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1. INTRODUCCION

Las llamadas plantas carnivoras son plantas que originariamente se
encuentran en zonas pantanosas, situadas en medios pobres en nutrientes,
debido a esto, estas plantas han desarrollado una capacidad para atraer a los
insectos a sus 6rganos aéreos, adaptados para atraparlos y transformarlos en
sustancias nutritivas digeribles.

Existen distintas especies de plantas carnivoras que presentan érganos muy
diferentes entre si y generalmente de aspecto atractivo, por lo tanto la
importancia econémica que presentan estas plantas es muy amplia.
Recientemente las plantas carnivoras estan siendo utlizadas para la
investigacion y el uso de extracciones quimicas, debido a que estas plantas
contienen glucoésidos ,vitaminas ,antocianinas y algunas enzimas importantes,
las plantas carnivoras no presentan ningun peligro para el hombre aunque en
contraparte muchas especies de plantas carnivoras han desaparecido por la
contaminacion, la destruccion de su habitat , y las especies mas exoticas son
objeto de recolecciones masivas por parte de coleccionistas ,por eso la
importancia de propagar estas especies vegetales a fin de conservar la
biodiversidad. Una manera de propagar estas especies es la implementacion
de técnicas de cultivo de tejidos vegetales, pues genera la oportunidad de
obtener plantas sanas Yy vigorosas, libres de enfermedades. La especie
Dionaea muscipula, al igual que las demas especies de plantas carnivoras en
su medio natural no localizan los nutrientes necesarios para sobrevivir, por lo
tanto atrapan insectos que les proporcionen los nutrimentos necesarios para
un desarrollo 6ptimo.

Un punto clave en las técnicas de cultivo de tejidos vegetales es el medio de
cultivo que se utilizara pues es en éste donde se adicionan y complementan
una mezcla de nutrientes que serviran para el desarrollo de las plantas, es por
esto que se establecerd el material vegetal en el medio de cultivo “Cruz
Pizarro” en 3 diferentes concentraciones, asi como la adicién de hormonas.
De esta manera se podra definir el medio de cultivo en el cual desarrollara
mejor esta especie asi como la concentracion adecuada pues no se conoce a
ciencia cierta la proporcion de nutrimentos que requieren estas plantas que no
crecen en su medio natural con la finalidad de reconocer la concentracion
adecuada en donde los nutrimentos que requiera no sean elevados, asi
como evitar deficiencias, pues la técnica de cultivos de tejidos vegetales
genera gran inversion.




2. OBJETIVO E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL:

Analizar el comportamiento de la proliferacion de Dionea muscipula en el medio
de cultivo “Cruz Pizarro” a diferentes concentraciones afiadiendo hormonas,
determinando la 6ptima para su desarrollo, bajo técnicas de cultivo de tejidos.

HIPOTESIS:

» Al utilizar diferentes concentraciones del medio de cultivo Cruz Pizarro asi
como la adicion de hormonas, se obtendrd la combinacién 6ptima para el
desarrollo de Dionea muscipula bajo técnicas de cultivo de tejidos vegetal.

» Si la capacidad de organogénesis esta determinada, entre otros factores,
por la nutricion in vitro, al variar la composicion del medio de cultivo
existiran diferencias en este proceso que se reflejaran en el nimero y
calidad de brotes.




3. MARCO TEORICO
3.1 Antecedentes

Los origenes del cultivo de tejidos se remontan a 1902 con los intentos realizados
por Haberlandt de cultivar células aisladas de plantas, quien postulo el principio
de totipotencia celular, que es la base tedrica sobre la que se sustentan todas las
técnicas del cultivo in vitro. (Pierik, 1990)

Las herramientas que hicieron posible el avance de estas técnicas, tales como el
desarrollo de los medios de cultivo y el conocimiento de los reguladores de
crecimiento, no estuvieron disponibles hasta finales de los afios 50. A partir de
ese momento se sucedieron una serie de acontecimientos como la regeneracion
de plantas a partir de callos mediante la formacién de embriones somaticos in vitro
(Reinert, 1958; Steward y col. 1958) y posteriormente la demostracién de que
estos embriones somaticos se originaban a partir de células aisladas (Backs-
Husemann y col. 1970, Reinertet.al. 1971), los cuales confirmaron totalmente la
capacidad de totipotencia de las células vegetales.

El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten el
cultivo en condiciones asépticas de Organos, tejidos, células y protoplastos
empleando medios nutritivos artificiales. (Pierik, 1990)

Constituye, dentro de las biotecnologias, la técnica que mayor aporte practico ha
brindado. Sus aplicaciones va desde los estudios tedricos sobre fisiologia y
bioquimica vegetal (Nash y Davies,1972; Komamine et al. 1982) hasta la
obtencién de plantas libres de patégenos (Morel y Martin, 1955), la propagacion
masiva (Vasil,1994 Kitto,1977), la conservacién de germoplasma (Whithers,1985),
la produccion de metabolitos secundarios (Misawa, 1994) el mejoramientos
genético mediante la induccion de mutaciones y seleccion in vitro (Pérez y col.
1998) y la ingenieria genética (Herrera, 1983).

A partir de los avances alcanzados en la regeneracion de plantas in vitro, se ha
desarrollado toda una industria de micropropagacion, que se inicié por los paises
desarrollados de Europa y Estados Unidos y en la actualidad se ha extendido al
resto del mundo incluyendo a paises de América Latina y Asia. (Pérez P. 1998)

3.2 Cultivo de plantas carnivoras

Las llamadas plantas carnivoras son plantas que originariamente se encuentran
en zonas pantanosas, situadas en medios pobres de nutrientes, estas plantas
han desarrollado una capacidad para atraer a los insectos a sus 6rganos aéreos,
adaptados para atraparlos y transformarlos en sustancias nutritivas digeribles. Son




plantas de un gran interés cientifico porque siendo vegetales, actian como cepos.
(Lecoufle, 2006)

a) Tipos de plantas carnivoras

Existen bastantes géneros y especies de plantas carnivoras, dotadas de 6rganos
de captura y digestion de pequefios animales como los insectos. Estos 6rganos
son muy diferentes entre si y generalmente de aspecto atractivo. Una planta
normal toma del aire el anhidrido carbdnico y mediante la funcién clorofilica
elabora sus hidratos de carbono. Las sales minerales y principalmente el
Nitrogeno, Fosforo, Calcio, Potasio, etc., los toma en soluciones a través de las
raices. Pero existen suelos y terrenos que son muy pobres o carecen de esos
elementos. Muchas plantas que viven en estos suelos emplean diversos medios
para sobrevivir. Algunas se convierten en parasitos y toman esas sales
directamente de la savia de otras plantas. Pero otras recurren a un procedimiento
analogo a la forma en que los animales se proveen de esos elementos:
capturando y digiriendo presas vivas, generalmente insectos. La mayor parte de
las plantas carnivoras viven en turberas o suelos arenosos hiumedos y acidos,
muy pobres en elementos minerales. (Lecoufle, 2006)

Una planta carnivora en la oscuridad o desprovista de anhidrido carbénico muere
porque forma sus hidratos de carbono igual que todas las plantas a partir de la
funcién clorofilica y en presencia de la luz. Las raices de las plantas carnivoras
son débiles y poco eficientes para la absorcién de sales minerales. Si ponemos
plantas carnivoras en medios artificiales con abundantes sales minerales, su
desarrollo no es satisfactorio. En cambio crecen muy bien cuando obtienen
elementos minerales a partir de las presas obtenidas por sus 6rganos de captura
de insectos. Hay muchas plantas que han desarrollado las flores para eso.
(Lecoufle, 2006)

Los insectos atrapados en el interior de las flores se mueven activamente y se
cargan de polen, y de forma natural son puestos en libertad, transportando ese
polen a otras flores para fecundarlas. En estos
sistemas hay 6rganos sensibles que aprecian la presencia del insecto y que
provocan un movimiento en otros organos que cierran la trampa que lo apresa. En
las plantas carnivoras los érganos de captura se han formado a partir de
adaptaciones de las hojas y son bastante variables. Pero todos esos 6rganos
requieren unos sistemas que noten la presencia del insecto y otros que produzcan
los movimientos necesarios para apresarlo y luego para expulsar los restos ya
digeridos. (Lecoufle, 2006)




b) Generalidades bioldgicas de la especie Dionaea muscipula

Clasificacion;

Clase; Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Droseracea

Género: Dionaea muscipula

Nombre comun o vulgar: Dionea, Venus atrapamoscas, Diana atrapamoscas,
Atrapamoscas.

Dionaea muscipula fue descrita por primera vez por el naturalista britanico John
Ellis en 1768 que informo a Carolus Linnaeus, mediante una carta que se titulaba
"A botanical description of the Dionaea muscipula, or Venus's flytrap. En esta
carta, ademas de una completa descripcidbn botanica de las principales
caracteristicas de la Dionaea muscipula, se incluian también figuras que ilustraban
el aspecto de la planta. Desde entonces ha sido cultivada en invernaderos y
jardines de todo el mundo por motivos ladicos y de investigacidon. Su nombre
cientifico se lo dio John Ellis Dionaea muscipula en honor a Diana, diosa griega
hermana de Apolo y amante de los bosques y de la caza y muscipula significa en
latin atrapamoscas. (Lecoufle, 2006)

Habitat:

Es originaria de la costa Este de los Estados Unidos (Carolina del Norte y Carolina
del Sur), donde el clima no es demasiado extremo, puede bajar de cero grados en
invierno, pero en este tiempo entra en un estado de letargo. Vive en zonas
pantanosas de suelos muy pobres y acidos, con mucha humedad ambiental;
mucha luminosidad, pobres en nutrientes, crecen en sabanas, dentro de turba, de
arena 0 de musgo, en suelos con un pH comprendido entre 3.5 y 5. Estan
expuestas al sol bajo la sombra de hierbas o de pocos arboles dispersos. Estos
lugares son favorables para otras plantas carnivoras de los géneros Drosera,
Pinguicula, Sarracenia y Utricularia.Se dice que esta planta asi como la mayoria
de plantas carnivoras eran muy abundantes pero las exportaciones, la pérdida de
su hébitat, la contaminacién, etc. han acabado con esta planta, actualmente existe
en un radio muy pequefo pero estas son zonas protegidas bajo el gobierno y sus
leyes. Actualmente no se explota la planta de su habitat, existen laboratorios
encargados de reproducirla a través de cultivo de tejidos en reproducciones
masivas de estas plantas con un fin comercial. (Lecoufle, 2006)




Morfologia:

Es una pequefa planta herbacea que oscila entre los 5 y los 15cm, con hojas
verde claro dispuestas en forma de roseta que emergen de un tallo subterraneo de
tipo, este permite que la planta vuelva a desarrollarse después de un incendio, las
raices son fibrosas y negras y miden una decena de centimetros de largo.
(Lecoufle, 2006)

Cada hoja mide de 3 a 8 cm. de longitud, se divide en 2 partes:

- Una proximal compuesta por dos I6bulos alargados y simétricos de un color
verde que puede variar en intensidad en cuyo extremo se localizan las trampas.

- Una terminal que constituye la trampa formada por dos I6bulos también
simétricos, de forma ovalada, de color normalmente roja en su interior por la
presencia de una antocianina. Dicho pigmento se localiza en las glandulas
digestivas las cuales secretan ademas un liquido dulce que, junto al color rojo,
sirve para atraer insectos. La concentracion de la antocianina y del liquido
depende de la variedad considerada y de factores medioambientales, como la
intensidad y el nimero de horas de luz solar que reciba la planta.

En los bordes de la trampa hay unas prolongaciones que mejoran su cierre como
una trampa, mientras que en su interior existen unas finas estructuras
denominadas pelos sensoriales o disparadores, estos son los responsables de
activar el mecanismo. Su numero oscila en torno a 6 y siempre que algo logre
tocar dos veces en un miso cilio o dos cilios separado, este doble contacto indica a
la planta la presencia real de una presa. El cierre es de orden 1/50 de segundo
cuando hace sol. Esta rapidez disminuye con la edad de la planta y con la
temperatura, al cerrarse la trampa, los dientes se entrecruzan, lo que deja un
cierre incompleto para que se escapen las presas demasiado pequefias y poco
interesantes. Si la victima es una mosca, el cierre progresivo y lento aplasta al
insecto y sus partes asimilables son digeridas por la secrecién de las glandulas
digestivas, que contienen acidos y enzimas. El tiempo de digestion es de 1 a 2
semanas. Si no ha habido captura, la trampa vuelve a abrirse al cabo de 24 horas
como minimo. (Lecoufle, 2006)

El nimero de capturas por hoja suele ser de 4 insectos. Las plantas privadas de
insectos tienen un crecimiento mas lento. Los insectos deben capturarse Vivos;
un trozo de carne no haria otra cosa que pudrirse, ya que se trata de una planta
esencialmente insectivora. Curiosamente un fragmento de pelo que pesa apenas
unos pocos miligramos hace mover los tentaculos, mientras que las gotas de lluvia




mas grandes no tienen efecto sobre ellos. Las jévenes plantas se fortalecen a
medida que pasan los afios; son adultas a los 4 o 5 afios de cultivo, pero hacen
falta de 7 a 10 afios para obtener ejemplares fuertes. Las hojas son persistentes
con clima calido y soleado, pero en cultivo es indispensable el reposo de 4 a 6
meses tan pronto como las hojas ennegrecen en otofio. Las floraciones son en
mayo o junio, o 3 meses después del inicio de la vegetacion. (Lecoufle, 2006)

Las varas florales, que miden de 10 a 35 cm. de altura, llevan de 1 a 15 flores
blancas de 3cm. de diametro, regulares y en forma de estrella, con 5 sépalos
verdes, 5 pétalos blancos y unos quince estambres. Cada planta tiene cuatro
floraciones anuales como media. Cuando no se desee obtener semillas, sera
preferible suprimir las varas florales tan pronto como aparezcan para dar mas
vigor a la planta.
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Figura 1.Morfologia de Dionaea muscipula
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¢) Requerimientos del cultivo

Al igual que los demas cultivos, esta especie requiere de diferentes factores
ambientales como lo son:

» Luz: Sitio de semi-sombra. Dependiendo del clima también puede soportar
sol directo, luz solar de 4 a 5 horas.

» Temperatura: en estado vegetativo requiere una temperatura de 15-38 °C,
soporta heladas de -5°C, el invierno es el descanso de la planta y es
necesario bajar la temperatura a 5 °C para plantas mayores a 3 afos.

» Humedad ambiental: Requiere una humedad de 40% y 70%. El sustrato
siempre debe estar muy humedo, ya que estas plantas se crian en
pantanos.( Lecoufle, 2006)

» Sustrato: La turba es apropiada para su desarrollo, algunas mezclas de
sustrato son; mezcla de peat-moss (esfagno) 60%, arena silicea 20% y
20% vermiculita. El pH debe ser inferior a 6.5.

d) Propagacion de plantas carnivoras

Reproducciéon sexual:

En los cultivos el aire libre, los insectos fecundan las flores de forma natural y las
semillas maduran unas 5 semanas después de la fecundacion. La vara floral se
produce en primavera y tarda unas cuantas semanas en crecer y desarrollarse,
para cuando las flores se abran estas seran de color blanco con 5 pétalos, 5
sépalos, 5 estambres y 1 pistilo en uno o dos dias el pistilo sera receptible y esta
listo para la fecundacién. Las semillas se forman en el interior de las piezas
florales que se extraen una vez que se ha ennegrecido el pedunculo. Las
pequefias semillas se recogen sacudiendo con cuidado los tallos sobre una hoja
de papel. (Lecoufle, 2006)

Las semillas de las droseras son minusculos bastoncillos oblongos que forman un
polen negro apenas perceptible; las de la Dionaea parecen pequefios puntos
negros y las de las Sarracenias miden 1-2 mm, son ovaladas y finalmente
cinceladas. Como norma general, no es bueno conservar semillas demasiado
tiempo, después de seis meses, su poder germinativo empieza a reducirse
notablemente. Para que perduren por mas tiempo, se ponen las semillas en
refrigeracion a 4 °C, se establece una mezcla con turba y arena para que tomen
consistencia, se esparcen por una capa de turba himeda y se tapa con un plastico
para retener la humedad. Para evitar la formacion de hongo se puede adicionar
algun fungicida, al paso de unas semanas, despuntaran las minusculas plantulas.




La Dionaea reproducida con este método puede vivir hasta veinte afios, pero
tiene un crecimiento lento, por el contrario, las Droseras sembradas en primavera
ya habran alcanzado dimensiones considerables y produciran flores al final de la
estacion. Para facilitar la germinacion, es necesario establecer condiciones de
temperatura de 25 °C. La germinacion de Sarracenia, en cambio, es mas
compleja. Para acelerar el proceso se aconseja poner semillas en refrigeracion
durante un mes, sumergirlas en agua para ablandar la corteza, y posterior a esto
se sembraran. Los géneros en que las semillas necesitan estratificacion previa son
la Dionaea, Darlingtonia, Sarracenia y las Droseras nordicas y necesitan una
conservacion de 4-8 semanas en refrigeracion antes de sembrarlas.( Lecoufle,
2006)

Multiplicacion vegetativa;

Las plantas producen varios tipos de brotes, después de desprenderse del
organismo madre y dan vida a ejemplares idénticos, las formas de multiplicacién
son las siguientes;

a) Por esquejes de hojas: Se extraen las hojas enteras antiguas y se coloca la
base del peciolo dentro de turba o de esfagnos, asi mismo es necesario
mantener el cultivo himedo, con mucha luz y una temperatura superior a
20 °C. Al cabo de 8 a 10 semanas se forman pequefios brotes, los cuales
se desarrollan en plantas completas, que pueden trasplantarse cuando sus
raices lo permitan. ( Lecoufle, 2006)

b) El acodo; La longitud del tronco de la Nepenthes favorece la creaciéon de
plantas secundarias. Se hace un corte por la mitad del tronco y se inserta
en una maceta con esfagno. ( Lecoufle, 2006)

c) Por esquejes de las escamas; las escamas se forman en torno al rizoma,
por las bases de las antiguas hojas; estas se extraen y para su cultivo se
procede como en los esquejes de hoja. (Lecoufle. 2006)

d) Por hijuelos; Cuando las plantas son fuertes, producen hijuelos en su
base, los cuales son brotes laterales, que nacen en la base del tallo de
algunas plantas herbaceas y que crece horizontalmente, pueden ser
desprendidos después de que se desarrollan las raices. Si se dispone de
una planta suficietemente grande , se puede desprender gran parte de
brotes y replantarla, esta presentes en algunas especies como Darlingtonia,
Drosera, Utricularia terrestre con las Dionaeas y Sarracenias , este es un
sistema mas rapido que la siembra convencional. ( Lecoufle, 2006)

e) Micropropagacion; Las técnicas mencionadas anteriormente son eficaces,
pero si se emplea como un sistema de produccién se opta por esta
alternativa que es mas eficiente, confiable y segura para obtener plantas
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sanas, vigorosas, haciendo esta propagacion en todo el afio y en cualquier
época. La técnica de cultivo de tejidos es utilizada para multiplicar o
propagar plantas nuevas, tales como aquellas creadas por la ingenieria
genética. Se utiliza también para multiplicar obtener plantas libre de
enfermedades (tales como virosis) u obtener grandes cantidades de plantas
gque no se propagan eficientemente por métodos convencionales.
( Lecoufle, 2006)

Muchos tipos de semillas germinadas en estas condiciones tienden a crecer
muy rapido en comparacion a ser sembradas en los medios
convencionales, mediante el uso de tejido de la planta, es posible producir
copias exactas de la planta donante. Esto es muy util para las plantas que
genéticamente tienen caracteristicas deseables debido a que pueden crear
muchos clones de una planta en particular mucho mas rapido que los
meétodos de propagacion tradicionales. Para poder establecer el cultivo en
condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un nivel
nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Es recomendable mantener
a las plantas madre, es decir la planta donante, durante un periodo que
puede oscilar entre unas semanas o varios meses en un invernaderos bajo
condiciones controladas. En este ambiente se cultiva la planta en
condiciones sanitarias Optimas y con un control de nutriciobn y riego
adecuados para permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades.

3.3 Generalidades del cultivo in vitro

La micropropagacién consiste en producir plantas a partir de porciones muy
pequefias de ellas, los tejidos o células cultivadas en un tubo de ensaye o en otro
recipiente en que se puedan controlar estrictamente las condiciones del ambiente
y la nutriciébn. La capacidad de ciertos tejidos vegetales, como el callo y las
suspensiones de células, asi como aquellas de varios 6rganos de plantas tales
como tallos, flores, raices y embriones, de crecer de manera definida, se ha
utilizado durante muchas décadas en los laboratorios cientificos como un
instrumento de investigacion por genetistas, botanicos y fitopatélogos. A estos
métodos se les ha llamado colectivamente “cultivo de tejidos”, una expresion que
en ocasiones se usa como sinénimo de micropropagacion. Los procedimientos
de cultivo de tejidos utilizan un sistema de produccion in vitro que requiere
instalaciones de tipo laboratorio y técnicas asépticas similares a las empleadas
para cultivar hongos, bacterias y otros microorganismos. (Hartmann, 1984)
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Cultivo de tejidos

El establecimiento de los principios biologicos del cultivo de 6rganos vy tejidos ha
sido acreditado al aleman Haberlandt, fisi6logo vegetal, quien los enuncié por
primera vez en 1902. Para 1934, P.R. White pudo cultivar raices de tomate
continuamente in vitro proporcionandoles extracto de levadura. Los ingredientes
esenciales resultaron ser algunas vitaminas B, en especial la B1 (tiamina).
En 1939, Nabecourt y Gautheret en Francia y White en los E.U.A, reportaron en
forma independiente el cultivo indefinido de tejido de callo vegetal en un medio
sintético. El descubrimiento de las citocininas y del control hormonal en la
regeneracion de tallos y raices logradas de callo de tabaco por Skoog y sus
colaboradores en 1948 en la Universidad de Wisconsin establecieron las bases
para manipular la iniciacion de érganos y proporcionaron el principio en que se
basa toda la micropropagacion. Otro avance importante fue el logro de la
regeneracion de estructuras de tipo embrién (embriones somaticos o embrioides)
de suspensiones de células de callos. Otros procesos importantes comprendieron
el descubrimiento de la formacion de plantas haploides a partir de granos de
polen en desarrollo, el aislamiento de protoplastos vegetales y la hibridacion
artificial (para sexual) de protoplastos vegetales en cultivos asépticos. (Hartmann,
1984)

Micropropagacion

La aplicacién de las técnicas de cultivo de tejidos a la regeneraciéon y propagacion
comercial de las plantas es un desarrollo reciente que se ha convertido en una
alternativa importante de los métodos convencionales de propagacion en una
amplia gama de especies de plantas.

El descubrimiento de la micropropagacion de puntas de tallo resulté de los
intentos de obtener plantas libres de virus a través del aislamiento de
meristemos no infectados. Usando este procedimiento para las orquideas
Cymbidium, Morel, descubrié que las puntas de tallo proliferaban para formar
masas de protocormos, los cuales podian ser divididos y vueltos a cultivar para
producir nuevas plantas. (Hartmann, 1984)

En la actualidad, la micropropagacion se practica con éxito en especies horticolas
(Murashige, 1978), ornamentales (Hughes, 1981 y mas recientemente, en
especies lefiosas (Thorpe, 1983). En algunas especies, esta metodologia ha
mostrado importantes ventajas en comparacion con los sistemas convencionales
de propagacion, las mas importantes son:
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¢ Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.

¢ Reduccion del tiempo de multiplicacion.

e Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie
reducida, a bajos costos y en tiempos econémicamente costeables.

e Obtencion de plantas libres de patégenos.

e Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos
restricciones aduaneras.

e Conservacion del germoplasma.

e Mejora por mutagénesis Yy seleccion in vitro.

¢ Ingenieria Genética.

Fases en la micropropagacion
En los sistemas de micropropagacion se reconocen 4 estados secuenciales:
|.  Establecimiento del cultivo:

La funcién de esta etapa es establecer un explante estéril en un medio de cultivo,
los factores que afectan esta etapa incluyen, la selecciébn del explante, la
eliminacion de contaminantes del mismo y las condiciones de cultivo que
comprenden: ingredientes, luz, temperatura y seleccion de sostén del explante.
(Thorpe, 1993).

Il.  Proliferaciébn o multiplicacion.

La funcion de esta etapa de multiplicacion es incrementar el ndmero de
propagulos para su enraizamiento posterior hasta el estado de una planta
completa. Los explantes expandidos de la etapa | se cortan y los brotes se
vuelven a cultivar a un nuevo medio. La multiplicacion de brotes vegetativos
depende, ya sea de la reproduccion continuada de brotes axilares, o de la
iniciacion de brotes adventicios en la masa de tejido de tipo callo. (Thorpe, 1993).

[1l.  Enraizamiento.

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere
generalmente del trasplante a un medio de cultivo con menor concentracion de
sales, por ejemplo el medio Murashige et al. (1962), diluido al 50% ha dado
resultados positivos en diferentes especies. Asi mismo, se requiere cambiar el
balance hormonal, esto es, disminuir las citocininas y aumentar las auxinas
exogenas. En algunas especies, la eliminacion de las citocininas exdgenas ha
sido suficiente estimulo para la diferenciacion del sistema radical (Thorpe, 1993).
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IV. Aclimatacion

La etapa de trasplante abarca la transferencia de la planta del medio aséptico del
cultivo al ambiente de vida natural en el invernadero y luego a su sitio final. Al
principio de esta etapa la planta puede estar enraizada o no; en cualquiera de los
casos, para que pueda sobrevivir, el propagulos debe pasar por un periodo de
aclimataciéon. Como se deben volver autotrofas, tienen que desarrollar raices,
brotes funcionales y aumentar su resistencia a la desecacion y al ataque de
organismos patégenos. (Thorpe, 1993).

En algunas especies resulta esencial apegarse estrictamente a esta secuencia,
mientras que en otras la secuencia puede variarse para adaptarla a los
requerimientos de las especies y las necesidades del propagador.

3.4 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis puede definirse como la génesis o la iniciacion de la forma y de
la funcion de los organismos vivos. El estudio de la morfologia vegetal tiene como
objetivo fundamental identificar los procesos moleculares, bioquimicos vy
fisiolégicos que conducen a la aparicién de nuevas estructuras organizadas en el
cuerpo de la planta. (Villalobos, 1990)

A nivel experimental se utiliza el término morfogénesis para describir el origen de
la forma de la planta, entendiendo por forma: la organizacion estructural de la
célula individual o ultra estructura; la organizacion de células para formar tejidos o
anatomia, y cuerpo de la planta o morfologia. (Villalobos, 1990)

Todos los organismos, especialmente las plantas, muestran una tendencia a
restaurar o remplazar partes que les han sido removidas, produciendo
nuevamente una estructura completa a cierta distancia de la superficie herida; a
este proceso se denomina regeneracion y se refiere a la organizacion de
estructuras fisiolégicamente aisladas del organismo. Sin embargo, en la mayoria
de los reportes de cultivo de tejidos se utiliza este término asociado
estrechamente con el de “totipotencia”, para referirse a la organizacion de plantas
completas a partir de células o tejidos. (Villalobos, 1990)

El desarrollo histérico de la tecnologia del cultivo in vitro va ligado a los intentos
por demostrar experimentalmente la totipotencia celular; es decir, la capacidad de
las células para regenerar el fenotipo de la planta de la que se derivan. El proceso
de diferenciacion celular no implica pérdida de material genético sino expresion
diferencial de los genes. Por ello, la mayoria de las células vegetales pueden, en
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principio, considerarse totipotentes, siendo la base de la multiplicacion vegetativa.
(Villalobos, 1990)

Los trabajos ya clasicos de Skoog y Miller(1957) en tabaco y los de Stewardet,al
(1958) y Reinert (1959) en células somaticas de zanahoria, crearon las bases para
el desarrollo de la morfogénesis in vitro de las plantas superiores. Actualmente se
sabe que las células en cultivo pueden manifestar totipotencia regenerando
plantas completas siguiendo dos rutas alternativas:

» Organogénesis: que conducen a la diferenciacion de meristemos caulinares
y/o radiculares, que originan tallos (caulogenesis) o de raices adventicias
(rizogenesis).

» Embriogénesis somaética; que lleva a la formacion de embriones soméaticos
a partir de células sométicas embriol6gicamente competentes, siguiendo las
fases del embrion cigotico (globular, corazén, torpedo, cotiledonar), aunque
obviamente, sin fecundacion. (Villalobos, 1990)

En las dos rutas siempre es posible distinguir dos modelos de desarrollo morfo
génico:

e Morfogénesis directa, cuando los Organos o0 embriones se originan
directamente del explante (parte de la planta utilizada para establecer el
cultivo) en ausencia de proliferacion de callo (masa celular sin
diferenciacion aparente).

e Morfogénesis indirecta, en la que la formacion de callo es previa al
desarrollo de estructuras organizadas.

3.4.1 Organogénesis

La organogénesis involucra procesos de diferenciacion e interaccién celular y
reaccion a sefiales especificas, mediante los cuales es posible la generacion de
brotes adventicios a partir de tejido somatico. Estos brotes se caracterizan por ser
estructuras unipolares conectadas fisicamente al tejido que les dio origen
(conexidn vascular con el tejido del que derivan). (Villalobos, 1990)

Mediante este proceso morfogénico pueden diferenciarse in vitro brotes
adventicios o axilares, que son susceptibles a enraizar y formar plantas completas.

En la organogénesis los brotes pueden generarse directamente del explante
(organogénesis directa) o bien generarse a partir de callo (organogénesis
indirecta). Esta via de regeneracion se ha utilizado en genotipos mejorados con
baja tasa de propagacion in vitro, en especies de dificil propagacion por métodos
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convencionales y en especies susceptibles a plagas y enfermedades. La
organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa y
dentro de ella pueden diferenciarse dos vias; la formacion de yemas axilares y
la formacion de yemas adventicias. (Villalobos, 1990)

a) Formacion de yemas axilares

Esta técnica se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se
encuentran en las axilas de las hojas, los cuales son divididos y subcultivados
repetidamente (Hu y Wang, 1983). Este método, a pesar de no ser el mas rapido,
ha sido el mas utilizado para la propagaciéon comercial, debido en primer lugar a la
facilidad con que se ha establecido en la mayoria de especies y en segundo lugar
a la estabilidad genética de las plantas regeneradas, siendo el sistema de
regeneracion en el cual se reportan los menores indices de variacion genética. Su
principal desventaja radica en la laboriosidad del proceso, lo cual implica altos
costos por la mano de obra, bajos coeficientes de multiplicacién en comparacion
con otros sistemas de regeneracién y escasa posibilidad de automatizacién del
proceso productivo. No obstante, existen posibilidades de automatizar algunas
etapas del proceso con la utilizacion de birreactores y sistemas de inmersion
temporal de los explantes. (Pérez, 1998)

b) Formacion de yemas adventicias

Es la formacion de yemas a partir de meristemos preexistentes o tejido no
meristematico, las cuales se originan de una o de un pequefio grupo de células,
cuando se cultivan los explantes en medios con concentraciones elevadas de
citocininas (Vuylsteke y De Langhe, 1985). Con esta técnica es posible producir un
mayor numero de plantas por unidad de tiempo en comparacién con el método de
yemas axilares y a la vez presenta mayores posibilidades de mecanizacion-
automatizacion, existiendo ya varios ejemplos de utilizacion de biorreactores
para su produccion (Akita y col., 1994). Sin embargo, al igual que el método de
yemas axilares tiene la limitante de que el proceso productivo es realizado en dos
etapas: produccion de brotes y crecimiento — enraizamiento. Adicionalmente
presenta el inconveniente de que puede ser una fuente de variacion genética
debido al propio origen unicelular de las yemas adventicias (Reuveni y col., 1985).
Este método ha tenido su mayor aplicacion en la propagacion de plantas
ornamentales donde la ocurrencia de plantas fuera de tipo no es un problema.
(Pérez, 1998)

La respuesta morfogénica por dichas vias de regeneracion es estimulada por el
tipo de explante, medio de cultivo, tipo y concentracion de fitohormonas (Christian
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y Warnick,1988) y factores ambientales, por lo que en un protocolo de
manipulacion in vitro deben considerarse dichos aspectos. La capacidad de
regeneracion a través de los procesos de diferenciacion esta determinada por la
interaccion de factores intrinsecos y extrinsecos de la planta que, en condiciones
de cultivo in vitro pueden ser controladas. (Pierik, 1990)

Los factores intrinsecos estan involucrados con el genotipo y estado de desarrollo
de la planta y el explante, mientras que los extrinsecos incluyen:

a) Condiciones ambientales del medio como el suministro de nutrimentos
organicos e inorganicos y hormonas.

b) condiciones fisicas como la consistencia del medio de cultivo, la luz, la
temperatura y el pH.

3.4.2 Propagacion via Organogeénesis

El estado secuencial Il de la micropropagacion es la fase de multiplicacion y es
esta la mas importante y determinante en todo el programa de propagacion in
vitro, pues es en ella donde se realiza la verdadera multiplicacion de una especie
o variedad definiéndose no solo el numero de plantas o propagulos a obtener, sino
su calidad genética, por ser esta fase en la que se producen variantes
somaclonales. (Pérez, 1998)

La proliferacion de los diferentes explantes en el cultivo in vitro, puede lograrse
con el uso de sustancias reguladoras del crecimiento como componentes
principales de un medio de cultivo previamente establecido y un adecuado manejo
del proceso in vitro. Los explantes, al ser divididos en condiciones estériles y
cultivados nuevamente en el medio fresco, inducen nuevos brotes, operacion que
se repite hasta lograr la cantidad de propagulos deseados para pasar a la fase de
enraizamiento. El método de propagacién a emplear yemas axilares o yemas
adventicias, debe sustentarse en un estudio exhaustivo de la frecuencia de
variantes somaclonales o fisiolégicas que se producen in vitro, de la especie o
variedad que se multiplicara y el objetivo de la multiplicacién. La regulacion
quimica de la morfogénesis en tejidos in vitro ha sido bien documentada desde
que ,en 1957, Skoog y Miller demostraron la importancia del balance hormonal
auxina-citocinina, sin embargo, muchas especies no responden a los
procedimientos logicos de cultivo por lo que se continua investigando sobre los
posibles mecanismos de cultivo involucrados en el proceso. (Pérez, 1998)

Si bien la expresion in vitro de una determinada repuesta morfogénica
(regeneracion de raices y tallos o0 embriones) viene determinada por la interaccion
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de numerosos factores, es indudable que las fitohormonas desempeiian un papel
fundamental en el control de la morfogénesis. De esta forma, la respuesta
morfogénica influye tanto los niveles endégenos de auxinas y citocininas, como la
relacion exégena de fitohormonas del medio de cultivo. (Pérez, 1998)

Skoog Yy Miller demostraron que el proceso organogénico esta determinado por
un balance entre auxinas y citocininas; la influencia de este balance la estudiaron
en Nicotina tabacum L. y encontraron que una proporcion mayor de auxinas con
relacion a citocininas indujo raices, mientras una porcion opuesta indujo la
formacién de brotes. Estos resultados demostraron que el balance hormonal,
marca el destino de las células morfolégicamente competentes, donde auxinas
como 2,4-D, ANA y AIB son importantes en la induccion de raices y callo, mientras
gue citocininas como; BA, Kinetina y Zeatina son necesarias para mantener el
crecimiento celular del tejido a inducir regiones meristematicas. (Pérez, 1998)

La proliferacion de brotes axilares se logra con la adicion de citocininas en el
medio de cultivo para romper la dominancia apical y estimular la brotacion de las
yemas que se encuentran en las axilas de las hojas. Su concentracion varia
dependiendo del balance enddgeno de auxinas y citocininas en los explantes. La
6-Benzilaminopurina (6-AP) es en general, la citocininas mas efectiva y la mas
empleada en la induccion de yemas axilares, seguida en orden decreciente por la
Kinetina y la Zeatina.

El balance auxinas y citocininas es determinante en el coeficiente de
multiplicacion, por lo que la lograr un balance adecuado, es posible alcanzar
elevadas tasas de proliferacion aumentando la efectividad del método de
micropropagacion. Sin embargo es necesario tener cuidado en el manejo de los
reguladores del crecimiento en esta fase, ya que con el empleo continuo de altas
concentraciones de citocininas en el medio de cultivo se puede inducir la
formacién de yemas adventicias, lo cual representa un inconveniente dentro del
proceso de propagacion. No obstante aun en bajas dosis la formacién de yemas
adventicias puede ser observada en ocasiones y esta muy relacionada con el
manejo de los explantes y el nUmero de subcultivos. (Pérez, 1998)

La manipulacion de las concentraciones de auxinas y citocininas en los medios de
cultivo permite controlar la organogénesis in vitro de muchas especies vegetales,
constituyendo ademas la base de gran parte de los protocolos de la propagacion
vegetativa in vitro existentes en la actualidad. (Thorpe, 1981)

3.5 Componentes del medio de cultivo
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El éxito del cultivo de plantas depende del uso del medio nutritivo adecuado, y de
la composicion quimica del mismo y de otros factores como; tejidos viables,
incubacion y calidad de reactivos. ( Gamborg, 1976)

El medio de cultivo es una solucién acuosa que esta formada por tres clases de
sustancias; compuestos inorganicos, compuestos organicos, complejos naturales
y materiales inertes de soporte, requeridos para la nutricion y manipulacion de los
cultivos in vitro. Se hallan numerosas formulaciones, cada una de las cuales
comprende entre 6 y 40 compuestos. Existen en reportes cerca de 2,000 medios
de cultivo, de los cuales los més usados son 16, ademas de considerar que
algunos de ellos presentan particularidades en la induccion de una via especifica
en la morfogénesis vegetal. ( Gamborg, 1976)

La mayoria de las formulas salinas basales de las soluciones de cultivo que se
tienen actualamente como estandar deberian ser mas que suficiente para
suminstrar un minimo esencial de los elementos requeridos, sin embargo seria util
ensayar estas soluciones a diferentes concentraciones totales: por ejemplo,el de
Murashige es un medio con relativamente “alto contenido de sales”, mientras el
medio de White generalmente se considera con un bajo contenido de sales,
muchos explantes crecen mejor si se les suministra nitrogeno reducido, lo que se
puede hacer agregando sales de NH,4 0 suplementado con urea. Todos los medios
parecen beneficiarse en cierto grado con los suplementos vitaminicos, a menos
que las células se vuelvan verdes, los aditivos minimos usuales son la tiamina o
el acido nicotinico y la piridoxina. Se sabe que es un problema mayor estudiar
todas las interacciones de los componentes (organicos e inorganicos) de un medio
de cultivo, y generalmente no es rentable hacerlo en alguna etapa de
conocimiento, no obstante, se puede utilizar un medio sencillo y luego
complementario de diferentes formas; el “arte” consiste en llegar empiricamente a
la formula que le brinde al tejido la mejor oportunidad de desplegar su capacidad
intrinseca para crecer. ( Gamborg, 1976)

El medio que se emplea con mayor frecuencia en el laboratorio de cultivo de
tejidos vegetales de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan es un medio
elaborado por el profesor Francisco Cruz Pizarro, con los componentes basicos y
una concentracion media de sales, se ha empleado en distintas especies, como
frutales, ornamentales, forestales e industriales, la determinacion de la
concentracion de nutrimentos (principalmente N-NO3- y N-NH4+ ) se determiné
mediante el uso de electrodos ion-selectivo (Cruz-Pizarro, 2000) la respuesta en
la proliferacion de estas plantas ha sido extraordinaria, cabe mencionar que este
medio solamente es usado con fines de investigacion, la composicion del medio
puede verse en el cuadro 1.
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Basicamente, los medios de cultivo se componen de compuestos que suministran:

I.  Nutrientes minerales
Il.  Sustancias vitaminicas
[ll.  Sustancias reguladoras del crecimiento
IV. Otros compuestos; agua, agente gelificante y una fuente de carbono.

3.5.1 Nutrientes minerales

Los medios de cultivo deben suministrar los mismos macro y micronutrientes que
son esenciales para el crecimiento de las plantas enteras. En general se destacan
las concentraciones relativamente altas de nitrégeno y potasio. El nitrdgeno es
suministrado en forma de amonio y/o nitrato. También se pueden utilizar urea,
glutamina y caseina hidrolizada. Es fundamental que el hierro sea incorporado
juntamente con un agente quelante (Na2EDTA), lo que lo hace disponible es un
amplio rango de pH. Las sales minerales se dividen en dos grandes grupos que
contienen diferentes elementos, donde cada uno de ellos muestra una particular
influencia, su composicion se puede ver en el cuadrol.

a) Macro elementos: Los tejidos requieren de una fuente continua de
compuestos organicos. Ademas de carbono, hidrogeno y oxigeno; son sustancias
gue se agregan al medio en cantidades minimas, y son los siguientes; nitrégeno,
fosforo, potasio, calcio, magnesio y Azufre.

b) Micro elementos; Para una adecuada actividad metabolica , las celulas
requieren de microelementos, siendo el Zn,Bo,Cu,Co,Mo Ilos elementos
fundamentales para la sintesis de la clorofila y en la funcion de los cloroplastos,
y se adicionan al medio de cultivo en cantidades pequenias.

Cuadro 1. Forma de aplicacion y principales funciones de macroelementos y
microelementos del medio de cultivo.

MACRO ELEMENTOS

Sales Forma de aplicacion Influye
Inorganicas
Nitrégeno Las fuentes de N para el medio de | Influye en el indice de crecimiento de la
cultivo son compuestos de amonio y | planta, elemento esencial en la composicién
nitratos. molecular de la clorofila, alcaloides, acidos
nucleicos y aminoacidos.
Fosforo Las fuentes de fosforo utilizadas in vitro | Su principal utilidad es como activador de
son el fosfato de sodio y de potasio enzimas.

—
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Potasio Es suministrado como nitrato de | Influye en la division celular , en la sintesis
potasio y fosfato de potasio. de carbohidratos y proteinas
Calcio Generalmente es incluido como cloruro | Es parte integral de la pared celular de la
de calcio y nitrato de calcio. planta y juega un papel en la permeabilidad
de la misma. Facilita el movimiento de los
carbohidratos y aminoacidos.
Magnesio La fuente de magnesio es el sulfato de | Es el elemento central de la molécula de la
magnesio. clorofila y es importante como activador de
enzimas.
Azufre Se suministra en forma de Sulfatos. Este elemento estd presente en algunas
proteinas y promueve el desarrollo de raices
y de follaje verde.

(Kyte, 1990)

MICRO ELEMENTOS

Sales Forma de aplicacion Influye

Inorganicas

Fierro La fuente de este | Participa en la sintesis de la clorofila, en la conversion
elemento es el sulfato | de energia en la fotosintesis y la respiracion.
ferroso.

Manganeso | Es utilizado como | Es necesario para el mantenimiento de la estructura
sulfato de manganeso. |y el proceso fotosintético. Ademas es esencial en la

membrana del cloroplasto.

Zinc Es suministrado como | Elemento vital en varias enzimas asi como en la
Sulfato de Zinc. sintesis del &cido indolacetico.

Boro Es adicionado como | Necesario para el mantenimiento de la actividad
Acido Borico. meristematica.

Cobre El suministro de este | Es necesario en la conversidbn de energia como
elemento es el, sulfato | alternante de los estados cuprosos y cupricos.
de cobre.

Cobalto Suministrado como | Elemento de la molécula de la vitamina B12 que es
cloruro de cobalto. esencial para la fijacion de N.

Molibdeno Suministrado como | Participa en la conversion del N en amoniaco y en la
Molibdato de Sodio. fijacion del N.

Cloro Esta incluido en | Esencial para estimular a fotosintesis.
grandes cantidades
como cloruro de calcio.
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Yodo Adicionado como | No es considerado como esencial, aunque es
yoduro de potasio. componente de algunos aminodcidos

(Kyte, 1990)
3.5.2 Sustancias vitaminicas

Son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas en el
metabolismo y son requeridas en pequefas cantidades, las vitaminas
suministradas in vitro, pertenecen al grupo B y son:

-Tiamina, ayuda a la respiracion en el ciclo de Krebs.

-Acido Nicotinico, constituyente de coenzimas en las reacciones luminosas.
-Piridoxina, sirve como coenzima en las vias metabdlicas.

-Acido Pantotenico, coenzima en el metabolismo de las grasas.

-Acido félico, su funcion como vitamina B2 demuestra su actividad como
coenzima.

-Inositol, no es del complejo B, sino un azucar-alcohol, estimula la morfogénesis,
participa en la via biocinética del acido galacturonico.

Aminodcidos: Los aminoacidos no son esenciales para el cultivo de tejidos, pero
proporciona una fuente inmediata de N y su asimilacién puede ser mas rapida que
el nitrégeno inorganico proporcionado al medio. Las funciones de los aminoacidos
in vitro son especificas como: la glutamina y la asparagina son transportadoras de
nitrégeno, la arginina estimula la raiz; la serina es empleada en el cultivo de micro
esporas Y la cisteina es agente reductor. (Pierik, 1990)

3.5.3 Sustancias reguladoras del crecimiento

Las hormonas son por definicion, compuestos organicos sintetizados por las
plantas superiores, que influyen sobre el crecimiento y desarrollo; actdan
generalmente en lugares diferentes a donde son producidas y se encuentran
presentes y activas en muy pequefias cantidades. Aparte de estos productos
naturales, se han desarrollado también otros de tipo sintético, que pueden tener
una actividad semejante. Al conjunto de estos productos sintéticos, junto con las
hormonas, se denomina reguladores y son los responsables, en primer lugar, de la
distribucion de los compuestos que la planta biosintetiza. También determinan el
crecimiento relativo de todos los 6rganos de la planta. (Pierik, 1990)
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Existen cinco grupos principales de reguladores de crecimiento: auxinas,
giberelinas, citocininas, &cido abscisico y etileno, manteniendo cada grupo
respuestas fisiologicas diferentes; sin embargo, Azcon-Bieto y Talon (1993)
mencionaron que existen otros grupos de sustancias reguladoras del crecimiento,
qgue ejercen una influencia similar a las hormonas vegetales en muchas funciones
de las plantas, como son: brasinoesteroides, poliaminas y oligosacéaridos; donde
solo las dos ultimas han sido utilizadas en algunos casos como moduladores en la
morfogénesis in vitro. ( Pierik , 1990)

En el cultivo in vitro, adicionalmente a los nutrimentos, es necesario agregar una o
mas sustancias reguladoras; frecuentemente auxinas y/o citocininas, Yy
ocasionalmente giberelinas o acido abscisico, para orientar una via especifica de
organogénesis (caulogenesis 0 rizogenesis) por via indirecta o directa. Por otro
lado, los requerimientos y las respuestas a estas sustancias varian
considerablemente con los tipos de tejidos y los niveles enddgenos de estos
reguladores, asi como con la finalidad del cultivo in vitro. (Villalobos, 1990)

Las tres clases restantes de hormonas (giberelinas, etileno y acido abscisico) no
son esenciales para la induccién de 6rganos, pero actian como moduladores de la
respuesta morfogénica.

Auxinas: se relacionan con la extension y alargamiento de las células, tropismos,
dominancia apical, diferenciacién del tejido vascular, abscision de frutos y hojas,
enraizamiento, promocion de la floracién y la promocién de la biosintesis del
etileno. En cultivo in vitro las auxinas son utilizadas principalmente para la
induccion de raices y la formacion y desarrollo de callo. Las auxinas mas
utilizadas son: AIB (acido indol-3 butirico), ANA (acido naftalenacetico), AlA (acido
indolacetico) y 2,4-D (acido diclorofenoxiacetico). (Pierik,1990)

Citocininas: Salisbury y Ross (1994) definen a las citocininas como compuestos
derivados de la adenina que promueven la divisiébn celular en algunos tejidos
vegetales, inhiben la dominancia apical mediante la formacion y desarrollo de
brotes ya sea de origen lateral o adventicio; promueven la diferenciacién de tallos,
la expansion de hojas y el desarrollo de cloroplastos, entre otros. Existen
diferentes tipos de citocininas que se encuentran con mas frecuencia en varias
plantas: zeatina, dihidrozetina, isopentil adenina (IPA), furfuril-aminopurinakinetina
(KIN) y una citocinina sintética, la benciladenina (BA). En los medios de cultivo
usado para la propagaciéon in vitro se incorporan citocininas para promover el
desarrollo de brotes, ya sea de origen lateral o adventicio. Ademas se usan estos
compuestos para la proliferacion de tallos axilares por la ruptura de la dominancia
apical.
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Giberelinas: existe un gran numero de giberelinas conocidas, la de mayor uso es
la AG3, pero debe tenerse en cuenta que es muy termolabil (pierde el 90% de su
actividad después del autoclave); comparado con las auxinas y citocininas, las
giberelinas se utilizan raramente. La mayoria de los explantes sintetizan
cantidades suficientes de este grupo de hormonas. (Pierik, 1990)

Figura 2. Balance de auxinas y citocininas en un medio de cultivo

Auxinas Efecto de auxinas + citocininas Citocininas
BAJA
A

ALTA Formacién de raices

Embriogénesis
Formacion de raices adventicias en
callos
Formacion de brotes adventicios
Proliferacion de yemas axilares

ALTA

11841
foroun

BAJA

3.5.4 Otros componentes del medio

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la plantas, pero
sin agua una planta no puede vivir en condiciones in vitro, es por esto que existen
otros componentes que se adicionan al medio de cultivo, la cuales complementan
y transfieren las propiedades concretas a un medio de cultivo, como lo son los el
agua, azucares, agentes solidificantes, colorantes, etc. (Levitus, 2010)

a) Agua

El agua es uno de los componentes quimicos mas importantes ya que constituye
el 95% del medio nutritivo. El agua utilizada para la elaboracion de medio debe
ser destilada, bidestilada o desmineralizada y su almacenamiento debe ser por
poco tiempo, debido a que pueden disolverse sustancias quimicas de los
recipientes. (Pierik ,1990)

b) Fuente de carbono

Practicamente todos los cultivos son heterétrofos (comparativamente unos pocos
son autoétrofos) y por ende necesitan del suministro de una fuente de carbono. La
sacarosa, en concentraciones de 2 al 5%, es el azucar mas utilizado. En algunos
medios se la reemplaza por glucosa. En casos particulares se cita el empleo de
maltosa o galactosa. También myo-inositol (100 mg/L) suele ser incorporado a los
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medios resultando un mejor crecimiento de los cultivos, la concentracion de CO,
en el tubo de ensayo puede ser un factor limitante para la fotosintesis (Gibson,
1967) y en la practica es muy dificil y caro suministrar el CO,. A veces, como
resultado de un intercambio gaseoso pobre, la concentracion de CO, en los
tubos o recipientes puede llegar a ser demasiado alta y hacerse toxica. La
concentracion de azucar depende mucho del tipo y edad del material vegetal,
por ejemplo, los embriones muy jovenes requieren concentraciones de azUcar
relativamente altas. El azGcar comercial resulta generalmente adecuada, pues se
trata de un producto purificado, de acuerdo con los analisis de los fabricantes, se
compone del 99.94% de sacarosa, 0.02% de agua y 0.04% de otras sustancias
(elementos inorganicos y también, fructosa y glucosa). No existe ninguna
indicacion de que estos constituyentes puedan causar toxicidad in vitro. (Levitus,
2010)

c) Agentes gelificantes

Comunmente se ha empleado el agar como agente gelificante para la preparacion
de los medios sélidos o semisdlidos ,agar es una mezcla de polisacaridos
derivados de extractos de varias algas rojas, aunque se trata de un producto
natural, se lava y purifica durante su elaboracién, de manera que practicamente no
contiene materiales toxicos. (Levitus, 2010)

Sus ventajas son:

» Con agua el agar forma geles que se derriten a 100 °C y se solidifican a 45
°C siendo estable en todas las temperaturas de incubacion.

» No es alterado por las enzimas vegetales.

» No reacciona con los constituyentes del medio.

» No interfiere con la movilizacion de los constituyentes del medio.

Por lo general se utilizan 6 gr/lt. Pero la solidez varia con la formula del medio
usado, la fuente y el origen del agar. Se han empleado otros compuestos para
sustituir el agar, sin embargo pocos han tenido éxito. El gelrite es el que tiene
mayor popularidad, los geles del gelrite son mas caros y también cuajan mas
rapido que el agar y se utiliza 2gr./It ,también pueden emplearse«Agargel» (0,40-
0,60%), «Transfergel»(2,0-2,60%), «Phytagel» (0,25- 0,40%) y agarosa(0,80-
0.90%).El crecimiento in vitro puede ser afectado de forma negativa si la
concentracion de agar es demasiado elevada. El tipo de agar también afecta al
crecimiento y desarrollo, cuanto mayor es la cantidad y la pureza del agar, mejor
gelifica. (Levitus, 2010)
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Cuadro 2. Composicion del medio basal Cruz- Pizarro (2000).

Compuesto PM UM 6mM Mg L™
Quimico
NHsNO3z* 80 2.50 mM 200
Ca(NOg3), 4H,0* 236 2.50 mM 590
KH,PO,4 136 1.25 mM 170
MgSO4 7H,0 246 1.50 mM 369
KNO3* 101 2.50 mM 252.5
FeSO4 7H,0 278 0.09 mM 25
Na Edta 380 0.10 mM 38
MnSO4H,0 169 5uM 0.84
H3BOs3 62 100 uM 6.1
Na,Mo0O42H,0 242 1 uM 0.24
ZnSo045H,0 287 30 uM 8.6
CuS0,45H,0 249 0.1puM 0.0000249
CoCl,6H,0 238 0.1puM 0.0000238
Mio-inositol 180 0.55 mM 100
Tiamina 337 0.29 pM 0.1
Piridoxina 205 2.44 uM 0.5
Ac. Nicotinico 123 4.07 uM 0.5
BA 225 2.22 uM 0.5
AlB 203 0.49 uM 0.1
Agar 6000
Azlcar 60000

pH ajustado a 5.7

Fuente: Cruz-Pizarro, 2000.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del experimento

Los trabajos se llevaron a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales,
ubicado en el area de Agricola, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
UNAM, campo cuatro, ubicada en el municipio de Cuautitlan lzcalli, Estado de
México.

4.2 Material vegetativo

Se utilizaron explantes de 2 cm de longitud de la especie Dionaea muscipula que
fueron previamente establecidos en condiciones in vitro en forma aséptica a partir
de estructuras somatica de esta especie.

4.3 Tratamientos y Disefio experimental

En este ensayo se probaron 3 concentraciones del medio de cultivo, las diluciones
se hicieron tomando en cuenta el medio del cuadro 2, del medio Cruz Pizarro,
partiendo de la concentracion al 100% , se realizaron dos diluciones al 50% y
25%, también se afiadieron hormonas y se ajusté a un pH de 5.7

El disefio experimental utilizado fue el de completamente al azar. La unidad
experimental estuvo formada por cinco tubos de ensaye con 4 repeticiones con un
total de 20 tubos por cada tratamiento, generando asi 6 tratamientos como se ve
en el siguiente cuadro;

Cuadro 3 .Tratamientos para la proliferacion in vitro de Dionaea muscipula

Tratamientos Concentracion del medio, Presencia de hormonas (BA / AIB)
con base en medio Cruz

Pizarro (%) mg.I™"
T.1 25% 0.0/0.0
T.2 50% 0.0/0.0
T.3 100% 0.0/0.0
T.4 25% 0.5/0.1
T.5 50% 0.5/0.1
T.6 100% 0.5/0.1
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Desarrollo del experimento

4.4 Preparacion de medios de cultivo

Se elaboraron seis medios con diferentes concentraciones y para cada uno se
prepard a una cantidad de 250 ml. Después de la elaboracion del medio de cultivo
se dejo pasar algunos dias y exactamente trascurridos 10 dias se realizo la
implementacion de los explantes.

4.5 Implantacion o siembra

La siembra se realizé bajo condiciones de asepsia, dentro de una campana de aire
de flujo laminar horizontal, reduciendo al maximo la presencia de patdgenos
presentes en el aire, desinfectando mediante inmersion en alcohol etilico y
flameado bisturis, pinzas y cajas de Petri. Se sembraron dos explantes por cada
tubo de ensaye.

4.6 Condiciones de incubacién

Al término de la siembra, se colocaron los explantes en el cuarto de cultivo, donde
se mantuvieron a una temperatura media de 27 °C y un fotoperiodo de 16 horas
luz. La intensidad luminosa fue de 49 pmol.m-2.seg dffa.

4.7 Variables de estudio

Se consideraron como indices de proliferacion las siguientes variables:

» Numero de brotes, obtenido de cada una de las unidades experimentales,
para la que se realizé un conteo y a continuacién se registraron los resultados.

» Longitud de brotes, se observaron los brotes obtenidos de los explantes, los
cuales se midieron sacando los explantes del tubo e individualizando cada uno
de ellos para medir sobre una hoja milimétrica a fin de obtener mediciones
exactas.

» Longitud de raiz, esta medicion se realiz6 de la misma manera en que se
evaluo la longitud de los brotes de cada unidad experimental, sefialando las
caracteristicas que presentaba este érgano.

» Numero de hojas, de cada explante se conté el niumero de hojas que
presentaba, sefialando los explantes que no habian obtenido el desarrollo de
este 6rgano, asi como las malformaciones que se presentaron.

» Porcentaje de contaminacion, se cuantific6 el porcentaje de contaminacién
visualizando por fuera del tubo de ensaye la presencia de hongos o bacterias.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se establecieron las condiciones in vitro para la induccion de la proliferacion de
brotes multiples de Dionaea muscipula y se caracterizé por la capacidad de
respuesta de cada tratamiento. Los resultados evaluados sefialan caracteristicas
importantes en el desarrollo de esta especie reflejado en las variaciones
morfologicas y en la calidad del nimero de brotes que pudieron generarse con
este método de cultivo de tejidos.

Dentro de todas las variables evaluadas también se tomo6 en cuenta el porcentaje
de contaminacion y de oxidacién pues en todo el experimento se presento, el 1%
y solo se observo en 2 tratamientos pero no afecto la unidad experimental que fue
evaluada.

5.1 Numero de brotes

En la proliferacion, de acuerdo al analisis de varianza realizado (anexo..), se
encuentran diferencia significativas para esta variable. Al analizar la concentracion
y presencia hormonal, el promedio general fue de 29 brotes por cada explante
establecido, los cuales constituyen una tasa de proliferacion alta, esta especie
vegetal a menudo se desarrolla en medios donde los suelos y terrenos son muy
pobres y carecen de elementos como fosforo, calcio, potasio, etc. Lecoufle
(2006).Por lo tanto al establecer un explante en un medio nutritivo 6ptimo,
favorece el desarrollo efectivo.

La concentracion del medio de cultivo que fue utilizado, asi como la presencia de
reguladores de crecimiento, influyen directamente en el proceso de
organogénesis, la cual involucra procesos de diferenciacién y reaccidon a sefiales
especificas; mediante los cuales es posible la generacion de brotes axilares y
adventicios a partir de tejido somatico. Mediante este proceso morfogénico
pueden diferenciarse in vitro vastagos, que son susceptibles a enraizar y formar
plantas completas. Villalobos (1990).

El modo de accion de los reguladores de crecimiento en la organogénesis indica
gue el proceso esta regulado por tipo, concentracion y balance que se establezca
entre los niveles aplicados de auxinas y citocininas (Azcon- Bieto, 1993).
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Para la evaluacion de la proliferacion se realizé la comparacién de medias, de la
variable nimero de brotes, donde se encontraron diferencias significativas, entre
los tratamientos utilizados, como se puede ver en cuadro 4.

Cuadro 4. Comparaciéon de medias que muestran las diferentes respuestas de los
tratamientos en la variable Numero de Brotes.

Tratamientos | Concentracion Presencia No. de brotes
del medio hormonal
T5 50% CH 52 a
T.1 25% S/H 30 b
T.3 100% S/H 30 b
T.2 50% S/H 23 b ¢
T.6 100 % C/H 22 b ¢
T.4 25% C/H 16 C
Promedio general 28,83

Letras iguales son estadisticamente similares entre si de acuerdo a Tukey (<0.05)

Grafica 1. Numero de brotes promedio de las respuestas obtenidas de los tratamientos en
la variable Numero de brotes.
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Al emplear una concentracion del medio al 50% se obtuvo una respuesta
promedio de 37.5 brotes por explante lo cual representa el 30 % mas respecto a la
media general, como se distingue en la grafica 1.

En los tratamientos con las demas concentraciones (25 % y 100%) se obtuvieron
23y 26 brotes por explante lo que representa el 21% y 10% respectivamente, por
debajo del promedio general, lo cual indica que el tratamiento 5 con una
concentracion del 50% es el 6ptimo para la proliferacion de nuevos brotes debido
a los niveles de sales minerales y componentes del medio que favorecieron esta
respuesta, lo cual puede estar asociado a los ambientes donde prospera esta
especie, pues esta planta crece en medios pobres en nutrientes y a diferencia en
estos tratamientos se han afadido componentes, donde tal vez las
concentraciones no sean las optimas.

Al emplear la concentracion del medio al 100%, esta no estimulo una mayor
formacion de brotes debido a que la concentracion pudo haber sido excesiva, que
limité el desarrollo de brotes ademas de presentar variaciones morfolégicas en
hojas y raiz, pues los brotes formados estaban incompletos ya que no
presentaban trampas al final de la hoja, ademéas de formar conjuntos de brotes
muy comprimidos y no se podian individualizar facilmente, y a diferencia de la
concentracion al 25 % la proliferacion se vio disminuida debido a la deficiencia en
sales minerales que Ilimité la tasa de proliferacion, como se observa en la
siguientes figuras;

Figura 3. Conjunto de brotes que desarrollaron muy comprimidos y no presentan sus
estructuras completas.




Figura 4. Hoja de Dionaea muscipula sin desarrollo de trampa en la parte final de la hoja.

En especies como Anthurium se ha estudiado el efecto que tiene la dilucidén de
sales en el medio reportado por Kunisaki (1980) que al utilizar medios en
concentraciones mas elevadas se inhibe el desarrollo de brotes. Lee et. Al (2003)
seflalan que al cultivar apices de Anthurium en medios con diferentes
concentraciones de sales del medio MS al 37.5%, 50% y 100%, la mejor
respuesta en la induccion de brotes mdultiples se obtuvo en la concentracion
minima de sales utilizada, presentando hasta 7.3 brotes por explante, comparado
con concentraciones mas elevadas donde se obtuvieron 1.3 brotes para las
concentraciones de 50% y 100%. En el desarrollo de este trabajo se presentd una
tendencia similar, es decir, la mejor proliferacion de brotes se obtuvo al utilizar el
medio en una concentracion diluida.

Respecto a la adiciébn de hormonas de BA/AIB (0.5/0.1 mg./l.-}) la respuesta
mayor se obtuvo al utilizar dichas hormonas que represento el 4% mas en la
proliferacion de nuevos brotes respecto a la media, aunque a su vez el desarrollo
sin la adicién de hormonas se limitd en un 4% menos ,respecto a la utilizacion de
hormonas. La manipulacion de las concentraciones de auxinas y citocininas en los
medios de cultivo permite controlar la organogénesis in vitro de muchas especies
vegetales, asi como la tasa de proliferacién entre otras variables, constituyendo
ademas, la base de gran parte de los protocolos de propagacion vegetativa in vitro
existentes en la actualidad. Thorpe (1981).




Al considerar la interaccidon entre la concentracion del medio y la presencia de
hormonas se observé que en el tratamiento 5 (con hormonas) y al 50% de la
concentracion de sales minerales, se desarrollaron 52 brotes por explante,
representando el 80% mas respecto al promedio general, con estructuras
morfologicas sin alteracion o variacion, como se observa en la figura 3.

Figura 5. Desarrollo éptimo de Dionaea muscipula con estructuras bien formadas y
diferenciadas.

De la misma forma en el tratamiento 1 (s/h al 25% ) y en el tratamiento 3 (s/h al
100%) se desarrollaron 30 brotes con estructuras completas, lo cual representa
4 % mas respecto al promedio general; por otra parte algunos tratamientos se
registraron por debajo del promedio como lo son: el tratamiento 2 (s/h al 50%) el
cual desarrollo 23 brotes con estructuras bien formadas y definidas, colocandolo
con 22% menos del promedio general, en el tratamiento 6 (c/h al 100%) se
desarrollaron 22 brotes representando 24 % menos del promedio y finalmente el
tratamiento 4 (c/h al 25%) que resulto muy por debajo del promedio general con
16 brotes que representa el 55% menos en la proliferacion promedio.
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Lo anterior coincide con las investigaciones realizadas por Vallejo, C.
(2007),quien efectto la multiplicacion in vitro de Sansevieria trifasciata utilizando
como explante vitroldminas foliares y tejido callogénico, en donde evalu6 la
interaccidn entre las concentraciones de citocininas y auxinas adicionadas al
medio de cultivo; los resultados obtenidos sefialan que la mayor formacion de
brotes (6 brotes) se observo utilizando 0.5 y 3 puM de 24-D y BAP,
respectivamente, lo cual explica que la relacion alta de auxinas y baja en
citocininas estimula una alta produccién de brotes.

Existen distintos factores intrinsecos y extrinsecos involucrados en el estado de
desarrollo de esta especie como lo son: a) condiciones ambientales del medio
como el suministro de nutrimentos organicos e inorganicos y hormonas; y b)
condiciones fisicas como la consistencia del medio de cultivo, la luz, la
temperatura, el pH, etc. Sin embargo muchas especies no responden a los
procedimientos logicos de cultivo por lo que se continda investigando sobre los
posibles mecanismos de cultivo involucrados en el proceso.

5.2 Longitud de brotes

En la evaluacion de esta variable el promedio general obtenido fue de 1.16 cm.
por cada explante establecido, lo cual constituye un buen desarrollo pues existe
una relacion estrecha entre la variables numero y longitud de brotes, dado que
disminuye el crecimiento longitudinal al tener mayor numero de estos,
estableciendo una relacién directa entre la demanda de los 6rganos.

Otros factores que influyen en la respuesta a la longitud de brote son las
concentraciones de reguladores de crecimiento que se adicionan al medio, el
balance auxinas- citocininas es determinante en el coeficiente de multiplicacion,
por lo que al lograr un balance adecuado es posible alcanzar elevadas tasas de
proliferacion aumentando, la efectividad del método de micropropagacion. El
acido giberelico (GA), es poco utilizado en este sistema de propagacion, su
empleo ha sido utilizado para especies cuyo sistema de propagacion se basa en
alargamiento de brotes y la division por entrenudos, como en la papa (Solanum
tuberosum ).Pérez (1998).

Para la evaluacion de la proliferacidbn de brotes se realiz6 la comparacién de
medias, donde se muestra la diferencia significativa de las respuestas en los
diferentes tratamientos, tal y como se observa en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Comparacion de medias que muestran las diferentes respuestas de los
tratamientos en la variable longitud de brotes.

Tratamientos | Concentracion Presencia Longitud de
del medio hormonal Brotes

T.3 100% S/H 1,50 a*
T5 50% CH 1,45 a*
T.2 50% S/H 1,33 b
T.A4 25% CH 0,99 c
T.6 100% CH 0,95 c
T.1 25% S/H 0,77 c
Promedio general 1,16

Letras iguales son estadisticamente similares entre si de acuerdo a Tukey (<0.05)

Grafica 2. Longitud de brotes promedio de las respuestas obtenidas de los tratamientos
en la variable longitud de brotes.
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Concentracio del medio (%) y presencia hormonal.

Al emplear el medio al 50% de su concentracidbn se obtuvo una respuesta
promedio de 1.39 mm de longitud lo que representa el 19 % mas respecto a la
media general, como se ve en la grafica 2.

En los tratamientos con las demas concentraciones al (100% Yy 25 %) se observo
una respuesta muy por debajo del promedio general que representan el 31% vy




25% menos del valor general, respectivamente; al igual que la variable nUmero de
brotes en la concentracion del medio al 50 % los explantes reaccionaron de forma
similar, presentando la maxima respuesta en dicha concentracion, sefialando a su
vez que una alta concentracion de sales minerales no estimula la proliferacion de
esta especie, debido a que esta planta vive en humedales con suelos arenosos
hamedos y acidos, carentes en elementos minerales esenciales para su
proliferacion, es por ello que esta especie de planta carnivora recurre a un
procedimiento analogo a la forma en que los animales se proveen de esos
elementos, capturando y digiriendo presas vivas, generalmente insectos. Lecoufle
(2006)

Al utilizar el medio con una concentracion del 100% se desarrollaron brotes
pequefios de color verde intenso, pero el porcentaje de brotacion fue reducido y a
Su vez se presentd variacion morfoldégica en la estructura de sus hojas. El
tratamiento al 25% de concentracion presento una longitud por debajo de la media
general y no generd gran numero de brotes; cabe sefialar que los nuevos brotes
presentaban buenas caracteristicas fisicas como estructuras bien formadas y
definidas. Generalmente en la brotacion y la longitud de los brotes se presenta
una inhibicién correlativa; es decir, a menor nimero de brotes una mayor longitud
potencial de los mismos (Zimmeman 1991, Cruz Pizarro 2000, y Harta 1988).

Respecto a la presencia hormonal de BA/AIB (0.5/0.1 mg. /I.-) respectivamente,
los resultados indican un efecto directo de la accion de los reguladores de
crecimiento exdgenos aplicados. Segun Durand-Cresswellet al. (1982) y Ahuja
(1993), el desencadenamiento de la caulogénesis in vitro depende de una relaciéon
Optima entre las concentraciones totales de citocininas-auxinas exégenas Yy
enddgenas. Sin embargo, la respuesta es muy variable dependiendo de la especie
y del tipo de explante utilizado. Sanchez (1996). En el caso de esta especie se
establecieron brotes individuales a fin de generar brotacion por medio de
organogénesis directa. La proliferacion de brotes axilares se logra con la adiciéon
de citocininas en el medio de cultivo para romper con la dominancia apical vy
estimular la brotacion de las yemas que se encuentran en las axilas de las hojas.
Su concentracion varia en dependencia del balance endégeno de auxinas y
citocininas en los explantes. (Pérez, 1998)

La respuesta mayor presentada para esta variable representd mas del 2 % del
promedio general al utilizar el medio sin la adicion de hormonas; sin embargo,
con presencia hormonal se limité la longitud de los brotes en un 4% menos, a
pesar de que se suministraron auxinas y citocininas al medio. Cabe sefalar que no
se aplicdé ninguna giberelina al medio de cultivo ya que la funcidon de esta
sustancia es inducir el alargamiento celular, asi como elongacién de entrenudos y
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crecimiento de meristemos, también se tomo en cuenta que inhiben la formacion
de raices adventicias y la formacion de vastagos adventicios, por lo tanto, si se
hubiera empleado alguna de estas sustancias se veria disminuida la proliferacién.
Las concentraciones utilizadas de BA y AIB indujeron una proliferacion media de
los explantes, el objetivo de esta investigacion se basé en la proliferacion de un
namero optimo de brotes de alta calidad, por lo que no se esperaba que la longitud
de los brotes sobresaliera en el desarrollo. Las caracteristicas morfologicas que
presentaron los brotes en el medio de cultivo sin hormonas, fueron de manera
general brotes de color verde intenso y con hojas bien definidas, tal y como se
observa en la figura 6.

Figura 6. Desarrollo éptimo de brotes.

Esto coincide con lo mencionado por Sanchez (2009) quien realiz6 la
investigacién en el cultivo in vitro de Nothofagusprocera, a partir de embriones
maduros, se trabajé la etapa de proliferaciébn con induccion hormonal en los
tratamientos. En la etapa de induccion de multiples yemas adventicias a partir de
segmentos nodales, se obtuvo la mejor respuesta con el medio MS completo (100
% de su concentracién) suplementado con 0,5 mgl™ de BAP y 0,07 mgl™ de AIB, a
diferencia de otro tratamiento adicionado con 0,5 mgl™ de BAP y 0,05 mgl™ de
AIB, se observé que muchos puntos de crecimiento no desarrollaron su longitud a
estas concentraciones, lo que indica una mayor formacion de puntos de
crecimiento generado por las citocininas y un mayor alargamiento de estos puntos
de crecimiento, como resultado de un balance auxinico adecuado.

Al considerar la interaccién entre la concentracion del medio y la presencia de
hormonas se observé que en el tratamiento 3 (s/h y al 100%) la longitud fue de




1.50 mm, lo que representa el 28% mas del promedio general, presentando brotes
altos respecto a la media general, de color verde claro, con estructuras
morfolégicas diferenciadas sin variacion tal y como se distingue en la siguiente
imagen. Al igual que el tratamiento anterior, en el tratamiento 5 (c/h al 50%) la
longitud fue de 1.39 mm lo que genera el 24 % mas del promedio general, con
1.45 mm de longitud; otro de los tratamientos en los que se generdé una
respuesta efectiva fue el tratamiento 2 ( s/h al 50 % ) que represento el 14 % mas
del promedio general con 1.33 mm de longitud, presentando brotes medianos
respecto a la media general, con caracteristicas fisicas en color verde intenso y
tamafio uniforme en todos los brotes.

Por otra parte, algunos tratamientos se registraron por debajo del promedio como
lo son: el tratamiento 4 (c/h al 25%) en donde la longitud fue de 0.99 mm lo que
representa el 15 % menos del promedio general; el tratamiento 6 (c/h al 100%)
con una longitud de 0.95 mm represento el 19% menos del promedio general y
finalmente, el tratamiento 1 (s/h al 25% ) con 0.77 mm de longitud representado
menos del 44% de la media, colocando este tratamiento muy por debajo de la
longitud promedio. Las caracteristicas morfogénicas que presentaron los brotes
sometidos a los anteriores tratamientos se caracterizaron por tener aspecto
clorético, con tejidos y estructuras amarillentas, poco desarrollo y con estructuras
diferenciadas pero demasiado pequefias en algunos casos y otros con
variaciones morfologicas, como se puede ver la figura?.

Figura 7. Desarrollo de brotes de Dionaea muscipula, con estructuras diferenciadas pero
con aspecto clorético.
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La etapa de multiplicacion es considerada la fase més importante y determinante
en los esquemas de propagacion in vitro, pues es en ella donde se realiza la
verdadera multiplicacion o micropropagacion de una especie, definiéndose no solo
el nimero de plantas o propagulos a obtener, sino la calidad que esta dada por
las caracteristicas de los brotes obtenidos (numero, longitud, hojas y raiz) en su
caso; ademas en esta fase es en donde se ha asociado que se producen las
variantes somaclonales. Pérez (1998).

5.3 Longitud de raiz

Para esta variable, el promedio general obtenido fue de 0.22 mm por cada
explante establecido, lo cual constituye un desarrollo minimo de raiz. La especie
Dionaea muscipula presenta solamente una raiz principal y esta fue la que se
midié en cada uno de los brotes. Debido a que se dio preferencia a una fase inicial
en orientacion a la multiplicacion y proliferacion de un mayor numero de brotes, tal
y como lo menciona Pérez (1998), donde la multiplicacion in vitro de las diferentes
especies vegetales, requiere de cambios en el manejo y manipulacion de los
explantes para lograr una adecuada tasa de proliferacion, sin afectar las
caracteristicas morfogénicas de las plantas obtenidas en la primera etapa de la
multiplicacion y obtener asi brotes de un tamafio adecuado para pasar a la fase de
Induccion y desarrollo de raices.

Para la evaluacion de la longitud de raiz se tom6 en cuenta el promedio de
longitud del sistema radical, en los brotes obtenidos in vitro, tal como se observa
en el cuadro 6.

Cuadro 6. Longitud promedio del desarrollo de raiz de Dionaea muscipula, obtenidos en
distintos tratamientos.

Tratamientos | Concentracion Presencia Longitud de raiz

del medio hormonal (mm)

T.3 100% S/H 0,36

T.2 50% S/H 0,31

T.5 50% C/H 0,20

T.1 25% S/H 0,17

T4 25% CH 0,14

T.6 25% C/H 0,14
Promedio general 0,22
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En la evaluacion del desarrollo de raiz al emplear el medio al 50 % de su
concentracion se obtuvo una respuesta promedio de 0.26 mm de longitud lo que
constituye el 17 % mas respecto a la media general; de la misma forma, en la
concentracion al 100 % se generd una respuesta aceptable que representa el
12% mas del promedio general, obteniendo como resultado un desarrollo de raiz
satisfactorio en estos tratamientos, pero con desarrollo abundante de pelos
radicales. A diferencia de esta respuesta, en el medio empleado con la
concentracion del 25 % se desarrollaron raices muy pequefias, lo cual represento
menos del 30% respecto a la media general , estableciendo que las
concentraciones minimas del medio de cultivo inhibieron el desarrollo de raices.
El comportamiento de cada uno de los tratamientos respecto a la media general se
observa con claridad en la grafica siguiente;

Grafica 3. Longitud de raiz promedio de las respuestas obtenidas de los tratamientos en la
variable longitud de raiz.
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Concentracion del medio (%) y presencia hormonal.

La rizogénesis uno de los factores involucrados en la organogénesis vegetal, en
esta etapa ocurre una serie de eventos de tipo anatdmico Y fisiolégico, los que
comprenden la induccion, iniciacion y diferenciacion radical, requiriendo de una
modificacion  en la proporcidon citocinina/auxina, a favor de estas Ultimas
involucradas directamente en el proceso de enraizamiento (Azcon—Bieto 1993;
Salisbury 2000; Hartmann, 1988).

Respecto a la presencia hormonal de BA/AIB (0.5/0.1 mg. /I.-*) respectivamente, la
respuesta mayor para la variable de longitud de brotes represento mas del 53% en
un medio sin adicion de hormonas, y a su vez en el medio con presencia de
hormonas se generd el 24% menos respecto al promedio general.
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En algunos casos las auxinas cumplen un papel importante en el enraizamiento,
siendo su aplicacion un hecho comun en la mayoria de los sistemas de
propagacion. Para muchas especies de plantas se ha demostrado que la auxina
mas importante para la induccién de raices es el ANA, (Kitto y Young, 1978). Sin
embargo, ya que los brotes jovenes en desarrollo son una fuente rica en la
produccion de auxinas, la adicion de éstas a los medios de cultivo durante la fase
de enraizamiento, se ha encontrado que es innecesaria para muchas especies
(Orellana, 1995). En tal sentido, los acidos naftalenacético (ANA) e indolbutirico
(IBA) son las fitohormonas mas empleadas y la forma en que se apliquen incide en
el éxito del proceso morfogénico. (Luna, 2004). Probablemente lo que ocasion6
que no se generara un alto desarrollo de raiz, fue por las concentraciones de
hormonas empleadas, pues la concentracion de citocininas fue mayor respecto a
las auxinas en proporcion 5:1, cabe sefialar que el objetivo de la presente
investigacion se basa principalmente en la fase de proliferacion asi como del
desarrollo de brotes y no a una fase de enraizamiento.

Al considerar la interaccidén entre la concentraciéon del medio y la presencia de
hormonas se obtuvo que en el tratamiento 3 (s/h y al 100%) se present6 una
longitud de 0.34 mm, lo que representa el 53 % mas del promedio general,
presentando raices mas largas respecto a la media general, pero con la presencia
de abundantes pelos radicales. En el tratamiento 2 (s/h al 50%) y el tratamiento 5
(c/h al 50%) se desarrollaron longitudes altas lo que representa el 42% y 8%
respectivamente, mayor al promedio general donde las caracteristicas
morfolégicas de estas raices fueron el tamafio medio con desarrollo normal de
pelos radicales.

Por otra parte en algunos tratamientos se registraron longitudes por debajo del
promedio como lo fueron; el tratamiento 1 (s/h al 25%) en donde la longitud fue de
0.17 mm lo que representa menos 25 % del promedio general; el tratamiento 4
(c/h al 25%) representd una longitud de 0.14 mm colocando este tratamiento con
un valor de 36% menos respecto a la media general y finalmente el tratamiento 6
(c/h al 100% ) que presento 0.13 mm de longitud ,generando de igual manera el
39% menor, colocando este tratamiento muy por debajo de la longitud promedio,
en general, en estos tratamientos se presentaron brotes de longitud muy corta con
raices demasiado pequeiias y con presencia de pelos radicales pequefios como
se observa en la figura 8 y 9.
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Figura 8. Desarrollo limitado de brotes, de minima longitud, con estructuras diferenciadas.
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5.4 Numero de hojas

En la evaluacion de esta variable el promedio general obtenido fue de 6.56 hojas
por cada explante establecido, lo cual se considera como una proliferacion alta,
con desarrollo de brotes de buena calidad y con presencia de un gran nimero
de hojas, respecto a lo que describe (Lecoufle, 2006) sefiala que las hojas de la
Dionaea tienen aproximadamente un desarrollo maximo de 3 a 8 cm de longitud,
los cuales nacen en el mismo rizoma y se desarrollan en roseta. Una de las
caracteristicas principales de esta especie son sus hojas pues el limbo es una
extraordinaria trampa con mordazas, compuesta de dos I6bulos semicirculares vy
la base es una bisagra que permite el cierre instantaneo de la trampa, todas
estas caracteristicas son primordiales para esta especie pues estan destinadas a
atraer a los insectos en su medio natural ya que son el soporte para suministrar
sus requerimientos nutricionales que la planta necesita.

Debido a las generalidades de la especie la calidad de los brotes producidos in
vitro de Dionaea es de suma importancia ya que en etapas posteriores a la
proliferacion, las hojas seran parte esencial del desarrollo de esta especie para los
procesos de aclimatacion.

Para la evaluacion del numero de hojas se considerd el promedio de hojas
desarrolladas de cada explante en los diferentes tratamientos, tal y como se
observa en el cuadro 7.

La evaluacién del desarrollo de hojas al emplear el medio al 50% de su
concentracion obtuvo una respuesta promedio de 7.29 hojas lo que constituye el
11% mas del promedio general, las caracteristicas morfolégicas presentadas
fueron hojas de color verde brillante, con limbos bien diferenciados y vigorosas,
como se puede ver en la imagen... A diferencia de esta respuesta en el medio
empleado con la concentracion del 25% y al 100% de su concentracion se
desarrollaron un menor numero de hojas, lo cual represento 9% y 6%
respectivamente por debajo de la media general, estableciendo que en la
concentracion minima del medio no desarrollara a un nimero mayor de hojas, la
proliferacion de cada uno de los tratamientos se puede observar en la grafica 4.
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Cuadro 7.
tratamientos.

Tratamientos | Concentracion Presencia Numero de

del medio hormonal hojas
T.2 50% S/H 8,61
T.3 100% S/H 7,57
T.1 25% S/H 6,37
T.4 25% C/H 6,17
T.5 50% C/H 6,00
T.6 100% C/H 4,86

Promedio general 6,60

Grafica 4. Numero de hojas promedio obtenidas en los tratamientos para la variable

namero de hojas.

Numero de hojas de Dionaea Muscipula, obtenidos en los distintos
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Concentracion del medio (%) y presencia hormonal.

Respecto a la presencia hormonal de BA/AIB (0.5/0.1 mg. /I.-) respectivamente, la

respuesta mayor para la variable nidmero de hojas
respecto de la media general con un promedio de

represento mas del 14%
7.51 hojas que se

desarrollaron en un medio sin adiciébn de hormonas, y a su vez en el medio con
presencia hormonal genero el 15% menos respecto al promedio general con 5.61
hojas. Sefalando asi que esta especie, por si misma, no necesita de la adicion de




reguladores de crecimiento que intervengan en el desarrollo de hojas, ya que la
especie Dionaea desarrolla por si misma los 6érganos que le serviran de sostén
tanto en un medio artificial como en uno natural.

Al respecto, Olivera (2000) sefiala en su investigacion el interés de evaluar la
respuesta organogénica de Garbera jamesonni bajo cultivo in vitro, donde se
establecieron brotes individuales con un tamafo aproximado de 2 cm de longitud
y fueron establecidos en el medio Murashige y Skoog (MS); ademas se adiciono
BA en tres concentraciones (2,2; 4,4 y 8,8 umolar). La mejor respuesta para la
proliferacion de hojas se obtuvo con la concentracion de BA de 2.2 pmolar
donde el numero de hojas fue de 11.2, sefialando que la concentracion minima
utiizada de este regulador de crecimiento generd la mejor respuesta, al igual
que el desarrollo que se obtuvo en Dionaea donde esta no requirié de altas
concentraciones de BA.

Al considerar la interaccion entre la concentracion del medio y la presencia de
hormonas se obtuvo que en el tratamiento 2 (s/h y al 50%), se present6 el
desarrollo més alto con 8.6 hojas por explante, lo que representa el 31% mas del
promedio general, presentando hojas de color verde intenso, de gran tamafio con
desarrollo de estructuras diferenciadas, como se observa en figura 10.

Figura 10. Desarrollo de hojas de Dionaea con estructuras diferenciadas y definidas.




En el tratamiento 3 (s/h al 100 %) se generd de igual manera un alto nimero de
hojas desarrollando 7.56 hojas por explante, lo que representa el 15 % mas del
promedio general, desarrollando hojas medianas con aspecto clorético pero de
gran tamafo, lo cual se atribuyé al aumento del crecimiento longitudinal si se
genera un menor numero de brotes, estableciendo una relacion directa entre la
demanda de los érganos. Cabe sefialar que estos dos tratamientos desarrollaron
un numero de brotes medio, respecto al promedio general, por lo tanto el
desarrollo de hojas aumento.

Por otra parte algunos tratamientos se registraron por debajo del promedio como
lo fueron el tratamiento 1 (s/h al 25%) en el que se desarrollaron 6.36 hojas lo que
representa el 4% menos del promedio general, presentando hojas pequeias, con
estructuras bien formadas y de color verde brillante. Asi mismo en el tratamiento 4
(c/h y al 25%) y el tratamiento 5 (c/h y al 50%) generaron un numero de hojas de
6 y 5.9 respectivamente, colocando estos tratamientos en un promedio de 9% por
debajo del promedio general, donde las caracteristicas de las hojas fueron de
color verde claro, de aspecto clorético, de baja longitud y con estructuras
pequefias pero diferenciadas.

Finalmente en el tratamiento 6 (c/h al 100%) se desarrollaron 4.86 hojas,
representando el 26% por debajo del promedio general donde se presento
variacion morfologica en estas estructuras, atribuido a las concentraciones altas
del medio de cultivo y de hormonas, generando hojas deformadas sin desarrollo
de limbo 0 trampa que es caracteristica primordial de esta especie, ademas de
presentar hojas plegadas de color verde ligero.
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6. CONCLUSIONES

La proliferacion in vitro de la especieDionaea muscipula es posible en el
medio de cultivo Cruz-Pizarro (2000) con una concentracion total de sales
reducida a un 50% de su concentracion, indicando que la adicion hormonal
gener0 una respuesta considerable en esta fase de multiplicacion,
alcanzando una tasa de proliferacion elevada que permite la efectividad del
método de micropropagacion.

Para la variable niumero de brotes, los explantes establecidos generaron
una mayor respuesta empleando un medio al 50% de su concentracion
obteniendo éste una tasa mayor de proliferacion, siendo 37.5 el numero
de brotes generados por cada explante .

La mayor longitud de brotes se logr6 empleando el medio al 50% de su
concentracion, obteniendo brotes de 1.39 mm de longitud, con
caracteristicas de color verde brillante y estructuras bien formadas asi como
un tamafo uniforme en los explantes generados, los cuales no presentaron
variacion morfoldgica.

Para la variable longitud de raiz se generd una mayor respuesta al emplear
el medio al 50% de su concentracion con una longitud de 0.26 mm,
sefialando que el desarrollo observado fue minimo presentando sélo una
raiz principal, los cual es claro para esta fase de multiplicacion y
posteriormente seguir a una fase de enraizamiento.

Respecto a la variable numero de hojas al igual que las demas variables, se
observd una mayor respuesta utilizando el medio al 50% de su
concentracion de sales generando 7.2 hojas por explante con
caracteristicas de  color verde intenso y estructuras diferenciadas,
mencionando que el desarrollo de hojas de esta especie es de gran
importancia ya que en etapas posteriores a la proliferacion estas seran
parte esencial para la fase de aclimatacion.

Con las concentraciones del medio al 25% y 100% se presentd una tasa de
proliferacion baja desarrollando brotes pequefios de color verde intenso,
con aspecto clorético y a su vez con presencia de variacion morfoldgica en
la estructura de sus hojas.
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El balance empleado de los reguladores de crecimiento de auxinas y
citocininas BA/AIB (0.5/0.1 mg./l.-}) fue determinante en el coeficiente de
multiplicacion, pues para esta fase se obtuvo una respuesta superior en
todas las variables, debido a que influyen en el proceso de organogénesis
del cultivo in vitro de Dionaea muscipula.

Es factible la propagacion y proliferacion de la especie Dionea muscipula ,
con la técnica empleada de cultivo de tejidos pues esta especie presentd
una respuesta diferencial a las concentraciones del medio y niveles
hormonales , sefialando que el medio de cultivo del T.5 con una
concentracion del 50% y la adicion de hormonasBA/AIB (0.5/0.1 mg./Il.-%),
generaron un balance 6ptimo para el desarrollo de esta especie, obteniendo
plantas completas, con estructuras diferenciadas, presentando
caracteristicas de sanidad y vigor deseable.
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8. ANEXOS

Tabla 1. ANOVA para lavariable Numero de Brotes.

Fuente de | Grados de | Suma de | Cuadrado Fo 5% 1%
Variacion libertad cuadrados medio
Media 1| 19952.66 | 19952.66 1095.09 2.101 1.878
A 1 32.67 32.67 1.79
B 2 937.34 468.66 25.72
AB 2 2169.33 1084.66 59.53
Error exp. 18 328 18.22

24 23420

Tabla 2. ANOVA para lavariable longitud de Brotes.

Fuente de | Grados de | Sumade | Cuadrado Fo 5% 1%
Variacion libertad cuadrados medio
Media 1 32.5734 32.5734 201.69 2..101 2.878
A 1 0.0294 0.0294 0.1820
B 2 1.0836 0.5418 3.354
AB 2 0.7012 0.3506 2.1708
Error exp. 18 2.9248 0.1615

24 37.3124
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Cuadro 8. Medio de cultivo Cruz- Pizarro

Nam. Compuesto Solucién madre (50 1 litro de solucién
ml) ml de ml de
Solucién solucién solucién MS-
concentrada MS- 50% 100%
1 NH4 NO3- Nitrato de amonio 95¢g 2.5 5.0
2 KNO3- Nitrato de Potasio 13.0g 2.5 5.0
3 Ca (NO3)2 4H4- Nitrato de 6.09 2.5 5.0
Calcio tetra hidratado
4 MgSO47H2 O- Sulfato de 3.7¢ 2.5 5.0
magnesio heptahidratado
5 KH2 PO4- Fosfato diacido de 179 2.5 5.0
Potasio
6 Kl  Yoduro de Potasio 8.3 ¢
M H3 BO3- Acido Borico 62 mg
| MnSO4 4H2 O Sulfato de 223 mg
C magnesio tetra hidratado
R ZnS0O47H2 O Sulfato de Zinc 86 mg
0] heptahidratado 25 5.0
S Na2Mo0O42 H2 O Molibdato de 2.5 mg
Sodio dehidratado
CuSO45H2 O Sulfato de cobre 0.25 mg
pentahidratado
CoCI2 6 H2 O Cloruro de 0.25 mg
Cobalto hexahidratado
FeSO4 7 H2 O Sulfato de 278 mg
Fierro heptahidratado
7 Na2- EDTA 2H20 Edta-Sodio 373 2.5 5.0
dihidratado
8 Mioinositol 1g-100ml 10 10
9 Acido nicotinico 10 mg — 50 m| 2.5 2.5
10 PiridoxinaHCI 10 mg — 50 ml 2.5 2.5
11 Timina HCI 2 mg - 50 ml 2.5 2.5
12 Agar 6-8 g/ litro
13 Azucar 30 g/ litro
14 BA — Bencil adenina 10 mg/ 50 mi 5.0 5.0
15 AIB — Acido indolbutirico 2 mg/ 50 ml 5.0 5.0
pH de 5.7

—
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Cuadro 9. Cuadro resumen para la propagacion in vitro de Dionaea Muscipula

En este cuadro se muestran los valores generados en cada uno de los tratamientos
donde se observa la media general registrada para cada variable.

Tratamientos

Numero de Brotes

Longitud de Brotes

Longitud de raiz

Numero de Hojas

T.1 25% S/H 30 0,77 0,17 6,37
T.2 50% S/H 23 1,33 0,32 8,60
T.3100% S/H 30 1,50 0,36 7,57
T.4 25% C/H 16 0,99 0,14 6,0
T.5 50% C/H 52 1,45 0,20 5,98
T.6 100% C/H 22 0,95 0,13 4,86
Media general 28.83 1.16 0.22 6.56
(=]




Variaciones morfologicas

Figura 12. Desarrollo de hojas sin limbo (trampa).  Figura 11. Desarrollo de brotes

Figura 13. Variacion morfologica de la Figura 14.Desarrollo de abundantes
hoja. pelos radicales
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Proliferacion optima

Figura 15. Desarrollo de brotes con estructuras completas y sin variacion
morfologica.

Figura 16. Limbo cerrado de la hoja Figura 17. Desarrollo inicial del
(trampa), compuesta por dos Iébulos sistema radical.
semicirculares.
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