autoclave horizontal y vertical

- Destilador de agus.
< Campana de flujo laminar .
- Refigeradr.

. -Mecherode Bunsen.

- ~Microscopio de diseocion

- Parrilla éctrica

3.- INSTALACIONES

Cumahamﬂieomm
- Cuarto de culivo con coniroles ajstabics de
" temporatura ¢ lurminacion.
» Invernadero con controles ajustablesde.
temparatura, iuminacion, humedad y ventilacion.
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... COMPOSICION DEL MEDIOMS

COMPUESTO

NHNO;
KNOy
CaCL.2HO
KH:PO,
Mﬂsoo" H,0

MnSO4H,0
H,BO;
2nS0,7 H0
NaMo0,.2 H0
5"
CoCL26 Hi0
- CuSOy. $HLO
EDTA. Na.
FeS0,THO

Secarom
Qlicina
Meso-inositdd
Tiamina
Piridoxing

 Ac. Niootinico *

pH

ANEXO 4

FUENTE: YmMM.MldlndoM Mfwu\dwm MJ pp 39 P

80

NOMBRE COMUN CANTIDADEN mgll
- MACRONUTRIENTES
NITRATO DE AMONIO 1650
NITRATO DE POTASIO 1900
CLORURO DE CALCIO a0
FOSFATO DE POTASIO 170
* SULFATO DE MAGNESIO 370
SULFATO DE MANGANESO 23
ACIDO BORICO 63
SULFATODE ZINC 86
MOLIBDATO DE SODIO 025
YODURO DE POTASIO 083
CLORURO DE COBALTO 0028
SULFATO DE COBRE 0025
_ ETILEN DININRIL TETRACETATO 33
SUCFATO FERROSO | N8
- HIDRATOS DE CARBONO 30000
MITAMINAS
: ~ 20
100
VITAMINA BI ol
VITAMINA B6 05
VITAMINA 0s
POTENCIAL HIDROGENO 58

|
|
|

| .
N



* LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO EMPLEADOS EN EL PRESENTE

ESTUDIO FUERON:

NAA-ACIDONAFTALENACETICO - -
: o |~ AUXINAS
IAA - ACIDO INDOL 3 ACETICO

BA -6BENCILAMINOPURINA  ~CITOCININA

GA: - ACIDO GIBERELICO - GIBERELINA

, ‘&kfm»Mdedmm.i. |
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ESOUEMA | e
FORMULAS ESTRUCTURALES ¥ NOMBRES DE LOS REGUL ADORES DE CRECIMIENTO
EMPLEADOS EN EL PRESENTE FSTUDIO

" ACI00_INBOL 3 AcgTico (AR

qf.coou' | "

K0 o4 NAP TALENACETICO (NAA)

SN AINOPURNA (D)

000 SRLMLID (8 N\

FUENTE: DEVLIN, M. ROBERT. ED. OMEGA. BARCELONA, ESPARA, 190, pp. 139410 -
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