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Efecto de Sales, Compuestos Orginicos y Reguladores de Crecimiento en Rosa chinensis ig vitro.
RESUMEN.

La rosa es una planta que ocupa un lugar muy especial entre las
especies ornamentales, existen casi 300 especies y unas 30,000

variedades, es cultivada por la belleza de sus flores y 1la

fragancia de sus aceites esenciales, los cuales son usados en la
fabricacién de perfumes. En la industria mundial de la produccidn
de flor fresca de corte, tan sélo el mercado de Estados Unidos

compra 300 millones de rosas de hibridos de Té y 120 millones de

rosas floribundas con un valor comercial de 79 millones de délares

anuales.

Por la dificultad que presentan en su enraizamiento algunas rosas

se cultivan como patrones. La mayoria de las rosas con calidad

ornamental se propagan por injerto, pero este proceso es lento,

consume mano de obra y puede llevar a la transmisidén de

enfermedades. Debido a estos factores, muchas empresas buscan una
alternativa gque 1llegue a reducir 1la dependencia que hay de 1los

injertos.

Una de las especies de mayor importancia comercial en nuestro pais

es Rosa chinensis {Foto 1),

econdmicos si en su produccidn se aplican en forma intensiva y

que podria derivar beneficios

extensiva métodos modernos de propagacién por cultivo de tejidos
que permitiria una produccidén en corto tiempo, controlada, libre de

patdgenos, independiente de factores climaticos adversos y

facilitarfa la obtencién de nuevas variedades mejoradas.
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Introduccion y Resumen.

El sistema mas recurrido para ello es el cultivo de tejidos. A
través de este sistema se puede inducir la produccidn de callo y la
proliferacién de brotes y/o raices, ademds el cultivo de yemas
axilares o apicales puede de manera directa, llevar a la produccidn

de un gran ndmero de plantas en un tiempo relativamente corto al

promover su desarrollo in vitro.

Debido a lo cual, en el presente estudio se planted el siguiente
objetivo: variar las condiciones experimentales (medio nutritivo Ms
y fitorreguladores) para lograr la regeneracién de plantas

completas de Rosa chinensis a partir del cultivo in vitro de yemas.

Se encontré que en términos generales, los medios con mis bajas (8%
Y 24%) y las méds altas (120%) concentraciones de sales, provocaron
la muerte de la mayoria de los explantes, basicamente por dos
causas: a) alteracién de los niveles de los nutrientes minerales y

b) una fuerte necrosis provocada por oxidacién de compuestos

fendélicos.

En base a nuestros resultados, se recomienda para evitar estos

efectos nocives, una primera etapa con un medio bajo en sales MS de

$50%, posteriormente subcultivar los explantes a un medio con una

Ademds de la adicién de 400"

mayor concentracién de sales (100%).

mg/l de carbén activado.



Efccto de Sales, Compuestos Orgdnicos y Reguladores de Crecimiento en Rosa chinensis in vitro.

Existe un efecto estacicnal en la respuesta de los explantes

cultivadeos provocado por 1la cendicién fisioldgica de la planta

madre,

No se observaron diferencias de desarrollo & morfoldgicas

atribuibles a los compuestos orgdnicos (vitaminas, glicina

inositol), fueron mas determinantes las concentraciones de sales.

Los mejores tratamientos hormonales gue promovieron el desarrollo
de las yemas, fuercn BA 2 mg/l (medio a) © BA 3 mg/l (medios c y b)

en combinacién con AIA 0.3 mg/l. Por cada exXplante de yema se

obtuvo 4 brotes.

En los medios en gue ocurrid una severa oxidacién, la presencia de

BA en altas concentraciones se promovid aln mids la necrosis de los

tejidos, quiza por hacer mas sensible a las células ante la

oxidacién.

Las irregularidades en cuanto a la longitud alcanzada por las yemas

en desarrollo en un mismo tratamiento, pueden atribuirse a que los

explantes se disectaron a lo largo de los tallos de distintas

plantas y lo que <=e observa en nuestros resultados, es la

manifestacién de la influencia de la dominancia apical. En nuestro

trabajo ésta se logrd romper al aplicar una combinacién de BA 2

mg/l, 0.3 mg/l de AIA.



Introduccion y Resumen.

La concentracién 6éptima, en éstas condiciones, de AG, fue de 0.15
mg/l, con la cual se elongarcon mas los brotes, y desarrollaron el

mayor nimero de hojas con un aspecto normal.



Efecta de Sales, Cumpuestos Orgénicos y Reguladores de Crecimiento vn Rosa chinenais {n vitro.
INTRODUCCION

La familia Rosaceae esta integrada por 115 géneros y mas de 3,200
especies, repartidas por todo el planeta. Tiene una gran
importancia econdémica, muchas especies son plantas frutales de
cultivo: el manzéno, Pyrus malus; el peral, Pyrus communis; el
durazno, Prunus persica; el chabacano, Prunus armenica; el ciruelo,
Prunus domestica, el cerezo, Prunus avium; el membrillo, gxgégig
oblonga (Sanchez, 1978), el genéro Rgsa contiene cerca de 300
especies, cada una de las cuales produce flores simples tipicas de
cinco pétalos. En cuanto al nGmero de variedades se conocen mas de
30,000 (Ortiz, 1991) en su mayoria con gran importancia econdmica
industrial, tal es el caso de la industrializacién de las rosas R.
Qgrboqiana, R. centifolia, R. damascena gque poseen los mas
aromaticos aceites, gque se encuentran en las células epidérmicas de
los pétalos para }a fabricacidén de perfumes (Gupta y Shukla, 1371).
En la industria mundial de la produccién de flor fresca de corte,
tan solo el mercado de Estados Unidos compra 300 millones de rosas
de hibridos de Té y 120 millones de rosas floribundas con un valor
comercial de 79 millones de délares anuales (Hasek, 1988 citado por

Larson, 1988).

Después del éxito en la multiplicacién de orquideas mediante el
cultivo de meristemos reportado por Morel (1965, citado por Evans
et al., 1983) se ha incrementado recientemente el interés por

aplicar el cultivo de tejidos como una alternativa en la
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Introckuccién y Resumen,

propagacién asexual en plantas ornamentales econdmicamente
importantes, como es el caso de las rosas, debido a las siguientes

ventajas:

(1) Unicamente una pegquefia cantidad de tejido de 1la planta se
necesita como explante para la regeneracién de miles Yy
potencialmente hasta millones de plantas clonales en un solo afio,
en tantd® que esto no se logra por métodos tradicionales (Robert,

1985) .

(2) Muchas especies de plantas son altamente resistentes a los
métodos convencionales de reproducciédn asexual. La micropropagacipn
in vitro es una posible alternativa para estas especies.
.

Cominmente las rosas son propagadas por injertos, el cual es un
método muy lento. Debido a este factor muchas compafiias dedicadas
al cultivo de esta planta ornamental, buscan poder eliminar o
minimizar la utilizacidén de injertos. Uno de los proyectos mas
ambiciosos, al aplicar el cultivo de tejidos es la posibilidad de
elininar completamente el uso de patrones de rafces, gque se
realizan actualmente, para ayudar a las rosas a obtener un
crecimiento m&s vigoroso y resistir asi, a los atagues de insectos
Yy patdégenos, o mostrar tolerancia a condiciones particulares de pH,
textura, concentracién de sales y temperatura al pasarlas a suelo

(Ammirato et al., 1990).



Efecto de Sales, Compuestos Orgénicos y Reguisdores de Creciriento en Rosy chinensis in vitro.

(3) El cultivo de tejidos es un método que facilita el réapido
intercambio en el mercade internacional de plantas ornamentales,
debit:lo a la eliminacién del riesgo de introducir enfermedades,
mediante las propias plantas. Gracias a esta técnica, el periodo de

cuarentena es reducido o innecesario.

{(4) Las plantas desarrolladas a partir de meristemos o yemas
cultivadas in vitro son generalmente fenotipicamente homogéneas,
con lo cual indican una estabilidad genética, debido a que su
regeneracién se lleva a cabo a través de un brote incipiente, que
se ha diferenciado previamente in vive (Mc Cown y BAmos, 1979
citados por Evans et al., 1983). Asi el desarrollo de la planta
completa se basa Minicamente en la elongacién y diferenciacién de la
raiz. A diferencia de la organogénesis y embriogénesis in vitreo, en
las que se llevan a cabo modificaciones en el desarrollo del
explante, gue generalmente involucran la formacién de callo. En
estos casos la frecuenc}a de cambios genéticos se incrementa por
las anormalidades mitéticas, especialmente en forma de poliploidias

Yy aneuploidias (Bayliss, 1973, citados por Evans et al., 1983).



Introduccién y Resumen.

Historia de la Rosa.

Las primeras rosas aparecieron en Asia central haqe aproximadamente
60 millones de afos. El origen de 1la rosa miniatura o Resa
chinensis (Foto 1), se remonta a mis de 5,000 afios, es una rosa
pequefia procedente de China. Confucio en el afec 500 A.D. las
menciona al describir los jardines reales, las cita como flores
rosadas o blancas. Su cruza con las rosas hibridas de té originaron
gran cantidad de cambios en sus colores, asi como un aumentc en el

tamafio de las plantas (Dowden y Thomson, 1965).

En Estados Unidos los registros fésiles m4s antiguos de rosas datan
de 35 millones de afios (Ortiz, 1991). Esto indica gque la rosa
existid mucho antes gue el hombre, atn cuando no se tiene idea de

cudndo éste comenzd a interesarse por ella.

La especie silvestre de México conocida cominmente con los nombres
de "Escaramujo", "Rosa de Moctezuma', "Garambullo", "Agabanazo" la
cual florece en los meses de abril a mayo en: el Desierto de los
Leones (D.F.), Cahada de Contreras (D.F.), Santa Fe (D.F.),
Calacoaya (Estado de México), Carretera México-Querétaro (Sanchez,
1978), representa el ejemplo caracteristico de estructura floral
que poseian las rosas primitivas con una corola sencilla.

El A&Arbol genealégico de las rosas modernas es increiblemente
intrincado y sustinicios se pierden en la historia. Los bot&nicos

calculan cerca de 300 especies, cada una de las cuales produce
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Efecto de Sales, Compucstos Orgénicos y Reguladores de Crecimiento en Rosa chinensis in wirro.

flores simples tipicas de cinco pétalos, muchas de ellas carecen de
nombre comin. En cuanto al nimerc de variedades se conocen mis de

30, 000 (Ortiz, 1991).

Algunas especies silvestres pueden distinguirse con relativa
facilidad; el problema se presenta al tratar de identificar los
antepasados de la rosa de jardin. Adn Linneo contribuyé a esta
confusién, al adjudicar la categoria de especies a muchas rosas gue

ahora se sabe, son hibridos (Dowden y Thomson, 1965).

Estudios efectuados sobre la genética de las rosas han arrojado
alguna luz sobre este tema. Parece probable gue de los cientos de
especies botinicas conocidas, solo nueve son realmente importantes
en el desarrollo de las rosas actualmente cultivadas (Dowden y
Thomson, 1965). Como conductor de ese desarrclleo, el hombre ha
evaluado vy perpetuado ciertos caracteres definidos, el mnéas
importante es pdsiblemente, la transformacién sufrida por 1los
pétalos y la corola de la flor; del tipo original de cinco pétalos,
pasados por semidobles, ha llegadoe a desarrollar el tipo doble,
debido a 1la transformacién de 1los estambres a pétalos, esta
transformacién es manifiesta aun en 1la rosa actual por la
existencia de estambres petalcides (estambres modificados con una
porcién en forma de pétalo) que ilustran las sucesivas fases de
transformacién (Dowden y Thomson, 1965). Desde un principio, los
floricultores han contribuido artificialmente, por medio de

injertos, a aumentar el nitmerc de pétalos. Ademas Qel nlmero y

10




Introduccidn y Resumen.

forma de la flor, existen muchas otras caracteristicas consideradas
deseables como la fragancia, la frondosidad, el vigor del
crecimiento y el tiempo de floracién (Gupta y Shukla, 1971), que se
han trabajado y mejorado para llegar a la transformacién actual de
las especies silvestres, las cuales se han ido modificando en esa
direccién a través de los Gltimos treinta siglos.

Los injertos y cruzas empleados se derivan claramente de dos grupos
de antepasados: de las variedades cultivadas en Europa y Asia Menor
desde los tiempos clésicos, y de las especies chinas introducidas

en Europa a partir de 1790 (bowden y Thomson, 1965).

Entre las rosas gue se cultivaron en Europa antes de 1792
consideradas como rosas antiguas se encuentran: R. gallica, o rosa

roja o del boticario; R. damascena y R. damascena bhifera conocidas

también como rosas de damasco; R. alba, o rosa blanca o rosa York;

R. moschata, rosa mosqueta ; y R. centifolia, rosa de Castilla.

Todas ellas bellas y fuertes sin embargo sélo florecian una vez por
afio, excepto la rosa Damasce de Otofic (R. damascena bifera), 1la

cual en algunas ocasiones, florecia dos veces al afio.

las rosas medernas nacieron en Inglaterra y Francia en 1792, con la
llegada desde China de la Rosa chinensis o de Bengala. Esta planta
florecia constantemente desde mayc hasta octubre, al cruzarse con

las especies antiguas m&s robustas de R. damascena , R. damascena

11




Efecto de Sales, Compuestos Orgénicos y Reguladores de Crecimiento en Rosa chinensis in vitre.

bifera y R. oscheta, dieron origen a Borbones y Noisettes
(Avellanas), las primeras rosas europeas de floracién perenne. En
1825 llegaron a Europa otras dos especies procedence:s de China: las
fragantes rosas de Té "Rubor de Hulme" (R. odorata) y la Amarilla

de Parke" (R. odorata ochroleuca) asi en la primera mitad del siglo

X1X habia ya cuatro nuevos tipos de rosas de floracién repetitiva
en un afio -las de China, de Té, Noisettes y Borkones- gque podian
ser cruzadas con las antiguas R. galiljca, R. 3damascena y R.

moschata (Dowden y Thomson, 1965).

Un largoe proceso de cruzas produjo finalmente las vigorosas y
populares hibridas reflorecientes. Estas, a su vez, se cruzaron c¢on
las rosas del Té, y a finales del siglo X1X resultaron las hibridas
del Té, muy vigorosas siempre en floracidn y de formas exguisitas,
abundan hoy dia en los jardines rivalizando s6lo con las
Floribundas, recientemente cobtenidas de la cruza de las hibridas de

Té con la rosa mihiatura.

En base a la genética actual se ha aclarado que estas mejoras se
deben a la recombinacién de genes y por otra parte a la frecuencia
en que aparecen cambios somaticos basados en mutaciones
espontadneas, los cuales son caracteristicos a cada planta, las
frecuencias mas elevadas que se han observado se encuentran en R.
chinensis (Helost, 1966) por lo cual se ha considerado un excelente
material de trabajo para tratar de promover cambios genéticos y

lograr variedades mejoradas.

12




Introduccidn y Resumen,

El ndmero cromosémico de las rosas va desde 2n=14 a 2n=56 pero

varias especies son tetraploides.

Descripcién Botiinica

El género, Rosa presenta un eje floral hueco, en forma de c&ntaro.
Ccaliz de cinco pétalos foli&ceos (con aspecto de hoja), extendidos
o reflejos. Corola y estambres en el borde del tubo calicinal
(correspondiente al cédliz). Cinco pétalos; estambres numerosos;
ovarios (regidén ensanchada y basal del pistilo, gque encierra los
6vules) libres, numerosos, ocultos en la cavidad del caliz; estilos
(parte superior del pistilo) laterales, salientes. Los frutos son
aguenios (fruto seco que no abre al madurar), duros, encerrados en
el receptéculo tloral carnoso, de color rojo. Arbustos provistos de
aguijones, con las hojas compuestas, imparipinadas (hoja pinada,
que termina en un foliolo). Estipulas (expansiones laminares gue se
observan en la insercidén de algunas hojas) adheridas al peciolo

(parte de la hoja que la une al tallo) (Sa&nchez,b1978).

Importancia Econémica.

En varios aspectos el cultive de la rosa ha tenido implicaciones
econémicas en las distintas civilizaciones desdz épocas pasadas, un
ejemplo es la farmacopea antigua. Hipécrates incluyé a la rosa
entre las plantas medicinales, si bien muchas de sus propiedades
eran meras supersticicnes, algunos remedios tenian propiedades
terapéuticas reales. En el siglo X111, el pueblo de Provins, en
Francia, se convirtidé en el centro de cultivo de la medicinal rosa
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roja (R. gallica officinalis). La industria farmacopea de Provins

duré mas de 600 ahos, alcanzd su apogeo en el siglo XV11l. Las rosas

de Provins también se usaron mucho en Inglaterra y en la India. En
1860, se enviaron a América 36,000 kg de pétalos para su uso
farmacéutico. Casi siempre la medicina se administré como agua de
rosas. En la actualidad, todavia puede encontrarse aceite de rosas,
agua de rosas y pétalos de rosas en las farmacopeas de Inglaterra
y Estados Unidos, sin embargo su aplicacién se limita a la rama de

los cosméticos en estos paises.

Precisamente cuando las rosas estaban a punto de desaparecer de la
medicina, se encontré un uso cientifico para su fruto. Se descubrid
que contienen 400% m&s vitamina C gue las naranjas, lo cual explica
en parte sus antiguos poderes curativos. Durante la segunda guerra
mundial, al escasear las frutas citricas, en Inglaterra grupos de
nifos y mujeres se movilizaron para recoger los frutos de las rosas
y. agregar con ello un poco de vitamina C a su dieta (Dowden y

Thomson, 1965) .

Los jarabes y las conservas de rosas ~tanto de las flores como de
los frutos- aunque originalmente eran me&icinales, también se
servian como golosinas. En la cocina romana se usaban mucho las
rosas, pero su empleo casi desaparecié en la Edad Media, quiza
porgue los primeros cristianos rechazaron firmemente las rosas,
pues las asociaban con la lujuria romana. Pero una flor tan

intimamente ligada a la vida y emociones de los hombres, no podia

14



i
)
i
i
i
i
'

i
H
i
i
!

Introduccién y Resumen.

permanecer mucho tiempo olvidada, resurgid en el siglo XV11l, volvid
a ser muy popular y se mantuvo como el principal condimento durante
200 afios, hasta que fueron reemplazadas por la vainilla, En la
actualidad aln existen wmwiltiples recetas en 1las cuales como

ingrediente principal se encuentran las rosas.

Otra caracteristica de las rosas gue en la actualidad ya se ha
industrializado en gran escala es su fragancia. El perfume de las
rosas se debe al aceite esencial que se encuentra principalmente en
las células epidérmicas de 1los pétalos, este aceite puede ser
liberado de muy diversas maneras. El primer perfume de rosas fue el
humo de pétalos guemados. Luego durante la época de los egipcios,
griegos y romanos, los pétalos frescos se empapaban en aceite,
agua, o alcohol. cuando se descubrié el arte de destilar agua de
rosas -probablemente por los &rapes en el sigle X- este método
superd a todos los otros y se produjo en asombrosas cantidades. El
attar, o aceite perfumado de las rosas, siempre ha sido un producto
comercial. Esta sustancia es muy cotizada industrialmente en la
actualidad, a pesar de que el aceite esencial de los pétalos de
rosa aparece en pequefias cantidades en la superficie del agua de
rosa destilada, se estima cque 60,000 rosas producen sé6lo 30 g de
aceite el cual parece mantequilla trasparente, en general verde o

amarilla, pero algunas veces rosada o parda.

En la actualidad el valle de Bulgaria, alcanza en la produccién de

las reosas Damasco una calidad no igualada en ningin otro lugar del
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mundo. Esta zona es el centro principal de prodpccién de attar, sin
embargo la gran industria de perfumes del sur de Francia también
produce un fino aceite de rosa, ahora derivado de la Rose de Mai,
un hibrido de la R. galljca y la R. centifolia la cual es el

producto de muchos afios de observacién, seleccién y cuidados.

Las rosas mas cotizadas por su rragancia en la industria de la

perfumeria son; Rosa borb iapa, Rosa gentifolia, Rosa damascena
(Gupta y Shukla, 1971). Por lo gue la industria requiere aumentar

el contenido de aceites y la prolongacién del periodo de floracién.
Por ejemplo la R. damascena es muy aromdtica pero el contenido de
aceite es bajo, para mejorarlo se ha recurrido a la hibridacién o
a la induccidén de mutaciones somaticas, estos dos métodos pueden
ser usados alternativamente para obtener ventajas econémicas (Galil
et al., 1991; Sarma y Talukdar, 1991). Para conseguir esto se han
hecho numerosos trabajos en la induccidén de mutaciones somiticas
aplicande radiaciones ignizantes (Galil gt al., 1991; Dommergues,
1962; Broertjes, 1963; Helost, 1966; Nakajima, 19G65; Streitberg,

1966; Yamaguchi, 1969; Walther y Sauer, 1986).

Otra industria con gran importancia en la actualidad es 1la
produccidén de flor fresca de corte, Holanda tiene el primer lugar
por hectareas de produccioén mundial para rosas, con 829 mil
hectareas, Italia con 812 mil, Francia con 406 mil, Japén con 344
mil. Otras potencias son Israel con 140 mil y Colombia con 275 mil

hectireas; desde 1960 estos dos Gltimos paises han incrementado
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significativamente su produccién en la floricultura (Verhaegh, 1991

citado por Hoyos, 1991).

Andlisis de la produccién mundial de flores tanto en Holanda como
en EUA vaticinan que en corto plazo México podria ubicarse en los
primeros lugares en la produccidén de flores ornamentales (Verhaegh,
1991 citado por Hoyos, 1991) su adormecido potencial, en
floricultura debe terminar si se toma en cuenta que es un pais en
donde se puede cosechar todo el afio inclusive en invierno, gracias
a su situacién geografica septentrional y con luz suficiente para
producir flores de buena calidad (Fjeld et al., 1994). Ademas
México esti a menos distancia de los centros floricolas de EUA, el
cual es el mayor consumidor de flores de todo el planeta. Esto
permitiria 1la disminucién de costos en 1la produccién, y se
garantizaria un mayor éxito. A California podria enviar flores por
tierra gque permite un transporte mucho m&s barato. También México
tiene una red de comunicaciones aéreas con una frecuencia elevada
de vuelos a importantes regiones de consumo de EUA. Otro factor

importante son los bajos costos de la mano de obra.

S5i se toma en cuenta gue mds de 300 millones de rosas de hibridos
de Té y 120 millones de rosas floribundas se venden tan sélo en los
Estados Unidos anualmente con un valor comercial al mayoreo de 79
millones de délares (Hasek, 1988 citado por Larson, 1988) estos
datos enfatizan la importancia de que en México se desarrolle y se

apligue una tecnologia adecuada para la produccién de flores
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frescas de corte, para luego intentar incursionar en otras ramas de

la industria de 1la rosa.

México tiene como Pprincipal limitante, el gque 1los mercados
internacionales . de flores se desarrollan a.,gran velocidad vy
solamente los praductores de maxima eficiencia y calidad en sus
productos pueden competir, por lo cual podra participar si cultiva
flores de mejor calidad, para esto una tecnologia adecuada y bien
estructurada es indispensable para producir calidad exportable en

combinacién con un continuo aumento de productividad.

Un ejemplo claro del impacto econdmico de la floricultura es lo que
sucede en Colombia. Mas de 65 000 familias han encontrado una
fuente de empleo al depender de esta industria. En esta fuerza
laboral, cerca del 80% son mujeres gque proveen un salario
secundario a la familia. Por lo general, cada hectdrea colombiana

destinada a esta émpresa'ocupa de 12 a 15 personas (Tayama, 1991).

Las variedades comerciales de rosa son propagadas vegetativamente
para mantener la uniformidad del fenotipo. Una de las técnicas
modernas mas eficientes es el cultivo de tejidos del que paises
como el nuestro podrian obtgner beneficios econdémicos a mediano
plazo. Sin embargo, a pesar de gque han transcurrido ya cerca de dos
décadas de que se fundd la Asociacidén Mexicana de Cultivo de
Tejidos Vegetales y con ello ha realizado su labor de difusién de

estas técnicas, (Robert y Loyola, 1985) éstas han tardado en ser
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asimiladas y aplicadas por productores de plantas en nuestro pais.

Para proveer el material biolégico en la cantidad, la calidad y en
el tiempo requerido para ésta investigacién, un requisito previo es
el establecimiento de las técnicas de regeneracién de plantas de

interés a partir, por ejemplo, de yemas vegetativas.

En el 1ININ, una de 1las metas es 1llegar a generar plantas
ornamentales o de interés agricola mejoradas a través de mutaciones
inducidas por radiacién ionizante aplicadas a material vegetativo
clonado in vitro. Un tipo de estructura que facilitaria esta tarea
serian yemas vegdgetativas, las cuales tienen una zona nmeristematica
apical la cual posee la capacidad de regenerar todos leos tejidos de

una planta completa.

Por lo que si se cultivan in vitro yemas vegetativas irradiadas se
.
podran obtener plantas completas gue manifestaran los cambios

genéticos inducidos.

i9
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CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

HISTORIA

La historia del cultivo ae tejidos jin yitro comenzé6 a integrarse
con la teoria celular formulada por Schwann y Schleiden en 1838, en
la gue estd implicito el conceptoc de gque cada célula de un
organismo es totipotente y cada célula seria capaz de tener
autonomia y ejercer su capacidad regenerativa a tal grado de poder

formar una planta completa bajo condiciones apropiadaé externas.

Durante la Gltima parte del siglo XIX varios biélogos hicieron

observaciones sobre fragmentos de tejidos vegetales aislados.

Los primeros intentos por comprobar esta teoria, se realizaron en
1902 por Haberlandt, quien tratd de cultivar tejidos vegetales in
vitro en un medio nutritivo. Sin embargo no 1o logrd debido a que
utilizdé un medio muy simple y a que eligié células de mes6filo
altamente diferenciadas (Navarro y Vera, 1987; Pierik, 1987). No
obstante vislumbré que se tendrian grandes ventajas en el medio de
cultivo si se emplearan fluidos del saco embriocnario; y previé la
posibilidad de cultivar embriones artificiales a partir de células
vegetativas (Dodds y Roberts, 1982). Durante los siguientes 30 afios
no hubo avances significativos en el cultive de tejidos vegetales
debido a los problemas de elegir el material vegetal correcto y a
la falta de medios nutritivos satisfactorios. La atencién a estas

limitantes llevé al siguiente gran avance, con la demostracién del
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crecimiento potencialmente indefinido de 4pices de raices de
jitomate logrado por White en 1934, que significd el primer cultivo

de oSrganos.

LaRue en 1936 cultivé enbriones de varias gimnospermas. En 1937
Went y Thiman aislaron la auxina &cido indol acé&tico (AIA).

Los primeros estudios sobre cultivos de callo por tiempo indefinido
se publicaron casi simulténeamente en 1939 por tres distintos
investigadores Gautheret, Nobécourt en Francia y White en Estados
Unidos, sus estudios se realizaron con raiz de =zanahoria. La meta
en ese tiempo era demostrar el crecimiento ilimitado de un cultivo

de células no diferenciadas.

A partir de 1941 se extendid ampliamente la utilizacién del agua de
coco como medio de cultivo después de que Van Overbeek obtuvo

resultados positivos en el cultivo de embriones de Datura.

En 1948 Skoog y Tsui obtuvieron a partir de callo de tabaco, brotes
adventicios y raices y propusieron que la organogénesis podria ser

regulada guimicamente por cambios en el medio.

Cuatro afios después Morel y Martin obtuvieron las primeras plantas
libres de virus a partir del cultivo de meristemos de tallo. Otro
gran logro fue el cultivo de células en suspensién a partir de

callo, por Muir en 1953.
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En 1955, Skoog identificé la 6~furfurilaminopurina (kinetima). En
1957 Skoog y Miller descubrieron la regulacidén y formaciém de los
6érganos, raices y brotes, al combinar distintos balances de
citoquininas y auxinas. Este principio es la columna vertebral del

cultivo de tejidos vegetales.

En el afio de 1958 Steward et al. y Reinert, en forma independiente
lograron embriogénesis somdtica in vitro ({zanahoria} en
angiospermas. Sin embargo ya en 1948 La Rue habia descrito formas
semejantes a embriones en germinaciém a partir de gametofitos
femeninos de una gimnosperma, de la cicada Zamia pumila (Attree y

Fowke, 1993).

Ootro gran avance fue la degradacién enzimatica de la pared celular,

para obtener protoplastos en 1960 por éocking.

El desarrollo del medio nutritivo con sales inorginicas de
Murashige y Skoog en el afio de 1962, hasta la fecha se sigue
aplicando ampliamente, ha ayudado encormemente a aumentar el nimero

y la diversidad de investigaciones jin vitro.:

En 1966 Guha y Maheshwari lograron el primer cultivo de plantas
haploides a partir de anteras (gametofitos masculinas} en
angiospermas. Ya en 1948 La Rue habia obtenido plantulas haploides
a partir de megagametofitos (gametofitos femeninos) la cicada Zamia
pupila.
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Desde la década de los afios setenta la técnica de cultivo in vitro
se ha utilizado en forma confiable en diversos campos como el de la
genética, para seleccionar células y/o individuos mutantes jn vitro
con tratamiento fisico, quimico o sin &1 (variacién somaclonal),
han proliferado estudios de fisiologia, metabolismo, organogénesis,
embriogénesis, entre otros para resolver problemas cintificos y
tecnoldgicos, principalmente en las &reas horticola, agricola y

quimico~-farmacetGtica (Murashige, 1978).

A través del tiempo y de los trabajos integrados de miltiples
investigadores, se han logr_ado definir los factores de mayor
importancia que intervienen en el establecimiento de los tejidos in
ﬁ;:_g y el desarrollo normal de las plantulas regeneradas (Ammirato
et al., 1990; Conger, 1987; Vasil, 1984; Evans gt al., 1983), entre

ellos:

(1) Asepsia.

Esta condicién primaria es esencial, la pérdida de inéculos y
medios nutritivos causadas por agentes microbianos contaminantes,
puede evitarse al utilizar autoclaves, campanas de flujo laminar,
lamparas de luz ultravioleta, para esterilizar el A4rea y el

material de trabajo, asi comoc las soluciones empleadas.
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(2) Medio de Cultivo

La morfogénesis in vitreo de brotes, raices y embriones somdticos
mediante el cultivo de tejidos puede ser controlada por el balance
de la composicién del medio de cultivo, el cual consiste
basicamente en una mezcla de sales integrada por "macro" y "micro"
nutrientes, una fuente de carbohidratos, usualmente la sacarosa.
Compuestos orgdnicos como amino&cidos y vitaminas, asi como de
concentraciones precisas de reguladores de crecimiento, que son
especificas a nivel de especie, variedad y ain del estado

fisioldgico del individuo ensayado.

2.1 Sales Minerales.

2.1.1 Macronutrientes.

Son iones inorgdniceos 1llamados de este modo debido a las
concentraciones relativamente grandes requeridas, por las plantas,
Y que son mayores que las de micronutrientes.

Los macronutrientes son seis; N, P, K, ca, Mg, y 8. La seleccién
adecuada de las sales con macronutrientes se basa en la correcta
concentracién y balance entre los elementos individuales. Su accién
en la planta puede involucrar un mecanismo pasivo o activo, con
gasto de energia (George Yy Sherrington, 1984) . De las
modificaciones mads significativas que se han realizado, en 1la

composicién de las soluciones de macronutrientes, se encuentra la

introduccién del Nitrdgeno en la forma de N, , ademas del uso de
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concentraciones altas de NOy y del K* ., Estos cambios han

permitido la induccién de embriogénesis somatica en miltiples

especies (George y Sherrington, 1984).

Dentro de las principales férmulas de macronutrientes utilizadas,
se encuentra la publicada por Nitsch y Nitsch (1956 citados por

George y Sherrington, 1984), en la cual se usan por primera vez

altos niveles de NO, y K° .

Murashige y Skoog (1962), formularon sales (M8), para el cultivo de

tejidos del tabaco con altas concentraciones de NO;y y NH; , y es

desde su publicacién el medio mas utilizado en el mundo por su

éxito con muy diferentes especies y distintos propédsitos.

Gamborg y Wetter (1968), desarrollaron el medio BS para cultiveo de
células en suspensién de soja, posteriormente se ha aplicade a

otras investigaciones. Su caracterfistica principal es la baja

' concentracién de NH[ {no debe exceder a los 2 mM).
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En el medio de Lloyd y McCown (1930-1981 citados por George y
Sherrington, 1984), casi todos los componentes se encuentran en
concentraciones bajas, a diferencia de los sulfatos cuyo contenido
es muy elevado. Estas cantidades son seguidas en otros medios,
ideados para especies forestales, drboles comerciales y matorrales

ornamentales.

2.1.2 Micronutrientes.

Entre ellos Fe, Mn, 2n, B, Cu, Co y Mo son necesarios en
concentraciones pequeiias, menores gque las de los macronutrientes e
intervienen en la composicién de las proteinas celulares, ademis de
la gran importancia que poseen para el metabolismo y fisiologia
vegetal. Por lo menos cinco de estos elementos son esenciales para
la sintesis de clorofila y el funcionamiento de los cloroplastos

(Sundgvist et al., 1980).

2.2 Compuestos Orginicos.

El crecimiento y la morfogénesis en el cultivo de tejidos vegetales
se puede mejorar al agregar pequefas cantidades de algunos
compuestos, denominados con el término de compuestos orgé&nicos como
son las vitaminas y los amino-acidos.

2.2.1 Vvitaminas

Las vitaminas son sustancias necesarias en las células vegetales
para realizar reacciones especificas cataliticas esenciales en el
metabolismo. Las m&s frecuentes son: tiamina (Bl), &cido nicotinico

y piridoxina (By).
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Introduccién vy Resumen.

Las plantas intactas son capaces de sintetizarlas, sin embargo,

esto no sucede en cultivos de células vegetales. En los primeros
trabajos in vitro realizados, estos requerimientos se suministraron
agregando complejos organicos, de composicién quimica no definida,
como: jugos de fruta, agua de coco, extracteo de levadura, harina de

pescado y caseina hidrolizada (George y Sherrington, 1984).

El desarrollo de una combinacién de vitaminas de amplia aplicacién
comenzé con los descubrimientos casi simult&neos de Bonner
{1937-1938), Robbins y Bartley (1937) y White (1937), sobre los
beneficios de agregar tiamina a los medios. La adicién al medio,
del &cido nicotinico y la piridoxina mezclados con la tiamina; fue
por primera vez publicado por Bonner (1940), seguido por Gautheret
(1942) y White (31943), esta combinacién es ampliamente utilizada

(citados por George y Sherrington, 1984).

2.2.2 Myo=-inositol.

A pesar de no ser una vitamina y de tener actividad como
carbohidrato y de regulador de crecimiento, el compuesto es
convencionalmente clasificado como una vitamina vegetal. Debido a
su efecto estimulativo en el crecimiento de la planta y en su
morfogénesis, es usado como un suplemento nutritivo. Ademas se
encontrd que interacciona con la citoquinina para promover la

divisién celular (Letham, 1968).
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Efecto de Sales, Compuestos Orgénicos ¥y Reguladores de Crecimiento en Rosa chinemsis in vitro.

Se utilizdé por primera ocasién por Jacquiot (1951), a una
concentracién de 20-1000 mg/l. Wood y Braun (1961), después
Murashige y Skoog (1962) combinaron el Myo-inositel, a una
concentracién de 100 mg/l, con la tiamina, el &cido nicotinico y la
piridoxina. Esta mezcla se sigue utilizando en miltiples medios

(citados por George y Sherrington, 1984).

2.3 Carbohidratos.

Un nimero muy reducido de cé&lulas vegetales aisladas y cultivadas
in vitro son capaces de sintetizar sus propios carbohidratos a
partir de la fotosintesis (Larosa y col., 1981 citado por George y
Sherrington, 1984) de é&stos, unos cuantos cultivos autotréficos,
s6lo logran un crecimiento muy reducido (Fukami, 1967 citado por
George y Sherrington, 1984) por lo tanto, se hace indispensable en
los cultivos de células, tejidos u érganos incorporar una fuente
energética de carbono dentro del medio. La sacarosa es ampliamente

usada en el cultivo de tejidos, para este propdsito.

El primer trabajo sobre los efectos de los carbohidratos en el
desarrollo de los tejidos vegetales, fue publicado por Gautheret
(1945 citado por George y Sherrington, 1984) la sacarosa resulté
ser la fuente de carbono &éptima, debido a 1la invariablilidad y
calidad de los carbohidratos gque la constituyen (Minocha, 1974

citado por George y Sherrington, 1984) seguida por la glucosa,

. maltosa y al final el azdcar doméstica refinada, lo suficientemente

pura.
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Sin embargo existen excepciones, como es el caso del crecimiento de
los brotes a partir de las yemas apicales de la mora, las cuales no
son promovidas por la sacarosa, tnicamente por la maltosa, glucosa

y fructosa (Oka, 1982 citado por George y Sherrington, 1984).

El sorbitol, es un suplemento de carbono gue ayuda a desarrollar el
cultivo de callo de 1la manzana (Conger, 1987), asi como un
crecimiento mas vigoroso en varias especies de la familia de las
rosdceas (Coffin y col., 1976 citado por George y Sherrington,
1984), su baja o nula tasa de asimilacidn permite suponer que su

papel principal es como un agente osmético.

La disponibilidad de la sacarosa depende del rompimiento de 1los
constituyentes de la hexosa, tal hidr6lisis ocurre en el tejido
(Helgeson et al., 1972). El rompimiento es acentuado, en el medio
de cultivo, al ser sometido a la presién y temperatura de
esterilizacidén en la autoclave (Ball, 1953 citado por George y

Sherrington, 1984).

Los niveles de sacarosa normalmente usados como soporte de

crecimiento en 1los cultivos de tejidos, son con frecuencia
inhibidores de la sintesis de clorofila (Rier, 1964 citado por
George y Sherrington, 1984) pero el grado varia de acuerdo a la

especie cultivada.
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2.4 Sistema de soporte o estado fisico del medio nutritivo.

El agar es usado exclusivamente como un agente gelificante, que
proporciona un soporte s6lido o semi-sélido al explante, presenta

las siguientes ventajas (George y Sherrington, 1984):

- Se disuelve en agua a temperaturas superiores a B80°C, y al
enfriarse forma geles estables en todos los rangos de temperaturas

de incubacién de tejidos vegetales.

- Los geles no son digeribles por enzimas vegetales.

- El1 agar no reacciona con ningan componente del medio de cultivo.
La importancia del uso de agar puro es ampliamente reconocida,
aunque presenta como impurezas, varios iones de polisacaridos
sulfonados y largas cadenas de &cidos grasos (Ghashghaie et al.,
1991) que son inhibidores en el cultivo de algunas bacterias, su
efecto en el desarrollo de células vegectales jn vitro aGn no se
clarifica totalmente (Romberger, 1971 citado por George Yy

Sherrington, 1984).

El difco "Bacto" agar es un producto ampliamente usado, sin embargo
produce resultados intermedios en contraste con el mejor
crecimiento de meristemos de clavel obtenidos al aplicar el agar

Difco "Noble" que es m&s puro (Davies y Hopwood, 1980).
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2.5 Reguladores de Crecimiento.

Entre los compuestos sintetizados en el interior de los tejidos de
la planta (enddgencs), los reguladores del crecimiento y desarrollo
vegetal son generalmente actives a concentraciones muy bajas y se

les conoce como hormonas vegetales.

Los compuestos sintetizados quimicamente con similares actividades
fisiolégicas de estas sustancias de crecimiento, o de compuestos
con la capacidad de modificar el crecimiento vegetal, son
denoninados con el términoe de reguladores de crecimiento o
fitorreguladores para indicar gue en realidad son sustancias
inductoras, externas al tejido vegetal (exdgenos) (George vy

Sherrington, 1984; Ammirato gt al., 1990).

Los Reguladores de Crecimiento son:
2.5.1 Auxinas.

2.5.2 Citogquininas.

2.5.3 Giberelinas.

2.5.4 Etileno.

2.5.5 Acido Abscisico.

La morfogénesis de brotes y rafices in vitro parece ser universal y
controlado comtinmente por el balance de dos clases de hormonas, las
citoquininas y las auxinas, de acuerdo con el modelo propuesto por
Skoog y Miller en 1los afios 50/, se postula gque a mayor

concentraclién de citoguininas en relacién a las auxinas se favorece
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el desarrollo de brotes, y en concentraciones mayores de auxinas,
se forman raices. Los requerimientos hormonales en el medio
parecen depender principalmente de la relativa disponibilidad de
sus concentraciones endégenas en el tejido de cada especie (Hussey,

1978).

2.5.1 Auxinas.

Las auxinas son capaces de controlar varios procesos distintivos,
tales como el crecimiento y elongacién celular. La auxina natural,
el AIA (4cido 3-indolacético) es mds comin, pero menos activa.

La concentracién y tipo de auxina requerida depende segin George Yy

Sherrington (1984) principalmente de:

- El tipo de crecimiento y desarrollo deseados.

- El nivel natural de la auxina dentro del explante, en el

momento de ser disectado.

- La capacidad del tejido cultivado, para sintetizar en forma

enddgena la auxina.

- La interaccién, de alguna forma, entre la auxina sintética

aplicada y las sustancias endégenas de la planta.
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Auxinas Sintéticas.
1.- 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético)
2.~ 1IBA (&cido indol-3-butirico)

3.~ NAA (&cido 1-naftalén. acético)

Entre las auxinas mas utilizadas se encuentran: un analogo

sintético del 4cido indol 3-acético (AIA), el ac. indol 3~ butirico

{IBA) catalogado como el de mayor actividad y estabilidad. El &cido

1-naftalén acético, es también muy usado; un compuesto altamente

activo es el 2,4-diclorofenoxi- acético, 2,4~D, es el mas efectivo

para la formacién de callo, sin embargo posee el inconveniente de

llegar a inhibir la formacidn de brotes (Hussey, 1978), ademis de

inhibir la formacién de clorofila en callos y células en suspensién

(Ammirato et al., 1990), este Gltimo efecto es menor, al aplicar

AIA y NAA al medio de cultivo (Davey y col. 1971 citado por George

Yy Sherrington, 1984).

2.5.2 CITOQUININAS.

Son sustancias endégenas reguladoras de crecimiento vegetal e

intervienen en la morfogénesis en el cultivo de tejidos. Las hay

naturales y an&logas sintéticas.

Algunos de sus efectos en el tejido vegetal son en la divisién

celular. Su ausencia provoca un alargamiento en la metafase de la

mitésis, esto ha sugerido gque 1las citoquininas pueden ser

requeridas para regular la sintesis de proteinas (Cline,

1994)
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involucradas en la formacién y funcionamiento del uso mitdético

(Jouanneau, 1970, 1975 citado por Georde y Sherrington, 1984). Las

citoquininas son muy efectivas en promover la iniciacién de brotes,
concentraciones altas son aplicadas, para reducir la dominancia
apical, de esta forma el crecimiento de las yemas axilares se

incrementa (George y Sherrington, 1984). A concentraciones de 0.5

- 10 mg/l, también puede inhibir la formacién de raiz (Burger y Liu

1990; Harris, 1964 citado por George y Sherrington, 1984; Torres,

1989; Davies, 1980; Hasegawa, 1979, 1980).

La primner citoquinina descubierta fue la Kinetina aislada por el
profesor Skoog, con ella logré promover el crecimiento continuo de

callos de tabaco. A pesar de la presencia natural de las

citoguininas en tecdas las plantas, muchos tejidos y ©6rganos

aislados cultivados in vitro son incapaces de sintetizar suficiente

concentracién de ellas (Letham, 1968), por 1o cual es de suma

importancia el suministro de citogquininas exégenas. Sin embargo en

monocotileddéneas se ha logrado cultivar callos en ausencia de

auxinas y citoquininas (Kemp y Stoltz, 1979 citados por George y
Sherrington, 1984). También se ha encontrado que las citoquininas

tienden a promover la formacién de clorofila en callos y en células

en suspensién (Davey y col, 1971 citado por George y Sherrington,

1984).

Diferentes anélogos quimicos de citoguininas naturales son

preparados principalmente a partir de derivades de la 6- adenina.
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Las citoguininas mé&s empleadas son: Kkinotina, K, es Ya wmenod
activa; 6-benzilaminopurina, BA y la ésgama=-gama=-dimet i ianinopurina,
2ip.

2.5.3. Giberelinas.

Son compuestos quimices naturales, se han alslado de los tellidos
Vvegetales mis de 50 giberelinas, pero s6lo 2 o 3 compuestor activod
son viables comercialmente. Se aplican a lag plantas para analerar
su crecimiento y desarrollo de varias formas, por ajemplo paras
incrementar la longitud del tallo, para promover la flaracion n el
desarrollo del fruto. Estos efectos son dehidous n ia estimulanion
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Se han encontrado mayores concentraciones de etileno producido por
tejidos no morfogenéticos que en agquellos que si son regenerativos,
Y en el caso de formarse brotes o embriones éstos presentan

malformaciones (Aubuiron et al., 1990; Wann et al., 1987).

2.5.5 Acido Abscisico.

Es otra sustancia natural de crecimiento, la cual es sintetizada en
los plastidios o los cloroplastos de la planta (Milborrow, 1974
citado por George y Sherrington, 1984). El A&cido abscisico es
generalmente considerado come un inhibidor de crecimiento, ademé&s
de estar involucradoe en la abertura de estomas, y en el cultivo de
tejidos se ha sugerido gque puede modificar la sintesis o las
actividades de 1las citoquininas (Van Overbeek, 1967 citado por
George y Sherriton, 1984). Se ha reportado la existencia de un
efecto sinergético del dcido abscisico (Scotti y Pais, 1990; Jacobs
et al., 1970), al unirse con las auxinas, para promover el
desarrollo de raiz (Basu, 1970 citado por George y Sherrington,

1984) .

3.- Explante.

Es una porcién de tejido, érganoc o son células aislados de la
planta. El cultivo del explante esta influenciado por factores
inherentes al mismo, tales como su origen, genotipo, estado

fisioldgico (edad) y dimensiones (George y Sherrington, 1984; Evans

et a1., 1983).
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3.1 Su Origen.

En general, los explantes tomados de individuos maduros son menos
morfogénicos que los de individuos jévenes. Ademds, A&apices del
brote, yemas axilares, tejidos embrionarios, cambium, son mas

morfogenéticos que hojas, raices o entrenudos.

Existe una capacidad regenerativa diferente, influenciada por la
posicién o polaridad original del explante en la planta, (Van-
Acker, 1994) de tal forma que los brotes de Echeverja elegans se
desarrollan con mayor frecuencia si su origen se encuentra en la
parte distal de las hojas maduras, en comparacién ceon los explantes
extraidos de los segmeﬁcos proximales (Raju y Mann, 1971 citados
por George Y Sherrington, 1984). Esto mismo ocurre con 1los
explantes de hoja de la orquidea Phalaenopsis (Tanaka, 1975 citado
por George y Sherrington, 1984). En los explantes de raiz y tallo,
la morfogénesis es mayor si el explante tiene un origen proximal

(Bowes, 1976a citado por George y Sherrington, 1984).

3.2 Tamaiio del Explante.

En términos generales los explantes de mayor tamafio, sobre todo en
el cultivo de yemas, las de mayor tamafio ser&n m&s regenerativas

que las pequefas, Yy éstas mas regenerativas que los meristemos

aislados.

Existe con frecuencia urn tamafio Spti.mo del explante, que se debe
determinar segdin la especie y la estructura utilizada en el cultive
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in vitro. La sobrevivencia de un explante muy pequefio es muy baja
en el medio de cultivo, y un explante grande puede tener
dificultades de contaminacién © presentar - problemas en su
manipulacién (Davies y Hopwood, 1980; Dale, 1980 citado por George

y Sherrington, 1984 ).

3.3 Estado fisiolégico.

Entre otros factores fisiolégicos, la edad influye en la capacidad
morfogenética. Tedéricamente de cualquier estructura vegetal debe
ser posible regenerar plantas, sin embargo, la experiencia ha
demostrado que los embriones y tejidos de pléantulas son
morfogenéticamente mas plasticos que los tejidos maduros (Ammirato

et al., 1990).

3.4 Genotipo.

En general en los cultivos de tejidos, el crecimiento, asi como su
morfogénesis, son probablemente mas influenciados por el genotipo
gue por cualquier otro factor. Debido a 10 cual el medio y el
desarrollo del cultivo, con frecuencia necesita ser modificado
seglin el género o especie trakajada (George y Sherrington, 1984).
La experiencia ha demostrado gue algunas leguminosas, cereales,
pastos, angiospermas lefiosas y especialmente gimnospermas son
dificiles de regenerar in yvitro, o bien ésto no se ha logrado

(Ammirato et al., 1990).
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Un ejemplo en el cual se observa la importancia del genotipo es en
el desarrollo de las lineas puras de cultivos de tomate, en
comparacién de sus reciprocos hibridos, estos Gltimos poseen una
mayor capacidad en la induccién’de brotes en una misma combinacidn
de auxinas y citoquiﬁinas. La manera en gue los genes determinan el
crecimiento de tejidos y 6rganos in vitro no ha sido aclarado

totalmente (Bigot,1977 citado por George y Sherrington, 1984).

4. Luz.

La luz es energia radiante con longitudes de onda que produce la
sensacién visual en el ojo, ademds de influir en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, (F)jeld et al., 1994) es un reguerimiento

esencial debido a su participacién en:

4.1 La Fotosintesis.

Es el proceso mediante el cual la energia luminosa es convertida en
energia quimica para la bicsintesis de carbohidratos a partir del

biéxido de carbono Yy agua.
S&lo en un numerc reducido de cultivos in wvitro se ha demostrado

que los tejidos realizan fotosintesis, la que en ocasiones es

suficiente para mantenerlos vivos y atn en crecimiento.
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4.2 La Fotomorfogénesis.

Se refiere a la induccién que ejerce la luz, en el desarrollo de
estructuras organizadas del inéculo. En este fendmeno no
necesariamente esta involucrada la absorcién de grandes cantidades

de energfa luminosa (Tsujita y Dutton, 1983). Se han propuesto
sistemas de receptores luminicos (Yasuhira et al., 1991) que
optimizan la morfogénesis vegetal (Huguette et al., 1991;

Capellades et al., 1990; George y Sherrington, 1984).

Tanto en la fotosintesis como en la fotomorfogénesis intervienen

pigmentos clorofilicos presentes en los cloroplastos de los

tejidos, los cuales absorben radiaciones con longitudes de ondas

particulares (George y Sherrington, 1984).

La fotosintesis no se lleva a cabo en forma importante en la

mayoria de los cultivos ipn vitro y mantienen una conducta
principalmente heterétrofa, dependiente de la sacarosa suministrada
en el medio nutritive. Por lo cual, la funcién in vitro de la luz,
m&s importante, es en su efecto sobre la fotomorfogénesis (Ge'orge

y Sherrington, 1984). En el momento de trasplantar la plantula a

suelo la fotosintesis toma un' papel preponderante en su

sobrevivencia.
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5. Temperatura.

La temperatura 6ptima para la morfogénesis varia entre las especies
veyetales. En algunas se ha observado que al someterse el inéculo
a un tratamiento previo con temperatura fria, para luego mantenerse
el cultivo a una temperatura generalmente mayor y constante, se
aumenta en forma determinante el desarrollc de los brotes. Es
similar el efecto del frio en la pladntula para romper su estado de
latencia (Hussey y Falavigna, 1980 citados por George Yy
Sherrington, 1984) en la préactica es comGn incubar desde un

principio a 25%°% 2°.

6. Subcultivos.

Los subcultivos a medio fresco son importantes para mantener un
incremento constante en el crecimiento del inéculo. La frecuencia
de cambio varia conforme los requerimientos de cada especie. En
algunos casos como en el crecimiento de calles, o de estructuras
que sufren oxidacién (por polifenoles) los subcultivos son méas
necesarios debide a la acumulacién de metabolitos téxicos en el
medio, ademas del agotamiento de determinados iones o bien debido
a la deshidratacién del mismo, por lo cual se recomiendan los

cambios cada 4 o 6 semanas (George y Sherrington, 1984).

El cultive de tejidos se ha utilizado a escala comercial con
miltiples especies horticolas, entre ellas: el clavel, crisantemo,

varias especies de aréceas, helechos, cactéiceas, orquideas
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(Murashige, 1978). Entre las especies mas apreciadas dentro y fuera

de nuestro pais se encuentra la rosa.

Determinar las condiciones experimentales y en particular un medio
de cultivo in vitro que pueda propiciar el rapido desarrollo en
rosas facilitaria el trabajo de seleccidén, propagacién y una
posterior aclimatacién ambiental costeable gque llevaria a una
produccién competitiva en el mercade de rosas, las cuales gozan

desde la antiguedad de amplias demandas comerciales.

Una de las especies de mayor importancia comercial en nuestro pais
y cuyo mejoramiento gené&tico y en los métodos de propagacidn

derivarfan beneficios econémicos a corto plazo, es Rgsa chinensis.

Antecedentes

La demostracién universal de la propagacién de vegetales mediante
el cultive de tejidos de muchas especies y variedades floricolas y
horticolas resulté en un auge en la creacidén de laboratorios de
cultivo de tejidos en la década de los afios setenta y han llegado
a establecer procedimientos estandar en la produccién comercial de

grandes viveros.

El cultivo de apices y yemas axilares ha facilitado esta tarea,
estas estructuras tienen una zona meristemidtica apical 1la cual
posee la capacidad de regenerar todos los tejidos de una planta
completa (Barnhill, 1979 citado por George y Sherrington, 1984). El
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cultivo de yemas 2s usado para propagar y mantener determinados
genotipos. Ademas se ha utilizado en protocolos para aislar
meristemos y tratar de inducir transformaciones genéticas

(Bommineni, 1984 citado por George y Sherrington, 1984).

Para proveer el material biolédgico en la cantidad, la calidad y en
el tiempo requerido para estas investigaciones, un requisito previo
es el establecimiento de las técnicas de regeneracién de plantas de

interés a partir de yemas vegetativas.

Entre los estudios que se citan en la literatura internacional
sobre la micropropagacién de Rosa chinensis se encuentran los

siguientes.

Avramis et al. (1982 citados por Skirvin et al.,1990) lograron
plantas completas de R. chinepsis var. al inducir el enraizamiento
de secciones de tallo, redujolla concentracién de NHNO, y aumentd
la concentracién de sacarosa del medio M8 (Murashige y Skoog,

1962) .

1., 1990) obtuvieron

Walter et al. (1977 citados por Skirvin et
plantas completas a través del cultivo y enraizamiento de yemas
axilares cultivadas en MS al que suplementaron con una mayor
concentracién de tiamina y la adicién de sulfato de adenina, sin
embargo citan que el medio que permitid mejores respuestas fue el

8%, con lo cual Skirvin et al. (1990) sefialan no estar de acuerdo.
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Chu et al. (1993) investigaron el efecto del medio liguido sobre la
regeneracién de plantas completas de R. chinensis a partir de

secciones nodales de tallo cultivadas en MS.

El género Rosa ha sido cultivado en una amplia gama de .distintos
medios de cultivo (Knudson, Knop, Berthelot, Schenk y Hildebrandt,
White), y no obstante que entre los mds citados estd el M8, atGn
éste ha debido ser modificado para alcanzar los resultados deseados
(MS50%, MS25%, M8 adicionado de macronutrientes de Kc,— M8
modificade en su contenido de nitrégeno, solucidn de fierro,

concentraciones y tipos de vitaminas) (citados por Skirvin et al.

1990) .

No obstante estos cambios, es muy comGn que al tratar de transferir
esta tecnologia, surjan problemas (ausencia o baja capacidad

regenerativa, oxidacién, hiperhidratacién) en el desarrollo de

plantulas que pueden resolverse al experimentar modificaciones al

medio de cultivo.

En el ININ, una de las metas es llegar a generar plantas
ornamentales o de interés agricola mejoradas a través de mutaciones
inducidas por radiacién ionizante aplicadas a material vegetativo
clonade in vitro, para hacerlas 1llegar a 1los viveristas
nacionales. Por lo que el presente estudios tuvo las siguientes

metas y objetivos:
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Metas
Establecer en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del ININ 1la

metodologia para la micropropagaciédn in vitro de Rosa chinensis.

Objetivos

Variar las condiciones experimentales referentes al medio nutritivo
MS y fitorreguladores para lograr la regeneracién de plantas

completas de Rosa chinensis a partir del cultivo in vitrg de yemas.
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MATERIALES Y METODOS.

Plantas Donadoras o Plantas Madre.

' Fueron adguiridas de un vivero comercial. Con base en observaciones
de las plantas. Fueron seleccionadas plantas libres de patdgenos y
de enfermedades. Para ello se consideré la ausencia de cualquier
parésito o de algin signo de marchitamiento y cambio de color en

tallos y hojas.

Equipo.

Balanzas: granataria, analitica; parrilla de agitacién y
calentamiento, autoclave, microscopio esteroscépico, cuarto de

siembra con lamparas germicidas de luz ultravioleta.

Instrumental, Cristaleria y Materiales diversos.

Material de diseccién pinzas, agujas, tijeras, bisturies, navajas
(p/bisturi) # s, # 11, cajas de petri, tubos de eﬁsayo,
pertaobjetos, gradillas (p/tubos de ensayo), gasas, papel aluminio,
alcohol etilico industrial, tween 80, blanqueador doméstico

(NaoCl) .

Explantes, Desinfeccién y Siembra.

Secciones de 13 mm long de tallo, se desinfectarcn superficialmente

al agitarlos durante 10 min en alcohol etilico 70 % y después 25

46




Materfales vy Métodes

min en blangueador comercial 15 % (v/v) con 1-2 gotas de tween 80
por cada 100 ml de soluciédn. Posteriormente fueron enjuagadas 3

veces con agua destilada esterilizada.

Los tejidos dahados {(blancos) por el desinfectante fueron
removidos, y bajo microscopio esteroscépico se disectaron adpices y
nudos de 2-9 mm long. Fueron sembrados en tubos de ensayo, 100

explantes por tratamiento.

Medio de Cultivo.

Se utilizé medio de Murashige y Skoog (1962) (MS o MS 100%) como
medio nutritivo basal, asi como distintas modificaciones a la
concentracién original de las sales minerales: 8%, 24%, 50%, 120%.
Tambié&n se variaron las concentraciones de las vitaminas y 1la
glicina. Los Gnicos componentes que no se modificaron y siempre se
adicionaron en su concentracién original (M8, 1962) fueron:

Mg80,. 7H;0, Na,FeEDTA, el inositol y la sacarosa.

Los 5 distintos medios aquil utilizados, derivados del M8, fueron
complementados con los reguladores de crecimiento citados por
Bressan y Kim (1982) BA 3mg/l y AIA 0.3 mg/l, asi como de X, AIB,
ANA y 2,4-D (O, 0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 0.5, 1, 2, 3, 4, 6 mg/l) de
acuerdo a las tablas 1, 2, 3. Fueron sembrados 100 explantes por

tratamiento.

Optimizacién de las respuestas en el tratamiento a (tabla 1).
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Se ensayaron combinaciones adicionales de BA 2 y 3 mg/l con AIA O,

0.1, 0.3, ¥y 3 mg/l.

Efecto del Acido Giberélico.

Se ensayaron distintas concentraciones de AG; (0, 0.1, 0.15 mg/l)
esterilizado por autoclave. Cada lote experimental se formé con 52

explantes.

Efecto del Carbén Activado.

Se ensayd a 0, 200, 400 mg/l en el medio a (tabla 1).

Induccién de Enraizamiento in yitro.

Brotes cultivados durante 6 semanas en los tratamientos con AG, en
el medio a (tabla 1) fueron subcultivados al mismo medio, sin aAG,,
y adicionado de las combinaciones de BA 0, 0.2, 0.3, mg/l con AILA

¢, 0.1, 0.3, 0.6, 1 mg/l. Cada tratamiento con 100 brotes.

Una vez que se determinaron las mejores respuestas en los
tratamientos con BA y AIA se ensayaron dos concentraciones de agar
6 Yy 8 g/l. Un tratamiento adicional sin agar permitié utilizar
agrolita como soporte dentro de los tubos de cultivo. cCada

tratamiento consté de 120 brotes.

Previo a la adicién de agar 8 g/l (6 y 8 g/l en enraizamiento) a

todos los medios de cultivo se les ajusté el pH a 5.7 + 0.1 con HC1
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y NaoH 0.1, 0.5, 1 N. Una vez disuelto el agar, los medios se
distribuyeron en tubos de ensayo (25x150 mm), 10 ml/tubo y fueron
esterilizados durante 25 min a una presién de 1 Kg/cm?, a 110° C.
Los medios con carbdn activado se agitaron cuando estaban
gelificando, para asi distribulr homogéneamente el carbén activado

y para formar pequefias burbujas de aire en el medio.

Adaptacion a condiciones de invernadero.

cuando los brotes desarrollaron hojas y raices se intenté su
adaptacién a suelo. Se lavarcon las raices con agua corriente para
quitar residuos de agar; las pléntulas se establecieron en 4
distintos tipos de sustrato y se cubrieron con bolsas de plastico.
Se hicieron riegos perit6dicos con solucién nutritiva a sin agar,
sin azGcar. Después de 8 dfas se perforaron las bolsas y asi
permanecieron durante 15 dfas y después se procedié a quitar 1las

bolsas.

Composicién del suelo.
Sustrato 1 - 1:1 tierra negra y hojarasca de encino.

Sustrato 2 1:1:2 tierra negra, hojarasca de encino y estiércol

de vaca.

Sustrato 3 - 1:1:1 tierra negra, hojarasca de encino y estiércol
de vaca.

Sustrato 4 -~ 2:2:1 tierra negra, hojarasca de encino y estiércol

de vaca.
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Paridmetros de medicién de resultados.

% de induccién de brotes.
Crecimiento de los brotes (cm/semana).
% letalidad.

% desarrollo de raiz.
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Materiales y Métodos

TABLA 1. MEDIOS CON SALES MS 100%
aa a c
ng/l mng/1 mg/1
BA 6 2 3
; AIA 0.3 0.3 0.3
;. Glicina 0.2 0.2 0.2
Ac. Nicotinico 0.5 0.5 0.5
Piridoxina 0.5 0.5 0.5
Tiamina 0.1 0.1 0.1

TABLA 2. MEDIOS CON 8, 24, 50 % DE SALES MS

rr ala ala, ala,; ala, bet b
8% 24% 24% 24% 24% 24% 50%
mg/l | mg/l | mg/l | mg/l mg/1l mg/1l mg/ 1
BA 3 3 1 0.5 0.25 0.3 3
AIRN 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Glicina 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1
Ac. Nicotfinico 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
Piridoxina 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.25
Tiamina 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.01
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TABLA 3. MEDIOS CON SALES MS 120%

Hia | RB, RB, RB, RB, i ii Ara
mg/1l | mg/l mg/1 mg/1 | mg/1l } mg/1 mg/L | mg/d
Kinetina 0.2 {©O [:} 0 o <] o 0.1
BA o 3 a 2 3 3 4 3
AIB o.01 ] o o o o 4] [ o
AIA o 0.3 0.3 0.3 0.1 0.3 0.3 | 0.3
ANA 0.01 |0 [+} [} o [ o o
2,4-D o.1 (o [} o o o o (<]
Glicina 2 2 2 2 2 2 2 2
Ac. Nicotinico | 0.5 0.5 1 0.5 0.5 1 1 1
piridoxina o.s | o.5 1 0.5 0.5 1 1 1
Tiamina 0.1 0.1 1 .0.5 0.5 1 1 1
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la variacién de la concentracién de sales. Sobrevivencia y

oxidacién de explantes.

Los primeros resultados ocurrieron dentro de las primeras 4 semanas
de cultivo. Bressan y Kim (1982) cuyo medio nutritivo sirvié de
testigo, reporta sus resultados a las 6 semanas, para el desarrollo

de los brotes y 2 semanas mAs para la iniciacién de la rafz.

Durante la primer semana bajo condiciones in vitre 5% de los
explantes presentaron contaminacién por bacterias y hongos, lo cual

disminuy6 el numerc total de inéculos.

En términos generales los medios con mds bajas (8% y 24%) (Tablas
2, 4) y las mds altas (120%) (Tablas 3, 4) concentraciones de
sales, provocaron la muerte de la mayoria de 1los explantes,
bisicamente por dos causas: a) alteracidén de los niveles de los
nutrientes minerales y b) una fuerte necrosis provocada por

oxidacién de compuestos fendlicos.

Cuando los medios tuvieron 8% y 24% de la concentracién original de

sales del medio M8 (Tablas 2, 4) sdlo se alcanzé un 2% (2/95) de

53



Efectox de Sales, Compuestos Orgdnicos y Regulodores de Crecimionto en Rosa chinensis in vitro.

sobrevivencia de los explantes. En tanto gque con 120% de la
concentracién del MS (Tablas 3, 4) se tuvo un 20% (19/955 de
sobrevivencia. Dentro del grupo de medios con 120% de concentracién
(Tabla 4) s6lo el Hia permitié una mayor sobrevivencia que fue de
46% (44/95). Este medio difirié de los otros en que incluyd K
0.2mg/1 (Ara tenfa K 0.1 mg/l) y 3 auxinas (AIB, ANA Y 2,4-D) (Tabla

3). Por otro lado, en los medios i y doble i (ii) la sobrevivencia

inicial fue de 15% (14/95) pero después los explantes murieron.

Con base en nuestros resultados, el necrosamiento que sufrieron los
tejidos al ser disectadds, se vié fuertemente aumentado debido a
las concentraciones de sales minerales de los medios de cultivo;
estos resultados asi ocurrieron no obstante que en ensayos
preliminares fue adicionado &cido ascérbico 100 mg/l a los medios
Hia y Ara. skirvin y chu (1979) seflalan que el &cido ascé6rbico
elimina el efecto oxidante en los explantes lefiosos y evita asi un
efecto téxico o inhibidor para el desarrollo de los tejidos, sin
embargo, bajo nuestras condiciones de cultivo esto no ocurridé ast
y tal vez su concentracién no fue suficiente para reducir 1la
oxidacién de nuestros explantes. Scotti y Pais (1990) agregaron tan
s6lo 5 mg/l de &4cido ascdrbico a sus medios, en su articulo no

reportan problemas de oxidacién.

Cabe la posibilidad de que algin componente en el medio induzca 1la
oxidacién de nuestros explantes. Jacobs et a). (1969) encontraron

una relacién directa entre el grado de necrosis con 1la
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concentracién de sales, principalmente con el ién NH,, el medio MS

contiene una alta concentracién de NHNO, 1650 mg/l.
En una revisién amplia y detallada de los diferentes medios gue

hasta la fecha se han probado, en diferentes especies y variedades

de Rosa, Skirvin y chu (citados por Ammirato et al., 1990), sefialan

un medio determinado para R. c¢chinensis, concluyen gque 1la
concentracién optima de NHNO, en las sales MS debe reducirse de
1650 mg/l a 400 mg/l. Entre los medios citados por Ammirato et al.
(1990) se encuentran los de varios autores,

(19%0),

como Scotti y Pais

que disminuyen a la mitad la concentracién de M8, pero

también disminuyen la cantidad de reguladores de crecimiento

suministrados, algunos ejemplos son el medio para R. ganina por

Khosh-Khui y Sink (1982); para "Bridal Pink" por Khosh-Khui y 8ink

{1981); el de "“Improved Blaze" por Hyndman y Bressan (1982). Para

R. hybrida ("Forever Yours") las sales M8 se reducen adn mas, hasta

25% de su concentraciédn original. Nuestros mejores resultados

ocurrieron en dos concentraciones de M8, la primera con la original

Yy la segunda al reducirla a la mitad (Tabla 4), en ambas se

promovié el desarrolle de brotes, sin embargo estos fueron méas

vigorosos con MS 100%, debido a esto se optd por trabajar en estas

condiciones. En cuanto a la oxidacién, fue menor al utilizar 1la

mitad de sales (Tabla 4), una alternativa en un prdximo estudio

serfa comprobar 1la influencia de reguladores del crecimiento a

concentraciones altas y sales MS disminuidas a la mitad.

En el medio ala, se redujeron las sales de NMNO, hasta 0.4 g/1,
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Efectos de Sales, Compuestos Organicos Y Reguladores de Crecimiento en Rosa chinensis in vitro.

ningin tejido resultdé necrosado. En todos los medios reducidos de
sales ala, ala,, ala,, ala, y rr, se presentd este resultado. El
medio RB, presenta altas concentraciones de sales (120 mg/l), fue
en este medio en el gue el necrosamiento fue el mas elevado (Tabla
4), por lo que encontramos una correlacién con la concentracién de
sales, quizds especialmente con los iones NH,, por lo tanto 1la
sobrevivencia depende directamente del grado de necrosamiento del

explante, y son inversamente proporcionales entre si.

En nuestro trabajo s6lo se utilizé la fé6rmula de sales de Murashige
Y Skoog por 1lo cual esta hipdtesis no es concluyente. Seria
recomendable tal vez, probar una férmula en la que se eliminara el
NH,NO,, debido a posibles efectos inhibitorios gque parecen estar
relacionados con el metabolismo del nitrégeno el cual afecta a la
organogénesis (Ishioka y Tanimoto, 1990), o bien podria aplicarse
la fo6rmula de White (1963 citado por George y Sherrington, 1984)

carente de iones NH,.

La adiciédn de carbédn activado, 200-400 mg/l, al medio a, permitié
hacer las siguientes observaciones en relacién a la oxidacidn de

los explantes:

Con 200 mg/l se evité la oxidacién en 38%-40% (36-38/95) de los
explantes, con 400 mg/l estas curvas fueron de 47%- 80% (45-76/95);
en tanto el grupo testigo entre el 9% (9/95) y el 15% (14/95)

evitaron la oxidacién. Ammirato et al. (1990) sefialan dos factores
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principales como responsables de la limitacion del crecimiento en
las rosas in vitro, 1los cuales son, la contaminacién y 1la
oxidacién, también cita los trabajos realizados por Pittet y
Moncousin (1982 citados por George y Sherrington, 1984) en relacidn
a este Qltimo factor y propone como solucién mantener los cultivos
en la obscuridad por uno o dos dias debido a que la oxidacién
fénolica es inducida por la luz, quizd debido a esto, al colocar el
carbén activado en el medio nutritive y con ello al oscurecerlo se
evitg la accidén de la enzima PAL (George y Sherrington, 1984) que
promueve la formacidn de polifendles. Otra posible accién del
carbén activado es su capacidad para absorber pigmentos Yy
compuestos téxicos liberados por los tejidos que pudieran provocar
la oxidacién de los explantes, el carbédn activado actia
indiscriminadamente y es capaz de eliminar los compuestos
orgadnicos, come auxinas, c<itoguininas, etileno, vitaminas, vy

quelatos de 2n, Fe, etc. (Misson, 1983).

Ammirato et al. (1990} también seflalan que este problema puede
reducirse poco a poco, hasta eliminarse por completo, al transferir

los explantes a medic fresco cada 3-5 dias por varias semanas.

Chu et a}.(1993) reportan que mientras en los medios sélidos, para
rosa, la acumulacién de fenéles es inmediata, en los medios
liquidos, éstos se precipitan al fondo del tubo de cultivo,

eliminando en forma éencilla el problerma.
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Fue notable gue ain cuando los medios RB, y ii son iguales (Tabla
3) pero separados en el tiempo de su ensayo, dieron respuestas
diferentes. En RB, aplicado en primavera se logrd un 20% (19/95) de
sobrevivencia (Tabla 4), en tanto un ensayo posterior (medio ii) en
otofic (y al mismo tiempo de aplicacién de i) un menor nimero de
explantes respondieron {(15/95), y no sobrevivieron mis de un mes.
Esto permite suponer que existe un efecto estacional en la
respuesta de los explantes cultivados provocado por la condicién

fisiolégica de la planta madre.

Estos porcentajes bajos de sobrevivencia contrastaron con -lo
observado cuando los medios estuvieron al 50% y al 100% de M8
(glicina 10%) de 1la concentracidén original, al mantenerse vivos 98%

(923/95) de los indculos (Tabla 4), en ambas concentraciones.

Fue una condicién general gue en todos los medios nutritivos adn
las yemas sobrevivientes no estuvieron exentas de la oxidacién,
peroc en éstas no fue letal. 4si, en los medios cuya concentracidén
de sales fue de 120%, el 98% (93/95) de los explantes sembrados,
presentaron tejido oxidado; cn los medios con 100% de sales, 75%
(71/95) de los explantes se mostraron de color café, y en los
medios con 50% de sales, sélo el 38% (36/95) estuvieron oxidados

(Tabla 4).

S61o los medios con (8% y 24%) baja concentracién de sales evitaron

o minimizaron la oxidacidén de los explantes. Sin embargo s6lo 2%
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(2/95) de éstos sobrevivieron (Tabla 4), la posible explicacién a
ello es que los medios no brindaron el suficiente soporte
nutricional para mantenerlos vivos a cambio de tener una condicién

no oxidada debido a la reduccién de iones NH, (Jacobs et al., 1969).

Esta observacién es importante pues se elimind totalmente el
necrosamiento de las yemas, con todo esto surge la posibilidad de
gque se aplique por unos dias una baja concentracién de sales para
que los explantes escapen de la oxidaci6n, y posteriormente se
pasen a un medio MS 50% - 100% para lograr una nutricién adecuada

Yy con ello su sobrevivencia.

Todos los medios citados hasta esta etapa contenian 8 g/l de agar,
posteriormente se disminuydé a 6 g/1. Seg\i\ﬁ resultados obtenidos por
von Arnold y Eriksson (1984), Scherer (1988), Debergh y Maene
(1984) y Nairn (1988) (citadaos por Ghashghaie et al., 1991) el

necrosamiento de los brotes es debido a la concentracién de agar.

Quiza la disminucién total de la necrosis finalmente se debié al

conjunto de medidas tomadas para abatirla.

RESPUESTAS MORFOGENETICAS.

En los medios con 8% y 24% de la concentracidén original de sales
minerales del MS, sdloc el 2% de las yemas que sobrevivieron se

desarrollarcon después de 2 meses y lo hicieron de manera anormal,
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pues formaron hojas peguehas de una coloracidn amarillo verdoso, es

decir, presentaron clorosis. En ningGn caso formaron raices,

En los medios con la m&s alta concentracién de sales minerales,
120%,

Ms
s6lo después de 2 meses en Hia y RB,-RB; ocurrié el desarrolle

de las yemas. Se formaron brotes con escasas hojas de tamafio y

coloracidn normales y se formd callo en la base de los tallos (Foto
3). En ningdn caso en los medios RB hubo rizogénesis ni 1la
formacién de plantulas completas, en corto tiempo estos brotes se

marchitaron. En el medioc Hia, del 46% de las yemas sobrevivientes

sélo el 24% enraizaron. Inicialmente las raices fueron de color

claro pero después se oxidaron (Foto 2).

En los medioes i, ii, al término del primer mes no se encontré yema

alguna sobreviviente; el caso extremo ocurridé en el medio Ara donde
a los 7 dias las Yyemas se habian necrosado totalmente y no

generaron respuesta alguna.

Los medios con 50% y 100% de las sales MS resultaron mis favorables

para el desarrollo de brotes, logrindose un 98% de sobrevivencia en

ambas concentraciones, a los 10 dias de iniciados los cultivos las

yemas se habian desarrollado en unos brotes con hojas normales. Sin
embargo en los medios con sales al 100% la oxidacidén fue de un 75%
mientras gue en los medios con sales MS al 50%, fue menor,
presentando un maximo de 38% de necrosamiento. Sin embargo el grado

de oxidacién no fue lo suficientemente grave para provocar una alta
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mortandad. No hubo diferencia significativa entre los medios de
ambas concentraciones de sales MS, en la formacién de raices y
plantulas completas, Ya que todos oscilaron entre 20-25% excepto el

medio aa con 100% de M8 el cual s6lo presentd un 3% de rizogénesis

(Tabla 4).

Efecto de los compuestos orgdnicos (vitaminas, glicina, inositol)

A las concentraciones de los medios 8% y 24% en presencia de BA

(0.25 - 3 mg/l) con los mismos compuestos orginicos y similares
concentraciones (Tabla 2), no se observaron diferencias atribuibles
a estas sustancias (Tabla 4), fueron m&s determinantes las

concentraciones de sales.

La respuesta casi generalizada fue la oxidacidén y mnuerte por
deficiencias nutricionales. Estos hechos resultaron mis patentes al
comparar estos resultados con los obtenidos en medio b con MS 50%
Yy en a y ¢ 1002. En el medio 50% aun cuando se redujeron a la mitad
las concentraciones de glicina, &cido nicotinico, piridoxina y en
50 veces la tiamina (en relacién a los medios con 8% y 24%) (Tabla
2) se logré la sobrevivencia de 98% (93/95) de los explantes. Este
mismo porcentaje alto se alcanzd en el medio 100% con tiamina 0.1

mg/l.

Los resultados en los medios b M8 50% y ¢ MS 100% fueron
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esencialmente similares y también en esta comparacién los
compuestos org&nicos no marcaron diferencias (Tabla 4), no obstante
que la tiamina fue 10 veces menos concentrada en el medio M8 50%

(Tabla 2).

En el grupo de medios M8 120%, los compuestos orgdnicos tampoco
tuvieron un efecto determinante y mds bien parecieron confirmar que
la concentracién de sales fue mAs decisiva en esta etapa de
resultados pues estos fueron muy homogéneos y sd6lo en el medio Hia
se observdé una respuesta diferente 46% (44/95) de sobrevivencia
atribuible a 1los reguladores de crecimiento, pues los mismos
compuestos organicos y concentraciones se ensayaron en RB, (Tabla
3) y en este medio no se dieron tales resultados (Tabla 4). El
medio Ara sélo permitid 2% (2/95) de sobrevivencia. No obstante que
el papel estimulante de los compuestos organicos no manifesté una
clara tendencia, podemos sefialar de manera general que los medios
con mayor porcentaje de sobrevivencia tuvieron la concentracién
original del medio MS como en Hia {(Tabla 3), (46% 44/95
sobrevivencia, Tabla 4), o con glicina al 10% como en los medios a,
© (Tabla 1) con 98% (93/95 sobrevivencia); o bidsicamente a la mitad
de la concentracién original como en el medio b (Tabla 2) con 98%

(93/95 sobrevivencia) (Tabla 4).

Efecto de los reguladores de crecimiento.

bDurante el primer mes en cultivo, en 1la fase en gque muchos
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explantes se perdieron por oxidacién, los mejores tratamientos
hormonales gue contribuyeron a reducir tal situacidén y permitieron
prosperar a las yemas, gque dieron origen a cuatro brotes/yema,
fueron BA 2 mng/l (medio a) o con 3 mg/l, en el cual sdlo
desarrollaron dos brotes/yema (medios c y b) en combinacidn con AIA

0.3 mg/l.

Por otro lado, resultd notable gue con el medioc aa con los mismos
compuestos organicos y la misma concentracién de AIA que en los
medios a y ¢, pero con BA 6 mg/l (triple que en a y el doble de c)
(Tabla 1) la sobrevivencia de explantes fue s6lo de 2% (2/95)
(Tabla 4), similar a la de medios con 8% y 24% de la concentracidén

de sales.

De aguil la importancia de emplear bajas cantidades de BA, lo cual
se logrd en nuestro trabajo ya qué resulté favorable aplicar 2 mg/l
de BA. Esto parecié indicar que en esta etapa de adaptaciédn en la
que se tenia que superar la oxidacién, al aplicar altas
concentraciones de este estimulante del metabolismo, se promovié
atin mas la necrosis de los tejidos, quiz& por hacer mis sensibles

a las células ante la oxidacién.

Otros medios con los mas bajos porcentajes de sobrevivencia (i, ii
con 15% cada uno y Ara con 2% en el primer mes, para después morir
todas) también incluyeron BA en (concentraciones mayores a 2 mg/l)

3 vy 4 mg/l (Tabla 3). Esta observacidén parece encontrar
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confirmacién en los resultados de sobrevivencia obtenidos en el
padio‘ﬂia en el gue alin con una alta concentracién de sales (120%),
se tuvo una sobrevivencia media 46% (44/95) (Tabla 4) sostenida por
la presencia de bajas concentraciones de la citocinina Kinetina 0.2
mg/l y las auxinas AIA y ANA 0.01 mg/l y 2,4-D 0.1 mg/l (Tabla 3).
Las irregularidades en cuanto a la longitud alcanzada por las yemas
pueden atribuirse a gque los explantes se disectaron a lo largo de
los tallos de distintas plantas y 1lo que se observa en los
resultados, es la manifestacién de la influencia de la dominancia
apical (Foto 2). Bressan y Kim (1982) experimentaron con yemas de
Rosa hybrida de distintas posiciones nodales a lo largo de la
planta y encontraron una diferencia marcada en su crecimiento y
desarrollo. En general, el promedio de la longitud en BA 2 mg/l fue
de 0.63 cm y con BA 2 mg/l fue de 0.36 cm. Segtn la hipétesis de la
inhibicién por auxina, la cual infiere que la produccién apical de
auxina gue se mueve en forma basipétala, hacia abajo del brote,
inhibe el crecimiento de la yema lateral, la evidencia mas fuerte
que la sustenta es la democstracidén en la cual se elimina el 4pice
Y se elimina la doninancia 4&pical, 1lo cual se puede observar
morfoldgicamente en el crecimiento de las yemas laterales de la
planta. Otra observacidén experimental que confirma esta hipétesis,
es al aplicar un tratamiento con auxinas exdgenas, se restaura la
dominancia apical a pesar de la eliminacién del &pice apical. Esto

mismo se okserva ai ilnyectar en ei tallo de la planta inhibidores

. de la auxina.
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También parece probable que las citoguininas puedan tener un papel
indirecto en interaccién con las auxinas, de tal manera que al
decrecer la concentracidn de la auxina en la yema seguida por 1la
eliminacién del 4&pice apical pueda inducirse un incremento en la
concentracién de la citoquinina, de esta forma la dominancia apical
disminuye o se elimina por la reduccién de la auxina. Parece que la
citoguinina interviene directamente en la movilizacién de
nutrientes, segun los trabajos publicados en 1992 por Li, lo cual
podria significar su influencia en el crecimiento de las yemas
(Cline, 1994). También se piensa gque los efectos de la auxina
pueden estar influeqciados por la accién interactiva con otras
sustancias u hormonas (Cline, 1994), esto es importante en nuestro
trabajo, pues los resultados obtenidos son diferentes con la misma
concentracién de auxina, 0.3 mg/l pero con distintas cantidades de
citoquinina, 2 y 3 mg/l; esto es, aparentemente la citoquinina es
la gue rompié la dominancia apical, m&s sin embargo lo citado por
Cline, es la auxina la responsable directa, de aqui la importancia
de su accidn interactiva con otras sustancias, en este caso en
particular con el BA, de hecho, Stafstrom (1993 citado por Cline
1994) propone un control de gradiente de concentracién para la
dominancia apical, con auxinas originadas en el &apice y con
citoquininas originadas en la raiz. Esta interaccidén podria quiza
implicar reacciones fisiogquimicas, lo cual es lo mas probable
debido a la gran actividad metabdélica de los organismos vivos y la
tendencia de los enlaces quimicos libres a reaccionar, todo esto

disminuird la cantidad libre original de auxina, de esta forma la
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concentracidén inicial de BA tiene importancia en la cantidad final
de AIA y al reducirse esta tlltima se pudo romper la dominancia
adpical con las concentraciones en el medio a de 0.3 mg/l de AIA Yy
2 mg/l de BA. La cantidad restante de citoguinina se emplearia para

promover la movilizacién de nutrientes.

La mayoria de yemas inoculadas se desarrollarcn, con grados de
crecimiento diferentes, debido a las diferentes posiciones que

mantenian las yemas en la planta.

Es probable gue las yemas que presentaron un mejor desarrollio hayan
sido las aisladas de la cercanfia del A&pice de la planta Yy
vicevérsa. Se sabe, segin experiencias sobre el control de 1la
dominancia apical gue al eliminarla, 1las primeras yemas gue
germinan son las préximas al A&pice, Bressan y Kim (1982)
encontraron gque las contiguas al &pice, efectivamente empiezan a
crecer antes que las basales, pero las de mejor desarrollo fueron
las aisladas de la porcidén media del tallo. Esto puede tener
explicacién con las hipétesis anteriormente citadas. Para gue una
yema active su crecimiento es necesario una menor concentracién de
auxina (con lo gue se rompe la dominancia apical) Yy mayor de
citoquininas, la sintesis de éstas idltimas es en la base de la
planta en la proximidad con la raiz, un hecho que facilita su
transporte ascendente en forma conjunta con sustancias nutritivas.
Cline (1994) sefala la relacién de las citoquininas con la Teoria

Nutritiva y su flujo acropétalo, el cual es un movimiento en contra
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de una gran fuerza de gravedad que implicaria un gasto de energia.
Esto apoya el flujo acropétalo de la citoquinina y posible relacién

en el desplazamiento de nutrientes hacia zonas de crecimiento.

Entre las discusiones por aclarar estd el mecanismo de la
dominancia apical y surgen problemas sin resolucién adn, el primero
es gque después de la eliminacién de la yema apical el nivel de
auxinas endégenas en la yema lateral debe de reducirse, lo cual no
se ha determinado (medido) a pesar de los intentos realizados por
varios investigadores como Gocal (1991) y Prasad (1923) (citados
per Cline, 1994), se ha sefialado gque el método y el momento no han
sido los mas apropiados para llevar a cabo la determinacién de 1la
auxina. Para eliminar estas limitantes se estdn aplicando nuevos
métodos de andlisis y resolucién basados en la Genética Molecular

(Cline, 1994).

Por otro lado, en nuestros resultados se logré un mejor crecimiento
de los indculos, a una concentracién de BA 2 mg/1l (Foto 4), en
comparacién con los desarrollados en los medios con BA 3 mg/l (Foto
5), a diferencia de 1lo encontrado por Bressan y Kim (1982) vy
Hasegawa (1979, 1980) <Zuyos resultados &ptimos ocurrieron en
presencia de BA 3 mg/l. De esta informacién se desprendieron
inicialmente nuestros experimentos y ademas sirvid como testigo.
Scotti y Pais (1990) emplearon una concentracién m&s baja, BA 1
mg/l. Las diferencias encontradas probablemente estAn asociadas a

las distintas concentracicnes y tipos de componentes nutritivos
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empleados (medios basales, reguladores del crecimiento). Esté
ampliamente comprobado que la formacidén de brotes se promueve por
el bkalance adecuado de citogquininas en relacién a 1las auxinas
(Hussey, 1978), nosotros utilizamos 0.3 mg/l de AIA (la cual es

inactivada pronto en los tejidos).

En términos de concentracidn, utillzamos una concentracién tres
veces mayor de auxina que la aplicada por Skirvin y Chu (1979),
quienes utilizaron 0.1 mg/l de ANA, auxina considerada con una

actividad mas potente (Hussey, 1978).

Después de 4 semanas de cultivo los resultados de las yenas
cultivadas en medio a con o sin AG,; presentaron diferencias
asociadas a los tratamientos. Se formaron hojas a las 3 semanas en

las yemas de los tratamientos ccn AG, Yy en el testigo.

En ausencia de AG, las yemas alcanzaron una longitud promedio de

0.66 cm con un intervalo d& 0-2 cm de longitud.

Con AG, 0.1 mg/l crecieron cuatro veces més, el promedio logrado fue

de 2.7 cm con un intervalo de 0-5 cm de longitud.

Con AG, 0.15 mg/1l las yemas se desarrallaron en promedio 4.6 cm con
un intervalo de 0-11.5 cm. Finalmente, algunos brotes lograron 9.5
cm, 11.0 cm y 11.5 cm después de tres meses. Esto es, crecieron

casi el doble de lo logrado con el tratamiento de 0.1 mg/l de AG,.
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AG, = Intervalo
(mg/1) X (cm)
(em)
2] 0.56 0-2
0.1 2.7 0-5
0.15 4.6 0-11.5

Los brotes mas elongados desarrollaron el mayor namero de hojas con

un aspecto normal (Foto ¢).

Scotti y Pais (1990) y Jacobs et al.(1970) enfatizan la importancia
entre las concentraciones de las sustancias de crecimiento
presentes en una mezcla nutritiva, mads que el efecto de una sola,
lo cual parece comprobarse cuando Khosh~Khui y Sink (1982)
aplicaron el AG, en forma de rocio, evitando asi, su integracidén a
la mezcla nutritiva con resultados negatives en cuanto a 1la

formacién de brotes.

En nuestro estudio la combinacidn mads adecuada fue 0.15 mg/l de AG,,
0.3 mg/l de AIA y 3.0 mg/l de BA. Para Scotti y Pais (1990) 1la
cantidad optima de AG, fue de 0.1 mg/l para explantes de Rosa

chinensis, quizd la diferencia se deba a gque utilizé una tercera

parte (1 mg/l de BA) de la concentracidén empleada por nosotros.

Davies (1980) sefala que al aplicar diversas concentraciones de AG;

(0.01, 0©0.05, 0.1, 0.3, 0.5 mg/l) no encontrd diferencias de

crecimiento en distintas variedades de rosas.
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Las diferencias en el crecimiento de nuestras yemas quizd pueden

basarse en gque:

a} para la siembra de todas las yemas se emplearon distintos
individuos y éstas se tomaron al azar a lo largo de los tallos,
pudo ocurrir gue un mayor nimero de yemas apicales y/o axilares

préximas a desarrollarse fueron sembradas en los medios con AG;.

b) La segunda posible explicacién, es gue aun cuando se esterilizd
en autoclave el AG, a 110° C algunas moléculas de éste o sus

fracciones hayan permanecido activas (Sigma, 19%0).

En los 3 tratamientos, a los dos meses, las yemas desarrollaron
brotes: se elongd el tallo y se formaron hojas, éstas fueron de
color verde, no hubo diferencias en cuanto a este cardcter, pero si
en cuante al nimero de nudos desarrollados. Sin AG, se formaron 1-2
nudos, en tanto gue con AG, 0.1 mg/l se formaron de 2-4 nudos, y a

0.15 mg/l se formaron de 4-~7 nudos

El nimero de brotes desarrollados, por explante fue de 3-4, en los
medios a con 0.1 y 0.15 mg/l de AG,, por lo qgue se aumentd la

propagacién de plantulas de 3-4 veces.

Estos brotes cominmente no generaron raices en el medio a con BA,
sin embargo en forma eventual se presentaron casos de enraizamiento

en un 25% en el medio a, 24% en los medios b, Hia y.20%.en el medio.
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¢ (Tabla 4). Chu et al. (1993), Scotti y Pais (1990), Hasegawa

{1979) sefalan gue en cultivo in vitro de Rosa chinensis solamente

los brotes cultivados en un medio sin BA desarrollan raiz, ademéas

se ha observado gue el medio M5 100% reduce el porcentaje de su

formacién, de ahi que se recomiende el uso de dos medlos de

cultivo, uno para el desarrollo de brotes y otro para la formacidn

de ralices (Scotti y Pais, 1990; Bressan y Kim, 1982), por lo gue

consideramos que los porcentajes obtenidos, aungue relativamente

bajos, éstos son significativos.

El tiempo que se requirid para su formacién fue de 3 semanas, que

es lo reportado por Dubois et al. (1988), Scotti y Pais (1990)

lograron reducir este tiempo a 2 semanas, la diferencia puede

radicar en la diferencia de concentracién de sales MS y tipo de

auxinas (IBA) empleadas. Davies (1s80) b Hasegawa (1979}

encontraron 55% de enraizamiento al aplicar 0.3 mg/)l de AIA sin BA.

Scotti y Pais (1990) utilizan una cantidad mayor de auxina, 1 mg/l
de IBA. Jacobs et al. (1969) al utilizar diferente citoguinina

(kinetina) y auxina (ANA) en rosa, también encontraron gque 1la

diferenciacidén de la raiz Gnicamente ocurrié en ausencia total de

la kinetina. La eliminacién de 1las citoguininas también es

recomendada por Burger y Liu (1990), ademds de disminuir a la mitad

la concentracidn de sales MS (Scotti y Pais, 1990).
(1979)

Skirvin y Chu
recomiendan reducir hasta una cuarta parte las sales MS.

Para Bressan Y Kim (1982} la disminucién de sales MS afecta 1la

iniciacién de la raiz ademds del vigor de los brotes.
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En nuestro trabajo el medio que dio mejores resultados,

64% (32/50),

en un
fue a al cual se le elimind sélo BA V¥ se le agregd 0.3
mg/l de AIA, en el dltimo subcultivo de los brotes. Para Khosh-Khui

y Sink (1982) el AIR es mas efectivo si se combina con ANA.

Sin embargo de acuerdo con el numero de raices obtenidas por Scotti
y Pais (1990), chu et al. (1993), Khosh-Khui y Sink (1982) y Davies
{(1980) 1la concentracién de sales MS tiene poca influencia, pero
estas resultaron sin ramificaciones y con pocos pelos absorbentes;
en cambio se encuentra importante la influencia de la concentracién
de agar para la aereacidén adecuada lo cual influye en: (1) buen
desarrollo de la raiz y (2) buena transferencia de nutrientes. Para
Signha (1982), von Arnold y Eriksson (1984) y Pasqualetto (1986)
(citados por Ghashghaie et al., 1991) es importante, ademis, el

tipo de agar. Para Bressan y Kim (1982) la concentracién de agar,

en un rango de 3-18 g/l, no afecta la iniciacién de la raflz.

En nuestros resultados la concentracién de agar y la formacién de
burbujas de aire, parecen influir en el desarrollo y la forma de la

raiz. A menor concentracidén de agar, 6 g/l, las raices presentaron

miltiples ramificaciones con didmetros tres veces mas pequefios en

comparacién al diametro de la raiz, sin ramificaciones obtenida con

una concentracién de 8 g/1 de agar. El color que presentd fue claro
con pequefos tonos obscuros. La raiz tipica de las rosas es de

color claro, con maltiples ramificaciones cuyo di&metro se va

reduciendo al aumentar sus bifurcaciones, la raiz principal nunca
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es tan gruesa como la obtenida con agar 8 g/l. estas variacionés
morfolégicas son atribuidas a la concentracién de agar (Kevers,
1984; Gaspar, 1987, Paques y Boxu, 1987a, citados por Ghashghaie gt
al., 1991) que modifica drasticamente la disponibilidad de 1la
citoguinina (Deuptake, 1983; Bornman y Vogelmann, 1984, citados por
Ghashghaie et al.,1991), relacionada con la disponibilidad vy
potencial del agua en el medio nutritivo, segin Ghashghaie et al.
(1991) . Estos udltimos autores reportan como la mejor concentracidn
de agar 5.5 g/l, el cual difiere tan solo en 500 mg/l de 1la

concentracién aplicada en nuestro trabajo.

Un hecho notable es el citado por Scotti y Pais (1990) quienes
reportan gque cuando mantuvieron sus explantes en el medio de
cultivo para induccién de brotes, por ma&s de 6 semanas lograrcon 10%
de floracién in vitro, adem&s si el medio para desarrollo de raiz

contenia la mitad de sales MS no se producia la floracién.

En nuestro trabajo se consiguidé el 56% (28/50) de floracidén inp
vitro entre las semanas 8-10, y ocurridé en el medio que contenia

las sales M8 completas (Foto 7).
En general, las plantulas después de 3-4 semanas de pasarse a suelo

florecieron o si ya existia la inflorescencia, esta presentaba

antesis.
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Aclimatacidén en Invernadero.

Las pl&ntulas se aclimataron en tierra después de 30 dias.

La adaptacién a suelo de las pléantulas obtenidas jin vitre fue
diffcil, principalmente por los ataques de hongos, debido a que los
sustratos utilizados no se desinfectaron en autoclave, ni se empleo
ningin fungicida. Quizd por este motivo la sobrevivencia fue 30%
(15/50 plantulas), a pesar de que la sobrevivencia de explantes in
vitro habia sido alta, hasta un 98% (49/50).
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Tabla 4. Cultivo in vitro de yemas de Rosa chinensis.
Medio M8 ! oxidacién | sobrevi~ Tallot+hojas Raices | Plantulas
vencia

8%

rr < 1% 2% 2%, microfilia, clorosis

24%

:]]:: f iz g: 2\, microfilia, clorosis.

! = 2%, microfilia, clorosis.

ala, s 13 2% 2%, microfilia, clorosis.

ala, < 1% 2% 2%, microfilia, clorosis.

s0% ' ,
b 8% 98% 981, normales, verdes. 24% 24%
100%

aa 2% 2% 92\, norma}es, verges. 3% 3%
a 75% 98% 98%, normales, verdes. 25% 25%
c 75% 98% 98%, normales, verdes. 20% 20%
120%

Hia 93% 46% 46%, normales verde claro, callo en la | p4% 24%

base del tallo.

Rb, 98% 20% 20%, callo en la base del] tallo.RB1-4

Rb, 98% 20%

Rb; 98% 20%

Rb, 98% 20% o

i 98% 0% o

ii 98% 0%

Ara 98% 0% o

Resultados después de tres meses de iniciados los cultivos, 100 yemas/tratamiento.
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Efecto de Sales, Compuestos Orgénicos y Reguladores de Crecimiento en Rosa chinermis in vitro.

CONCLUSIONES.

En términos generales los medios con mds bajas (8% y 24%) y las més
altas (120%) concentraciones de sales, provocaron la muerte de 1la
mayoria de los explantes, bésicamente por dos causas: a) alteracién
de los niveles de los nutrientes minerales y b) una fuerte necrosis

provocada por oxidacién de compuestos fendlicos.

Nuestros mejores resultados ocurrieron en dos concentracicnes de
MS, la primera con la original y la segunda al reducirla a 1la
mitad, en ambas se promovié el desarrollo de brotes, sin embargo

é&stos fueron mas vigorosos con M8 100%.

La adicién de carbén activado, 400 mg/l, al medio a, permitié

disminuir la oxidacién de los explantes en un 47%-80% (45-76/95).

Existe un efecto estacional en 1la respuesta de los explantes
cultivados provocado por la condicién fisiolSgica de la planta

madre.

$610 los medios con (8% y 24%) baja concentracién de sales evitaron
o minimizaron la oxidacién de los explantes. Sin embargo sélo 2%
(2/95) de éstos sobrevivieron, la posible explicacién a ello es qué
los medios no brindaron el suficiente soporte nutricional para
mantenerlos vivos a cambio de tener una condicién no oxidada

Con todo esto surge la posibilidad de que se aplique por unos dias
una baja concentracién de sales para gque los explantes escapen de
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Conclusiones.

la oxidacién, Yy posteriormente se pasen a un medio MS 50% & 100%
para lograr una nutricién adecuada y con ello su sobrevivencia,

ademas de aumentar la posibilidad de floracién jin vitrog.

No se observaron diferencias en el desarrollo atribuibles a los
compuestos organicos (vitaminas, glicina inositol), fueron mas

determinantes las concentraciones de sales.

En cuanto a la regeneracién de pléntulas los mejores tratamientos
hormonales fueron BA 2 mg/l, con cuatro brotes/yema (medio a) o con

3 mg/l, con dos brotes/yema (medios ¢ y b) en combinacién con AIA

0.3 mg/l.

Al aplicar altas concentraciones de BA se promovié la estimulacidn
metabbdlica, y con ello aumenté la necrosis de los tejidos, quiza

por hacer méds sensible a las células ante la oxidacién.

Las irregularidades en cuanto a la longitud alcanzada por las yemas
pueden atribuirse a gque los explantes se disectaron a lovlargo de
los tallos de distintas plantas y lo que se observa en 1los
resultades, es la manifestacién de la influencia de la dominancia
apical. En nuestro trabajo se promovid la ruptura de ésta al

aplicar una concentracién de BA 2 mg/l, 0.3 mg/l de AIA.

La concentracidén éptima, en é&stas condiciones, de AG, fue de 0.15

mg/l, con la cual se elongaron mas los brotes, y desarrollaron el
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mayor nimero de hojas con un aspecto normal.

El medioc que dio mejores resultados para el desarrollo de raiz fue
a, al cual se le elimind sélo BA y se le agregé 0.3 mg/l de AIA, en

el @tltimo subcultivo de los brotes.

La concentracién de 6 g/l de agar y la formacién de burbujas de

alre, parecen influir en el desarrollo y la forma de la raiz.

Las mejores caracteristicas morfolégicas se dieron en el medio con

2.0 mg/l de BA, 0.3 mg/l de AIA Yy 0.15 mg/l de AG,.
En nuestro trabajo se consigui6 el S56% (28/50) de floracién jin

vitro entre las semanas 8-10, y ocurrié en el medio (a), que

contenia las sales MS completas.
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Foto 1 Rosa chinensis Plantas Donadoras &
Plantas Madres, adquiridas de un vivero
comercial.

ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIGTECA
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Foto 2 Rafces oxidadas desarrolladas en
el medio Hia.

Diferencias en crecimiento y desarrollo
de los explantes diseczados a lo largo de
los tallos de distintas plantas.

a0

Foto 3 Formacién de callc a una
concentracién de 120% de sales MS.



; Resultados y Discusion.

Foto 4 Crecimiento de los indculos a una concentracién de BA
2 mg/l, después de tres meses de iniciados los cultivos.

|
|
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Foto 5 Crecimiento de los indéculos a una
concentracién de BA 3 mg/l, después de
tres meses de iniciados los cultivos.




Resul tados vy Discusién.

¥
11 157,
&
P

Foto 6 (A)(B) Crecimiento de los inéculos con AG, 0.15 mg/1l.
(C) (D) Crecimiento con AGs; 0.1 mg/l, después de tres meses.

Foto 7 Floracién jin vitro entre las semanas 8-10, en el medio
"ah con sales MS completas.
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Apéndice.

Medio de Cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962).

s8olucién Macro=- mng/l 10X Alicuotas para
nutrientes solucién en 400 ml preparar 1 litro
g/10 litros de medio.

NH.NO, 1650 16.5

A KNO, 1900 19.0 40 ml
MgS0, - 7H,0 370 3.7
KH,PO, 170 1.7

B cacl,-2H,0 440 4.4 40 ml
Micro- ng/l mg/10 litros
nutrientes
K1 0.82 8.3
H,BO, 6.2 62
Mnso, - H,0 16.89 168.96 40 ml

c Znso, - 7H,0 8.6 86
Na,M00,+2H,0 0.25 2.5
Cuso,+ 54,0 0.025 0.25
CoCl,+6H,0 0.025 0.25

D’ Ha,EDTA 37.3 373 40 ml
FeS0,:7H.0 27.8 278

& Estos compuestos se diluyen
calienta y luego se mez

clan am

por separado; la solu
bas soluciones.

cién de Na,EDTA se

Compuestos orgdnicos

E Inositol mg/l 1.0 g/l 40 ml
100
hcido
Nicotinico 0.5 5 mg
F Piridoxina 0.5 5 mg 40 ml
Tiamina G.1 1 mg
G Glicina 2.0 20 mg 40 ml

Sacarosa 19 g/l

oH 5.7
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Soluciones de los medios nutritivos_

FITOHORMONAS

(a) Bencil-amino-purina (BA) ....... ceeee 20 mMg/1l00 ml1l de H0
destilada. Al reactivo se adicionan 2-3 ml de HCl 0.5 - 1N, se
calienta y después se agrega el H,0 hasta aforar al volumen final.
En todo momento se observa la solucién para detectar si ocurre

recristalizacién.

(b) Acido indol~3-acético (AIA)........... 20 mg/100 ml de H,0
destilada. Al reactivo se adicionan 2-3 ml de etanol absoluto, se
calienta y después se agrega el agua hasta aforar al volumen final.
En todo momento se observa la solucién para detectar si ocurre

recristalizacién.

Acido Giberé&li

{c) Acido Giberélico (AG)) ...cvccereccrscn-ees 20 Mg/100 ml de H,0O

destilada. Para su disolucién se procede como en el caso del AIA.
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