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RESUMEN

Debido a que la cacba es una de las principales especies forestales del pais, con
un ciclo de vida largo y que presenta problemas fitosanitarios, ademds de ser
sobreexplotada, resulta prioritario el estudio de diversas estrategias que
permitan la obtencién y multiplicacién de esta planta.

El cultivo de tejidos, que es una rama de la biotecnologla, permite dar una
alternativa para la solucién de estos problemas. Con el presente trabajo, se
pretende dar un primer paso dentro de este campo, determinando las condiciones
apropiadas, tanto para el establecimiento del cultivo aséptico, como del medio de
cultivo, evaluando las respuestas organogenéticas /n vitro, tanto de dpices, como
de cultivo de callos (provenientes de segmentoes de hoja).

Durante el presente trabajo, se evalué el nimero de brotes obtenidos, asi como
el porcentaje de oxidacidn presentado utilizando tres medios de cultivo
distintes, el de Murashige & Skoog (1962), el de Heller (1953) y el de Lloyd &
McCownm (1981), (citados por Edwin y Sherrington, 1984), suplementados con las
citocininas BAP y 2-ip con concentraciones de 4.3 a 143 y, 0.12 a 3.3 mgl",
respectivamente.

Se logré la obtencién de callo libre de oxidacién a partir de segmentos de hoja,
probando distintas soluciones como antioxidantes y diferentes tipos de envases.

Se determind el tipo de auxina y la relacién auxina/citocining mds favorable para
la obtencién de pequefias estructuras radiculares en cultivos de callo.



ABREVIATURAS UTILIZADAS

AA, Acido Ascdrbico

ATA Acido indol-3-acético

AIB Acido indolbutirico

ANA Acido naftalenacético

BAP 6-bencilaminopurina é benciladenina

CA, Carbdn Activado

Kg cm™® Kilogramos por centimetro cuadrado

M Molar

Mas Medio de Murashige y Skoog (1962)

mg L Miligramos por litro

mM Mifimolar

msnm Metros sobre el nivel del mar

N Normal

WPM Medio de Lloyd y McCownm (1981)

uE m2g? Micro Einsteins por metro cuadrado por
segundo

M Micromolar

2-ip 6-(y, y-dimetilalilamino) purina.



1. INTRODUCCION

En México como en otros paises existe un gran inferés en reproducir especies
arbéreas, debido a su alta demanda.

La técnica de micropropagacién, resulta una alternativa viable parala obtenciény
mejoramiente de dichas especies, ya que éstas al tener un ciclo de vida muy
largo, desde la siembra de la semilla hasta fa floracién, han hecho muy dificil el
mejoramiento genético convencional de estas especies, ademds de que es muy
dificil la continuidad de proyectos a largo plazo.

La reproduccién por estaca ha sido uno de los procedimienfos para la
multiplicacién de individuos sobresalientes; por ejemplo en Japdn se ha
practicado por siglos ia propagacién clonal de Cryptomeria japonicay en Alemania
occidental y Finlandia se llevan a cabo otros importantes programas de este tipo
con Piceo. La experiencia con este tipo de programas, indica que en términos
generales, el comportamiento de las estacas tiene mucho que ver con
caracteristicas fisiolégicas del drbol como edad, vigor, lugar de corte de la
estaca en el drbol y la estacidn del afio en que se cortan, Se ha encontrado que
entre mds viejas son las estacas es mds dificil su enraizamiento,

La diferenciacién de brotes adventicios i vitro, puede ser una herramienta para
la propagacion de especies arbdreas como lo es la cacba. Esta diferenciacién de
brotes adventicios puede darse mediante una organogénesis directa o una
organogénesis indirecta.

Posteriormente estos brotes adventicios pueden enrgizarse y asi formar plantas
completas. Sin embargo existen varios factores que determinan la diferenciacion
de estos brotes. Algunos de los mds importantes son: la fuente del inoculo, el
medio de cultivo y los factores fisicos,

Con este trabajo se pretende abrir el camino en la investigacién de la caoba, ya
que & partir de! establecimiento de un  cultivo jn vifro, ya sea desde células
indiferenciadas (callos) o la obtencién de brotes edventicios, que posteriormente
pueden dar origen a plantas completas, se puede realizar un mejoramiento
genético obteniéndose asi plantas resistentes a diversos patégenos, y alcanzar el
desarrollo dptimo de esta especie que se ve afectada grandemente, por una
sobreexplotacién y por algunos insectos como lo es Hypsipila grandella.



OBJETIVO GENERAL:
Establecer las condiciones adecuadas para el establecimiento de un cultivo /n

vitro que permita la diferenciacién y multiplicacién de brotes adventicios de
caoba { Swietenia macrophylla).

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Establecer el cultivo aséptico in vitro de la caoba.

2. Determinar el mejor medio de cultivo en cuanto a 3ales inorgdnicas y
reguladores de crecimiento para el cultivo in vitro de dpices y segmentos de
hoja.

3. Seleccionar las condiciones in vitro idéneas para evitar la oxidacién de los dos
distintos explantes.

4. Seleccionar el tipo de explante ideal {hoja é dpice) para la obtencién de brotes
adventicios.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 LA CAOBA.

2.1.1 Importancia.

Sin duda la caoba es una de las especies mejor cotizadas por la industria forestal
de las zonas tropicales de México, su madera se emplea en carpinteria para la
fabricacién de muebles finos, decorado de interiores, muebles para instrumentos
cientificos de precisién, asi como para instrumentos musicales (pianos), escultura,
yates, chapas para madera contrachapada de dlta calidad, hélices de avién. La
caoba se utiliza como planta medicinal, ya que su corteza tiene propiedades
astringentes, ténicas y febrifugas. En el estade de Nayarit se toma una infusidn a
partir de semillas para el dolor pecho. (Barrosa, ef a/, 1992 y Niembro, 1990).

La caoba ademds de tener una gran importancia econdmica, tiene gran
importancia ecolégica, ya que a partir del auge de la exportacién de su madera, ha
provocado una intensa tala de sus bosques, con lo cual estos se han visto
reducidos y alterado la composicidn de sus especies, ésto también ha conducido a
su empobrecimiento, ya que gran parte de la fertilidad de un bosque estriba en
sus componentes vives. La tala de una gran cantidad de drboles sin reforestacién
conduce a la larga a una disminucidn del nimero de especies y a la erosidn del
suelo. Por ejemplo los bosques de coniferas sembrados recientemente en algunas
partes de los trépicos se encuentran en condiciones especialmente dificiles. Con
el tiempo estos bosques extraerdn todos los nutrientes del suelo sin restituir
ninguno vy la tierra quedard inutilizable para cultivos posteriores (Vickery, 1987,
Colegio de Postgraduados, 1994).

La alta demanda de esta especie, y su poca reintroduccidn, la han llevado en
algunos estados, como Tabasco, a estar en vias de extincién (Barrosa, et df,

1992).



2.1.2 Origen y disfribucion.

El término caoba en sentido estricto, se aplica a los miembros del género
Swietenia de la familia Meliaceae, el cual comprende tres especies, todas nativas
del neotrdpico: S. Aumilis, 5. mahagoniy S. macrophylle que es la mds importante
(Leakey R. R, B. and Newtan, A. C. 1994),

Estas tres especies tienen distribuciones geogrdficas distintas. Swietenia
macrophyifa, llamada caoba de hoja ancha o caoba americana, tiene la distribucién
mds amplia extendiéndose desde el paralelo 23° N en Veracruz (Vertiente del
Golfo) hasta los 18° S en Bolivia, comprendiendo bosques de México,
Centroamérica, Venezuela, Colombia, Perd, Ecuador, Brasil y Bolivia. €n la
vertiente del pacifico, se dispersa en una faja costera, que se extiende desde
Sinaloa en México hasta Costa Rica. Swietenia humifis, tiene una distribucién mds
limitada encontrdndose sélo en la costa del pacifico en México y Centroamérica.
Swietenia mahagoti, también llamada de hoja pequefia o del occidente de la india,
también cubre un drea limitada, desde el sur de Florida hasta las  Islas de las
Bahamas y las Antillas, excepto en Puerto Rico(Figura 1) (Lamb, 1966).

m 5. macrophyia
= 5. makagoni

Fig.1. Distribucién de las tres especies perfenecientes at género Swietenia en América.



2.1.3(Clasificacién Taxondmica.
La caoba pertenece a la siguiente clasificacién taxondmica(Martinez, 1997):

Reino: Vegetal
Division:  Embriofita
Subdivisién: Angiosperma

Clase: Dicotiledoneas
Orden: Geraniales
Familia: Meliaceae
Genero: Swietenia

Especie:  Swietenia macrophylla, 6. King.

Nombres Comunes de 3. macrophyila

Camacho (1988) y Pennington y Sarukhan (1968) mencionan que este drbol es
conocido con diferentes nombres en México tales como:
Caobo

Cébano: Tabasco,

Kanak-ché : Yucatdn (lengua Maya).

Maccochue guiui: Ef Tajin, Veracruz (lengua Totonaca).
Mo-ud: (chinanteco).

Purd: {lacandon)

Punab: Yucatdn (lengua Maya).

Rosaditlo

Tsulsul: Chiapas (lengua Tzeltal}.

Tutzul: Chiapas (lengua Tzeltal).

Tzopilo-cudhuitl: lengua Azteca.
Tzopilotsontecomacudhuitl: lengua Azteca.
Tzopilotzontecomatl: lengua Azteca.
Tzopiltzontecomatl: {ndhuati).

Tzulzul: Seiva lacandona, Chiapas.

Zopilotl.



2.1.4 Descripcion Botdnica:

Tallo:

Tiene un fuste recto y cilindrico, ligeramente acanalado con contrafuertes bien
formados hasta de 2 a 3 metros de altura; es de copa ancha y redonda con
ramificacién robusta y bien distribuida, su follaje es denso, y mide 45 metros de
aitura, aunque Pennington y Sarukhan (1968), mencionan que puede Hegar hasta
los 70 metros de altura. Su didmetro normal va de 2 a 3.5 metros, su corteza es
dspera, con ciertas escamas separadas de color marrdn grisdceo en arboles viejos
y gris claro en los jévenes, internamenfe es rosada o roja, fibrosa de sabor
amarge y astringente, el grosor total de la corteza va de 10 a 25 milimetros
(Barrosa, et af, 1992 y Pennington y Sarukhan, 1968).

La albura puede ser de color blanco a rosado, con vasos muy grandes, a veces
abundantes, y bandas espaciadas de parénquima apotraqueal. La medera tiene un
olor fragante muy caracteristico (Pennington y Sarukhan, 1968).

Hojas:

Se encuentran dispuestas en espiral, paripinadas y algunas veces imparipinadas de
15 a 45 centimetros de largo, consta de foliolos de 3 a 6 pares, de 5 por 2
centimetros a 12 por 5 centimetros, lanceolados y ovalados muy asimétricos con
el margen entero, dpice agudo, hasta finalmente acuminado, su base es
asimétrica, generalmente aguda, reramente obtusa. El haz es de color verde
amarillento o verde oscuro, mientras que el envés es verde pdlido, ambas
superficies son glabras y coridceas, los peciolos son pulvinados, de 3 a 9
milimetros, glabros, las hojas son caducifolias en las zonas mds secas donde se
distribuye (Barrosa, et al, 1992).

Flores:
Las flores de ambos sexos se encuentran en la misma inflorescencia, las

masculinas son mds cbundantes que las femeninas, pero ambas dulcemente
perfumadas. Las inflorescencias son paniculas axilares de hasta 15 centimetros
de largo, glabras. Las flores masculinas son actinomérficas, de 6 a 8 milimetros
de didmetro; cdliz verde amarillento, muy pequefio, cortamente cupular, con 5
Idbulos redondeados, con 5 pétalos verde amarillentos, de 4 ¢ 5 milimetros de
largo, oblongos u oblongo-obovados. Con el dpice redondeado, con 10 estambres
de color ¢crema, de 4 mm de largo, los filamentos se encuentran unidos en un tubo
estaminal campanulado, con el margen agudamente 10-lobulado; anteras incluidas
en el cuello del tubo; nectario anaranjado, pateliforme lobado, rodeando la base



del ovario; ovario rudimentario, 5 a 6-locular, ceda I6culo con numerosos évulos
muy pequefios; estilo grueso, llegando a la base del tubo estaminal, terminado por
un gran estigma peltado. Las flores femeninas son muy parecidas a las masculinas,
pero con las anteras muy pequefias, indehiscentes y sin polen y un ovario muy
grande y ovoide que llena el tubo estaminal, con dvulos bien desarrollados; foda la
flor excepto el nectario es glabra en ambos sexos. Florece de abril a junio
(Pennington y Sarukhan, 1968 y Barrosa et af, 1992).

Frutes:

Son cdpsulas lefiosas de color gris claro y corteza lisa de forma ovoide u
oblongas que contienen de 45 a 70 semillas. Miden de 10 a 18 centimetros de
largo y de 8 a 10 centimeiros de didmetro, valvadas, dehiscentes desde la base,
su peddnculo va de 10 a 20 centimetros de longitud y un centimetro de didmetro.
Las semillas, son de color rojo amarillento, esponjosas, frdgiles vy aladas. Su
tamafio es de 1 centimetro de largo, conunala de 6 a 7 centimetro de largo, y
de 2 a 2.5 centimetros de ancho. El endospermo tiene entre 1.5 y 2.8 centimetros
de largo y se aloja en la masa esponjosa que tienen sabor amargo y astringente.
Los frutos maduran de noviembre a marzo (Barrosa, ef al, 1992, Pennington y
Sarukhan, 1968 y Niembro, 1990).

2.1.5 Requerimientos ambientales de la caoba:

La caoba forma parte de selvas altas o medianas perenifolias o subperenifolias,
se distribuye irregularmente, ya que en ciertos lugares sélo se encuentra un drbol
cada 2 6 3 hectdreas. Es una especie que requiere de luz para crecer rdpidamente
(Barrosa, ef af, 1992).

Clima:

Alcanza su desarrollo éptimo en condiciones climdticas de las selvas altas
perenifolias o subperenifolias, con temperatura media anual de 24°C vy
precipitacién anual entre 2000 a 4000 milimetros, soporta bien sequias
estacionales prolongadas sobre suelos con un manto fredtico al alcance de las
raices durante todo el afio, su distribucién altitudinal va desde e! nivel del mar
hasta 750 msnm (Barrosa, et af, 1992 y Pennington y Sarukhan, 1968).



Topografia y suelos:

Esta especie crece en tierras bajas tropicales, donde la selva se inunda
periddicamente durante la época de lluvia de noviembre a febrero, con suelo
hiimedo durante toda la época del afio. Los drboles adquieren su mejor desarrollo
en las selvas altas perenifolios, las cuales presentan ciertas elevaciones de hasta
1000 msnm, con suelos permeables y firmes de origen calizo aluvial (Barrosa, ef
al, 1992),

2.1.6 Plagas, enfermedades y factores limifantes de la caoba:

Esta planta en vi-ero se ve afectada tanto por hongos, como por artrépedos.

El “damping off" o mal de almdcigo es una enfermedad frecuente en los primeros
dias de desarroflo de la plantq, las enfermedades de la raiz son causadas por
Fusarium spp., Fomes oxysporium, Affernaria spp., Rhizoctonia spp., Pythivm spp.,
Phitophtora spp., Diplodia spp. y Pestalotia spp., las cuales se pueden combatir
con un buen control de la humedad al aplicarse los riegos.

Entre los patégenos que causan dafios foliares se encuentra la roya que afecta
tallos y ramas jévenes, los mds comunes son del género Cronartium spp. y Puccina
spp. El patégeno Colletofrichum gloeosporiodes es responsable de antracnosis
asociada con el manchado de la hoja y marchitamiento de renueves.

También se ha identificado en plantaciones de caoba un microorganismo de la
familia Stilbellaceae, el cual ocasiona defoliaciones, debilitamiento y marchitez
en la planta (Barrosa, et af, 1992).

Hypsipyla grandella Zeller, que es un lepiddptero es desde el punto de vista
econdmico la plaga mds importante que se reporta en las meliaceas en América
latina, y es uno de los principales factores que ha impedido realizar a gran escala
plantaciones comerciales. La duracién de la oviposicién es de 30 a 45 dias antes
del inicio del periodo de lluvias, que es cuando comienzan a emerger las larvas, la
hembra adulta ovoposita, principalmente sobre las cicatrices de las hojas que se
han caido o en los lugares préximos a los extremos de las ramas que han brotado,
en la base de nuevos rebrotes y en las axilas de los peciolos de las hojas de las
plantas jévenes, ocasionando que el tallo se bifurque y pierda su valor econdmico.
{Barrosa et af, 1992).
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2.1.7 Propagacion:
La propagacién de esta planta se puede realizar fanto sexualmente como

asexuafmente.

2.1.7.1 Sexual
El éxito de la produccién de planta por medio de la semilla, depende de un

adecuado manejo de las semillas antes de sembrarse.

La formacién del frute, se inicia en junio y julio y su maduracidn es de noviembre
a marzo. La colecta debe efectuarse de febrerc a marzo.

Una vez colectado el fruto, se exponen al sol sobre mantas o sacos de henequén o
bien en cajas de base amplia y poca alturay se abren las cdpsulas para liberar la
semilla. Las semillas recién colectadas tienen un elevado poder germinativo que va
del 80 al 90 por ciento, pero éste se pierde rdpidamente si la semilla no se
almacena adecuadamente, por lo que debe guardarse en recipientes metdlicos de
cierre hermético y depositarlas en una cdmara fria a temperaturas de 3 a 7°C.
bajo estas condiciones se pueden fener porcentajes de 70 u 80 por ciento de
viabilidad aproximadamente durante 1.5 a 2 afios,

El sustrato que se usa para producir plantas en vivero, requiere de ciertas
caracteristicas que permitan su manejo y una textura adecuada para facilitar la
germinacion de la semilla. El sustrato se prepara con tierra de monte o aluvidn y
arena de rio en proporcién de 4:1 esta mezcla se cierne posteriormente con la
finalidad de darle una textura uniforme, inmediatamente después debe ser
desinfectado usando vapor de agua.

Con el sustrato preparado se forman camellones de 0.20 metros de altura, 1.20
metros de ancho y longitud variable, dependiende de la planta que se desee
producir.

Preparado el almdcigo, se siembra la semilla desalada, colocdndose en forma
vertical e inclindndola hacia su lade céncave y con la parte donde estaba el ala
hacia arriba, para facilitar la emergencia del embrién y evitar deformaciones en
la pléntula. La semilta no requiere de ningtin fratamiento previo a la siembra que le
permita una buena germinacidn. Se recomienda techar los almécigos para evitar la
deshidratacién de las pldntulas.

i1



La germinacion de las semillas inicia entre 15y 20 dias después de la siembra,
pero se puede prolongar hasta el dia 30. Una vez que las semillas han germinado,
se transplantan a bolsas de polietileno negro de 12 centimetros de didmetro por
25 centimetros de largo, previamente llenas con el sustrato, con caracteristicas
semejantes al sustrato de los almdcigos, sélo que a éste se le agregan 10 gramos
de urea por bolsa, con la finalidad de darle a la planta el vigor necesario para el
establecimiento en su lugar definitivo.

El transpiante debe de realizarse después de cinco u ocho dias de nacidas las
pléntulas, es decir de 40 a 45 dias después de la siembra, que es cuando las
pldntulas tienen una coloracién rojiza. Si a causa de cualquier coniratiempo, fas
plantulas se dejan mds tiempo en el almdcigo, el transplante se debe de efectuar
teniendo fa precaucidn de cortar las raicillas, dejdndoles una longitud que puede
oscilar entre 5 y 8 centimetros: esta operacién se hace con la finalidad de que
colocar fa planta en la bolsa, no queden raiciltas dobladas, ya que esto ocasiona
deformaciones que retardan su crecimiento.

En esta efapa que va de 18 a 22 dias, también es recomendable dar sombra a la
planta, para protegerlas de la luz solar directa, pero evitando la sombra excesiva,
ya que esto crea las condiciones necesarias para el desarrollo de! gusano
barrenador (Hypsipila grandelia).
i

Para el control de enfermedades en el vivero, se debe de desinfectar la semilia
con compuestos mercuriales o hipocloritos en vaporizaciones y tener cuidado con
el gusano barrenador, dando aplicaciones de arseniato de plomo al 1.5 por ciento
con una frecuencia de dos a cuatro veces por mes.

Sembrando las semillas en febrero, las pldntulas afcanzardn buen tamafio y vigor
para ser transplantadas finalmente en su destino al inicio de las lluvias, durante
{os meses de junio y julio (Barrosa, et al, 1992).

2.1.7.2 Asexual

La propagacién asexual es el método utilizado para multiplicar especies y
variedades de planta por medio de segmentos de tallo, ramas, yemas o hijuelos.
De esta forma el método vegetativo es diferente a la propagacién sexual, es
decir a través de semillas, mediante las cuales se obtiene variabilidad genética.
En la propagacién asexual, el genoma se transmite idéntico a los descendientes.
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La utilizacién de este método, ofrece algunas ventajas en comparacién con la
reproduccién sexudl, ya que ayuda a la conservacién de fenotipos valiosos para su
uso en varias generaciones, es Util en el establecimiento de huertos clonales
semilleros, en estudios de fenologia y cuando interesa saber heredabilidad al
exponer a individuos de un clon a diferentes condiciones ambientales y asi
conocer en que proporcién la varicbilidad en la expresidn de un cardcter es
debida a causas genéticas (Margara, 1988).

En los trabajos reportados sobre propagacién vegetativa de caoba, se ha utilizado
principalmente el método de enraizamiento de estacas.

Rendon (1945), menciona la pesibilidad de la propagacién de la caoba, por medio
de estacas. Este autor sembré estacas provenientes de drboles de 3 afios de
edad, las cuales emitieron brotes que formaban ramas. También observaron que
del periciclo, nacieron raicillas que a su tiempo formaron un conjunto radical.
Estas estacas tenian de didmetro ente 2 y 5 cm, y una longitud de 35 cm. Sin
embargo la limitante en este experimento fue la oxidacién de las estacas.

2.2 BIQTECNOLOGIA

La biotecnologia se define, desde el punto de vista industrial, como el conjunto
de tecnologias nuevas y tradicionales que invelucran la aplicacién de los procesos
de los sistemas bioldgicos y/o las actividades metabélicas de los seres vivos, en la
produccién de los bienes y servicios que repercuten en una mejoria de la calidad
de vida del hombre, en sectores tales como la agricultura, el ambiente y las
industrias farmacéutica de los alimentos y quimica (Martinez RR., 1997).Dentro
de la Biotecnologia encontramos a la técnica del cultivo de tejidos vegetales, que
ha sido involuerada en la resolucién de problemas de propagacidn asexual,

2.2.1 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de células tejidos y Srganos vegetales es una de las ramas de la
Biotecnologia, de la que nuestro pafs podria obtener grandes beneficios a corto y
largo plazo, ya que permite:

1.- La micropropagacion de cultivares a gran escala,
2.- La preservacién de germoplasma agrondmico y silvestre
3.- El mejoramiento genético.
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Mediante la técnica de cultivo de tejido vegetales se puede estudiar diferentes
fendmenos morfogenéticos que ayuden o entender cudles son fos factores
fundamentales que intervienen en la morfogénesis y diferenciacidn de partes
aisladas de fa planta. Se pueden cultivar varios tipos de tejidos como primordios
florales, meristemos apicales y laterales, asi como también vulos y protoplastos.

2.2.2 Cultivo in vitro de meristemos y dpices de tallo:

Los meristemos apicales han sido los indculos mds efectivos para la produccién
de plantas completas en una amplic gama de cultivos econémicamente
imporfantes. Los meristemos pueden regenerar pldnfulas completas mds
rdpidamente que los tejidos de otras fuentes, las plantas regeneradas usualmente
retienen las mismas caracteristicas genéticas de los progenitores, lo que se debe
a la naturaleza diploide de las células meristemdticas

El cultivo de meristemos puede ser considerado como un microesquejado y fue
utilizado por primera vez por More!l y Martin (1952, 1955), citado en Margara
(1988), con fa dafia y la patata, para la reconstitucion de clones sanas a partir de
plantas infestadas de virus, Como utiliza puntos vegetativos preexistentes, el
tinico problema que planteq, es la rizogénesis y la continuidad en el crecimiento
normal del meristemo separado.

Sin embargo, a partir de las observaciones de Morel (1960) citado en Margara
(1988) sobre las orquideas y de diversos autores sobre la posibilidad de
desencadenar la proliferacion de yemas axilares a partir del dpice cultivado
inicialmente, resulta que el cultivo de meristemos o de dpices, ademds de su
interés fitosanitario, puede permitir la multiplicacién con un coeficiente muy
elevado (Margara, 1988).

2.2.3.Cultive in vitro de hojas:

El establecimiento de un cultivo in vitro a partir de hojas, se ha utilizado para
diferentes fines, como lo es, estudiar ef desarrollo completo de la hoja bajo
condiciones ambientales controladas, estudiar la formacién de esporangios en
helechos para determinar el tamafio al cual un primordio se convierte en hoja, asi
como conocer hasta donde se llega en su desarrolio normal en condiciones /n vitro
y qué propiedades del medio de cultivo contribuyen a su desarrollo, ademds de
conocer que tan rdpido se inicia una hoja en posicion y se convierte en una hoja
verdadera. El cultivo de hojas también se ha utilizado en la propagacién masiva,
por ejemplo, en el cafeto se emplean secciones de hoja con la finalidad de
obtener embriones somdtices via formacién de un callo intermediario, también se
han hecho experimentos con segmentos de hoja de vialeta africana para obtener
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brotes y posteriormente enraizarlos para una multiplicacién clonal rdpida
(Hurtado y Merino,1994).

Ef cultive de hoja, que es un érgano diferenciado, nos permite la obtencién de
callo, mediante la desdiferenciacién de sus células, las cuales presentan
posteriormente una proliferacién confinua, acelerada y  con apariencia
desorganizada. Esta masa celular resultante, es decir el callo, puede presentar
diferentes tipos morfoldgicos, los cuales varfan seglin la apariencia externa,
textura y composicién celular. Algunos callos son masas celulares compactas y
duras, con células intimamente unidas, mientras que otras forman tejidos
esponjosos con una gran cantidad de espacios intercelulares.

La coloracién de este tejido también varia, adn derivando de la misma especie, lo
cual es provocado por factores nutricionales y ambientales y se manifiesta por la
presencia de clorofila, carotenos, antocianinas, etc (Hurtado y Merino, 1994),

Estudios microscépicos, han demostrado que los tejidos de tipo calloso
generalmente son heterogéneos en su composicién celular; es decir, un mismo
callo puede presentar varios tipos celulares. La diversidad celular presente en un
callo depende de muchos factores como son el origen del tejido, la edad de los
cultivos y la composicién de los medios de cultivo.

El callo estd generalmente constituido por una alta proporcién de células en las
que las vacuolas son predominantes, similares a las células del parénquima,
presentando una gran diversidad de formas, que van desde la esférica hasta la
espicular,

Desde el punto de vista morfogénico, la caracteristica mds importante del callo
es la totipotencialidad de sus células, ya que con un manejo adecuado de las
condiciones nutricionales, hormonales y ambientales, fienen ia capacidad de
desarrollar brotes, raices embriones, etc., los cuales pueden llegar a formar
plantas completas.

Una de sus desventajas de este tejido es que puede presentar algin dafic o
modificacidn a nivel del nicleo, pudiéndose presentar aberraciones
cromosdmicas, mutaciones puntuales o diferentes tipo de ploidias, asi como
irregularidades cariocinéticas. Se ha observado que estas anormalidades se
presentan con mayor frecuencia conforme aumenta la edad del cultivo.
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Un callo puede formar brotes, raices, embriones, o simplemente continuar
proliferando como callo, dependiendo de las concentraciones de auxihas y
citocininas suministradas. Cuando la concentracidén de citocininas con respecto a
las auxinas es mayor se inicia la formacién de yemas de brotes, mientras que
proporciones similares de los dos grupos hormonales, pueden producir un
incremento en el callo. Un balance a favor de las auxinas, inducird el inicic de
primordios radiculares (Hurtado y Merino, 1994).

Seqgln Hurtado y Merino (1994), el cultivo de callo se puede dividir en cuatro
etapas:

» Induccién: en esta etapa las células del indculo inicial comienzan su
crecimiento, tanto en ndmera como en tamafo.

s Proliferacién celular: durante esta fase el tejido calloso aumenta su masa
celular al mdximo.

+ Induccién de la diferenciacidn: en esta fase se obtienen meristemos, tanto
apicales como radiculares, embriones, tejido vascular, etc., a partir de la masa
celular del callo.

« Envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado.

2.2.3.1 Regeneracion de plantas por neoformacion de yemas y de raices
sobre un callo.

La produccién espentdnea de yemas adventicias es relativamente rara bajo
condiciones naturales. Una de las aportaciones de la técnica de cultivo /i vitro,
asociada desde su origen al empleo de los reguladores del crecimiento, ha sido la
de explotar en numerosas especies fa potencialidad no expresada de neoformar
yemas después de incitar la desdiferenciacién celular. Este resultado proviene
esencialmente de la utilizacién de citocininas y auxinas equilibradas, asi como de
medios minerales adaptados(Margara 1988).

2.3MICROPROPAGACION
La micropropagacién es una técnica mediante la cual, se busca multiplicar una
especie. Esta multiplicacién se logra mediante la obtencién de una planta
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completa a partir de pequefias porciones de drganos, tejidos o células cultivadas
en un medio de cultivo enriquecido con los nutrientes necesarios, bajo condiciones
controladas y condiciones asépticas. Esta técnica se fundamenta en a
totipotencia de las células; es decir, la propiedad que tienen de contener toda la
informacién genética necesaria para regenerar a un organismo completo (Robert y
Loyola, 1985, Pierik, 1988).

2.3.1Antioxidantes en la micropropagacion

Los antioxidantes, son sustancias que se agregan al medio de culfivo para evitar
que el explante se oxide, ya que existen muchas plantas que son ricas en
compuesto polifendlicos que al sufrir un dafio o escisién cuando son sembrados,
liberan esos compuestos, los cuales pueden oxidarse, provocando que el tejido
tome una coloracién café o negra.

Los productos de oxidacién, obscurecen el medio de cultivo, inhiben la actividad
enzimdtica, legando a veces a matar el explante.

Algunos de los procedimientos para evitar la oxidacién son:

a) Afiadir antioxidantes al medio,

b) Remojar los explantes en una solucién de antioxidantes antes de sembrarlos,
¢} Incubar el explante en su etapa inicial bajo luz reducida,

d) Realizar subcultivos frecuentes.

Los antioxidantes comdnmente utilizados en la micropropagacién son: deido
ascérbico, deido citrico y cisteina, ademds de que los compuestos con alta
afinidad por sustancias fendlicas como la polivinilpirrolidona, piregalol y carbén
activado(Edwin y Sherrington, 1984),

2.3.1.1 Pirogalol

El pirogalol, es un compuesto perteneciente a la familia de las proantocianidinas,
de. origen fendlico provenientes de algunas plantas. Estos compuestos tienen la
capacidad de formar complejos con profeinas ricas en prolina y
mucopolisacdridos. (Haslam, 1989).

Presenta la siguiente estructura quimica:

OH
/OH

\OH
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su formuta condensada es:CsHsO3
Peso molecular: 126.11
Propiedades fisicas y quimicas:

Son cristales blancos, inodoros, con un punto de fusidn de 131-133°C. Soluble en
agua, alcohol y éter; insoluble en benceno, cloroformo y disulfuro de carboro. Es
un buen reductor y se ha utilizado para absorcién de oxigeno en andlisis de gases.

Proviene del galato y generalmente son productos provenientes de flavonoides,
taninas y lignina en plantas (Uribe, 1998).

2.3.1.2 Carbén activado

El carbén activado ademds de ser un buen adsorbente, presenta la capacidad de
activar y promover la elongacién en brotes, y la embriogénesis en algunas
especies, aunque se ha encontrado que en Seguoiadendron spp. inhibe el
enraizamiento. Para el uso de este antioxidante se debe de tener en cuenta que
puede remover algunos quimicos importantes del medio, como lo son las auxinas,
citocininas, dcido abscisico, tiamina, y dcido nicotinico (Edwin y Sherrington
1984).

2.3.1.3Acido ascérbico

El dcido ascdrbico es una lactona de un azicar-deida. Es un potente reductor, que
pierde con facilidad dtomos de hidrégeno para transformarse en dcido
deshidroascérbico y es un compuesto sensible a la temperatura (Lehninger.1982}
Presenta la siguiente estructura quimica:

CH,OH
cH-oH
0
H H

Férmula condensada: CsHgOs

Peso molecular:176.12

Propiedades fisicas y quimicas:

Son cristales monoclinicos, generalmente aplanados, de sabor dcido agradable, su
punto de fusidn es de 190-192°C. Pki= 4.17, pK2 =11.57. UV mdx, 245nm. Soluble
en agua, moderadamente soluble en alcohol y glicerol. Insoluble en éter,
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cloroformo, benceno, aceites, grasas y solventes de cardcter graso. Posee un
fuerte poder reductor (Uribe 1998).

2.4 REGULADORES DEL CRECIMIENTCO VEGETAL

Los reguladores del crecimiento vegetal o también llamades hormonas vegetales,
son compuestos orgdnicos, distintos a los nutrientes, que se sintetizan en alguna
parte de la planta y que se translocan a otfra parte, en donde a concentraciones
muy bajas causan una respuesta fisioldgica (Salisbury y Ross, 1996). Cabe
mencionar que esta respuesta ne necesariamente tiene que ser promotora, ya que
algunas hormonas como el dcido abscisico pueden inhibir alglin proceso
fisioldgico.

Como se sabe, el crecimiento en las plantas es un proceso dindmico, complejo y
que estd rigurosamente controlado, por los reguladores del crecimiento vegetal,
fos cuales juegan un papel muy importante, no dnicamente dentro de las plantas
como un universo sino también a nivel de drgano, tejido y células (Hurtado y
Merino, 1994).

Los reguladores de crecimiento, generalmente tienen lugares de sinfesis y accién
distintos, siendo en algunos de los casos activos en el mismo sitio de formacidn,
por lo que en general presentan un drea y un espectro de accidn muy amplio y
diverso, pues ademds pueden influir en mditiples procesos, totalmente distintos al
mismo tiempo y en partes diferentes de la planta.

Actualmente se conocen cinco tipos bdsicos de reguladores de crecimiento,
auxinas, citocininas, giberelinas, dcido abscisico y etileno, los cuales se pueden
subdividir en tres grupos principales (Hurtado y Merino, 1994).

a) Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y giberelinas.
b) Inhibidores el crecimiento: dcido abscisico.
c) Etileno: promotor de madurez y la senescencia.

2.4.1Auxinas

Al igual que las citocininas, son sustancias promotoras, que estimulan
principalmente el alargamiento celular. El nombre auxina (del griego auxein,
crecer), fue dado a la sustancia reguladora del crecimiento producida en el dpice
del coledptilo de avena, sin embargo, en la actualidad se sabe que las auxinas
estén universalmente presentes en las plantas superiores (Hurtade y Merino,

1994)

19



El dcido indol-3-acético {AIA) es una quxina que se ha encontrado en muchisimas
especies vegetales, y se piensa que es la auxina principal de las plantas
superiores, aunque existen otras sustancias que también poseen actividad
auxinica, Estas otras sustancias, la mayoria de las veces son indoles, muy
relacionados quimicamente con el ATA.

En general, la biosintesis del AIA es a partir del triptofano, compuesto coh un
grupo indol y que estd universalmente presente en los tejidos vegetales, ya sea en
forma libre ¢ incorporada.

De forma natural, las concentraciones mds altas de auxinas se encuentran en los
dpices de crecimiento, como lo es el dpice del coledptilo, yemas y dpices de
crecimiento de las hojas, sin embargo también se encuentran auxinas ampliamente
distribuidas por toda la planta, sin duda provenientes de las regiones
meristemdticas (Devlin, 1982),

La translocacion de las auxinas, desde sus puntos de sintesis, bdsicamente es
basipétala, es decir hacia abajo, por dos métodos: uno que depende de la energia
metabdlica, es decir en contra de un gradiente de concentracién, y el otro que se
realiza a favor de la difusién simple, el cual es a velocidades sumamente altas y es
el que se lleva a cabo en condiciones anaerobias. Se ha encontrado que este
transporte polarizade se ve afectado (inhibido) por la falta de oxigeno,
incrementado por la [uz, y que es sensible a la temperatura,

Los efectos auxinicos en las plantas, son muchos y muy variados, siendo los
principales los que afectan el alargamiento y divisién celular, la formacién de
brotes, raices y tejido calloso, la respiracién, abscisidn, partenocarpia,
dominancia apical y embriogénesis.

Se ha encontrado que las auxinas actiian de modo diverso en el crecimiento por
alargamiento celular, como es incrementando el contenido osmético de la célula y
la permeabilidad af agua, reduciendo la presién de la pared o aumentando la
sintesis de ARN, proteinas especificas (enzimas) y atin de la misma pared, lo que
provoca un aumento en la plasticidad de la pared celular, que trae como
consecuencia su extensién y con ello un crecimiento por alargamiento (Hurtado y

Merino, 1594).
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2.4.2 Citocininas

El nombre genérico de las citocininas es empleado para aquellas sustancias
quimicas, promotoras del crecimiento, que pueden estimular principalmente la
divisién celular o citocinesis.

Existen citocininas tanto naturales como sintéticas entre las cuales podemos
encontrar a la Bencilaminopuring, ia 2-ip, y la cinetina

Casi todas las citocininas conocidas, tanto haturales como sintéticas son
derivados de la adenina, en las cuales el grupo amino, lleva determinados
sustituyentes en la posicién seis,

El descubrimiento de estos requladores proviene de los trabajos realizados por
Maberlandt (citado en Salisbury y Ross, 1996), quien demostrd, cultivando
embriones y tejido /n vitro, que existia un factor difusible, el cual afectaba a las
células parenquimatosas de la papa revirtiéndolas a un estado meristemdtico.

Se sabe, que estas sustancias se encuentran en tejidos con crecimiento activo,
como lo son los frutos jévenes en desarrollo, en semillas, en embriones, hojas y
predominantemente en raices, que parecen ser la fuente principal de citocininas
de las plantas, desde las cudles son transportadas a los brotes. A pesar de que no
son tan mdviles como las auxinas y las giberelinas, su translocacién es acropétala,
es decir desde la base hacia las partes aéreas.

Al igual que los otros reguladores del crecimiento, las citocininas tienen un
intervalo amplio de efectos regulatorios. Estas promueven la dw&s;on celular vy el

efecto tiene lugar con concentraciones tan bajas comeo 5x10" M; generalmente
inhiben el crecimiento de las raices, pudiendo estimularias @ muy bajas
concentraciones (5 x 10 M), ademds inhiben el dalargamiento dei tallo, pero
estimulan el alargamiento de las hojas, actiian en el refraso de la senescencia, en
la dominancia apical y tienen un papel fundamental en la organogénesis ya que
pueden ser inductoras de yemas en tejidos /n vitro de callo, hojas, raices
cotiledones ¢ piezas de tallo.

La induccién in vitro de érganos por las citocinings, estd encaminada & la
formacién de yemas, las cuales son obtenidas con base en una proporcién
citocininica alta con respecto a las auxinas, debido a que se anula la dominancia
apical.
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2.5 ANTECEDENTES DEL CULTIVO /n vitro DE LA CAOBA

Debido a que no se encontré informacion algune de estudios realizados in vitro
de Swietenia macrophylla, se opto por redlizar una busqueda sobre géneros
pertenecientes a la familia de las meliaceas, con alguna similitud con la caoba,
entre los cuales se encuentran: el drbol del Nim, el cedro, y Khaya

Martinez R. (1997}, logré la propagacidn de brotes de Azadirachta indica (drbof
del Nim) & partir tanto de yemas axilares como de dpices, obteniendo en
promedio 115 plantas por 10 explantes sembrades en 14 semanas, desde la
siembra del explante, hasta la obtencién de una planta aclimatada al medio.
Dichos resulfados se lograron utilizando como medio bdsico las sales del medio
M&S al 100 %, adicionado con 0.5 a 1.0 mg L™ de BAP, El enraizamiento de estos
brotes se logrd utilizando 0.1 mg.L™ de BAP y 3.0 mg.L™! de ATA,

Enriquez (1985) l utilizar concentraciones que iban de 1.0 a 30.0 mg L™ de BAP,
alcanzé el promedio mayor de brotes formados por explante y en segundo lugar
utilizando de 3.0 a 300 mglL’ de 2-ip para Cedrela odorata (cedro rojo)
determing que fas yemas apicales promovian la formacién de un numero mayor de
brotes producidos que las yemas axilares.

Leakey y Newton {1994) mencionan que para Khaya, que es un genero muy
parecido a la caoba en cuanto a su desarrolio y formacién de madera, pero que
habita en Africa, la formacidn de brotes adventicios se consigue utilizando
concentraciones altas de BAP (10 mgl™) complementadas con 2-ip (en
concentraciones de 3.5 mg.L™).

Ademds de estos antecedentes relacionados con la caoba por pertenecer a la
misma familia, se han encontrado algunos trabajos en especies forestales, tales
como en Alnus, Salix, Pseudotsuga menziesii, Platanus, Populus, Quercus'y Ulmus,
entre otros, en los cuales se utilizan como medio bdsice las sales del medio M&S,
Heller y WPM (Evers, et al,, 1988 y Bonga y Aderkas, 1992).

Uribe (1998) utilizé varias sustancias como antioxidante y determind que el
pirogalo! en concentraciones de 12.6 y 25.2 mgL” eran las mejores para evitar
la oxidacién en los dpices de ceiba (Ceiba pentandra). También determind que el
mejor medio era el M&S, para la obtencidn de brotes adventicios
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3.MATERIALES Y METODOS

La presente investigacién se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivos de Tejidos
Vegetales del Departamento de Bioguimica, Divisién de Estudios de Postgrado, de
la Facultad de Quimica perteneciente a la Universidad Nacional Autdénoma de

México.

Para el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo, se realizaron dos series
de ensayos, en los cuales se probaron hojas y yemas apicales como fuente de
explante segln se presenta en el siguiente esquema:

Establecimiento del cultive aséptico

U U
Serie 1 Serie 2
Hoja (segmentos} Yemas apicales
Y 4
Etapa I EtapaT
Determinacién de los componentes Determinacién de los componentes
Inorgdnicos, antioxidante y Tnorgdnicos
reguladores de crecimiento
! §
Etapa IT Etapa IT
Determinacidn de la combinacién y Determinacion de la combinacidn y
concentracién de citocininas y auxinas concentracién de citocininas
4 ¥
Etapa III Etapa III
Determinacion del tipo de envase para  Adicién de una auxina al mejor medio
evitar la oxidacidn de cultivo (enraizamiento)
U
Etapa IV

Adicion de A.A. y utilizacién de
otro medio de cultivo para evitar la
oxidacion,
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3.1 MATERIALES

3.1.1 Material Biolégico:

Las plantas utilizadas para la obfencién de material vegetativo de la caoba se
trajeron de dos sitios distintos feniéndose asi, tres fuentes de explante, una del
estado de Chiapas y dos del estado de Veracruz, las cuales se depositaron en el
invernadero de la Faocultod de Quimica, donde estuvieron bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad.

Los explantes fueron obtenides después de 45 dias de haber aclimatado las plantas
en el invernadero. Se extrajeron yemas de aproximadamente 0.5 a 1.0 ¢cm de altura
y hojas que se encontraban en la parte apical, ya que éstas eran las mds jévenes y
presentaban mejores condiciones para su utilizacién in vitro.

3.1.2 Medio de cultivo.

Como medio bdsico se emplearon las sales inorgdnicas de Murashige y Skoog (1962),
las sales del medio Heller (1953) y las sales del medio Lioyd (1981), al 100% {Anexo)
(citadas en Edwin y Sherrington, 1984), adiciondndoles vitaminas y aminodcidos, asi
como distintos reguladores del crecimiento, segin cada ensayo. Estos medios
fueron suplementados con sacarosa (aztcar comercial) af 3.8 %. Se utilizé como
agente gelificante Gellan, el pH se ajustéd a 5.7+ 0.1, con HCl y NaOH 0.1 N,

Como antioxidantes se utilizaron pirogalol, dcide ascérbice, HzO dlcalina, carbén
activado y en el ultimo ensayo deido ascérbico.

Asi mismo se probaron distintos envases, como se sefiala en cada ensayo:
° cajas petri de pldstico con una capacidad de20 ml (#1)

® cajas petri de vidrio con una capacidad de 38 mi (#2)

® frascos de vidrio de 45ml (#3)

® frascos de vidrio de180 ml (#4)

° tubos de ensaye de 20 ml (#5)
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3.2 METODOS

3.2.1Mantenimiento de las Plantas:

Para la aclimatacién de las plantas, éstas se mantuvieron durante treinta dias en el
invernadero, ddndoles solamente riegos con agua, posteriormente, se fertilizaron 2
veces por semana con una solucién compuesta con sales inorgdnicas del medio M&S
al 50%, asi como vitaminas del mismo medio y BAP, a una concentracion de 5 y 15
mlL", respectivamente (ver anexo), para favarecer la formacién de yemas. Estas
plantas se mantuvieron bajo observacién para prevenir o detectar alguna
enfermedad.

3.2.2 Preparacion de medios de cultivo.

Los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones concentradas 100x en un
matraz de Erlenmeyer con agua desionizada estéril, en agitacion constante, se
vertid la cantidad necesaria de dichas sales, asi come aminodcidos, vitaminas y
reguladores del crecimiento para finalmente adicionar, la fuente de carbono
(azicar), y el antioxidante; posteriormente se midié y ajusté el pH a 57 £ 0.1 con
hidréxido de Sodio (NaOH) 0.1 N y dcido clorhidrico(HCI) 0.1 N, se agregé el Gellan
y se aford con agua desionizada estéril para obtener el volumen deseado (Anexo).

Se vertieron de 10 a 20 ml del medio de cultivo seglin el envase. Los fubos de
ensaye se taparon con papel aluminio. Tubos, frascos y cajas petri conteniendo el
medio de cultivo se esterilizaron en autoclave vertical a una temperatura de 121 °C
y 1.2 Kg.cm® de presién durante 18 minutos. Posteriormente se dejé solidificar el
medio a femperatura ambiente,

El material de ¢ristaleria, asi como pinza y bisturi que se utifizaron en ia siembra del
explante, se esterilizé en autoclave vertical a una femperatura de 121 °C y 1.2
Kg/cm? de presién durante 30 minutos.

3.2.3. Condiciones de incubacion

Todos los cultivo se mantuvieron bajo un ambiente confrolado en un cuarto de
incubacidn, el cual fenia una temperatura promedio de 27°C durante el dia y 25°C
durante la noche, con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas de obscuridad, con
una intensidad luminica de 29 pE.m®s,
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3.2.4. Establecimiento de! cultivo aséptico.
El material vegetativo (tanto segmentos de hoja como dpices) se desinfectd de la
siguiente manera:

Método de Esterilizacion 1:

1.- Se lavé con una solucidn de agua corriente y jabdn durante 20 minutos.

2.- Posteriormente el material, se trasladé a la campana de flujo faminar, donde se
sumergieron en una sofucidn de hipocioritfo de sodio comercial (cloralex} al 10%
(v/v) + Microdyn (5ml.L™") + Tween 20 (1.6 ml. L"), durante 10 minutos.

3.- Se enjuagaron 4 veces con agua desionizada estéril, es decir se sumergieron los
explantes en agua, Cada enjuague fue de 5 minutos.

Método de Esterilizacidn 2:
En base a los resuitados anteriores se realizaron otros dos ensayos, siguiendo los
mismos pasos, pero, se eliminé completamente el Tween 20,

Método de Esterilizacidn 3:
Para este ensayo se decidié seguir los mismos pases que el ensayo anterior, es decir
sin Tween 20, pero ademds se redujo la concentracién del Microdyn a la mitad, es

decira 25 mlL™.

Después de esterilizar los explantes, éstos fueron colocados en una solucién de
dcido ascérbico y deido citrico (100 mgL™* de cada uno), previamente esterilizada en
autoclave durante 18 minutos.

Para realizar la siembra de las hojas, primeramente se les elimind el margen y
posteriormente se secciond en pequefios frozos de 1 cm? aproximadamente, los
cuales se colocaron por pares sobre el medio de cultivo, procurando que fa mayor
drea posible estuviera en contacto con el medio, teniéndose asi 20 repeticiones por
medio utilizado,

Para la siembra de los dpices, se hizo un corte a 45° en la base del tallo, y se
sembraron uno por frasco, teniéndose 10 frascos por medio utilizado.

Se evaluaron varias caracteristicas, dependiendo del explante. En los segmentos de
hoja, se evalud, el porcentaje de oxidacidn y el de callo producido, asi como la
formacidén de alglin drgano. En los dpices, se evalué el incremento en altura, ei
nimero de brotes producidos y el porcentaje de oxidacion,
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3.2.5. ENSAYO CON SEGMENTOS DE HOJA

3.2.5.1 Determinacién de los componentes inorgdnicos, antioxidante y

reguladores def crecimiento.

Durante esta etapa se realizaron 3 ensayos.

Ensayo 1.

Se utilizaron los componentes inorgdnicos tanto del medio Heller, como del medio
M&S, los cuales fueron suplementados con diferentes reguladores del crecimiento,
a distintas concentraciones y con distintos compuestos como antioxidantes, como lo
son el carbén activado, el piregalol y el agua alealina, segin se muestra en la tabla 1
El agua alcalina se utilizé para disolver las sales y aforar el medio en lugar del agua

desionizada estéril.

Tobla 1. Medios de cultivo utilizados para la determinacién de los componentes inorgdnicos, antioxidonte y
reguladores el crecimients en el culfivo de seqmentos de hoja

Medio

Heller
(HI)

Heller
HO)

Heller

_(HP)

Heller
(HM)

Heller
(HA)

M&S
(M)

Reguladores
Del
crecimiento

BAP
(mg.L™)

30

30

30

10

3.0

10

ANA
(mgL™)

15

15

15

0.23

15

ATA
(mgL™)

05

Antioxidante

CA.
| (ma.l™)

05

Pirogalol
(mgL")

12.6

126

H.0

Alcalina

Ensayo 2

En base a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se probaron cinco medios
distintos suplementados con dos auxinas y diferentes concentraciones de BAP

(Tabla 2).
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Tobla 2. Distintos medios utilizados para la determinacién de los componentes inorgdnicos, antioxidante
reguladores el crecimiento en el cultive de segmentos de hoja.

Medio Heller M&s M&S M&s M&S
(HP) (M1} {MA) (MX) (MY)
BAP
10 10 2. 20
mat™ | *° °
Requladores 2—ip1 .- 0.23 —me- Rt 40
Bl [{mal?)
mienta | ANA 15 10
crecimiento (mng) R .
AIA
gl | T 02
Antioxidante | 09810t o5 5 252 | 252 | 252 | 252
(mg.L™)
Microdyn
Oftros (miLY) 50 5.0 50 50 50
Ensayo3.

Para este dnico ensayo, se utilizé el método de esterilizacién 3, en el cudl la
concentracién de Microdyn era la mitad que en los otros ensayos: y se utilizaron los
mismos medios de cultivo que en el ensayo anterior es decir:
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Tabls 3. Distintos medio utilizades para fe determinacion de los componentes inorgdnices, antioxidante y
requladores el crecimiento en el culiive de segmentos de hoja, utilizando el método de esterilizacidn

No.3.
Medio Heller M&S M&s Ma&s MAaS
(HI) (M) | (MA) | (MX) | (MY)
BAP
3 103 1.0 2.0 2.0
(mal™)
2-ip
Reguladores .1 ne 023 -~ -—-- 40
{mg.L ™)
Del ANA
imi . - —em 1 -
Crecimiento (mgL) 15 0
ATA
05
(mg.L)
Antioxidante | 70991 1 955 | 252 | 252 | 252 | 252
(mg.L™)
Microdyn
Otros (ml.L") 25 25 25 25 25

3.2.5.2.5eleccién de la combinacién y concentracién de citocininas y auxinas -

Para este ensayo se utilizaron los dos mejores medios de la etapa anterior asi como
otras variando las concentraciones de las auxinas: 0.5, 1.0y 1.5 mgL™y conservando
las mismas concentraciones de BAP, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Distintos medios utilizados para la seleccién de la combinacién y concentracién de citocininas y

auxings,
Medio MES | M&S | M&S | M&S | M&S | M&S
(MXD) | (MX2) | (MX3) | (MAD) | (MA2) | (MA3
BAP.I 2.0 20 2.0 1.0 10 10
R (mgL”)
equladores ANA
del 4 05 10 15 — e ---
. (mg.L™")
crecimiento ATA
——-- ——-- ———- 05 1, 1
(mgL™) ° >
Antioxidante |FO9%! 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
ma.l ")
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3.2.5.3. Determinacién del tipo de envase para evitar la oxidacion
Para esta etapa se utilizaron los mismos medios de cultivo y concentraciones de
auxinas y citocininas que en la etapa anferior, pero se probaron 3 diferentes
envases, para ver si existia alguna relacidn del envase con la oxidacién de los

tejidos.

Tabla 5. Medios utilizados en el envase No. 1 (cajas petri de pldstico con una capacidad de 20 ml} para

evitar la oxidacién.
Medio M&S M&S | M&S | M&S M&S | M&s
(MX1) | (MX2) | (MX3) | (MAD) | (MA2) | (MA3)
(H?A:_)-l) 20 2.0 20 10 10 10
Reguladores A%q
del Wl 0B 1.0 15 | —em | e | -
. {mg.L™)
crecimiento ATA
1 - - ~—-- 05 10 15
(ma.L”)
Antioxidante| LT3N a5 | o5 | 25 | 25 | 25 | 25
(mg.t ™}
Otros |E™Se | , | v | v | v | v
No.l

Tabla 6. Medios utilizados en el envase No. 2 {cajas petri de vidrie con una capacidad de 38 ml) pora

evitar la oxidacion.

Medio M&s | M&S | M&S | M&s | M&s | m&s
(MXT) | (MX2) | (MX3) | (MADL | (MA2) | (MA3)
BAP.I 20 20 20 10 1.0 10
{mg.l™)
Reguladores ANA
Del w1l 05 10 15
Crecimi (mg.L™)
recimiento ALA
5 1.0 1,
(mgL") ° °
Antioxidante | 70890 | o5 | 25 | 25 | 26 | 25 | 25
(mgl™)
Otros Envase v v v v v v
No. 2 _
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Tabla 7. Medios utilizados en el envase No. 4 (frascos de
vidrio con una capacided de 180 mi) para evitor o

oxidacidn,
. M&S | Mé&S
Medio Mx2) | man
(mBAf_ y| 20 | 10
Reguladores A
ANA
del (mg.L) 1.0 -
crecimiento -
ATA | 05
L (mg.L™) )
. Pirogalol
t . 2.
Antioxidante (mg.L™) 25 5
Envase
Otros No 4 v v

3.2.6. ENSAYOS CON APICES
3.2.6.1. Determinacién de los componentes inorgdnicos.
Dentro de esta etapa se utilizé el método de esterilizacidn 2 de hojas, para

obtener material libre de patégenos y sembrarlo en 5 medios distintos, con
distintas concentraciones de BAP y 2-ip (Tabla 8).

Tabla 8. Distintos medios utilizados en dpices para lo determinacién de los
componentes inorgdnicos.

Heller | Heller M&S M&S M&sS

3 Medio HD) | (HID) | M&ST |(M&SID)|(M&SIID)
Reguladores BAP., 30 50 143 10.3 8.3
(mg.Ll™)
Del 5.0 — —
P - 13 23 33

Crecimiento (mgL")

I Pirogalol |  ~--- ----
Antioxidante (mg.L‘l) ——- - -
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3.2.6.2. Determinacién de fa concentracién y combinacién de citocininas.
Dentro de esta etapa se realizaron varios ensayos:

Ensayo 1:

Se utilizé la concentracién mds baja de BAP del medio M&S probada en ensayos
anteriores pero la relacién BAP/2-ip cambio, es decir a una concentracién alia de
BAP, una concentracién alta 2-ip, a diferencia de lo que se habia utilizado que era a
una concentracién alta de BAP una concentracidn baja de 2-ip, manteniéndose una
relacidn 3.6:1 de las dos citocininas.

Tabls 9. Distintos medios utilizades en dpices para la determinacién de lo
concentracidn y combinacién de cifocininas.

Medio M&S Ma&s Mé&s
(MA&SIII) | (M&SIV) | (Mé&sSV)
Reguladores BAP.1 8.3 6.3 43
(mg.L”)
Del 2-ip
Crecimient
recimiento (mal™ 23 17 12
Antioxidante |09\ o5 5 252 252
(mg.L”) )

Ensayo 2 Para este ensayo se ufilizaron las mismas concentraciones de BAP, pero se
redujo la concentracién de 2-ip a un 10% durante el primer mes, para saber el papel
que juega el 2-ip:

Tabla 10, Distintos medios utilizados en dpices para la determmacién de la concentracién
y combipacidn de citocininas.

Medio M&S M&S M&S
(M&SITILI0) | (MASIVLIO) | (M&SVL.10)
BAP
Reguladores 1 8.3 6.3 4.3
Del (m;{'il‘l
Crecimiento | f‘l 0.23 017 0.12
Antioxidante 'z;‘;gti‘_',‘;' 252 25.2 25.2 |
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Ensayc 3

Para comprobar que la relacién y la presencia de 2-ip en el medio con la BAP, es
determinante para la diferenciacién de brotes adventicios, se decidié eliminar el 2-
ip para este ensayo, utilizando las mismas concentraciones de BAP que en el ensayo

anterior.

Tabla 11. Distintes medios utilizados en dpices para Ja determinacién de la
concentracitn y combinacidn de cifocininas.

Medio M&S MA&s Mé&S
(MESIV.) | (M&SV) | (M&SVL)
Reguladores (n?Alf") 6.3 43 2.3
del g-
Crecimienfo 2-ip -—-- - -
(mgL™)
Antioxidante F;'r";‘;gf_[%' 252 252 252

3.2.6.3 Adicién de una auxina al mejor medio

Al mejor medio se le adiciond 15 mgL™ de una auxina, ANA, para determinar si
ésta interactuaba con otros reguladores de crecimiento y favorecia el nimero de
brotes adventicios formados (Tabla 12).

Tabla 12. Adicién de una auxina af mejor medio de dpices.

. M&S M&S
Medio (M&SY) | (M&SVA)
(:A:_,) 43 43
Reguladores ég_ i
del P 12 12
. (mg.l™)
crecimiento
ANA 5
(ma.l™) '
- Pirogalol
Antioxidant N 26.2 252
I ] (mat™
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3.2.6.4 Adicién de dcido ascérbico a los dos mejores medios y la utilizacion de
las sales inorgénicas del medio WPM.

Ensayo 1:

En base a los ensayos anteriores se decidié utilizar los dos mejores medios par la
formacién de brotes y adicionarlos con deido ascérbico para evitar la oxidacidn,

Taba 13. Medio utilizados por determinar el pape! del dcido ascérbico en fa_oxidacién.

Medio M&S M&S Ma&s M&s
(M&SV) | (M&SVAA) | (M&SIV) | (MESIVAA)
Reguladores J"?QAEI) 43 43 6.3 6.3
del -
. 2-ip
crecimiento . 12 1.2 17 1.7
(mgL™)
AA,
T ———- 1000 - 1000
Antioxidante P(ir:g;;lzl
2
(gl 5.2 25.2 25.2 252

Ensayo 2.
Para este ensayo se decidié utilizar las sales del medio WPM, con 4.3 mgL" de BAP
y 1.2 mgL™ de 2-ip:

Tabla 14. Medios utthzades para determinar el papel de las
sales inorgdnicas del medio WPM en ki oxidacién

Medio M&sv WPM
Reguladores BAF; 43 43
Dei  (mab)
Crecimiento (ng-.lﬁl) 1.2 12
Antioxidante P(:;gf_lf;l 2.2 25.2
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Establecimiento del cultivo aséptico tanto para hoja como para dpices.

Ensayo 1

El método empleado en el ensayo uno para la esterilizacién de los brotes y hojas
resulté efectivo al encontrarse un 2.8 % de contaminacién, al final de los 55 dias,
durante los cuales se evaluaron. Sin embargo, los explantes resultaron muy
afectados, observdndose decoloracién y muerte en algunas zonas del tejido, ademds
de que se presenté un alto porcentaje de oxidacién, lo cudl se puede atribuir o no, al
Tween 20 que es un detergente que af romper la tensidn superficial permite la
penetracidn de los desinfectantes (como lo son el Microdyn y el cloro), al interior de
del tejido, lo cual lo puede dafiar, y manifestarse como oxidacién del tejido
(Hurtado y Merino, 1994 y Brock 1979).

Ensayo 2

Debido a los resultades obtenidos en el ensayo uno, se decidié realizar un segundo
ensayo, en el cual se omitié la utilizacidn del Tween 20. Se encontrd que los cambios
efectuados afectaron un poco los resuitados esperados, ya que se encontrd un 4.2
% de contaminacidn, pero un menor dafio en el tejido.

Ensayo 3

Con este ensayo lo que se intenté fue mejorar el método de esterilizacidn,
reduciendo la concentracién de Microdyn a la mitad (2.5 ml.L-1). Se encontré que los
cambios, no afectaron la efectividad del método, ya que de iqual forma se encontrd
un 4.2 % de contaminacién en las repeticiones.

Los tres ensayos realizados para la esterilizacién del material vegetal, es decir,
tanto hojas como dpices, no presentaron una diferencia significativa, al realizarse la
Prueba de ANOVA a fos resultados, lo cual, permite elegir el tercer ensoyo, ya que
es el que reduce los costos en la técnica y obtenemos los mismos resultados en
cuanto a contaminacién de explantes que en el ensayo dos, mientras que el ensayo
uno se descarta, debido al problema de la oxidacién que presentaron los explantes,
debido quizds, al Tween 20.

En la siguiente figura (No.2) se puede observar, el porcentaje promedio de
contaminacién de los explantes a través del periodo de evaluacion.
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Figura 2. Porcentaje de contaminacién por hongos y/o bacterias presentada durante los 55
dias de observaciones en los tres diferentes ensayos, donde: MI= Método de
Esterilizacién t (1.6 ml*' de Tween 20 + 5.0 mlL? de microdyn), ME2= Métado de
esterilizacién 2 (5.0 mlLL™ de microdyn), ME3 = Ensayo 3 (2.5 ml.L? de microdyn).

4.2. Ensayos con segmentos de Hoja

4.2.1.Determinacién de los componentes inorgdnicos, antioxidante y reguladores
del crecimiento.

Ensayo 1

Dentro de este ensayo se evaluaron seis diferentes medios de cultivo, los cuales
variaron por contener distintas sustancias como antioxidante, de los cuales cinco
contenfan las sales inorgdnicas del medio Heller y sélo uno estuvo compuesto con las
sales del medio M&S. Se encontré que el mejor antioxidante fue el pirogalol, ya que
tanto el medio Heller que contenia pirogalol (HP) y el medio M&S que contenia
también pirogalol (CM), fueron los dos medios en los cuales los explantes
presentaron una menor oxidacidén a través del tiempo. A estos dos medios los
siguieron en cuanto efectividad el medio Heller que no tenfa ninguna sustancia como
antioxidante (HI), el medio que contenia carbén activado (HC) y al finai los dos
medios Heller que contenian H20 alcalina (ver figura 3)
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En cuanto a los componentes inorgdnicos y reguladores del crecimiento, el medio
M&S (CM) que estaba suplementado con BAP (1.0 mg. L") y ATA (0.5 mgL™), resultd
ser el mejor, ya que fue el dnico medio en el cual se produjo una cantidad
significativa de callo (19%) (figura 4), siguiéndole el medio HM con un 4% de cafio, ef
cual contenia 103 mglL™ de BAP y 0.23 mglL™ de ANA, esto indica que para la
formacién de callo de la caoba a partir de hoja, se requieren de concentraciones
bajas de las hormonas, ya que en los otros medios de cultivo (HI, HC, HP y HA), al
tener dltas concentraciones de las hormonas (BAP 3.0 mgL™y ANA 15 mglL™), se
vié inhibida la formacién de callo, presentando como mdximo un 2%.

Comparando los dos medios que dieron mejores resultados (CM y HM) como se
puede observar en la figura No.4, existe una gran diferencia en cuanto al
porcentaje de callo presentado (19% para el M&S y 4% para el Heller), con lo cual
se puede pensar que otro factor que afectd la produccidn de callo a parte de la
concentracién de las hormonas fueron las sales inorgdnicas del medio.

Para la micropropagacién de especies forestales se han recomendado varios medios
como lo son el medio M&S y el Heller, entre otros, Estudios realizados para Alnus,
han llevado a la conclusién de que el medio Heller, para el cultivo de brotes, es el
que ha dado los mejores resultados por su baja concentracion de sales (Evers, et
al. 1988), sin embargo este medio nho dio los mismos resultados para la caoba, que
aun cuando es una especie forestal, ésta, pertenece ofra familic de las
angiospermas, y puede ser por esto que requiere de una concentracién de sales
mayor que las gimnospermas.
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Figura 3. Porcentaje de oxidacién, presentado en los 6 diferentes medios, evoluades
durante el periodo de estudio, donde: HI = Testigo (sin antioxidunte) BAP 3.0 mg. L y
ANA 1.5 mg. L, HC= Corbén activado + BAP 3.0 mg. LTy ANA 15 mg. L™, HP = Pirogalol +
BAP 3.0 mg. L™ y ANA 1.5 mg. L', HM = H,O alcalina + BAP 1.03 mg. L y ANA 0.23 mg. L™,
HA = H0 alcalina + BAP 30 mg. L™ y ANA 1.5 mg. L' y CM = Pirogalol + BAP 1.0 mg. L y
ATA OS5 mg. L7,
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Figura 4. Porcentaje de callo producido por los explantes o los 53 dias de haber sido
sembrados, donde: HI = Testigo (sin antioxidante) BAP 3.0 mgl?y ANA 15 mgl?, HC=
Carbén activado + BAP 3.0 mg L y ANA L5 mgL, HP = Pyrogalol + BAP 3.0 mgL™ y ANA
15 mgL™, HM = H;0 alcalina + BAP 1.03 mgl™y ANA 0.23 mgl?, HA = H;0 alcaling + BAP
30 mgL™y ANA 15 mgL™" y CM = Pirogalol + BAP 10 mgi™ y ATA 0.5 mgL™.

Ensayo 2

Debido a que el mejor medio en el ensayo anterior fue el M&S con BAP y AIA a una
concentracidn de 1.0 mg.L™'y 0.5 mgL™"! respectivamente (CM), se decidié montar un
segundo ensayo probando el medic M&S con dos distintas auxinas (AIA y ANA)
combinadas con un citocinina (BAP), utilizando dos citacininas juntas (BAP y 2-ip) y
evaluando nuevamente el medio Heller como comparacién.

En la siquiente figura (No.5) se observa que los explantes sembrados en los medios
M4S; es decir, los medios MA, MX, MY y MI, presentaron una menor oxidacién que
los sembrados en el medio Heller, esto puede deberse tal vez a los componentes
inorgdnicos del medio, los cuales no favorecieron el desarrollo del callo y. esto
provocs que el tejido se oxidara, ya que todos los medio fueron adicionados con la

misma concentracién de pirogalol (25.2 mg.L™).
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Figura 5. Porcentaje de oxidacién presentado a través del tiempo en fos 5 distintos medios
evaluados, donde: MA = BAP 1.0 mg. L y ALA 0.5 mgL™, MX = BAP 20mg. Ly ANA 10
mg. LY, MYz BAP 20 mg. Lty 2-ip 4.0 mg. L, MI = BAP 103 mg. Ly 2-ip 0.23 mg. L' HP
2 BAP 30 mg. Ly ANA 15 mg. L.

Al evaluar la formacidn de callo en los diferentes medios en la figura No.6, se
puede observar que el medio que resulté mejor fue el medio MX, el cual tfenic 2.0
mg. L de BAP y 1.0 mg. L™ de ANA, seguido por el medio MA, que tiene a la mitad
la concentracién de la citocinina y ademds fue sumplementado con una auxina mds
débil, la ATA a una tercera parte.
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Figura 6. Porcentaje de callo producido, en los 5 distintos medios a través de hempo
donde: MA = BAP 1O mgL™y ATA 0.5 mgL™, MX= BAP20mgl"y ANA 10 mgl™, MY =
BAP 20 mgLly 2-ip 4.0 mg L, MI = BAP 103 mg Ly 2-ip 0.23 mg.L" HP = BAP 30 mg L™
y ANA 15 mgit

Ensayo 3:
Para este ensayo se utilizaron los mismo medios que en el ensayo anterior pero se
utilizé otro medio de esterilizacién, el No.3. Se compararon los 10 medios de

cultivo,
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Figura 7. Comparacién entre los porcentajes de oxidacidn presentado en 5 medios
distintos, con explantes provenientes de 2 distintos métodos de esterdizacion, donde 2 =
Explantes sometidos ol método de esterifizacién 2 (5.0 mg. L* de Microdyn) y 3 =
explontes sometidos al métedo de esterilizacién 3 (2.5 mg. L de Microdyn).

Se encontré que en los 5 medios, la oxidacién disminuyé al reducir la concentracion
de Microdyn en el proceso de esterilizacién a la mitad, es decir a 2.5 mlLt, como se
puede observar en la grdfica anterior (Fig.7). Esto puede ser debido a que el
Microdyn estd compuesto por sales de plata, las cuales funcionan como un germicida
y al estar en contacte con las células del explante. en concentraciones altas,
puede afectarlas, ya que son muy irritantes y cadsticos (Pérez ef.af, 1990 y BrocK
1979.). Estas concentraciones altas aumentan el dafio que sufre el explante, que
posteriormente se manifiesta como oxidacidn del tejide.

Por otro lado algo interesante que se encontré al comparar los dos medios de
esterilizacién (Fig. 8) fue que, la produccién de callo se vio reducida en los dos
mejores medios (MX y MA) por la disminucisn de Microdyr en el método de
esterilizacién, ya que éste es un antagonista del efileno y provocd una menor divisién
celular y por lo tanta un porcentaje menor de callo producido (Edwin y Sherrington,

1984).

Estos resultados, llevan a buscar otra forma de evitar la oxidacién sin tener que
disminuir, la concentracién de microdyn, ya que esto afecta en la obtencidén del
callo, el cual se requiere para inducir una morfogénesis.

42



Figura 8. Porcentaje de coflo que se obtuve ol final de la evaluacién en los explantes
sometida a los 2 distintos medios de esferilizacién y distinto medio de cultivo, donde 2 =
Explantes sometides al método de esterilizacién 2 (5.0 mgl? de micredyn) y 3 =
explantes sometidos al métedo de esterilizacién 3 (2.5 mgL™ de microdyn).

42,2, 5Seleccion de la combinacion y concentracian de citocininas y auxinas

Como los mejores resultados en cuanto a callo se presentaron en el medio
adicionado con 2.0 mgl™ de BAP y 1.0 mgL’ de ANA (MX) y en el medio
adicionado con 1.0 mg.L™ de BAP y 0.5 mgl™' de AIA (MA) se decidié tomar estos
como testigos y modificarles la concentracién de la auxina, teniéndose 6 medios

distintos en fotal.

En la figura 9 se puede abservar el porcentaje de oxidacién presentado en los 6
diferentes medios utilizando las cajas petri de pldstico, como envase,

En la figura 10 se puede observar el porcentaje de cafio presentado en cada uno de
los seis diferentes medios de cultivo.

Los resultados de este ensayo se discutirdn en conjunto con los resultados
obtenidos en el ensayo 4.2.3.
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Figura 9. Porcentaje de oxidacién presentado durante el periodo de evaluacién en los &
diferentes medios probados, donde MAL = BAP 10 mgi™+ ATAGS mgL?, MA2 = BAP 1.0
mgl!+ ATA 10 mgl*, MA3 = BAP 10 mgL'+ AIA LS mo.t?, MX1 = BAP 20 mglt «
ANA 05 mgl, MX2 = BAP 20 mgL? + ANA 10 mgL", MX3 = BAP 2.0 mgl* + ANA 1.5
mgl™t.
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Figura 10. Porcentaje de callo presentade durante el tiempo en los ¢ distintos medios
evaluados, donde MAL = BAP £O mgl'+ AIA 0.5 mal?, MAZ = BAP 1.0 mgi™+ ATA LO
mgl?, MA3 = BAP 1.0 mgL? + ATA 15 mgL™, MXi= BAP 20 mgL™ + ANA 0.5 mgl™, MX2
=BAP 20 mglt+ ANA1Omgl?, MX3=BAP 2.0 mgLt+ ANA L5 mgL™,

4.2.3.Determinocion del tipo de envase para evitar {a oxidacion

Ensayo 1:

Para este ensayo se realizaron los mismos medios que en el ensayo anferior,
pero en cajas petri de vidrio que son mds grandes ( envase No.2) y en frascos
de 180 mif (envase No.4, lamado frasco Gerber), para fratar de evaluar la
relacién que podria, existir entre el porcentaje de oxidacién y el espacio libre
entre el envase y el medio. Se compararon los resultados del ensayo anterior
con los de este ensayo.
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Figura 11. Porcentaje de oxidacién presentado durante el tiempo de evaluacin en los tres
diferentes medios, en distintes envases, donde (1)= Envase Neo. 1 {20ml), (2)= Envase No. 2
(38 ml) y (4) = Envase No.4 (180 ml).
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Figura 12. Porcentaje de callo presentado durante el tiempo de evaluacién en los tres
diferentes medios, en distintos envases, donde (1)= Envase No. 1 (20ml), (2)= Envase
No. 2 (38 ml} y (4) = Envase No.4 (180 ml).

Tobla 15. Parcentaje de callo presentado al final del periodo de
evaluacién en los 6 diferentes medios en distintos envases.

[ Medio /Envase No.l No.2 No.4
MAL 8.13 8.0 8.6
MAZ 120 44 -
MA3 6.9 6.4 --
MX1 220 13.0 -
MX2 15.0 19.0 110
MX3 15.0 17.0 -
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Figura 13. Comparacién del porcentaje de oxidacidn a los 67 dias de haber side
sembrados, explantes en dos distintos envases, donde {l}= Envase No, 1 (20ml}, (2)=
Envase No. 2 (38 ml) y (4) = Envase No.4 (180 ml).

En la grdfica 12 y en la tabla 15 se puede observar que el medio donde se obtuvo
mayor porcentaje de callo fue en el medio MX1.1, siguiendole el medio MX2.2, el
MX3.2, MX2.1, MX3.1, MX1.2, todos suplementados con ANA y BAP: finalmente se
encontrd que los medios MA presentaron un porcentaje de callo muy bajo. Con estos
resultados se puede deducir que para la induccidn de callo a partir de segmentos de
hoja son necesarias concentraciones que van de 0.5 a 1.5 mgl™ de ANA y dltas
concentraciones de BAP (2.0 mgL™), ya que no se present§ una gran diferencia
entre los tres medios MX.

Al comparar los medios MA y MX en los primeros, no se obtuvieron fos mismos
resultados, ya que en estos medios se utilizé una hormona mds débil y la
concentracién de BAP a la mitad que en los medio MX, por lo cual no hubo esa
induccién para la proliferacién celular.

Se encontrd que al utilizar los frascos de vidrio de 180 ml (Gerber, envase No, 4),
se obtuvo la mejor respuesta de los explantes a la oxidacién y en segundo lugar las
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cajas petri de pldstico (envase Nol). A pesar de que los medios MAZ2, MA3, MX1 y
MX3, no se evalué el envase No.4, la proporcién de la oxidacién, se conserva, siendo
menor para el envase No.l y mayor para el envase No. 2. No se encontré una relacién
entre el volumen del envase libre y el porcentaje de oxidacién ya que el frasco
gerber tenia un volumen de 160 ml libres del medio, seguido de las cajas petri de
pldstico con 10 ml y finalmente las cajas petri de vidrio con 23 mi libres.

Cabe mencionar que durante la evaluacién se encontré con dos tipos distintos de
callo producidos en el explante, uno de color verde y blanco muy delgado, el cual se
presenté en los envases del nimero 4 del medio MX, y otro tipo de callo que al
principio era también verde y blanco, pero posteriormente tenia un color crema
amarillento el cual al pasar los dias se tornaba negruzco, por lo cual se manejaba
como parte del explante oxidado; este tipo de callo fue el que se presenté en los
medic MX y MA, principalmente en el envase No.l. Este ftipo de callo,
gproximadamente a los 100 dias de haber sido sembrados los explantes, formd
estructuras radiculares.

Con esto se ve que el tipo de envase si influyd en el tipo de callo que se formé,
resultando el mejor envase las cajitas de petri de pldstico de 20 ml, seguidas de las
cajas petri de vidrio y finalmente los frascos de 180 ml {Gerber), en los cuales el
callo no pasaba al segundo tipo de callo, es decir ol crema amarillento. Esto tal vez
fue debido al espacio libre entre el medio de cultivo y el envase 6 a la cantidad de
medio por envase ya que esto podria medificar las concentraciones de los diversos
gases que se encueniran en el envase o de los compuestos fendlicos que se
encuentran en el medio, dando como resultado la rizogénesis. Margara, J. 1988,
menciona que la rizogénesis se ve aumentada por diferentes factores como una
buena oxigenacién e iluminacidn o una concentracion de compuestos fendlicos,
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2. Ensayos con dpices

2.1 Determinacién de los componentes inorgdnicos

Para este ensayo se utilizaron dos medios bdsicos: el medio M&S utilizado en la
mayoria de las investigaciones en cultivos de tejidos y el medio Heller, utilizado
para algunas especies forestales. Estos dos medios fueron suplementados con dos
concentraciones distintas de una citocining: ef medio Heller con 3 y 5 mgl™ de
BAP (MI y HII respectivamente), y el medio M&S con 14.3,103y 8.3 mg.L! de BAP
y 13, 23 'y 3:3 mgl! de 2-p, respectivamente (WSI, MSIT y MSIII). Los
resultados obtenidos se presentan en las siguientes grdficas (14 y 15)
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Figura 14. Nimero promedic de brotes obtenidos por explante, durante los
primeros 92 dias, en los 5 diferentes medios, donde HI = medio Heller + 3.0 mg L!
de BAP, HII= medio Heller + 5.0 mgL” de BAP, MSI= M&S + 14.3 mgL™ de BAP +
1.3 mgL* de 2-ip, MSTI= M&S + 10.3 mgL™ de BAP + 23 mgl™ de 2-ip,y MSIII=
M&S + 8.3 mgL ™ de BAP + 3.3 mgL " de 2-ip.
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Tabla 6. Ndmero promedio de brotes obtenidos y porcentaje de
oxidacién presentado en cada uno de los cinco diferentes medios,
aproximadamente a los 60 dias.

[ Var/medio | HI | HII | M&SI | M&SII | M&STIT

No. Brotes 16 i 21 3 54
% Oxidacidon | 655 | 75 879 91 52.5
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Figura 15. Porcentaje de oxidacién presentado en los explante a partir de los 67 dias,
de haber side sembrados en los cinco diferentes medios, donde HI = medio Heller + 3.0
mgL ! de BAP, HIT= medio Heller + 5.0 mg.L” de BAP, MSI= M&S + 14.3 mgl™ de BAP
+ 1.3 mgL de 2-ip, MSII= M&S + 103 mgl" de BAP + 2.3 mgL ™ de 2-ip,y MSIII=
MA&S + 8.3 mgL' de BAP + 33 mgl'de 2-ip.

En la figura 14 y en tabla 16 se puede observar que los medios donde hubo una
mejor respuesta en cuanto a la formacién de brotes totales fueron fos medios
suplementados con las sales inorgdnicas del medio M&S (5.4,3Y 2.1).

El medio donde hubo una mayor formacién de brotes (5.4) por explante a los 61
dias fue en el medio M&S adicionado con 8.3 mgL™ de BAPy 3.3 mgL" de 2-ip
{MSIIT), siguiéndolo el medio de cultivo M&SII con una mayor concentracién de
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BAP (10.3 mg.L™) pero una menor concentracién de 2-ip (2.3),existiendo entre estos
dos medios una diferencia de 2.4 brotes por explante, lo que permite observar que
la mejor respuesta se da a una baja concentracién de 8AP.

Esta respuesta puede ser debida a que existe una concentracién dptima para cada
una de las hormonas, en la cual las célules responden, y aungue se aumente la
concentracién de la hormona, las células no pueden responder.

En la figura 15 se observa que el medio M&S que proporciond la mejor respuesta en
cuanto a nimero de brotes (WSIIL), también fos da la mejor respuesta en cuanto a
oxidacién, es decir es el medio que presenta un porcentaje de oxidacién menor,
siguiendolo los medios de cultivo HI, HIT, M&STI y finalmente el que presenta una
mayor oxidacidn es el medio MSI.

Comparando el medio Heller con el medio” M&S, el primero presenta varias
desventajas tales como, que contiene como Unica fuente de nitrégeno, el nitrato de
sodio y no presenta iones amonio que juegan un papel muy imporfante en la
activacién de la enzima nitrato reductasa y para la formacién de la pared celular.,
Este medio a! carecer de sales de amonio, produce una disminucién en la en la
actividad de las enzimas nitrato y nitrito reductasa, ocasionando una acumulacidn de
nitritos en el medio, los cuales son tdxicos para las plantas (Uribe, 1998).

Otra desventgja es que no contiene molibdeno, el cual estd presente en varias
enzimas, ocasionando una disminucidén en estas enzimas tales como la nitrito
reductasa, ocasionando también una acumulacién de nitritos en ef medio, alcanzando
estos niveles téxicos.

Este medio también contiene una alta concentracidn de cloruros, que a pesar de ser
esenciales para las plantas en pequefias proporciones, ya que participan en el
proceso fotosintético, se ha demostrado que cuando excede su concentracion, es
un compuesto téxico para muchas plantas, afectando en especial a muchas especies
forestales{ Uribe, 1998),

2.2 Determinacién de la concenfracién y combinacion de citocininas

Ensayo 1:
Como se observé que se obtienen mejores respuestas en cuanto a nimere de brotes
y porcentaje de oxidacidn, utilizande concentraciones menores de BAP, se realizd el
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siguiente experimento, donde se disminuyé la concentracién de BAP y de 2-ip,

obteniéndose los siguientes resultados.

Tabla 17. Nimere de brotes
porcentale de  oxidacidn

medios oproximadamente a los 61 dias.

promedio

presentade en

obtenido vy
los diferentes

Var/medio MAESIIT | M&SIV | MA&sV
No. De Brotes 2.44 30 4.83
% de Oxidacidn 63.2 58.8 148
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Figura 16. Numero de brotes promedio obtenidos por explante hosta el dia 53, en los tres
diferentes medios, donde MSITI= M&S +8.3 mgL* de BAPy 2.3 mgl' de 2-ip, MSIV =
MAS «63 mgl™' de BAPy 1.7 mgL”' de 2-ip, y MSV = M&S + 43 mgl' de BAPy 1.2
mg Lt de 2-ip.
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Figuro 17. Porcentaje de oxidaocién presentade a partir de la siembra de los explantes
hasta el din 84, donde MSIII= M&S +8.3 mgl” de BAPy 23 mgl?! de2-ip, MSIV = MA&S
+6.3mal? de BAPy L7 mgl® de 2-ip,y MSV = M&S + 43 mgl? de BAPy L.Z mgLl' de
2-ip.

En la figura 16 se puede observar que el medio que presenta una mayor formacidn
de brotes es el medio en el cual, la concentracién de BAP es la menor (4.3 mgL™),
siguiendo el medio adicionado con 6.3 y por Ultimo el medio adicionado con 8.3,
confirmando que a una baja concentracidn de BAP, se obtiene una mejor respuesta
en la formacidn de brotes. Otro punto imporfante es que si comparamos la figura 16
y la 14, donde también utilizemos el medio MSIII adicionado con 8.3 mg.L'1 de BAP,
pero una concentracion de 3.3 mglL™ de 2-ip se encuentra que al disminuir la
concentracién de 2-ip (a 2.3 mg.L™"), el promedio de brotes por explante obtenidos,
también baja, teniéndose una diferencia de casi 3 brotes por explante.

Con este punto se puede decir que la relacién BAP/2-ip, afecta la respuesta
morfolégica de los explantes, debiéndose esto, tal vez a que estas dos citocininas,
al tener una estructura molecular distinta, trabajan por separado y provocan las
dos al mismo tiempo una induccién de brotes adventicios, por lo cual, si bajamos la
concentracidn del 2-ip, se disminuye el nimeroe de brotes producidos.
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En cuanto a la oxidacién podemos ver que el medio que presents la mejor respuesta
en cuanto a niimero de brotes (MSV) también presenta la mejor respuesta en cuanto
a la oxidacidn (como se aprecia en la figura 17) hasta el dia 65, a partir del cual da
una salto de 30 % de oxidacién a 85 %. El segundo lugar en cuanto a la oxidacién es
el medio MSIV que es el intermedio en cuanto a la concentracién de BAP (6.3 mg.L”
". Por Gitimo el que presenté un mayor porcentaje de oxidacién fue el medio
suplementado con 8.3 mg.L™ de BAP.

En lo figura 17 también se puede observar que conforme se disminuye la
concentracidn de BAP, también disminuye el porcentaje de oxidacién, esto debido
tal vez, a que el explante no puede utilizar concentraciones altas de citocininas,
quedando éstas en el medio de cultivo, lo que puede provocar la oxidacién del
explante (Edwin y Sherrington, 1984).

Ensayo 2:

Para evaluar la relacién BAP/2-ip, se realizaron los 2 siguientes ensayos. Para
empezar se redujo la concentracién de 2-ip a un 10% de lo que se habfa utilizado en
el ensayo anterior, obteniéndose los siguientes resultados.

En la figura y tabla 18 se observa que el medic donde hubo un mayor ndmero de
brotes fue en el medio de cultivo MESIV.10, seguido por el M&SV.10 y por Lltimo el
medio MSITL 10,

En la figura 19 se observa que e medio que presentd la mejor respuesta en cuanto a
nimero de brotes, también presenté una menor oxidacién (medio M&SIV.10)
seguido del medio M&SV.10. Estos resultados se discutirdn en conjunto con los del
ensayo nimero tres.

Tabla 18.  Nimero de brotes  promedic obfenido y
porcentaje de  oxidacion presentade en  los diferentes
medios, a los 61 dias.

Var/medio M&STIIT. 10 | M&SIV. 10 | M&SV.10
No. de Brotes 14 31 25

% de oxidacidn 410 17 400
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Figura 18. Nimero de brotes abtenidos a través del tiempo de estudio en 3 diferentes
medio, donde MSIIT. =MA&S + 8.3 mg.L” de BAP y 0.23 mg.L™! de 2-ip. , MSIV. = M&S +
3mgL? de BAPy .17 mgL" de 2-ip, y MSV= M&5 + 4.3 mg.L™" de BAP y 0.12 mgL!
de2-ip.
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Figura 19. Porcentaje de oxidacién presentado durante el periode de estudio en los tres
diferentes medios utilizados.
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Ensayo 3:

En este ensayo se decidié eliminar por completo una de las citocininas, el 2-ip, para

determinar el papel que juega en el medio.
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Figura 20. Ndmero de brotes obfenidos en los tres diferentes medios, los cuales carecen
totaimente de 2-ip, donde: MSIV= 6.3 mgl™' de BAP, MSV= 4.3 mgLt de BAP, MSVI= 2.3
mgL* de BAP.

Tabla 19. Nimero promedio de brotes
diferenciados y porcentaje de oxidacién presentado en
cada uno de los tres medie utilizados durante este
ensayo, a los 61 aproximadamente.

Var./ medio | M&SIV. | M&SY. | M&SVIE.
No. Brotes 20 2.3 16
| % Oxidacidn | 53.0 270 3256
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En la figura anterior (No.20) se puede observar que la mejor respuesta en cuanto a
nimero de brotes se obtiene al aplicar 4.3 mgL™" de BAP, posteriormente con 6.3 y
finalmente con 2.3. Esto nos indica que existe una concentracion déptima de la
citocinina BAP en la cual se obtiene mejores resultados y si esta concentracién es
excedida (utilizando 6.3 mgL™) o no alcanzada (con 2.3 mgl™), fa respuesta

disminuye.
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Figura 21. Porcentaje de oxidacién presentado en los tres diferentes medios, que carecen
totalmente de 2-ip.

En la figura 21 se puede observar que de igual forma que en los ensayos anteriores,
el medio que presenta una mejor respuesta en cuanto al ndmero de brotes es el que
presenta una menor oxidacién, seguido por el medic que contenia la menor
concentracién de BAP y finalmente el que contenia la concentracién mixima de BAP

(6.3 mgL™).

Para poder determinar la concentracién y combinacién dptima de las dos citocininas
para la formacién de brotes adventicios y porcentaje de oxidacién, se compararon
los resultados obtenidos en los tres diferentes ensayos que conformaron la
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presente etapa, pudiéndose comparar asi cuatro concentraciones distintas de BAP
con diferentes concentraciones de 2-ip,

# BROTES

&0
pfas

Figura 22, Nimero de brotes obtenidos aproximadamente en el dia 60 de los explantes
sometidos a los tres ensayos que conformaron la etapa 2. Determinacién de la
concentracién y combinacién de citocininas, donde; MSTII = 8.3 mg.L” de BAP y 2.3 mg.LI!
de 2-ip, MSITILIO = 8.3 mgL" de BAP y 0.23 mgl™ de 2-ip, MSIV = 6.3 mgL™" de BAP y
1.7 mgL? de 2-ip. MSIVL10= 6.3 mgL" de BAP y 0.17 mg.L™ de 2-ip, MSIV. 6.3 mgl? de
BAP,MSV = 43 mgL" de BAPy 1.2 mgL" de 2-ip, MSVLI0= 4.3 mgl de BAP y 0.12 mgL-
Yde 2-ip, MSV.z 4.3 mgL " de BAP, MSVI.= 2.3 mg.L™ de BAP,

Comparando los resultados de los tres ensayos, se puede observar, que la mejor
respuesta en cuanto el nimero de brotes adventicios formados, es en el medio MSV
con43 mgL™! de BAPy 1.2 mg.L™! de 2-ip, y conforme se disminuye la concentracién
de 2-ip en el medio (MASVLI0 y M&SV.) se disminuye el nimero de brotes
formados.

El segundo mejor medio fue el MSIVL.10 con 6.3 mg.L! de BAP y 0.17 mg.L™! de 2-ip.
Se puede observar que sf a este medio se le aumenta la concentracién de 2-ip de
0.17 mgL" a 1.7 mgL™' (M&SIV) o se elimina por completo (M&SIV.), el nimero de
brotes disminuye.
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Estos resultados indican que existe una concentracién dptima de las citocininas, que
viene dada, tanto por la concentracién de BAP como de 2-ip, y que al disminuirse o
aumentar esta concentracidh, ya sea por el aumento o fa disminucién de alguna de las

dos citocininas, se ve afectado el nimero de brotes adventicios formados.

3

PR TV

2

% OXIDACION

ofAas DE QULTIVO

Figura 23, Porcentaje de oxidacidn presentade en los diferentes medios,
aproximedamente a los 65 dias de haber sido sembrados, donde, MSIIT = 8.3 mg L' de
BAPy 2.3 mgL* de 2-ip, MSTIILIO = 8.3 mgL™ de BAP y 0.23 mg.L™ de 2-ip, MSIV =
63mgl’ de BAP)’] 7 mgL* de 2-ip, MSIV1.10= 6.3 mg.L™ de BAPyO 17 mgL” de 2-1p,
MSIV= 6.3 mgl™t de BAP, MSV = 43 mglL™de BAPy 1.2 mgL™t de 2.ip, MSVL10z 4.3
mg L de BAPy 0.12 mgL" de 2-ip, MSV.= 4.3 mgL™ de BAP, MSVI.= 2.3 mglL™' de BAP.

En cuanto al porcentaje de oxidacién (Fig.23) se puede ver que éste tiene

una

relacién con la concentracion de las citocininas, y que al ir disminuyendo esta

concentracién también disminuye el porcentaje de oxidacion,
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2.3 Adicién de una auxina al mejor medio

En el presente ensayo se utilizé 43 mgl™ de BAP, (ya que esta fue la
concentracion éptima que se encontré para esta citocinina), como testigo y se utilizé
otro medio, empleando la misma concentracién de BAP pero utilizando una auxina,
la ANA a una concentracién de 1.5 mglL™, con el fin de evaluar si esto podria
mejorar la produccién de brotes adventicios o la induccién al enraizamiento.

- k- MSV
i —-a-—- MSVA
25
20
w
East A 4 A
g i s
: A
1.0 -
05 -
0.0 L )3 T 1 i 1 i ] L 1 . 1 1 ] r 1
0 10 20 0 40 50 &0 70 80 90

piasDE CATIVO

Figura 24. Nimero de Brotes obtenides en los dos diferentes medios, donde MSV = MAS +
43mgl de BAPy MSV A= MA&S + 43 mg.L! de BAP + 1.5 mgl™! de ANA.

En la figura 24 se puede ver que la adicién de la auxina (ANA) a una concentracién
de 15 mgL” o medio no promovié la formacién de brotes adventicios ni al
enraizamiento, al contrario, la formacién de estos brotes fue nula en este medio, ya
que lo dnico que se presenté fue la formacién de callo. Esto puede ser debido a que
el ANA, al ser una auxina lo que provocé fue divisién celular y alargamiento que se
reflejé en la formacién del callo, lo cual no habia ocurrido en ninguno de los otros
medio utilizados (Hurtado, 1994).
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En cuanto al enraizamiento que se esperaba que ocurriera, no se logré. Robledo P.A.
(1987) logré enrdizar tan solo un 3% de sus brotes de pino con el AIB a
concentraciones de 3.0 mgL™, por lo cual podemos pensar que la concentracidn
suministrada al medio (1.5 mgL™ de ANA) fue muy alta ademds de que esta hormona
es mds fuerte que [a utilizada por Robledo,
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Figura 25 Porcentaje de oxidacién presentade a través del periodo de evaluacién en los
explantes sembrados en los dos diferentes medios, donde M5V = M&S + 4.3 mgL™ de BAP y
MSV= M&S + 4.3 mgL? de BAP + 15 mgL™” de ANA.

Al evaluar el pardmetro de oxidacién como se observa en la figura 25, este fue
mayor en el medio con ANA, que en el control, que no contenia.

2.4 Adicién de dcido ascérbico a los dos mejores medios y la utilizacion del
medio WPM, para la disminucién de la oxidacidn en los explantes.

Dentro de esta etapa se redlizaron 2 ensayos.
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Ensayol:Para este ensayo se utilizaron 4 diferentes medios: a dos de ellos se les
agregaron 4.3 y a otros dos 6.3 mgL! de BAP, con la diferencia de la adicidn de
dcido asedrbico a dos de los medios.
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Figura 26 Nimero de brotes obtenidos en los 4 diferentes medios de cultive, donde
MSIV= MAS + 6.3 mg.l” de BAP+ 1.7 mg.L™ de 2-ip, MSIVAA = M&S + 6.3 mgL? de BAP+
1.7 mgl! de 2-ip + 100.0 mgL! de Acido ascérbico, MSV = M&S + 4.3 mg L™ de BAP+ 1.2
moL " de 2-ip, MSVAA: = M&S + 6.3 mg.L”’ de BAP+ 1.7 mgL? de 2-ip + 1000 mgL™ de
Acido ascérbico,

Como se puede observar en la figura 26, la formacién de brotes se vio favorecido af
adicionar a los dos mejores medios dcido ascérbico.

Uribe, L.I. (1998) menciona que al utilizar 300 mg.L" de dcido ascdrbico, obtuvo los
mejores resultados en cuanto a crecimiento y porcentaje de oxidacidn de brotes
adventicios de ceiba. En este ensayo con 100 mgl™ de dcido ascdrbico se
obtuvieron buenos resuftados aumenfando de 15 a 2.0 brotes obtenidos en los
primeros 64 dias utilizando el medic M&SIV y de 0.9 a 2.3 brotes, utilizando el
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medio M&SVY, debido a que este compuesto, que es ampliamente yfilizado en el
cultivo de tejidos, como antioxidante, suprime la formacién de callo e incluso se
sabe que induce la formacidn de brotes adventicios, Aunque no se conoce su
mecanismo de accién se cree que al descomponerse en ascorbato, ofrece cierta
proteccién al tejido de sustancias enddgenas como fitohormonas y fenoles (Uribe,

1998)

En cuanto a la oxidacién a los 64 dias, ésta se redujo, al adicionar dcido ascorbico, al
medio, debido a que este compuesto es un antioxidante.

% OXIDACION
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Figura 27 Porcentaje de oxidacién presentado en los 4 diferentes medios, donde MSTV=
MES + 6.3 mg.Lt de BAP+ L7 mg.L! de 2-ip, MSIVAA = M&S + 6.3 mgL ! de BAP+ 1.7 mgL™!
de 2-ip + 100.0 mgL™ de Acido ascérbico, MSV = M&S + 4.3 mg.L™ de BAP+ 1.2 mgL™! de 2-
ip, MSVAA: = M&S + 6.3 mgL"! de BAP+ 1.7 mg.L™! de 2-ip + 100.0 mg.L"! de Acido ascérbico.

Ensayo 2:

Para este ensayo solo se utilizé la mejor concentracién encontrada para la
produccién de brotes adventicios, 4.3 mgL™? de BAP + 1.2 mglL™ de 2-ip con dos
diferentes sales, las del medio M&S y las del medio WPM.
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Figura 28. Nimero de brotes obtenidos en los dos diferentes medios, donde: MSV= M4&S +
4.3 mgl" de BAP + 1.2 mg.t ™ de 2-ip, y, WP= medio WP + 4.3 mg.L"! de BAP + 1.2 mg L™ de 2-
ip.

En la figura anferior (No. 28) se puede observar que se obtuvieron mejores
resultados en cuanto al nimero de brotes adventicios formados utilizando el medio
M&S, debido tal vez a que existen grandes diferencias entre las sales inorgdnicas
de estos dos medio como que el medio WPM no tiene KNO; mientras que fe medio
M&S tiene 19000 mgL”, la concentracidn de NH4NQ; en el medio M&S es de
1650.0 mgL" y en el medio WPM es de 400 mg.l”, ademds de que el CaCl; en el
medio M&S es de 440.0 mgL™ y en el medio WPM es de 96.0 mg.L™ y el medio M&S
carece de Ca(NO3). mientras que el medio WPM tiene 556 mg.L™.

En conclusién el nitrégeno esta mas limitado en el medio WPM, el cual estimula
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la organogénesis, asi como la embriogénesis somdtica (Hurtado, 1994), ademds de
que se ve limitado el crecimiento de los brotes.
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Figura 29 Porcentaje de oxidacién presentado en los dos diferentes medios de cultive
durante el periodo de estudio, donde: MSV= M4S « 4.3 mgL™ de BAP + L2 mgLde 2-ip, v,
WP= medio WP + 4.3 mgL ™ de BAP + 1.2 mg.L™ de Z-ip.

Se puede observar en la figura 29 que 1a oxidacién no disminuyd utilizando el medio
WPM, ni aumento el nimero de brotes, asf que se decididé sequir trabajando con el

medio M&S.

Como podemos observar a lo largo de los ensayos con dpices, por lo general, cuando
se disminuyo la concentracién de BAP, se obtuvieron los mejores resultados en
cuanto a la induccién de la formacidn de brotes adventicios que fue el objetivo del
presente trabajo, pero existe el problema, de que el nimero mdximo que se obtenia
en cada ensayo aplicando una menor concentracién de la citocinina, nunca se volvié a
alcanzar el mdximo que fue de 5. 33 brotes por explante que se obtuvieron en el
primer ensayo donde se utilizaba 8.3 mg I! de BAP y 2.3 mg I'' de 2-ip, lo que nos
lleva a pensar que existe una gran variabilidad de respuesta por explante, y si a
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esta variabilidad le sumamos, que las plantas donadoras de los explantes provenian
de 3 distintas localidades, aunque se trataba de que tuvieran la misma edad al ser
procesadas, cred que esto fue uno de los factores que afectaron en gran medida, las
respuesta que se obtuvo en cada uno de los ensayos. Leakey y Newton (1994)
mencionan este mismo problema, con Khaya que es un género que también pertenece
a la familia de las meliaceas. Como sabemos fodos los organismos somos dnicos y
respondemos de una forma muy variada a situaciones aparentemente semejantes,

Ensayos realizados con especies forestales han demostrado que el tamafio de la
senilla, la localidad donde fue colectada, las condiciones de almacenamiento, los
tratamientos pregerminativos, la fecha de siembra, la fertilizacién sin mencionar la
carga génica que posee cada organismo, afectan grandemente en el desarrollo de las
pldntulas, que nos origina una gran variabilidad en la respuesta del explante.
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CONCLUSIONES

Se determinaron las condiciones adecuadas para el establecimiento del cultivo in
vitro que permitié la diferenciacién y multiplicacidn de brotes adventicios de caoba,
Primero, se logré el establecimiento del cultivo aséptico in vifro de ambos
explantes utilizando dos agentes desinfectantes: el hipoclorito de sodio (Cloralex)
al 10% y de 2.5 a 5.0 mlL™" de Microdyn, durante 10 minutos.

La utilizacién de un detergente como el Tween 20 ¢ aftas conceniraciones de
Microdyn, ocasioné dafios en ambos explantes, provocando la muerte del tejido.

Como mejor medio de cultivo en cuanto a sales inorgdnicas para el cultivo tanto de
hojas como de dpices results ser el medio M&S.

En cuanto a reguladores del crecimiento para la obtencién de callo a partir de
segmentos de hoja se encontré que {a utilizacion del ANA a concentraciones de 0.5
al5 mglly de 2.0 mgL™ de BAP, promovié la formacién del callo e indujo a la
rizogénesis utilizando envases pequefios (cajas petri de 20 ml). La utilizacién de
altas concentraciones de Microdyn durante la esterilizacion del explante promovié
una mayor formacién de callo.

La adicién de una auxina (ANA) al mejor medio del cultivo para dpices, provocé la
formacidn de callo en la base de estos y no se formd ningin brote, ni raiz.

Para la formacién de brotes adventicios, a partir de dpices, se requirieron
concentraciones de 4.3 mgl™ de BAP y de 12 mgL’ de 2-ip, consiguiendo en
promedio 4.9 brotes por explante.

La utilizacidn de pirogalol + dcido ascérbico, dio como resultado una menor

oxidacién de dpices, ademds de que el nimero de brotes adventicios formados
Id o e Y ) P .

aumento en mas de un 100% con la utilizacién del dcido ascdrbico.

De los dos tipos de explante utilizados (segmentos de haja y dpices), el que resulté
ser el ideal para la obtencién de brotes adventicios fueron los dpices.
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ANEXO

Medio MS * (Murashige & Skoog, 1962)

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 100
(g) Mal?! mM mM.I !
Solucién I
NHNO; 80.040 1650 206 2060
KNO; 101,108 1900 18.8 1860 |
Solucidn II
MaS04s7H.0 246480 3700 1.5 150
MnS04*H:0 169.010 16.9 1x10°% 1
ZnSO~7TH,0  287.540 8.6 3x107 3
CuSO4*5H,0  249.680  25x107 1x10°* 1
Solucién ITT
CaCl2*2H,0 147020 44000 3 300
KI 166.010 0.83 5x1073 Bx10!
CoCla 237930  2.5x10” 1x10™ 1x10°
Solucién IV
KHaPO4 136.090  170.00 1.25 125
HiBO; 61.860 6.20 1x10°° tx10!
Na:MoOs* H:0 241950  25x10° 1x10°2 1107 |
Solucién V
FeSO4*7 H.0  278.028 27.80 1x107! 10
EDTA®2 H,O0  372.028 37.30 ix10™ 10|
Fuente de carbono
Sacarosa 342310 300 B7.63
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Medio WPM* (Lloyd & McCownm, 1981)

COMPUESTO PM CONCENTRACION STOCK 100
(a) Mgl mM! mMIt
Solucién I
NHNO; 80.040 400 4.99 499
Ca (NO3)*4H420  190.08 556 2.92 292
Solucion IT
MgS504*7 H.0 246 .48 370 15 150
MnSO4* H,O 169.01 223 1.3x101 13.19
ZnS0* 7TH0 287.54 8.6 3x107! 30
CuSO4* 5H,0 249.68 2.5x10! 1x103 1x10!
Solucidn IIT
CaCl*2H0 147.08 96 0.652 65.2
Solucién IV
KHPO4 136.09 170 1.25 125
H3BO; 6186 6.2 7x107 7x107!
Na:MoOg*2H-0  241.95 2.5x10! 11073 1x10!
Solucion V
FeS0*7TH.0 278.02 27.80 1310 10
Na,EDTA*2H,0  372.02 37.30 1x10™ 10
Fuente de carbono
Sacarosa 34231 30.00 8763

73



Medio Heller* (1953)

COMPUESTO PM CONCENTRACTION STOCK 100
{9) Mg.l" mM.I mM.I!
Solucidn T
NaNO; B85 600 7.05 705
Solucién IT
MaS04 246480 250 1.014 101.42
MnSoq™ H20 169010  7.6x107? 45 X10™ 4.5x10°?
ZnS04* .0 287,540 1 3.47x10° 3.4x10"
CuSO#*5H:0  249.680 3x10 1.2x10™* 1.2x10%
Solfucién ITT
KCi 7456 750 10.06 1006
CaClz 237930  4.7x10% 197x107* 1.97x107?
MaCl; 95.22 2.1x10°7 2.2x10-* 2.2x107°
KL 166.010 1107 6.02x107° 6.02x1073
Solucién IV
H3iPO, 6186 1 1.6x107? 16
NaHPOs*H,0 137.99 125 0.905 9058 |
Solucidn V
FeCl2*6 H.0 243.85 1 4.1x107 41x10"
Fuente de carboro
Sacarosa 342.310 3000 87.63




Vitaminas R-2* {1962)

COMPUESTO PM |  CONCENTRACION STOCK 100
) Mgt?! mM.I ! mi.I
Mio-inositol 180.16 100 055 555
Tiamina 327.36 0.1 3.05x10™* 3.05x10.2
Acido nicotinico | 123.11 05 406x1072 0.406
Piridoxina*HCt | 205.64 0.5 2.43x1073 0.243

PREPARACION DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO

BAP |10 mg/100ml disolver en 2 gotas de HCI I N
2-ip |10 mg/100ml disolver en 2 gotas de HCI 1 N
ANA 110 ma/100ml disolver en 2 gotas de NaOH 1 N
AIA {10 mg/100ml disolver en 2 gotas de NaQH i N

* Medios citados en Edwin y Sherrington, 1984.
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