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I INTRODUCCION

El gladiolo (Gladiolus sp) es una espeéié peﬁenecién(e ala farhilia de las
Iridaceas, este grupo consiste de alrededor de 200 especnes (Lewus et a/ 1972) Sus
cormos. perennes . son pnnc:palmente natlvos de Sudafnca aunque algunas fueron
encontradas en estado s:lvestre en eI oeste y centro de Europa aI suroeste del
Medaterraneo Asua central ycentro de Afrlca (Buch 1972 Lewus et al 1972 WaIIfret,

1 980)

El cult|vo ln vrtro'ha permmdo Ia propagac:én de numerosas especues vegetales

para la formactén de brotes provementes de yemas axulares y broles adventlcuos estos

ra' en Ia base del explante y que

posteriormente puedan enraizar,”

’ Losﬂfacﬁtdres que infldyen en él desarrollo de tejidos que Se cultivan in vitro son de
gran importancia, pues la capacldad organogénica de los explantes depende de estos .
Tal es el caso de la calidad de los explantes, el medio de cultsvo y el med|o amblente
Se enumeran: factores fisicos (luz, temperatura, humedad, camara de cultivo etc.),
factores quimicos (sales inorganicas en el medio de cultivo), y factores biolégicos

(hormonas del desarroilo vegetal, elementos orgdanicos, etc.)

Dentro de estos factores, la organogénesis vegetal puedgger afectada por el medio

de cultivo empleado, particularmente en la formulacion, fuentes de carbohidratos y




i
]
[
.
é
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hormonas del desarrollo vegetal Concentracuones de algunas o todas Ias sales en el

medio pueden mfluencuar en Ia formacnon de brotes (Van der Llnde et al 1988, Van der‘

Linde y Schlpper 1992)

Para el exno en ei cumvo de tejldos es necesario tener un optimo medio de cultlvo ‘

cen general eI qu' més se utlllza en la propagacion in vitro, es el MS (Murashlge y Skoog,

1 962) donde se emplea una alta concentracioén de nitrégeno en forma de amonio (NH4 )

-en relacuon con el nitrato (NO3’) en una proporcion de 1:2, a una concentracion total de

60 mol m= de nitrégeno. Sin embargo, no existen estudios en la mayoria de las especies

que demuestren las bases fisiologicas para el empleo de estas concentraciones.

Las plantas absorben nitrégeno en cuatro formas diferentes: como nitrato, en

~forma de amonio, como compuesto organico {aminoacido) y como urea. E! nitrato es Ia
. 'iforma mas abundante de nltrégeno utlllzable y la fuente mas importante. El amonto es.

relatlvamente abundante prmmpalmen(e donde ocurre fijacién, sin embargo, es téxaco' B

en su forma NH4 K y su absorcnén en grandes cantidades puede imponer un esfuerzo

E severo al metabolismo de Ios carbohidratos (Salisbury y Ross 1994). Una vez absorbido

‘el nitrato por.la planta,~'es reducldo a amonio y este es seguidamente incorporado a

ésqueletos carbkona’dos' para la sintesis de aminoacidos (Azcom y Talon, 1996). E| nitrato
participa en la fdtorrésplracién, la degradacion de proteinas, actia como inductor de
sintesis de 'przotevlnérs, entre otras. En las células vegetales el amonio se genera no solo
en la reduccién del nitrato sino también en la fotorrespiracion, el catabolismo de las

proteinas o la fijacion del nitrégeno molecular (Azcom-Bieto y Talon, 1996).



Las plantulas y plantas muy ;ovenes t:enden a absorber amonuo en forma dlferenle

en tanto que las maduras absorben nitrato,’, esto puede estar relac:onado’con Ia mayor
abundancia de: carbohldratos y pode

fotosintesis (Bidwell \19,79) Como"el_mtrogen esta

esenciales,  no es sorprendente que: el crecimient: sea*lento smo se afade, y las

plantas mueslran slntomas de def ciencia que consnsten en clorosns general (Salisbury y

Ross, 1994).. Las fuentes y. concentracnones" de mtrogeno son de los factores mas

relevantes puesto que es el nutnmento que Ios tejidos demandan en mayor proporcion.

Este factor se manifiesta en diversos desordenes o alteraciones morfolégicas y

fisiologicas, relacionado a su on [a asimilacién de formas reducidas de nitrégeno y

una reduccién en’ el-contenido-de clorofila, que impide el desarrolio normal de los

explantes y ‘érgé[ios héofofmédés (Ziv, 1991). También las plantulas de diversas

especies - cultivadasin; vitro - muestran algunas modificaciones en sus procesos

ﬁsiolégicos, .‘bidqufmlcos,, anatomicos y morfolégicos relacionados con factores

mlcroambnentales ' y asnm:lacuon de algunos nutrientes que se presentan en el

contenedor de cultlvo in vitro.

El cultivér Glédiblo (Gladiolus s.p.), es una planta de gran valor 6rnamental por
su belleza, y de suma importancia en el ambito comercial, pues en Ios ultimos afios se
han desarrollado hibridaciones registrando miles de cultivares nuevos. Sin embargo, hay
varios de ellos que han persistido por muchos afios como flor de corte, debido a su gran

demanda por la calidad de sus flores requeridas en el mercado, por lo que su cultivo



éxt'e:hsivo’ ha_llevado - a . mejorar_las écnicas - de’ propagacion .y : mejoramiento. Su -

propagacnon medlame I ,tecmca de i:uluvo in-vitro:se. descnbe-en‘este trabajo' asif

; mlsmo se evalua Ia respuesta relactonada con reque mlentos nutnmentales en ‘el

medlo de cultlvo_ e cmco proporclones de NH4 NO;, en'la formaclon de brotes y

. ralces para estudlar los cambios morfologlcos durante su organogenesns /n wtro



OBJETIVOS

. Evaluar diferentes proporciones de NOa:NH,* en el cultivo in vitro de brotes de

Gladiolus sp.

. Determinar el crec:mtento de los brotes de Gladiolus sp de acuerdo a las

diferentes proporcnones de NO;, NH.* propuestas

. Determinar la mejor proporcién N03 NH4 para el mejor desarrollo de los brotes

de Gladiolus sp, in vitro,




HIPOTESIS

El nitrogeno es un elemento nutritivo que tiene una actuacion directa-en la
fqrmécién de compuestos organicos, por tanto, al incrementar su concentracion en el
medio de cultivo in vitro se obtendra mejor crecimiento del explante 'y se incrementara el

numero de brotes a partir de éste.

Al ser el amonio (NH4") la forma asimilada mas directa de N por la planta, si se
incrementa su concentracion puede causar toxicidad al explante, por tanto, al aumentar

la de NO3 con re(acién al NH4' se tendra mayor calidad de brotes.



I} REVISION DE LA LITERATURA
2.1 Generalidades del Gladiolo

El nombre gladiolo proviene del Latin Gladus: espada y- fue sugendo por Pllny,

quien lo describid por la forma parecida a espadas de sus hojas (Salunkhke et al., 1990)

Larson (1988), mencnona que la compren on’ del - desarrollo del gladiolo es

"omblivcadé,‘ VpUes muy pocas fques s "p"a.r complejo del Gladiolus. Lewis

o et a/' (1972) |nd|ca que estas éspecnes se identificaron. hace mas de 2000 arios en el

;AsnaMenor y las llamaron ‘flm ,uch:(‘1972), Willfret (1980),

aseguraron que este genero: Se:origino -en editerraneo’y en el sur de Africa,

incluyendo alrededdr"cje 180" de 000 cultivares. Muchas otras

especies son usardas‘co"mb flores de jardin.

Desde hace aprOXimadamente 500 afios son cultivadas las especies europeas, y
hasta 1730 las prlncipvales especies de jardin derivaban de Gladiolus communis, G.
segetum, G. byzantynus. (Larson, 1988). A partir de especies compatibles como

cummunis, carneus, y cardinalis, se crearon muchos hibridos naturates (Buch, 1972). Se

conoce que la cruza que origino el gladioto actual se hizo en 1837 por H. Bedinghaus de
Bélgica, quien polinizo G. natalensis (psittasinus) con G._ oppositifliorus, dando como

resultado los hibridos Gandavenesis



A partir de 1870 se empezaron a ut:llzar los gladlolos en Norteamérlca como flor

de corte. Luther Burbank desarrolio los prlmeros cultlvares resnstentes a Ias conduc:ones”

arreglos florales.

Estas flores tlenen muchas vanacnones en colo con atractlvos colores 0Scuros y

carmesi, rosa, salmon, ro;o~ est "rlata purpura crema y combmacnones de estos mcluso

pigmentados en el centro de los pétalos ‘

Zipy Llllen Klpnls (1990) sefialaron que el gladiolo es un cumvo de alto valor
ornamental, es cultlvado en gran parte del mundo por sus ﬂores para corte y por sus'
cormos. Desde. la mltad de los afios 1970, se ha venido decllnando severamente la
produccion de puntas de gladlolo no por su falta de demanda en el mercado smo por los

altos costos de produccion provocados por las enfermedades virales y otras.

El mcremento en Ia demanda de flores de calidad, las técnicas de cultivo de

meristemos ln vrtro (L g yZettl 1985) y micropropagacion (Zip y Lilien-Kipnis, 1990)

pueden mantener un continuo cu(tivo libre de enfermedades vy alta nutricién de las ahora
novedosas vanedades La formacién de cormos in vitro por medio de los brotes

micropropagados puede sumpllflcar los pasos en la micropropagacion.



. Medtterraneo

v,EI gladlolo» S

2.1.1 Clasificacion taxondmica y descripcion botanica

El género Gladiolus pertenece a {a familia lridaceae, es una planta herbacea

considerada como geophyta (Ziv y Lilien-Kipnis, 1990). Lewus et a/ (1 972 m ncnona

que este genero esta representado por 180 especies. Exlsten mas de 10 000 cultlvares .

de los cuales 20 son comercuales para produccion de flor (ZIV 1990) Dos

; espemes son endem»cas de Madagascar'y 15 se encuentran‘en paises alrededor del

de Ios hibridos mas modernos es G grandlﬂorus con cuando menos

i 11 especnes representados por d:ferentes colores o varledades botamcas (Wllfret 1980 ).

a anta que se desarrolla de botones axulares en ‘un cormo con un tallo

g suculento que aclua como sopone (Wllfrel 1980 ZIV y: Llhen Klpms 1980). Sus ho;as se

sobreponen enla base pudaendo ser de 1 a2, su mflorescencna es una esplga orugmada

como eje terminal, llegando a formar hasta 30 florecnllas o ma con partes florales de tres

en tres. Cada florecilla esta encerrada en dos valvas verdes con espatas y su plstllo

consiste en un estigma de tres |6bulos, con un estllo sn

ple no rammcado con ovario

infero. En la capsula se albergan de 50 a 100 6vu!os, ; los cuales maduran 30 dias

después de la fertilizacion. Florecillas bilateraleé o'ra'diales (Wilfret, 1980).

Las flores pueden ser de cualquier color, exceptuando el azul, sin embargo,

algunos tonos violetas se asemejan casu} al azul. Las florecillas pueden ser redondas,

triangulares, aplanadas, con capuchén o como orquideas, con pétalos sencillos, rizados,

filamentosos, recurvados, puntiagudos o profundamente arrugados, florecillas que varian



de 2 cm. de dlametro a muy espaciadas, en taﬂos delgados sencnllos [ con muchas .

ramas hasta g:gantes de 2 metros con floreclllas de 18cm de dlametro (Wllfret 1980)

Los cormlllos nuevos se forman anualmente por la protuberancua de la base de Ios‘

te ' la floracid

- ‘_mternudos de la |nflorescencna antes o-durz to es.encerrado por.las o

-,hOjaS ‘que en la maduracuon comlenza a

g convurtlendose a su VeZ en el

primaria localizada en Ia base del cormo forma el pnmer sistema de raices adventlcnas o

Las raices secundarlas .se’ desarrollan durante la floracuon en el cormo que se esta

desarrollando nuevamente,(_zl y.Lilien k|pn|s.. 1990).

'on ramlt" cados onentando los cormlllos hacna Ias puntaS'

Numerosos  estolon

desarrollados del hédulo sal, del cormo hua durante Ia flo acuon Un solo cormo es

capaz de producir de 50 — 200 cormlllos dependlendo del cultlvar y condncnones de CU|th0

(Griesbach, 1972).

2.2 Propagacion del gladiolo

Los cultivares de gladiolo son propagados por cormos y cormillos (figura 1). Las

semillas solo se utilizan para la produccion de nuevas variedades (Ziv y Lilien-Kipnis,



ormillos' dos ”dlas‘antes de lé‘ plantacion con el fi in de‘asegurar una brotacién uniforme
W fre 1 80) La plantacuén depende del tamafio del cormo y el tipo de suelo en que se

. haga por Io general se debe enterrar a una profundldad de dos a cuatro veces su tamaio

i V,TVY con Ia punta del cormo hacia arriba (figura 3).




Eig. 1. Cormo de gladioloj

Fig. 2. nuevos cormos y
cormillos




correctn incorrecto

ncarrecta

fuente: Greving, 1992. l Fig. 3. forma correcta de plantacion de cormillos . J

Cuadro 1. Clasificacion de cormos de gladiolo desarrollados por la Asamblea

Norteamericana de Gladiolos.

Tamario (diametro en cm.)

Mayores a 5.1
Mayores de 3.8 hasta 5.1

Mayores de 3.2 hasta 3.8
Mayores de 2.5 hasta 3.2

Descripcion

Grande

Gigante Patron para plantas de
No. 1 Produccidn de flor.
Mediano

No. 2 Patréon para plantas de
No. 3 Produccidn de fior.
Pequefio

No. 4 Patrén para plantas de
No. 5 De produccion de planta.
No. 6

Mayores de 1.9 hasta 2.5
Mayores de 1.3 hasta 1.9
Mayores de 1.0 hasta 1.3

(Fuente: Wilfret, 1980)




2.2.1 Calidad de la Flor de Corte.

La longitud de la esplga el numero talla forma y color de la flor, peso y Iongltud

de la cabeza de la flor, son algunos cnterlos usados para Ia deter c:on de Ia calldad

de los gladiolos de cona., Fuera.de estas’ consideraciones;la. Iongltud o talla de las

2be n ser fuertes rectos, y la longitud acorde al cultivar.

4 La forma y talla® de la flor debe ser representativa del cultivar. Deben abrir

despacno

Wllfret (1970), menciona que las espigas se seleccionan en cuatro clases en base
a la cal;dad general Iongltud de la espiga y numero de florecillas (Cuadro 2). Al
alas'ificafse "sé agrupan de diez en diez y se amarran con Ilgas Posteriormen!e se
'mantlenen almacenadas verticalmente a bajas temperaturas (4 — 6° C.) hasta su

empaque



Cuadro 2: Clasificacion de flor de corte utilizada en florida por los floricultores comerciales

de gladiolos.
Clase Longitud de la espiga cm. [Numero de florecillas (minimo)
Superior Mayor a 107 16
Especial De 96 a 107 14
Estandar De 81 a 96 12
Corriente Menor de 81 10

Fuente: Wilfret (1980).
Cuadro 3. Clasificacion del tamarfio de la flor en Gladiolus segun la Asamblea

Norteamericana de Gladiolos ( The North American Gladiolus Council).

Clase® Designacion Tamano de la florecilla em.
100 Miniatura Menor de 6.4
200 Pequefio De64a89
300 Decorativo De89a11.4
'a00 Estandar o Grande De 11.4 a 140
500 Gigante Mayor de 14.0

" “Fuente: Wiifret (1980)




Cuédro 4. Clasificacion del color de -la flor en: Gladiolus ‘segin-ia Asamblea

: Norteamericana de Gladiolos ( The North American Gladiolus Council).

Color® Palido Ligero Medio Fuerte Otro

Blanco 00

Verde 02 04

Amarillo 10°¢ 12 14 16

Naranja 20 22 24 26

Salmén 30 32 34 36

Rosado 40 42 44 46

Rojo 50 52 54 56 58 Rojo negro
Rosa 60 62 64 66 68 Rosa negro
Lavanda 70 72 74 76 78 purpura
Violeta 80 82 84 86 T

Ahumados T2 94 96

Tostado 90 98 Café

Fuente: Wilfret (1980)

Los cultivares de gladiolo se clasifican por tres digitos (cuadro 3 y 4), estos estan
clasificados en 5 categorias que indican su talla.

2El primer digito indica el tamafio de la florecilla en las cinco clases.

bLos dos altlmos_ digitros’::imji‘:ikcan,el color de la florecilla y el tono. Un ultimo dlgito
impar indica una marca{ e

“Incluye el color é’krema. |

*Conspicua o manchén.



2.3 Cultivo in vitro

Al hablar de culhvo nos refenmos a cultlvar en un medlo donde las plantas puedan

subsustlr y desarrollarse ya sea en: macetas Jardlnes mvernaderos o en. eI campo

wE Segun Pxerlk (199 ). : 1904 : Hannlg de” arrollo un metodo de culttvo de plantas al que

PR

: se comenzo a desarrollar con mayor auge y rapldez, y se han publtcado numerosos

i articulos con resultados |mpor1antes para Ia agncultura sulwcultura y hortlcultura (Pierik,

: 1990)

~El cultwo in v:tro se deflnlo como . el cultivo sobre un medlo nulrmvo en S
condlciones esterlles de plantas, semlllas embr:ones organos explantos. tejidos

lulas y protoplastos de plantas superiores, caracterlzadas porque ocurren a mlcro- '

- f esca|a en una superfnc:e relatlvamente pequeﬁa Medlante eI cultivo m Vtro“ se opt|m|zan
‘ Vlas condiciones ambientales, los factores fisicos, nutncnonales y hormo les; excluyendo
microorgamsmos de tipo infeccioso tales como hongos bacterias irus, asi como plagas :
de insectos, nematodos y vertebrados (Pierik, 1990) Por estas razones, el '

se ha considerado que juega un papel muy importante en Ia produccion‘de ptantas a gran

escala y en menos tiempo que las plantas cumvadas /n VIVO



'(Dantuy Bhojwanm 1995)

La aplicacién del cultivo in vitro en especies en pehgro ademés es una tecmca .

- que puede ser adoptada bajo dlferentes ctrcunstancuas (Malda y Backhaus. 1999) La‘

,regeneracnon de plantas in vitro es un metodo genético conservativo de propagaclén que ;

tuene que ser usado extensuvamente con especnes raras y en peligro de extlnmén (F|ll|p|n| k

et al., 1994)

Algunos autores han sugendo la posibilidad de ampliar las bases genéticas de
especies que inducen vanacuén somoclonal in vitro como un método de generacion de
nuevo vigor dentro-de ppbrlarclornes naturales de especies en peligro (Bramwell, 1990;

Fillipini et al., 1994).

Los requeriiniento; erj ambiente humedo, sustrato rico en nitrogeno, y una
aplicacion exte}"na ‘e'ﬁ I}a:s:_fu:ehtébs_de auxinas podrian ser facilmente adaptados bajo
condiciones de'invérhadéfp (Maldé y Backhaus, 1999), estos tipos de practicas podrian
ayudar a obtener ‘i‘néj‘dres y vigordsas pil‘antas al recuperar o introducir programas de

propagacion.



regeneracnon y propagacvén de nuevos materlales producndos por métodos de cultlvos de

) teudos (Lumsden et al.,, 1990).

2,3.1 Cultivo in vitro de Gladiolus

Sin duda, los cultivos ornamentales son el grupo de plantas 'por excelencia

'donde la- micropropagacion ha tenido un tremendo |mpacto hlstorlca clentif ca.y

econémlcamente Probablemente sea por el alto valor'comercual que adqulere el producto

: al flnal de su proceso productlvo »lncluso entro d s con bajo valor

- "son propagadas con este método ‘pero con menos frecuencia (Cape“ades et al 1991)

~En afios recientes se ha considerado interesante el desarrollo de las técnicas de
cultivo de tejidos para la rapida propagacion de reservas sanas de cormos y nuevos

cultivares (Hussey, 1977).

La técnica de cultivo de tejidos ha sido aplicada a la propagacion de bulbos y
cormos en varias especies, donde se incluyen numerosos miembros de la familia de las
Irldéceas (Hughes, 1981). La propagacion de gladiolos mediante el cultlvo in wlro se ha -

venldo dando a través de varios 6rganos y tejidos en diferentes medlos de culuvo los



i menstemos para su propagacion

cuales, : tienden.a ‘ser Una forma para sustituir' la regeneracion de plantas ( Amirato,

1990).

Wllfrel (1980) utlllzo el medno de cumvo MS aducnonado con acndo naftalenaceuco y

‘ _kmetma (ANA 26 ) 53 8 uM Kin 2. 3 uM’) donde utlllzé lnflorescenaa de tallo obtuvo S

: morfogenesns de callo, ra|z _ho;as en Glad/olus Consuguno callos raices y ho;as al .

: emplear unlcamente puntas de ho;as para propagaclon en un medic MS con hormonas

del desarrollo vegeta

Hussey ( 1977) y Sutton ( 1978), utlluzaron brotes de cormos en medio de cultlvo

MS de donde obtuwero como esulta 40 la formacnon de hojas axilares al emplear

Ja respuesta a la morfogénesis fueron cormlllos y

bencnlammopunne ( BA) para evntar la dormancia y para promover el cremmlento de brotes

y Ia lnhublcaon de desarrollo de raices.

Ziv (1929) propago in vitro plantulas de Gladiolus cv “Eurovision” en un medio de
‘cultivo, bajo en minérales y sacarosa, con alta intensidad de luz, desarrollando raices
'funclqnales, y poéterlormente fueron transplantadas en condiciones no asépticas,
continuando su crecimiento sin mantener dormancia. De todos los explantes

cuitivados, los segmentos de los tallos y flores jovenes mostraron maxima proliferacion,



allo.:Los' callos fuéron penédvcamente revnsados y mantenldos en' un medvo nutritivo en
que la concemraclon de 2 4-D (acndo dnclorofenomacétlco) se bajo de 2mgl' ‘a1mg
y daclonando varias combinaciones y concentracnones de AIA (écldo indole-3 acético
8 2-2mg I ) K (kmetma 0.5 mg I''), ANA (acido naftaleno acético 10 mg ! ) se obtuvo mejor
;;respuesta en el tratamlento ANAJKIN (10/0. 5. mg t ”) Menmonaron que es necesario
3 cultlvar segmentos de  cormelos para obtener mas de un brote por cormelo. De este
Hm_odo cqncluyen que debido al refinamiento en la técnica y la manipulacién del medio de
k“cu‘ltlvo,‘el'nﬂmero de plantas régeneradas de varios segmentos de un cormelo pueden

incrementarse.




ZIV (1989), , culllvo gladuolos in . v[rro sustltuyo damlnoz«de »ancymldol

: paclobutrazol y unuconazoll pc},r_ un‘agaf,solidiﬁc_a para'su propagacnon Los cultnvos :

e 'Iongltud de las ralces fue mversamente relacnonada a la concentracion de las auxmas '.
: [} glucoronidasa (GUS) expresando plasmidios. Los callos fueron se|ec<:|onados en
; . ’medlo de cult:vo conteniendo . alta solucion de phosphinothricin (PPT) y transferldos aun

’ medlo de regeneramén para recobrar plantas transgénicas

Kamo. (1995) recobré mas de 100 plantas transgénicas de Gladiolus después de
practicar un bofnbardeo -de suspension regeneradora de células y callos. Para la

transformacion callos de Gladiolus y suspension de células, fueron co-bombardeadas



. '_ transformacnon de protocolo de G/adlo/us a poder permmr Ia mtroduccvon de transgenes

' que confleren re | p togenos vurakes y a hongos que mh:ben Ia produccuon de

: G/,ad/o/us., :

Sen y Sen (1995), reahzaron estudlos de multuphcacnén II7 wtro de 4 cumvares de

crecnmlento y en presenc:a de qu mostraro alargamiento y mejor regeneracnén de

Qbrotes de la base. Con esto obtuvneron que Io d .Vprocesos en este cultivo son

convenlentes y no son caros para la produccion comercqal de Gladiolus

Remotti y Loffler (1995) describieron uh método para la iniciacion de callos capaz
de regenerar el crecimiento de cormelos en vivo . de gladiolos (Gladiolus x grandiflorus) a

partir de cormelos del hibrido “Peter Pears”. Estos fueron cultivados in vitro en un medio



Jos' qu‘e se'e co‘ denlnas vntamlnas cntocmmas algunos ammoacndos y

: 'adncnonando dlferentes fuentes de nutrégeno La adicién de estos complementos fue un
hallazgo que estlmulé la produccnon de callos. Concluyen que Ia regeneracion de callos
de un numero de genotipos de glad’iolos puedeh ser ihducidoé y mantenidos en medio de

cultivo MS modificado,

Kumar et al (1999) Propagaron Glad/o/us hybndus exitosamente. Establecieron

'cumvos usando corm|llos ! gmentos de cormullos e inflorescencias recortadas en el

medlo de culuvo M La respuesta dependlo de los suplementos al medio de cultivo,
nes de callos e induccion de brotes. La diferencia entre brotes
btenida en el medio MS conteniendo 1.0 uM de BA' y 10.0 uM de

ser. conseguido desprendiendo un choque de calor (HS; 50°C, 1h)

ultivo - de  callo: 'mantenidos en el medio basal. En estos dds cultivares, altas

,oncentramones de sacarosa (0.232, 0.290, o 0.348 M) también favorecié el crecnmlento y

prollferacnon del culﬂvo de brotes en planta con creclmiento en medlo de cultivo

regu|ador-llbre a 20°C en omparacuén alos cultlvos mantemdos a 25°C El choque de

calor Incremento Ia prohferacnén de brotes en los cultivos mantenldos en el medio basal,

pero indujo proltf‘ co _enraizamiento en el cultivo de los brotes, dentro de los 5 dias




fjvexpuestos a alto choque de'calor y:. alta concentracmn de sacarosa (opnma 0 232 M) .

B Mlentras el ntmero. de raices se mcrementé a altas concemraclones de sacarosa en e| :

medno’ Generalmente las planlas enraizadas en alta concentracnon de sacarosa (0 232,-

M) en: elymedao en: comparacuon con el medio con concentraclon normal de sacarosa

: mostraron mejor supervnvenma 7' T

2.3.1.1 Medio de cuiltivo

El medio de cultivo se define como una mezcla compleja de sales minerales ‘
(macro y micronutrientes), compuestos organlcos reguladores del crecnmlento y alos

cuales se les puede agregar productos naturales complejos (Boccon, 1984, y Hanmann

et al., 1990).

E! medio de cultivo esta compuesto por un 95% de agua destllada de buena

calidad, o por agua purifi cada por 6smosis inversa, Se le agrega agar (derlvado de un

alga marina) que es un polisacarido de elevada masa molecular y se utlhza como agente

gelificante. El azicar es muy (mportante para el desarrollo de Ios explantes in vitro , esta

se sintetiza y se transporta de forma natural por Ia planta y en general se requieren de

altas concentraciones de azucar para aumentar el_crecimiento y desarrollo de las

plantas.




de med:os de

i varlando en Ia fuente y concentraclon de los nutrientes.

En Ia preparacnon de un medio de culuvo los |ngred|entes vanan segun el trpo de

sf . generalmente se

aunque la formula exacta
0) . A este respecto
eben tomar una serie de

factores complejos, como son la constntucuén genetnca de la planta; nutrientes (agua,

macro y micro-elementos, y azucares). factores fisicos (luz, temperatura, pH); algunas

sustancias organicas (regu!adores, yltammas, etc.) (Pierik, 1990; Hartman et al., 1990).

El medio de cultivo puede estar hecho unicamente con productos quimicos o
adquirir medios de cultivo comerciales. Ensayos empiricos podrian ser necesarios para
pruebas que avalen la combinacién de ingredientes cuando se prueben en un nuevo tipo

de planta. Estos ingredientes pueden ser agrupados dentro de las categorias de: a) sales



inorganicas;. b) cyompuesvt"os'"'orgénico‘s;‘f'c) ‘ingredienles naturales - complejos; d)

~ complementos inertes; (Hartman et al., 1990).

Para ei desarrollo de; explantes in wtro en su morfogenesns Y. formacuon de callo,

: k»pueden ser ) en medlo llqmdo WH MS o LS. Enel cultivo

B lnilwtro deiG/ad/o/us se ha utilizado mas comunmente el meduo de Murashige — Skoog

koog (LS) Estos medlos han sndo utilizados en un rango

k“extenso de especnes y tlpos pamcularmente en plantas de tlpo herbaceos (Hartman et

o al, 1990)

El desarrollo' de brotes durante Ia organogenesns pueden ser afectados por el

o medlo de cultnvo de tej:d s, pamcula r ente por la concentracuon de nutrientes, fuentes de
carboh:dratos y reguladoresv el cremmuento. Concentracuones en algunas o todas las

*f{sales en el "m pue_en mﬂuencnar grandemente en la formacién de brotes. Al

'Incrementar Ja concentrac:én de sales en el medio MS, decrecié el porcentaje de
“regeneracum de bulbos en /ris X hollandica (Van der Linde, 1988) pero se incremento el

"— numero de brotes en la regeneracion de explantes (Van der Linde y Shipper, 1992).

2.4 Importancia del nitrégeno en el cultivo in vitro

Si tomamos una base de peso seco de una planta, el nitrégeno es el cuarto

elemento nutriente mas abundante en las plantas (Hopkins, 1995). Es el principal



7recom|enda que sea moduf cada en 1/6 una propormén de NHs" NOs’

i

" (Gambor 'y Shyluk 1970' Margara

se secan, de color café claro los tallos son corto y el

smtomas de deficiencia dependen de la funclén o funcnones que ‘realiza el elemento yVS| B

: el elemento se transfere O no con facmdad de las ho;as v1ejas a las jovenes (Sa ssbury y

Ross. 1994)
2.4.1 Requerimientos de nitrégeno

Pierik (1990), menciona que las necesidades totales de nnrogeno para la mayona

de las especies, varian entre 12 a 60 mmol I, de donde al ibn NH4 Ie corresponden de ;

vitro,

los medios pueden superar. el ,re_que,rklmkle 0

utilizacién de medios base'a diferentes. cor

macronulrlentes ( ‘A. ‘/z %)cu lando de no. modifi Ia elevada reIacné, H4 IN total

988 Cormierv (1995)‘-

991) Zlenco et al.

Wang et aI

( 1994) menciona que con una alta concentracion de mtrégeno en su forma NH4

" favorece la necrosis de tejidos.



cultivo. .

Llllo (1989) evaluo los efectos de Ios componentes del medlo de cultlvo para

: ;Soluanum tuberosum encontro que vanas concentraciones de NO y NH4 estlmularon
el desarrollo de brotes obtemendose mejor respuesta cuando Ia concentracnén de NO3

fue aproxmadamente dos veces Ia concentracién de NHs": (2 ) o mas alta. La

i 'formulacmn del medlo MS : e modmcada empleando 30 mM de 'sacarosa 21 mM de

U NO;,, BmM de NH4 6 WM de zeatlna y 06 uM de IAA. Y en el segundo medio se

S utlllzaron los mlsmos _componentes modlt" cando los reguladores el cremm:ento con 4.4

. uM de BA y 03 uM de-acido krelxco (GA3). No se encontro diferencia en la

'regeneramon entre los dos medlos estudnados y el primer medio fue usado para la

formacién de callos L

Lé formacion de brotes se indujo a 0, 8 y 21 mM de amonio, pero el mas eficiente
se obtuvo a 8 mM. Las concentraciones de nitrato de aproximadamente dos veces 0 mas

la concentracion de amonio fueron convenientes para la formacién de brotes.

" Williams (1991), analizo los factores que determinan fa asimitacion nutrimental in

vitro, mencionando que puede ser afectada por la composicién del medio, el tejido



TR

mbientales donde se“desarrolia’el cultivo.” Encontrd que’la

proporcién de jones o como para las plantas - .

" in vivo, exceptuando los’

" en cultivo i

~'NO3) detectaron’e

50%: de. su concentracion, Quorin y

itsch y Nitsch (NN, 1969),"y White (WH, 1943), a este dltimo se

agrego.un fqgnterde'nrxtro;ge;o réducfdd déli é:ual carece (10 mM de NH4NO3). Se
L énv'c_dr/\_t_ré":qpe‘ par; ‘ambos cultivares, el mayor desarrollo de brotes ocurrié en el medio
- ) "é’I:SO‘;A: yen el medio NN; ademas de obtener el minimo des’arrollo en un medio
donde la §oncentracién de nitrégeno fue baja, (medio ‘WH con solo 2.48 mM de nitrégeno
:.Ct:;mo NO3y), pero la adicién de NH4NO; al medio WH incrementé significativamente el
ﬁorcentaje de brotes. Basandose en esto se evalyuyardh diferentes proporciones de NOj
:NH4* (1:0, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 7:1), enuna conceﬁfracién total de nitrédgeno de 27.5 mM,
de donde se determino que las proporciones 2:1, 3:1, y 4:1 tuvieron l|a maxima
regeneracién. Sin embargo, en las proporciones mas altas 5:1 y 7:1 se observo una
reduccion en el desarrolio de brotes, indicando que cuando en el medio no se incluyd

NH4' no se obtuvo desarrolio de los brotes.



'3| B

- Leblay ‘et al. (1991), utilizaron el medio MS al 50% de su concentracién para
: obtener brotes adventicios, de donde emplearon las proporcnones NH4/NOa3(1:2y 1: 3) con

cuatro concentracuones de NHs (5, 7.5, 10, y 125 mM), encontraron una mayor . st

regeneracron para la proporcion 1:3 de NH4 :NOs'y Ias concentracnones de NH,* de 75y
10 mM promov:eron una mayor regeneracion. Estqs autores af rmaron que. uno de los

m canismos fisioldgicos asociados al amonio fue. el de"promover la penetracion de

algunds a‘niones a expensas del cation, mientras que el nitrato parece haber actuado en

forma lnversa De tal forma que el balance entre las dos formas de nitrogeno puede

‘s?regular la absorcvon dlferencnal de otros iones, pamcularmente al cuitivo de hojas.

el efecto de dlferentes nlveles de NH4NO; usado

/ un medlo sm reguladores del crecumle o ferentes niveles NH4NO;, (0, 20,

40, 60, 0' 100 y 120 mM). EI NH4NO fue esen |a‘ pa la prollferamén de callos y

regeneractén de plantas. Observaron que el med'o de culhvo contenla de dos a seis

veces mas alto el nivel de NH4 NO;, que lo'normal y que el medio de cultivo podria
t mblen vsoportar la regeneracion de plantas en ausencia de reguladores del crecimiento,
“feniendo el maximo nimero de plantas regeneradas en un medio con 80 mM. de NH4

NO3, cuatro veces mas de los normal en el medio MS. En presencia de ANA, la optima




concentracuon de NH4NO para Ia regeneracnon de plantas fue encontrada en'los: 20 y 40 .

' cre‘cimikento_ prollferacxén Ademas, a través de! medio BM-2 con un incremento en la

e concentraclén de NO;, (4 1) favorecié significativamente el desarrollo de brotes. Muy

i pobres respuestas se obtuvneron en otros medios de cultivo en los cuales se aumentaron

: las proporclones d N 4 , afectaron negativamente el desarrollo y crecimiento del cuitivo.
En algunas especiesA se ha empleado el nitrato o el amonio exitosamente como Unica
" fuente de nltrégeno (Gamborg y Shyluk, 1970; Wetherell y Dougall, 1976, Chaleff, 1983;

Perez-Berquez y Sommer, 1987).




con NOa que con concentrac:ones de NH4". De este modo, un cuudadoso control en las

plantas de bapa; e

Bon et al. (1998), analizaron como influyeron cinco diferentes medios de cultivo en
la micropropagacion de explantes de Acacia mangium y Parasenanthes falcataria. Los
medios utilizados fueron:: BS (Gamborg et al. (1968), a ¥% de su concentracion), Knop
(Knop (1865), a 2 de la concentracion “MS"), QP (a 2/3 de su concentracidn), y SH
(Shenk y Hildebrandt (1972), a 2/3 de su concentracion) complementados con varios
reguladores del crecimiento. La mayor brotacién fue para A. magnium con los medios B5

y SH, y para P. falcaria con el medio MS. Sefalaron que la morfogénesis fue influenciada



sngnmcatlvamente por Ia dlferencna en macronutnentes utilizados. La alta concentramon
: de |ones tlenen tamblen un marcado efecto en el porcentaje de enralzamlento despuesk
“de Ias 4 a las 8 semanas, y la baja concentracion de aniones y cationes, puede ocasuonar

’ una‘respuesta baja.

: rap:da en la concentracuon del amomo en Io

brotacnon de las yemas y al desarrollo del callo. Con relacién al nitrato
‘de los 21 dias y hasta los 42 dias Iogrando ' ‘

} de raiz..

Elkonin y Pakhomova (2000), estudlaron Ia mfluencaa del nntrégeno yel fosforo en

mducmon a embriones de callo de sorgo Fragmentos de jévenes paniculas y embriones

inmaduros de diferentes cultlvos d ) granos de sorgo,‘fueron cultlvados en medio MS y en

medio N6 complemenlado con L-asparagina (6 7mM) L-prolina (17.4 mM), modificado a

diferentes concentraciones de NO: i NH4 \ PO4 Nueve variantes en el medio de cultivo

con diferentes combinaciones de tres niveles de NOj (39.9, 72.4, 131.6 mM) y tres

,iA.34; o

Cruz-Pizarro (2000), estudio los niveles de sacarosay la relaci'én NO3 NH.{‘ »evn el

na disminucion

isminuyo a péﬁif ]

de brote yrma'ykc')rk emisién



fdesarrollo 'e brotes ¢ ‘
'adlcuSn de 1 g l

Ia proporcién NO: NH4.

compactos en algunos g"ehoktxivpos.

Luciam et al (2001) ‘ estudlaron el efecto de dlferentes proporciones de NO3

NH4 en el cultlvo /n VItro de AI//um sp Empleando reguiadores del crecimiento en

~dxst|ntos medlos de cultlvo para obtener un optimo protocolo de propagacién en el

jo Unllzaron tres medios: MS (Murashige and Skoog, 1962),

: BDS (Dustan and Short medlum, 1977) y BLS ( modificacion de BDS, preparado por

\ 03)24H20 para obtener una proporciéon de 35 mM de NO3:8

‘mM de NH4 ) Concluyeron que en medio de cultivo BDS y BLS solo hubo diferencias en

La dlferencua en los indices de multiplicacion se debieron

probablemente al lncremento en el nivel de nitrato del medio de cultivo BLM. Este trabajo



T

muestra que los |ndtces de mumpllcaclon in’ V/tro para Ios clones de a;o podrian ser

mejorados por el uso de altos mveles de mtrégeno aportado como NO;

tramén de nllrégeno y

eso,fresco y seco. Altas concentracnones de

“nitrégeno también redujeron el nimero de brotes, pero a mucho menor grado, y dejo un

significante incremento_en’ omedio de peso fresco y seco. Concluyeron que los
“tejidos y los 6rganos. asimilan nitrégeno y muestran mas rapido crecimiento al contener

jones de amonio y nitrato a niveles controlados en el medio de cultivo.

Bensaddek et al. (2001), estudiaron el efecto del NOs” y el NH," sobre el
crecimiento y acumulacion de alcaloides en la raiz de Atropa belladonna. Utilizaron tres
niveles de NO3 (15.8, 39.5, 98.75 mM) y tres niveles de NH4' (8.2, 20.5, y 51.25 mM)
utilizando como fuentes sulfato de amonio y nitrato de potasio, y tomaron como referencia
un medio liquido MS (39.5 mM de NOsz y 20.5 mM de NH4"). Un aumento en la
concentracion de NHs* causé un descenso en la formaciéon de pelos radicales, mientras

que el NO3 tuvo un marcado efecto en el contenido de alcaloides. La produccién de



metabohzado por las células, mlentras que en el caso donde

+

s‘alta, solo una pequefia parte puede ser metabolizada y el

la concentracién de’' NH,4

hib!torio en el metabolismo de las células. Otra consecuencia de

‘acumulacion. de NH,'podria tener un efecto directo o indirectamente represivo en la

asimilacién de NOy (Crawford, 1995)

Con 'respécto a una absoluta cantidad de nitrégeno, tiene que ser reportado como
vuna proporcnén NO3: NH4" que puede jugar un determlnante rol en la morfogénesis, y
este optimo valor tiene que ser ajustado dependiendo de la especie, tipo de explante o

estado de cultivo(David et al., 1982; Flinn y Webb, 1986; Niedz, 1994).
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2.4.2 Absorcion de nutrimentos

El movimiento de solutos, que es esencial para la vida de las plantas, ocurre de
célula a célula y de un organelo celular a otro, por {0 que los elementos esenciales para el
crecimiento de las plantas se absorben de la solucién del suelo en forma de iones, en un

proceso llamado. “extréccién de solutos” (Salisbury y Ross 1994)

Bndwell ( 1979) mencuona que Ios solutos se pueden movilizar por difusion a través :

: de canales que presentan barreras fasucas ‘6 ser arrastrados por el flujo del solvente. Pero

__Ia tasa de dlqulén o de f|UJO se ve afectada por las propiedades de la barrera. Si

penqnece a unsnsterma vnvnente, como membrana o citoplasma, los solutos la pueden

atravesar por difusion pasiva o por transporte activo.

L Sustahcias no electroliticas tféndén a difundir a través de membranas a una tasa
rn_és o menos proporcional a su solubilidad en lipidos o solventes grasos, e inversamente
'broporcional a su tamarfio molecular. Lés moléculas deben atravesar espacios huecos.
Las paredes celulares parecen ser permeables a la mayoria de los solutos, mientras que
la permeabilidad de las membranas es mucho menor, por lo que es la sustancia viva la
que afecta y controla el transporte de solutos al interior y hacia afuera de las células

(Bidwell, 1979)



idas y,,tfiansb'oktadas a partir de estos pelos radicales. Al igual que la ruta del
iento del agua en las regiones juveniles de raices, el movimiento de los solutos se
relaciona icc'm rﬁtés ‘apoplasticas y simplasticas. Se ha pensado que la ruta del apoplasto

- ‘fal"j'arca‘ dés'dé“ ios pelost radicales hasta la endodermis en cuya banda de Caspary,

‘|mpermeable al agua forzaba fa entrada de las sustancias a las células endodérmicas, a

) vtraves de sus membranas plasmaticas.

AI ser absorbldo un ion por la célula epidérmica, se mueve al xilema via simplasto
atravesando la epidermis y enseguida una endodermis y al final al periciclo.
lndependientemente de la ruta, los iones que se transportan hacia la parte aérea entran

a las células muertas de conduccion al xilema (elementos de vaso y traqueidas).
Salisbury y Ross, (1994) mencionan cuatro importantes principios de la absorcidn

de solutos, estos dan origen a la teoria de que las proteinas de transporte denominadas

transportadores, controlan la absorcion.



40

Todas las células pueden absorber ciertos solutos esenciales con tal rapidez, por
largos periodos, volviéndose las concentraciones de estos solutos mucho mayores dentro

-lleva’ el nombre de

de fas células que en la solucién exterioyr “Esta “absorcid
acumulacién y al grado en que la concentraéibn de‘l interio! s"mayor_'qUé la exterior se
le denomina razén de acumulacion. En conclur'sié as células vegetales utilizan energia
para la acumulacién, siendo el ATP el compuest rico'en,‘energié; .Algunas células del
floema acumulan sacarosa en los haces vasculares, yvlqkeg.g’los‘tr'ans!ocan a otros sitios,
siendo esencial este fransporte para que las célulaé fcvavtozsi,r‘\t’é'ticas puedan abastecer a

otras partes del vegetal.

La absorcion de solutos es especifica y selectiva, estos se absorben y acumutan

en forma Selet:tiva. Esta selectividad también es valida para compuestos organicos como

amlnoécidos y azucares, presentandose en todas partes del vegetal. De esto se deduce
que portadores de proteinas presentes en las membranas ayudan a introducir solutos a
las células, que reconocen de manera selectiva determinados iones o moléculas y

[‘_‘puedeh ser activadas o desactivadas por ellos.

& Los solutos absorbidos salen con lentitud, cuando los iones o las moléculas son
~ absorbidos en el citoplasma o las vacuolas delas células, no salen con facilidad, casi
l,,siei;npre este movimiento es lento, esta salida lenta indica que la absorcién, en especial
"'éhirrélces con bajo contenido de sales, es basicamente un movimiento unidireccional de
enirada (Salisbury y Ross 1994). En condiciones normales de temperatura y aireacion

se tiene una rapida entrada inicial de iones, solo presenta la difusion hacia el interior de



|as paredes celulares mas que un movnmlento real a través de la membrana plasmatica.

Luego la rapidez de absorcién se hace en esencia constante.

2.4,2.1 Variacién de absorcion de solutos con respecto a su concentracion

Existen estudios que relacionan las velocidades de absorciébn con las
concentraciones externas, en tal caso Nye y Tinker (1977) concluyen que en vegetales
silvestres, para nutrimentos que se consumen en abundancia (nitrato, amonio, fosfato y

potasio), la difusién-es e} factor Ilmltante hama Ia supert” icie radical, por Io que las ;

—propledades de absorcuén de las ranc s solo enen lmportanc:a llm:tada para la nutrlcuén

o vegetal. No qbgan_te,"en veg’e(ales cultivados 'y bién fertilizados con nitrégeno. fosforo y

“ potasio 'y ‘ofros solutos esenciales y para;células que no son de la ralz, con frecuencia

'7é§t"a"n 7I‘I'mi't'édés“ en la‘absorc»éna’través,de Ia";me'mbrana. Epstein (1972), investigo la

er 'sar protelnas que reconocen de manera especifica determinados solutos, se

bi éh con ellos y aceleran su introduccion, estas proteinas han sido denominados por

k . prste‘i:ri'c'omo portadores.

Son dos los mecanismos que existen para explicar la absorcion de solutos. El
primero, una difusién simple en un solo sentido a través de la membrana provocaria que

la velocidad de absorcion fuera directamente proporcional a la concentracion externa del

soluto. Fig. 4.



Si la difusion libre fuese la responsable de esta captura la veloc:dad serla baja y

esenciaimente proporcnonal ala concentracnon‘ pero Ias velocadades reales son mucho

mayores y evidencian una cinética de saturacnqn.

Figura 4. Influencia de la concentracion de iones en la proximidad de las células

vegetales sobre la velocidad de captacion de iones.

absorcién

Velocidad
de captura
de ioncs

difucion

concentracion dc ioncs

Fuente: Salisbury y Ross (1994)

En cambio, para los solutos que las células deben acumular (organicos e
inorganicos), en realidad, la velocidad de absorcién es mucho mayor. La velocidad de
absorcién ( o captacién) se incrementa con rapidez a medida que aumenta la

concentracion del soluto en intervalos de baja concentracion, por lo general similares a
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Ios que emsten en eI suelo (O 1 mM.) pero a concentractones mayores la velocudad de

absorcnon empleza a establllzarse (Salisbury y Ross, 1994)
2.4.2.2; Trahsporte pasivo y activo

7 Se-ha visto que mas de los solutos absorbidos por las células se acumulan en
) "} cohcentraéiones superiores en el interior que en el exterior, pero pocos de estos que son
absorbidos con rapidez por las células nunca'alcanzan concentraciones superiores en el

interior en contraste con las concentracnones que alcanzan en el exterior. En cambio,

para cualquier soluto sin carga (gases'y azucares) la diferencia de concentracién entre

ambos lados de la membran iqo factor que determina el gradiente de potencial

quimico, pero para solutos con carg

éxiéte otro factor implicado, llamado gradiente de

electropotencial (o poténc al eléctrico). Este gradiente tiene que ver con la atracCién o

repuls:on de lones que resulla de una diferencia en la carga eléctnca de un Iado a otro

de la membrana

Las absorciones pasiva y activa estan definidas por la ecuacién de Nernst que
,toma en cuenta tanto en la concentracion como en la _carga eléctrica. La ecuacién
‘matemética de Nernst suma el gradiente gquimico de la concentracién a través de la

membrana al gradiente eléctrico.
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2.5 Absorcioén y transporte del nitrégeno en la planta

En las plantas en condiciones de cultivo in vitro, existen tres procesos para el
a9¢656 yr transporte de nutrientes mencionados por Salisbury y Ross (1994): 1) Fiujo de k
rﬁkésa‘s, 'donde el movimiento de los compuestos se basa en una fuerza due ‘empuja o
succiona, no siendo importante la gnergia cinética de las pad{culas, se da un gradiente a

una concentracién de mayor a menor 2)’ Difusién, 'aq'ui es importante la energia de las

parﬂculas de mas 'actividad l{menor es muy,rlento ER dlstanctas macroscépicas, y

func:ona para dlstanmas muy reducndas suendo eI movimiento lento de un punto a otro

debldo a actividades o movumlentos de moléculas Y 3) por ultimo, la osmosis, en la que

exlste una membrana de por medlo SIendo |mportante la energia de la particula, es como

Ia dnfus:on pero con membrana bloléglca permeable de por medio que regula la entrada y
salida de sustancias, en donqerlas dlferenctas en potencial quimico de solutos separados
por membranas es uno de los factores esenciales para el movimiento de iones y esta

puede suceder al atravesar la epidermis o cortex de las raices.

Para la mayoria de las plantas cultivadas, las lnicas fuentes importantes de
nitrégeno son NO3s™ y NH," Sin embargo, la mayor parte del nitrébgeno es absorbido en
forma de NOs, y posteriormente reducido a NH4'. EI NH4" se reduce a NO5, pero
también se genera en otros procesos metabdlicos tales como la fotorrespiracion, el
catabolismo de las protelnas o la fijacién del nitrogeno molecular. Este es asimilado

primeramente eh forma de glutamina y esta es utilizada para la sintesis de otros



s

ammoamdos o “bien- como metabomo transportador de mlrogeno a Iarga dnstancna

(Sallsbury y Ross 1994)

La asnmllacnén del mtrogeno es vutal en los procesos que controlan el crecnmlento y

desarrollo de Ias plantas 'El‘mtrogeno |norgamco es asimilado dentro en amino acido

sparagina,”y aspartato que sirve como importante portador de

glutamlna glutamat
: : ‘r'a;‘zi'rr‘\asf glutamina sintetaza (GS), Glutamato
y}dro\genasa (GDH), aspartato aminotransferaza
"'s'c')ink"los responsables de la biosintesis de la

”ml‘noacyidos, (Lam, et al., 1996)

preferente de ammoacndos sobre NH4' y este a su vez sobre NOa. en esto casos se ;

demostro Ia unlizamon preferente de las formas mas reductdas de mtrdgeno Una alta .

proporcusn del nltrégeno asimilado por los tejidos vegetales es utlhzada para Ia sinteS|s

de proteinas y amlnoacldos Junto a acidos nucleicos, la asumﬂamén de rutrogeno puede
ser dividida en tres paﬂes. la reducciéon de NOz™ a NH4", la incorporacion de NH4" en

compuestos orga'n/icos y la interconversion de compuestos nitrbgenados organicos.
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2.5.1 Absorcion y asimilacién de Nitrato

- Segtin Tompkins et al. (1978); Aglera et al. (1990), las 'plamas‘i‘queﬁ han
‘permanecido cierto tiempo sin NOg™ en el medio, muestran una escasa o ﬁulé abéérqiéq o
- de‘ kdicho i6n. Después de unas cuatro o cinco horas se inicia su absorcién hésta cjué
:/aIVc‘anza una velocidad maxima y constante. La capacidad de absorber NO3™ se pré\)iene
,‘er‘jup'reéeh;c"ia de ir{ﬁib_idqres de la trascripcion y de la sintesis de proteinas, lo que sugiere
" que _;e‘l NO,—, ;j’ctqa“cgrﬁ'c} inductor de la sintesis de las proteinas que actian en su

“transporte al interior celular,

Existen transportadores o permeasas del NOs" que se deducen también de la
observacién de que su velocidad de absorcién en funcién de su concentracion externa
muestra una tipica cinética de saturacién,. Eﬁi“anléghééxe‘sbecies se han descrito dos
sistemas de transporte, uno que opera a bajaé ti:oncentraciones de NO3 en el medio
(hasta 1 mM.), y que tie_ne una alta afinidad por el i6n (Km < 0.1 mM), y un segundo que
solo es funcional a concentraciones mas elevadas y que presenta una afinidad mas baja.
Para algunos autores la velocidad de absorcién se ajusta mejor a una cinética lineal que
una hiperbdlica, lo que sugiere que, a dichas concentraciones, ocurre una difusion libre,

probablemente a través de canales ionicos(Azcon-Bieto y Talon, 1996).

El transporte de NO3™ al interior de la célula es de tipo activo ya que se reduce

considerablemente cuando se inhibe la sintesis de ATP (Azcon-Bieto y Talon, 1996).



dichos H? al.exterio

Grajales (2001) mencnona que eI nltrogeno bajo la forma de NO3z" es absorbido

' medlante el proceso de transporte actlvo secundano facilitado, el cual consiste de la
mcorporaclon de NO; en contra del gradlente de potencial electroquimico, aprovechando
la energia Ilberada por eI transporte actwo primario facilitado del K* o del H*, cuya

incorporacion ocurre gracnas a la ATPasa de Na y K, 6 ATPasa de H+ , respectivamente,

con gasto de ATP que requleren rotelnas transportadoras membranales de NO3™ .

Salvsbury y Ros ncuonan"que las raices de algunas especies pueden

] smtetyzar lodo eI nnrégen que nece: tan a parur del nltrato mientras que otras especies

dependen de Ias parte aereas ara obtener nltrogeno orgénlco La mayor parte de la

: reduccnon de nltrato ocurre en el smo (raiz o parte aérea) donde se presenta la mayor

actnvidad de nxtrato reductasa s

Segun Azcon-Bieto y Talon (1996) Ia reduccnén de NOs a NH,' se realiza en dos
reaccnones consecutwas En la prlmera el NO; es reducido a NO, por la enzima

: n/trato reductasa (NR). Esta reacmén consume dos electrones suministrados por una

molécuta de piridinnucledtido reducido. En seguida, el NO; es reducido a NH,' por el



“nitrito reductésa':(‘N_‘iR):re»ac»:kciérh que fequiere seis electrones donados por la ferredoxina
(Fd) reducida: L

‘(.5) N’O;;' ﬁilréto reﬁuctasa (+3) NO2 nitrito reductasa (-3) NH4’
NADH NAD* 6Fd red 6Fd ox

+H* +H0 +8H' +2 H0

La NR es una proteina de masa molecular entre 200 y 240 kDa constﬂunda por

dos subunldades udentlcas Cada subumdad contxene una molecula de FAF (flavm

adenln-dlnucleétldo),

'un'grupo hemo( ocromo b 557) y un é:omo de mollbdeno integrado

j en el denom‘ a I MoCo es un complejo entre ol

suministrados por ferred

: 'pohpéptldo de masa molecular ‘entre 61°y 63 kDa Contlene un centro suifoférrico (4Fe-

4S). De acuerdo a los valores e>

dox de dlchos grupos , el flujo de electrones

desde la ferredoxina reducida hasta el NOzv -via la NiR Puede transcurrir como sigue.
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Siagg

Fdreal — [(4Fe-4S)——» sjrohemo) NO2

Vaughn'y Campbell (1988) han @;@eméﬁtrado due la NR se localiza prihcibavlmente

en el citosol.

La NiR se Iocallza excluswamente en los cloroplastos y en tejidos no fotosintéticos

como la raiz, se encuentra en Ios plastldlos s

Tanto la absormén del vNO COmbf la reduccion, estan reguladas , directa o

indirectamente,- por factores‘ omo la qu el proplo NO3 y la presencia en el medio de

formas reduc:Idas de mtrégen EI N03 promueve |a sintesis de novo de su sistema de

transporte, actlvando ast su rap|da absorcion. Por ofra parte, la presencia de NH," en el

medio suele orlglnar un descenso de la velocidad de absorcion del NO3” .

2,5.2 Absorcién y asimilacion de amonio

La absorcién inicial de nitrégeno por los explantes es principalmente en forma de

NH4* (Cruz-Pizarro, 2000)

El NH4* no se acumula en ningun sitio del vegetal, aun cuando este es absorbido
dlreétamenté dél suelo, o se produzca por reduccién de NO3" o por fijacion de nitrégeno

dependienté de energia, de hecho, el NH.' es muy toxico (Salisbury y Ross, 1994). Ei



s0”

: n'iismdy autor. imenciona, que esto quiza se deba a que inhibe la forrrlacién de ATP en

: k‘qloroplastos y mitocondrias al actuar como agente desacoplante.

j En Ias plantas todo el nitrdgeno inorganico primero es reducndo a NH4 y antes de

. 'esto es lncorporado dentro de formas orgémcas (Crawford ’et al 1993 Hoff et al 1994).

. 'Entonces eI NH4 es asumllado en Iutamma y glutamato que s rve para translocar a

nltrogeno orgamco desd" sus fuentes ~La mayona de las enzimas involucradas son

' tlenen el propésno dev jugar. roles en tres mayores procesos de asimilacion de NH,4":

kAs:mllaCIén primarla de nltrégeno, reasimilacion de fotorrespiracion de amonio, y

reasimilacion de recuclado de nutrogeno (Lam et al. 1996)

El NH¢ nosoldise{genera en la reduccion del NOs sino también en otros
procesos metAabélicos' tales como lakfotorespiracién, el catabolismo de las proteinas o la
fijacion del nitrégeno moler:ular. El NH;* es asimilado inicialmente como glutamina. Lea
y Miflin (1974) (citados pr)r Azcon-Bieto y Talon, 1986), encontraron que las plantas
asimilaban el NH,* médiante dos reacciones consecutivas. Primero, el NHs® es
incorporado en una molécula kde Qlutamato formandose glutamina, dicha reaccion, que

consume una molécula de ATP, es catalizada por la enzima glutamina sintetaza (GS).

L - Glutamato + NHs* + ATP » L —Glutamina + ADP +Pi



A contnnuac:on Ia enznma glutamato smtetasa (Gogat: glutamlna 2-oxoglutarato

amidotransferasa) catahza la transferencxa reduchva del grupo amldo de la glutamlna al

C-2 de 2-oxoglatarato, produc:éndos dos moléculas de glutamato:
L-Glutamina + 2-Oxoglutakato +2 Fd,eal (o NADH) » 2 L-Giutamato + 2Fd ox (0 NAD")
Al conjunto de estas reacciones se les denomina via GS-GOGAT o ciclo de la
glutamato sintetasa.
La GS de las plantas superiores tiene una masa molecular de entre 320 y 360

kDa, y esta constituida por ocho subunidades de 38 a 45 kDa.

Se pensaba que el NH," era asimilado por. las plantas mediante la aminacién

Ia transfere p amido de Ia

o gluamlna producléndose dos moléculas de glatamato (Azcon y Talo
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. 2.6 Fuentes de nitrégeno

Cruz-Plzarro (2000) menciona que las fuemes de mtrégeno mas frecuentemente

articular. |mportanc|a debldo a que mﬂuye en el crecimiento y morfogénesis en el cultivo
or lo que encontraron que auna baja relacion NH4'/ NO3” incrementa la materia

eca de| explante

Blrd et a/ (1997), trabajak n. co fyéféntes}fuentes de nitrégeno y mostraron

ecipiens, ambos, acido glutamico y amonio

arcados efectos en el crecnmlento de

la_produccion de nuevos brotes en una

’concentracnén de 1 7 mM.: En_cambio;’ ni urea ni nitrato fueron capaces de sostener la

: fviab!lldad a esta concen raciv lsmo autor menciona que especies de Halophila

'crecen mejor con écndo glutémlco oomo fuente de nitrégeno
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2.7 Otras fuentes de nutricion mineral
Ademas de los elementos mayores, las plantas contlenen una gran vanedad de

elementos en varias formas quimicas. Particularmente el mtrogeno azufre y calcno estan

K presemes como parte de la estructura organica. Otros minerales pueden estar presentes

solo porque son absorb:dos de forma no selectiva que tienden a acumularse como

ta para mantener la forma y velocidad de crecnmlento as: como para mantener

etermlnados movimientos dependientes de la presién (Salisbury y Ross 1994)

2.'(.1 Calcio

' Eﬁ candiciones naturales, estek elemento abunda en las plantas. Las soluciones
‘h.u'tritivas su‘ministran suficiente calcio, pero recientemente se ha encontrado que las
plantas se desarrollan de manera optima con bajas concentraciones de calcio, siempre
que se tengan algunos ajustes en el medio nutritivo. Las altas concentraciones de calcio,
que tienden a precipitar muchas sustancias, pueden ser importantes al impedir los

efectos toxicos de ofras sales que podrian estar presentes en exceso (Bidwell, 1979).
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EI calcio es importante en la sintesis de pectina de la Iamma medla de la pared
celular Tamblen esta involucrado en el metabolismo o formacxon del nucleo y las =

mltocondnas Es un elemento de extraordinaria importancia para la mayoria de Ias

: plantas por lo que una reduccion severa determina el deterioro y muerte de estas EI

calc:o solo es ttil en funciones cataliticas menores, involucrandose corno actlvador de~

unas cuantas enzimas (Bidwell, 1979).

Las deficiencias de calcio afectan a las regiones meristematicas del tallo las hojas
y la raiz que con facnlldad mueren tempranamente; se detienen la mitosis, con lo que ias

hojas Jovenes presenlan malformacxones quedando con los extremos curvados hacia

atras, las raices son pardas Yy cortas las hojas muestran clorosis marginales hasta la

necrosis (Martmgz,\ 1995).
2.7.2 Potasio

Este elemento es requerido en abundancia por las plantas, a pesar de que al
parecer no tiene una funcién estructural en las plantas, pero desempefia numerosos
papeles cataliticos. El potasio se enlaza ionicamente con el piruvato quinasa, que es

esencial en la respiracién y metabolismo de carbohidratos (Bidwell, 1979)

La forma de absorcion del potasio por la planta es la de catidon monovalente (K*).
El incremento de acidez tiende a bajar la disponibilidad de estos cationes ya que los

hidrogeniones interaccionan con la capacidad de intercambio cationico y, ademas, los



protones compnten con- el transporte de Ios |ones melahcos ‘por- ia raiz. La maxma

disponibilidad se encuenlra en el rango de 6 5:-— 7 5 de pH por encnma. decae por

competencia de los iones Ca“ (Marﬂnez 1995) ’

El requerimiento de grandes cantidades dé pbtési parece ser. eI que tenga una

afinidad -pequefia con las proteinas y se reqmera en n concentracuon para
mantener los complejos proteina- K* a concentracnone optimas: ara Ia actividad

enzxmatlca Claramente el potasio tiene un |mportante papel regulador osmadtico.

La: def cuenma en potasio afecta a procesos como la respwacnon la fotosmtems, la

' lorof‘ la'y el contenido en agua de las hojas.’ La méxnma concentramon se

sfnte5|s e

~halla en: Ias zonas menstemétlcas y en la activacion de enzimas involucradas en la

f_ormampn de enlgces pepﬁdncos {Martinez, 1995).

La deﬁciencia de pétésid generalmente se manifiesta con una clorosis tipicamente
moteada de las hojas maduras que luego se distribuye a las jé\)enes. Los habitos de
crecimiento en roseta son tipicos por deficiencia de potasio, e incluso achaparramiento.
Otras consecuencias son la reduccion del crecimiento caulinar, el debilitamiento del tallo

y la baja resistencia a patdgenos (Bidwell, 1979).

Lumsden ef al. (1990) realiz6 estudios sobre el efecto de la nutricidon minerat en el
crecimiento y multiplicacién de planteles de Hemerocallus y Delphinium cultivados in vitro.
Emplearon difetgﬁies fuentes para analizar la asimiiaéibh del PO, NO* y K,
enconfrando que Ia concentracién del PO4® y el NO* decrece con el incremento en el

numero de plantas por tubo. Por el contrario, la asimilaciéon de K* no parece seguir el



' plamas por tubo Concluyero que ol K _es metabohzado o utilizado con menor rapldez

que Ios demas nut entes esludlados '
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Il MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacién del experimento

La investigacién se realiz6 el laboratorio de cultivo de tejidos de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, dependiente de la Universidad Nacional Auténoma de

México, en el municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México.
3.2 Material vegetal

Se empled como explante cormillos de Gladiolus sp, previamente obtenidos de
cormillos cuitivados in vitro en el laboratorio de cultivo de tejidos de esta Facultad. La
preparacion y separacion de los explantes se hizo bajo condiciones asépticas, sobre
cajas de petri previamente esterilizadas, colocandolos en tubos de ensaye que
contenfan el medio de cuitivo con la concentracion de nitrégeno para cada tratamiento
(10 ml. por t'ubd). Todo esto se llevd a cabo dentro de una cédmara de flujo laminar

horizontal con el fin de conservar las condiciones de asepsia.
3.3 Medio de cultivo
Para la solucién nutritiva se empled, como base, el medio Cruz-Pizarro (2000),

manteniendo en su establecimiento una concentracién de nitrégeno con las fuentes

nutrimentales de NH4NOs;, de KNOs, y de Ca(NO3)2 4H20, conservando como fuente



e r'tratamlento (Cuadro 5).

+

‘, Vde amomo unlcamente Ia prumera vanando la proporcnon NO; ‘NH4* de acuerdo a cada

Cuadro 5. Medio de cultivo: Cruz-Plzarro (2000) Las fuemes de nltrogeno fueron

modificadas para [os cinco tratamientos, y se conservé para el tratamiento 6 (testlgo)

Compuesto

quimico PM uM 6 mM mg.L"
NHsNO3* 80 2.50 mM 200
Ca(NOj)2 4H,0* 236 2.50 mM 590
KH2PO4 136 1.25 mM L 170
MgSO,4 7H.0 246 1.50 mM 369
KNO3* 101 2.50 mM 252.5
FeS04 7H,0 278 0.09 mM 25
Na Edta 380 0.10 mM 38
MnSO4H,0 169 5 1M 0.84
HsBO3; 62 100 pM 6.1
NazMo 04250 242 1 uM 1T o024
ZNnS04.5H,0 287 30 uM 8.6
CuS0,45H,0 249 0.1puM 0.0000249
CoCl,6H,0 238 0.1uM 0.0000238
Mio-inositol! 180 0.55mM 100.
Tiamina 337 0.29uM 0.1
Piridoxina 205 2.44uM 0.5
Ac. Nicotinico 123 4.07uM 0.5
BA 225 2.22uM 0.5
AIB 203 0.49uM 0.1
Agar 6000
Azucar © 60000

Fuente: Cruz-Pizarro, (2000).

* Adicionado, en diferentes concentraciones, para la determinacién de mejor proporcion.
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3.4 Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales en el cuarto de cultivo fueron c;intrd!adas, con una
temperatura de 27°C + 1° C, manteniendo un fotoperiodo de 16 horas luz poi‘ 8 de

obscuridad, con una intensidad luminosa de 47 pmol m?s™
3.5 Brotacién y proliferacion de los explantes

Después del establecimiento del experimento se procedio a obtener las muestras a
partir de 45 dias después de la siembra, considerando las variables de estudio
propuestas. Las observaciones se realizaron cada tercer dia, por un periodo de 90

dias.
3.6 Variables de estudio

1. Eormacion de brotes: A partir del explante, considerado como nuevo brote cuando

se puede observar una brotacion adventicia bien diferenciada a partir del nuevo

cormillo. Estableciendo el promedio por tratamiento.

2. Numero _de_cormillos neoformados: Contando su numero y estableciendo su

promedio por tratamiento.




e

Formacnon de hojas: A partir de los nuevos brotes se consudera hOja cuando se
observa la formacidn de iamina foliar bien dlferencnada del ] brote Contando

su numero y estableciendo su promedio por tratamiento.
. Longitud de las hojas formadas: Medidas en centimelros a partir de la base de la
misma. Obteniendo su promedio por tratamiento a lo largo de todo el

experimento.

. Presencia de raices y numero de raices formadas en los brotes: Obteniendo el

promedio correspondiente por tratamiento.

. Longitud de raices: Medidas en centimetros, obteniendo su promedio por

tratamiento a lo largo de todo el experimento

Diametro ecuatorial de los cormillos neoformados: Medidas en mm, obteniendo su

promedio por tratamiento.

De cada una de las variables se obtuvo su promedio por unidad experimental y por

tratamiento a lo largo de todo el tiempo que durd el experimento.
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3.7 Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un completamente al azar, temendo un total

de seis tratamientos, siendo el factor de estudio el nltrogeno, utnllzando como fuentes el

NH4NO3 en una solucién de 80 g L' a un nive! de 2.5 mM, para ‘todos ! tratamlentos’, L

el-KNO3 en una solucién de 101 g L a tres niveles (2 5, 5 0 )

‘,4HzO ‘atres mveles (1.25,2.5,y 5.0), (cuadro 6), con 20 repet:cuones por: atam:ento

tal d T120 unidades experimentales (U.E). La unldad ex erlmental estuvo

conslltulda : por un tubo de ensaye, el cual contenia el medlo con su tratamiento y

‘explante correspondnente

: Cuadro 6. Tratamientos con las tres fuentes de nltrégeno empleadas y sus

dlferentes niveles en mM.

TRATAMIENTQNH,NO; [Ca(NO3)2 |KNO; |[NOs |NHs |RELACION [Nitrégeno

(mM) 4H0 (mM) |(mM) [(mM) |[(mM) |NOs:NHs" |Total
(mM)

1 25 0 0 25| 25 11 5

2 25 125 0 5 25 21 75

3 25 1.25 5 10 25 4 125

4 25 25 75 15 25 61 17.5

5 25 5 75 20 25 81 225

6 25 25 25 10 25 41 125

El tratamiento seis se considerd como testigo, adicionando las fuentes de nutrientes

reportadas en el cuadro 5.
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Para todos los tratamlentos se tomé como medlo de culuvo. lo reportado en el

cuadro 5, con las varnac:ones en Ias concentracnones reportadas en el cuadro 6.

Se realiié el'andlisis de varianza correspondiente’y |a compgraéién de medias para

" todos:los lfétqﬂyientpé*por’el, Ca>0.5, en las variables que

*presentaron - diferencias

En' este‘ trabajo” se.hé :Utilizédo'el ‘diys‘e‘f'ib completamente al azar, puesto que el

. materlal que se usé fue tomado de un culhvo in vitro con condiciones homogéneas con

medlo amblente controlado y solo variaron las fuentes y concentraciones de nitrégeno del
‘ ‘”medlo de cultlvo A este respecto Martinez-Garza (1988) menciona que, un caso especial

‘de Ios d:seﬁos expenmentales ocurre cuando el material de ensayo es suficientemente

vhomogeneo; “se tiene que todas las unidades experimentales reinen practicamente las
miérhas ‘caracteristicas, de modo que el efecto de un tratamiento sobre la variable bajo
~-estudio,: es el,misrho, independientemente de la unidad experimenta!l donde se mida.
Ad'emé‘s.’lés condiciones de desarrollo en laboratorio garantizan la homogeneidad del
,"exp’g'rimrento. Fundamentado también por lo que menciona Steel y Torrie, (1986): Ei
: dlseﬁo completamente aleatorio es util cuando las unidades experimentales son
éséﬁciélrﬁente homogéneas, es decir, cuando la variacion entre ellas es pequefia y
‘%g}hpa‘rlas entre bloques seria poco mas que un proceso aleatorio. Este es el caso de
%’}ﬁlj‘chos tipos de experimentos de laboratorio en los que una cantidad de material esta
completamente mezclada y luego se divide en porciones pequenas para formar las

unidades experimentales a los cuales se les asignan los tratamientos en forma aleatoria.
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En plantas cultwadas /n wtro donde se uene mayor homogeneidad de las

condiciones de cultivo, uno de los cme |os que se snguen por investigadores del Colegio

de Postgraduados . es el de establecer' n numero de umdades experimentales que sean

necesarias, y entre mas se lncremente el numero de repeticiones, se reduce el error
expenmental por lo que se vuelve mas precnsa Ia prueba Loma de la (1982) menciona

que: La repetncxén s:stemauca de las parcelas que reciben tratamientos analogos en una

expenencna reduce en general el error tlplco 'y el error probable y, por tanto, e} error

; experlmental' es decur la varlablh ad’ aj naa Ia propla experiencia. Al aumentar el nimero

q e procede es més grande. Desde Iuego cuanto mayor sea el nimero de repeticiones,

rn_as grandes seran las probabilidades de obtener resultados ajustados a ta realidad. Por
lo menos debe establecerse un numero de repeticiones lo bastante elevado para poder
asegurar una buena determinacion de la media y de la desviacion tipica. El uso de un
numero adecuado de repeticiones esta respaldado por consideraciones importantes de
tipo estadistico y las razones de que se dispone para dicho uso son sumamente sélidas;
los datos experimentales en que se apoyan son claramente significativos. Una de las
consideraciones mas fundamentales es que la estimacion de la variabilidad debida al azar,
o sea, a causas desconocidas, debe basarse en un nimero suficiente de grados de
,fln'dé;')eridencia, Si se cuenta con un numero demasiado reducido de grados para el error
“experrimental, el valor de la relacién F que se requiere para que la variacién producida por

el factor en estudio se pueda considerar como significativa, es relativamente grande, lo
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que impedira apreciar- dlferenclas que realmente existan entre los tratamientos
correspondientes; es decir, el experlmento adolecera de poca sensibilidad. Esto ocurrira
también al apllcar la prueba de t, pues sn el nimero de grados de independencia para el

error expenmenlal ,es pequeno, la media cuadratica o variacion de dicho error, que es

cociente de dividir.- é’sdma de cuadrados atribuible al mismo por el nimero de grados de

independencia, sera gfahde, y el limite de significacién de cualquier diferencia entre las
producciones to,t'éles‘o los promedios de los tratamientos sera tan elevado, que pocas

diferencias resultaran significativas estadisticamente.

" Para este experimento, en particular, se considerd un tubo de ensaye como unidad
experimental y como repeticion para cada tratamiento, pues las condiciones de cultivo in
vitro permiten el estudio de cada una de las variables en un solo tubo; aqui todos los
explantes son iguales por provenirr de una cionacion, por lo tanto, se esperan
comportamientos homogéneos en el experimento y tal condicion de homogeneidad en el
material experimental, permite que cada tratamiento puede ensayarse con el nimero de
repeticiones que se desee. Al ser las unidades experimentales de tamafio pequeio,
permiten concentrar un numero mayor de ellas en un espacio reducido, y con ello se
mantiene un mayor control de las variables de estudio en un mayor numero de
repeticiones. Steel y Torrie, (1986) menciona que una unidad experimental, es la unidad
de material a la cual se le aplica un tratamiento. Cuando se mide el efecto de un
tratamiento, se mide en una unidad de muestreo, cierta fraccion de la unidad
experimental. La unidad de muestreo puede ser la unidad completa. E! mismo autor
sostiene que a medida que el nimero de repeticiones aumenta, las estimaciones de las

medias poblacionales, esto es, las medias observadas de los tratamientos, se hacen mas



un ‘exper me;wto yel nﬁmero de repeticiones
necesarias para unb'gir‘aAc.giAé dg preycisiéh dédo por ejemplo, si aumentamos el nimero de
tratamientos y mantene'més constante el numero de repeticiones para cada uno, entonces
aumentamos el taméﬁo del experimento y el nimero de grados de libertad para la
estimacion de ¢ El nimero de repeticiones puede reducirse si no se requiere un
aumento de prekcisién. Por ofra parte, si mantenemos constante el tamaio del
experimento, entonces un mayor nimero de tratamientos implica menos repeticiones de
cada uno de ellos y menos grados de libertad para estimar o2, como resultado se tiene

menor precus:on ‘El numero de repetlcnones debe aumentarse para lograr una precision

fijada. Todo est 'ento es mas apropiado para experlmentos pequefios, por

ejemplo con menos de 20 grados de libertad en el error. Los grados de libertad dependen

”‘del numero de repeticuones _del nimero de tratamientos y del disefio experimental.

Cuando el nu e e grados de libertad es menor a 20, bien vale la pena incrementar la
- precusuén Asi por ejemblo ‘obsérvese que t 0.025 para 5 grados de libertad, es 2.57; para
: 10 grados de llbertad 2.23; para 20 grados de libertad, 2.09 y para 60 grados de libertad,
'2.00. el valor de t a todo nivel de probabilidad disminuye notablemente por cada grado

mas de libertad hasta llegar a 20; mas alla de este valor, la disminucion es lenta.

En este experimento se usd la prueba F para comprobar diferencias reales entre

los seis tratamientos, pero mejor aun, para este caso de comparaciones mtitiples entre



ble a pares de medias y con un solo alor se puede juzgar la

6blééionéles son iguales, el 5 % de las familias o conjuntos de diferencias

endruan unao mas declaracnones de 5|gmt” cancia falsas, y el 95 % de ellas, no se harian

eclara ones de una dlferencxa sngnlf‘ cante (Steel y Torrie, 1986).
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

1. Nimero de brotes y numero de cormillos neoformados.

Los resuitados muestran los promedios para estas variables, de donde se obtuvo
un mayor nimero de brotes y de cormillos neoformados para los tratamientos 1, 4, y 6
(testigo), en los que la proporcion NO3:NHs" corresponde a 1:1, 61, y 4:1
respectivamente, . (Figura § y Cuadro 7). De acuerdo con la prueba estadistica de Tukey,

no existié diferencia significativa entre las medias obtenidas en todos los tratamientos.

El promedio general para el nimero de brotes formados_ fue de 2.76 brotes por
explante, estos se desarrollaron a partir de una brotacion adventicia originada en la base
-~ del cormillo.

Se obtuvo un mayor numerb dé bfotes péré la proporcion 6:1 de NOz:NH.*

(tratamiento 4) con un promedto de 3 1 brotes por explante (cuadro 7). Similar resultado

es reportado ' por Zlenco et al (1995).: n ths vinifera, donde recomienda que la
proporciéon NO3:NH4* sea modmcada ‘en 6:1; Estos resultados se acercan a lo reportado

por Abu-Qaoud et al. (1 991) Ga ’dla y Pérez-Bermudez (1997), Cruz-Pizarro (2000), y

Luciani et al. (2000}, en cultivares de pera, Digitalis, vid y ajo, respectivamente, donde se
obtuvo el mayor numer‘o‘_de brotes ‘at incrementar la concentracién de NOs  en la

proporcién NO3:NH4'. -
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EI menor numero de brotes formados correspondlé al tratamiento 2 en proporcion
-28 1 con un promedlo de 2.4 brotes por explante, lo que representa el 77% del maximo

k" kobtenldo Este resultado no concuerda con lo reportado por Leblay et al. (1991), y Lillo

) (1989), envcumvares de pera y papa, donde encontraron que el mejor desarrollo de brotes

ue‘ a bajas concentraciones de nitrégeno como NO3', (proporcion 2:1 de NO3:NH."). Esto
fm_u‘estra que fa concentracion éptima de nitrégeno y la relacidn NO3:NH.' difiere de una

especie a otra.

‘ Para el tratamiento 5 con una proporcién 8:1 de NO1:NH.* el promedio de brotes
disminuyo a 2.65 brotes por explante, coincidiendo vcon lo reportado por Kalpana et al.
k‘(‘19“97) en cultivares de Eleusine coracana; Taylor y Staden (2001) en cultivares de
; é’ummis autumnalis, mencionan que altas concentraciones de nitrégeno, por arriba de su

optimo, redujeron el nimero de brotes, pero en menor grado.

Para la variable numero de cormillos neoformados, los resultados fueron similares
al nimero de brotes, el promedio general fue de 2.82 cormilios neoformados, y se obtuvo
un mayor nimero de cormillos nuevos en el tratamiento 4 (proporcién 6:1 NO3:NH,") con

. -..3,1 cormillos promedio por unidad experimental. Y el menor nimero de cormillos nuevos

: para el tratamiento T2 con 0.6 cormillos nuevos promedio por explante. Estos resultados
-estan muy relacionados con la formacién de brotes, puesto que se obtuvo en general un

cormilio nuevo por cada brote.
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Figura 5. - Nuimero promedio de brotes por cormillo, y cormiflos neoformados en el

cultivo in vitro de gladiolo.
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De acuerdo al andlisis de varianza de las variables numero de brotes y cormillos
neoformados . muestra que - no se encontrd diferencia significativa entre tratamientos

(cuadros 12 y 13,;~"ariéxo). sin embargo, se pueden observar diferencias propias. para su

andlisis, donde se.ve gue altas concentraciones de nitrégeno como NO3* presentaron

mejor res’pu'estéke'n' el desarrolio de los explantes para estas variables (figura 5).




‘Cuadro 7. Cpmpara'cién de ‘pro"mediosk para la variable ndr‘nero' de brotes (V1) y

cormillos neoformados (V2), a partir del explante en el cultivo in vitro de gladiolo.

TRATAMIENTO PROMEDIO V1 PROMEDIO V2
1 2.85a 2.85a
2 2.40a 2.50a
3 2.55a 2.75a
4 3.10a 3.10a
5 2.65a 2.70a
6 3.00a 3.05a
PROMEDIO GENERAL 2.758 2.825
Valor de w en la prueba de Tukey 1.37 1.40

Todos los valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente

iguales, de acuerdo a la prueba de Tukey a una P de < 0.05

2. Numero de hojas

El promedio general para el nimero de hojas fue de 3.1 hojas por explante, con el
mejor tratamiento para 6 (testigo) en la proporcion 4:1 de NO3:NH4' con un promedio de
4 hojas por explante. Se observé que para proporciones mayores el nimero de hojas
disminuy6. El menor numero de hojas (2.65 por cormillo, lo que representa el 66 % del
maximo valor), se presento en el tratamiento 3 en una proporcién 4:1 de NO3:NH4*. Con
estos resultados podemos observar que altas concentraciones de nitrégeno como nitrato

“dieron mejores resultados en el desarrollo de hojas por explante, sin embargo, al
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T aUmentaf la coriceritfai:ién por encima del nivel optfmo los resultados se ven afectados.

7 Es pos:ble que estas oncentraciones altas; de mlrégeno hayan causado un efecto toxmo : ‘

Slmllares resultados se presentan en lo reportado por Cruz-P«zarro (2000) donde‘

. el mayor numerovde ho;as en explantes de vid, se obtuvo en la proporcn n 6 1 de NO; } :

k I NH4 .Y en mayores proporctones tendié a disminuir.

Los resultados comparadosycon lo qﬁe:ééﬁéié Eikdln’in y Pakhomova (2000), son

anélogos, donde un incremento en Ia concentracm de’ mtrogeno aportado como nitrato,

significativamente elevo la mduccnén de

n orgo A este respecto Luciani et al.

(2000) menciona que el uso de altos niveles de mtrdgeno aportado como nitrato, mejora

el indice de multiplicacién en ajo.

Los tratamientos 3y 6 diﬁ‘ereh entre si, a pesar de tener la misma relacion NO3
:NH4". (4:1). Esto se debe fundamentalmente a la fuente de nitrégeno empleada, el
tratamiento 6 (Testigo) se le adiciono una concentracion de 2.5 mM. de Ca(NOa3), 4H,0
y 2.5 mM de KNO3 (reléqién 1:1 Ca*":K*)como fuentes de nitrégeno, mientras que para
Vérl trataﬁiento 3 so|§ se emplearon 1.25 mM. de Ca(NOas)2 4H.O por 5§ mM. de KNO3

: (cua'dro‘ 6).
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Es pos:ble que el efecto del calcuo en una mas alta concentracion haya inhibido el

. efecto tOXICO de otras sales, tal como lo mencnona Btdwell (1979), ocasionando que el

tratamiento 6 haya obtenido mayor numero de ho;as. Ademas, una reducciéon en la
concentracién de Ca® determina deterioro en la planta (Bidwell, 1979) como pudo haber

sucedido en el tratamiento 3.

Los resultados se relacionan con lo obtenido por Lumsden ef al. (1990) en donde
mensiona que el K* es asimilado con ﬁﬁendr rapidez que los demas nutrientes, con lo que
se deduce que la conc_entriac;‘i,ép” :cje este nutriente no influyd lo suficiente en los
resultados. i co :

F igura 6. Numero promedlo de hojas formadas a partir de! explante en el cultivo in

' vitro de gladxolo
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Cuadro 8. Comparécién de promedios para la variable nimero de hojas (V3) a

partir del expianie en el cultivo in vitro de gladiolo.

TRATAMIENTO PROMEDIO

1 2.90a

2 2.85a

3 2.65a

4 3.35a

5 2.85a

6 4.00a

PROMEDIO GENERAL 3.10
Valor de w en la prueba de Tukey 1.55

Todos los valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente

iguales, de acuerdo a la prueba de Tukey a una P de < 0.05
3. Longitud de hojas

Para esta variable, el promedio general para todos los tratamientos fue de 1.93
cm. por explante, con la mayor longitud de 2.98 cm promedio por explante para el
tratamiento 6 (testigo) en una proporcién 4:1 de NO3:NH4" , seguido muy por abajo por
‘klos tratamientos 5 y 4 (1.89 y 1.8 cm promedio por explante, respectivamente) en
Vproporci6n76:1 y 8:1 de NO3;NH4'.  Esto coincide con lo reportado por Abu-Qaoud et al. - -

T (1991) dondé Vobtu\)iero'r{ la }ﬁayo'ruldng'itrud de brote para la proporcién 4:1 de NO3:NH.*.
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El tratamlento 1 con una proporcnén 1:1 de N03 NH4 fue el que obtuvo el menor

promedio en longitud de hojas (1.54 cm, Io‘qu' N resenta el 51 % del maximo obtenido. )
similar resultado reporta Abu-Qaoud et al,’ (1991 ) encontrando un minimo desarrolio de
los explantes en el medio donde la concentragon de nitrogeno fue baja. Estos resultados
también se asemejan a lo reportado por Gavidia y Pérez-Bermidez (1997) en que las

proporciones 1:1y 2:1 de NO3;:NH,' presentaron las longitudes de hoja mas bajas.

Los resultados son aproximados a lo obtenido por Leblay et al. (1991) y Cruz-
Pizarro (2000) donde fa menor longnud la obtuvieron en una proporcién 2:1 de NO3NH,".

A este respecto Cao <y lebnts (1998) mencionan que los rangos Optimos en la

concentracion de mtrégeno en el medio de cultivo son mas amplios y altos con NO3™ que

con NH,". Tamblén es importante mencionar lo reportado por Abu-Qaoud et al, (1991) en
pera, menciona que cuando no se incluye amonio al medio, no se obtiene desarrolio de

brotes.

Los promedios obtenidos para la variable longitud de brotes se muestran en la
figura 7 y el cuadro 9. Se encontrd que los tratamientos 1, 2, 3, 4, y 5 no presentaron
diferencia significativa entre sus medias para la prueba de Tukey . Sin embargo, al hacer
la comparacién de medias de estos tratamientos con e! tratamiento 6 (testigo), se obtuvo

altamente significativa para la prueba de Tukey (cuadro 15, anexo)

Con respecto a brotacién, nimero y longitud de hojas, los mas altos indices de
estas variables nos aseguran una mejor proliferacién de los explantes, puesto que entre

mayor es el nimero de hojas y su longitud, la calidad de la plantula se eleva al



: Nuevamente se observa que Ia proporcmn 4:1 de NO3:NH4" para el tratamiento 6

,dlo los mejores esultados, no asi para el tratamlento 3 con la misma proporcion, se
puede mferlr en la posible actuacion del Ca++, en una concentracién mayor para el

tratamlemo 6, como inhibidor de toxixidad de sales (Bidwell, 1979).

Figura 7. Promedio de longitud de hoja a partir ydel'explanté en el cultivo in vitro de

gladiolo.
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Cuadro 9. COI’Vhp_arac’:irén de pfdmedibs para la variable fongitud de hojas (V4) a

partir del explanie en el cultivo in vitro de gladiolo.

TRATAMIENTO PROMEDIO

1 1.54a
2 1.72a
3 1.62a
4 1.80a

5 1.89ab
6 2.98b
PROMEDIO GENERAL 1.93
Valor de w en la prueba de Tukey 1.13

Todos los valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente

iguales, de acuerdo a la prueba de Tukey auna P de < 0.05
4. Formacioén y longitud de raices.

A los 17 dias, después de colocar los cormillos en el medio de cultivo, se empezd
a notar la brotacién de raices en ia base de los mismos para la mayoria de ios

tratémientos, pero se evalud la respuesta total a los 45 dias.

L El promedio general de raices formadas para todos los tratamientos fue de 2.033
réibé# por cormillo, y se obtuvo el mayor nimero de raices (2.95 raices por cormillo) para
el tréfamiento 6 (testigo) en la proporcién 4:1 de NOaNH4*, seguida por el tratamiento 3

(2.9 raices por cormillo) en una proporcion igual de 4:1 pero con diferente concentracién

R



de nltrégeno (f gura 8 cuadro_10)..Y para la menor. brotacion de ralce; (' 0. 55 fai'cesv por E

cormullo lo que % el maxnmo obtenldo), se dno en el

tratamlento 1 para el mejor tratamlento con 12 5 mM de

N total y 5 mM de N total ‘par el tratamrento mas bajo

"Es)tkoéy'res'ullados se asemején a lo obtenido por Bensaddek , et al., (2001) én

o donde encontré que el aumento en la concentracién de amonio causo un descenso en la

«'formacnon de pelos radicales, y demostraron que fa mas alta produccion de raices se dIO

‘e un‘a proporcion de 4.81:1 de NOs™ :NH4*. Esto se asemeja de lo obtenido por Bon et al.

A« 1A998) y Cruz-Pizarro (2000) en el que altos niveles del cation nitrato  dieron los mejores
tados y con similar resultado para el minimo de raices brotadas en eI que en

~_genera| Ias proporciones bajas en nitrogeno obtuvieron menor :nume

de ralces—_ -

Tke‘mendo una diferencia altamente significativa en la comparacion de mednas (cuadro 1 sv,‘

anexo).

La longitud de raices tuvo un promedio general de 1.303 cm de Iénéitud para todos
los tratamientos. El promedio maximo de longitud en raiz se obtuvo béra el tratamiento 6
(testigo, 2.48 cm por cormillo) en la proporcién 4:1 de NOsNH,’, y la menor fongitud (0.3
cm por cormillo, lo que representa solo el 12 % del maximo obtenido) se registra en el
tratamiento 1 con una proporcion 1:1 de NO3:NH4' (figura 9, cuadro 10) Estos
resultados fueron altamente significativos en la comparacién de medias (cuadro 17). Es
necesario hacer notar que el tratamiento 3 con una proporcion 4:1 pero con diferente

fuente de nitrégeno, también presento buenos resultados.
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) -Figura 8. Promedio de numero de raices formadas a partir del explante en el
cultivo in vitro de gladiolo
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Cuadro 10. Comparacion de promedios para la variable numero de raices brotadas
(V5) y longitud de raices (V6), a partir del explante en el cultivo in vitro de gladiolo.

TRATAMIENTO PROMEDIO V5 PROMEDIO V6 (cm)

1 0.55a 0.30a
2 1.85ab 1.31ab
3 2.90b 1.76bc
4 1.35ab 0.92ab
5 2.60b 1.05ab
6 2.95b 2.48c

PROMEDIO GENERAL 2,03 1.303

Valor de w en la prueba de Tukey 1.77 1.1

Todos los valores con fa misma letra dentro de la columna son estadisticamente

iguales, de acuerdo a la prueba de Tukey auna P de < 0.05
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Figura 9. Promedio de longitud de rakice‘sr a partir del Vex‘plan’teven el cuitivo in vitro

de gladiolo.
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5. Diametro de los cormilios neoformados.

El promedio general de esta variable fue de 4.6 mm. de diametro por cormillo
neoformado a partir del explante. Esta longitud se puede considerar buena de acuerdo
éon lo que menciona Dantu y Bhojwani (1995), en el estudio realizado para evaluar la
formacién de cormos en plantas de gladiolo, donde obtuvo pequerios cormillos de 4-5

mm de diametro después de 8 semanas de cultivo in vitro.
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El mayor diametro de los cormillds sé obtuvb en él tratamiehté 6 (testigo) con 8.45

kmm de Iongrtud por cormnllo a una proporcno be"41 de NO;:NH,'. Este tratamiento

,supero altamente ; a los demés tralamqentos (F gura 10, cuadro 11), al realizar la

: cbmp acnén de medlas por Ia prueba de Tukey, fue altamente significativa (cuadro 18,

: explante en el culuvo /n wtro de gladlolos
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Cuadro 11. Comparacion de promedios paré la van;iable diametro de cormillos

neoformados (V7) a partir de! explante en el cultivo in vitro de gladiolo.

TRATAMIENTO PROMEDIO (mm)

1 3.26ab

2 3.88bc

3 4.07b

4 3.15a

5 5.17d

6 8.45e
PROMEDIO GENERAL 4.66
Valor de w en la prueba de Tukey 0.66

Todos los valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente

iguales, de acuerdo a la prueba de Tukey a una P de < 0.05



82

V. CONCLUSIONES

1. Existe una respuesta diferencial al aporte -de nitrdgeno en diferentes
concentraciones y proporciones de NO3:NH.* para las variables nimero de
brotes, cormillos neoformados, numero y longitud de hojas, formacion y
longitud de raices, y diametro ecuatorial de los cormillos neoformados en el

cultivo in vitro de Gladiolus.

2. El mayor numero de hojas y la mejor longitud - de hojas se obtuvo al aportar

‘; 12.5mM de nitrégeno total ( proporcion 4:1 de NO;{:NH.“, tratamiento 6)

3. EI mayor numero de raices y la mayor longitud de raices se obtuvo al aponar

12.5 mM de nitrégeno total ( proporcién 4:1 de NO3:NH,', tratamuento 6)

4. El mayor didmetro ecuatorial de los cormillos neoformados se obtuvo al aportar

12.5 mM de nitrégeno total ( proporcion 6:1 de NO3:NH,', tratamiento 6)

5. En el nimero ‘derbnjotesr y cormillos neoformados, la mejor concentracion de

nitrégeno tbt:alr,’fgefdv'e“"llis mM ( proporcién 4:1 de NO3:NH4", tratamiento 4)

6. En general, pa}a' el buen desarrollo de plantas de gladiolo cultivadas in vitro, la
proporcion 4:1 de NO3:NH,4' (Tratamiento 6), presentd los mejores resultados

con una misma proporcion de los cationes Ca™ y K* (1:1).




g3
7. Las concentfaciones 4béja§ de’nitrégeno total en las proporciones 1:1 y 2:1 de
NOs':;N'HQ", y'édnégniratioﬁes altés de nitrégeno tétal en la propbrcién'8:1 de

NO&;';NH;‘ disminuyen la proliferacion y desarrolio de los brotes de gladiolo.

8. 'Alkemple_aki_-; a mayor concentracion, el ion Ca* en la fuente Ca(NOs) 4H20

influencié en el mejor desarrollo y proliferacion de los brotes de gladiolo.

9. Los brotes y 'las hojas de gladiolos cuitivados in vitro no presentaron toxicidad
: 'apgai‘ente por amonio, debido a que solo se manejo una concentracién baja de

" NH4', (2.5mM)
" 10.La concentracion de 12.5 mM de nitrégeno total, que presento una mejor

respuesta a ia organogénesis, corresponde al 20 % de lo que se utiliza en otros

medios con mayor aporte nutrimental.
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Cuadro 12. Analisis de varianza para la variable cormillos brotados

fv. gl SC CcMm Fc Ft
Trat . 5 7.34166667|1.46833333/0.657333595| 2.29 5% |Ns
error 114 25465 {2.23377193 3.17 1%
total 119 1261.991667
CV=54.19%

Ns : No significativo

** . Altamente significativo

Cuadro 13. Andlisis de varianza para la variable cormillos neoformados

fv. g.l. SC CM Fc Ft
Trat. 5 5.075 1.015 0.43135135 | 2.29 5%
error 114 268.25 | 2.35307018 3.17 1%
total 119 273.325

CV054.29%

Ns : No significativo -«

** . Altamente significativo

Ns



Cuadro 14. Analisis de varianza para la variable numero de hojas

Ns

fv. g.l. SC C™M Fc Ft
Trat. 5 24.8 4.96 1.74518519] 2.29 5%
error 114 324 2.84210526| 3.17 1%
total 119 348.8

CV=5438%

Ns : No significativo

** : Altamente significativo

Cuadro 15. Analisis de varianza para la variable longitud de hojas

fv. a.l SC CcM Fc Ft
Trat. 5 28.1371067|5.62742133(3.72636299| 2.29 5%
error 114 172.15876 {1.51016456 3.17 1%
total 119 200.295867

CV=63.67%

Ns : No significativo

** . Altamente significativo

- 98



Cuadro 16. Andlisis de varianza para la variable numero de raices

99

fv. g.l. SC cMm Fc Ft
Trat. 5 92.2666667(18.4533333/4.94285714] 2.29 5% - l
error 114 425.6 [3.73333333, 3.17 1%
total 119  517.866667|
CV=95.17%

Ns : No significativo

i Alktamente significativo

Cuadro 17. Andlisis de varianza para la variable longitud de raices

fv. gl SC CcMm Fc Ft
Trat. 5 66.5021 | 11.30042 [7.71883745| 2.29 5% il 1
error 114 166.89662{1.46400544 3.17 1%
total 119 |223.39872
CV=92.86%

Ns : No significativo

** : Altamente significativo



Cuadro 18. Analisis de varianza para la variable diametro de cormillos

fv. g.l SC CcM Fc Ft
Trat. 5 3.96100937/0.79220187(1.52706258 2.29 5% Ns
Error 114 |59.14034880.51877499 3.17 1%
Total 119 63.1013581
CV= 15.46%

Ns : No significativo

** . Altamente significativo

100"
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