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RESUMEN

El presente trabajo de investigaciéon se realizé en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de 1la Facultad de
Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén, durante el
periodo comprendido entre Enero y Agosto de 1993.

Se logrdé establecer una metodologia para el establecimiento
aséptico, multiplicaciéon y enraizamiento in vitro de explantes
de orégano (Poliomintha 1longiflora Gray), utilizando como
explantes brotes apicales y segmentos nodales de 10 mm de
longitud obtenidos a partir de una planta adulta proveniente de
la Sierra de Picachos en el municipio de Higueras, N.L.; El
medio de cultivo mas adecuado fué el de Murashige y Skoog
modificado por la adicidén de 1 mgl'1 de 6-Bencil aminopurina
(BAP) para multiplicacién, y el mismo medio pero sin
reguladores de crecimiento para enraizamiento.

Los explantes se desinfectaron lavandose con agua y detergente
durante cinco minutos y se enjuagaron con agua corriente,
posteriormente, se sumergieron en alcohol al 80 % durante 30
segundos y finalmente se colocaron en una soluciéon de Cloralex™
al 5, 10 60 15 % adicionado de una gota de tween-20 por 100 ml
de solucion durante 15 minutos. Se removieron los residuos de

Clora;lex“R enjuagando los explantes tres veces con agua

bidestilada estéril.

Los explantes establecidos en las tres concentraciones de
CloralexHR evaluadas tuvieron una asepsia del 100 %, es decir no
hubo contaminacion alguna, sin embargo, se tuvo casi un 100 %
de brotes oxidados desde el momento de la siembra en el primer
intento el cual fué superado en una segunda siembra realizada



13 dias después mediante wuna reduccion en el tiempo
transcurrido entre el corte de los explantes (provenientes de
la planta madre) y la siembra de los mismos.

Para evaluar la multiplicacién y crecimiento de brotes, se
compararon los apices contra los segmentos nodales ambos de 10
mm de longitud en un mismo medio de cultivo adicionado de 1mgl'1
de BAP. Para altura de planta, el analisis estadistico sélo
detectd diferencias altamente significativas al nivel de
significancia del 1 % a 1los 14 dias después de 1la
transferencia, en donde el dpice superd en tamaio al segmento
nodal en un 80 %. Lo mismo ocurrid a los siete, 28, 32, y 42
dias después de la transferencia, en donde el &pice superé al
segmento nodal en tamafno pero no se detectd diferencia
estadistica. Con relacién al nimero de brotes por explante se
observd un comportamiento opuesto al de la altura de planta, es
decir se tuvo una superioridad del segmento nodal sobre el
dpice desde los 14 dias después de la transferencia hasta los
42 dias, obteniéndose en ésta Gltima fecha 3.6 brotes promedio

al usar segmentos nodales como explante, contra 2.4 brotes, al
usar apices.

Al comparar la adicién de 1 mgl'1 de Acido indolacético (AIA),
Acido indolbutirico (AIB) y Acido naftalenacético (ANA) contra
un tratamiento control sin auxinas, se encontré que sé6lo el
Acido indolacético (AIA) y el tratamiento control fueron
capaces de inducir la formaci6én de raices de novo. Los
tratamientos en los que se utilizdé Acido indolbutirico (AIB),
y Acido naftalenacético (ANA) presentaron un 100 % de formacion
de callo, por lo que se puede inferir que el uso de reguladores

del crecimiento para el enraizamiento de orégano no es
necesario, y de hecho es inatil.

vi
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Se concluye en ésta investigacion que la metodologia
desarrollada proporciona un esquema sencillo para el
establecimiento aséptico, multiplicacién y enraizamiento in
vitro de orégano, a partir de brotes apicales y segmentos
nodales, sin embargo, es necesario seguir investigando para
eficientizar la técnica y superar las oxidaciones que se
presentan sobre todo después de periodos prolongados en
cultivo, asi como el control adecuado de las condiciones de
incubacién para lograr una aclimatacion exitosa y completar el

sistema de multiplicacidn propuesto.



SUMMARY

The present work was realized at the Plant Biotecnology

Laboratory of the Agronomy S5chool at Nuevo Ledén University
between January and August, 1993.

A metodology for aseptic stablishment, multiplication and
rooting in vitro of oregano explants (Poliomintha longiflora
Gray) was succesfull stablished. The explants used were shoot
apexs and nodal segments of 10 mm long obtained by an adult
plant comming from Sierra Picachos in the area of Higueras
N.L., México. The most adecuate media culture was Murashige and
Skoog modified by the addition of 1 mg].'l of 6-benzylaminopurine
(BAP) for multiplication, and the same media culture without
growing regulators for rooting.

The explants were desinfectated by washing with plain water and
detergent during 5 minutes and then rinsed with water. Later on
they were sinked in 80% alcohol for about 30 seconds and
finally they were placed in a 5, 10,and 15 % of Clor‘alexMR
solution, adding one tween-20 drop per 100 ml of solution for
about 15 minutes, and then removing the Cloralex™ remainders

rinsing the explants three times with sterile bi-destilated
water.

The explants stablished in the three evaluated concentrations
of CloralexMR were 100 % aseptic, that means there was no
contamination at all. However, we had a 100 % in oxidation
shoots since the sowing time at the first tried. This oxidation
problem was superated in a second sowing 13 days later by a
reduction in time against the cut of the explants (from the
initial mother plant) and the sowing of the same ones.

viii



To evaluate bud's multiplication and growing, there was a
comparison in shoot apexs against nodal segments both of 10 mm
of long in the same culture media modify by adding 1 mgl']L of
BAP. For plant height, the shoot apexs were bigger in size than
the nodal segments in 80 % average. The same happened at the 7,
28, 32 and 42 days after the transfer, where the shoot apexs

were bigger in size than the nodal segments, but there were not
any estatistict difference.

In relation to the shoots number per explant we observed the
opposite behavior at the height plant, wich means, we had a
superiority in the nodal segments against the shoot apexs from
14 to 42 days after the transfer, obtained 3.6 shoots average

using nodal segment explants, against 2.4 shoots using shoot
apexs at the 42 days.

Comparing the adition of 1 mgl'1 indole acetic acid (IAA),
indole butiric acid (IBA) and naphtalenacetic acid (NAA)
against a control treatment without auxins, it was found that
Just the indole acetic acid (IAA) and the control treatment
were able to induce de noveo roots formation: in the treatments
using indole butiric (IBA) and naphtaleneacetic acid (NAA) had
a 100 % of callus formation. Then, we can infere that the use

of growth regulators for rooting in oregano is not necesary.

We can conclude that the metodology used in this proyect showed
a simple scheme for oregano aseptic stablishment,
multiplication and rooting oregano in vitro, comming from shoot
apexs and nodal segments. However, it is necessary to keep

searching for a more efficient technic and avoid the oxidation
problems, in the future work.



I. INTRODUCCION

Aproximadamente el 40 % de 1la superficie en México 1lo
constituye la vegetaciéon desértica. La perspectiva para la
explotacién agricola ¥y ganadera en estas zonas es muy
desalentadora por lo que sus habitantes la mayoria de origen
campesino, se ven en la necesidad de aprovechar los recursos
forestales naturales, que en muchos casos constituyen su fuente
principal de ingresos.

En Nuevo Ledn, principalmente en la Sierra de Picachos ubicada
en el municipio de Higueras, se encuentra la especie
Poliomintha longiflora Gray, conocida comunmente con el nombre
de orégano. Desde hace muchos afnos, los habitantes de la regiodn
acuden al 1lugar en donde se encuentran las plantas para
colectar brotes los cuales posteriormente son comercializados,
esta actividad representa una fuente de ingresos adicional,
pero la explotacién permanente de este recurso natural sin una
reforestacién planeada puede causar una reducciéon de 1la
poblacidén vegetal, y por consecuencia la desaparicidén de esta
actividad tradicional.

La reproduccién natural del orégano es por semillas, las cuales
maduran en otofio y quedan listas para germinar en la primavera
del ano siguiente, pero en muchos de los casos ésta etapa es
muy sensible a los cambios climaticos, por lo que las semillas
pierden su viabilidad y por lo tanto no germinan. Aunado ésto
a la recoleccién de las plantas o brotes sin una reforestacion
adecuada, se busca en este trabajo la implementacion de 1la
técnica del cultivo de tejidos vegetales como alternativa de
reproduccioén, que desde 1970 se ha estado aplicando en la
agricultura en México (Robert y Loyola, 1985).

BiBLIOTECA Agronomia U. A.N. L.
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El cultivo de tejidos vegetales permite la propagacidon de
especies vegetales de interés a un nivel masivo en laboratorios
con espacios muy pequefnios y con excelente sanidad, ademas de
una independencia de 1los cambios climdticos, entre otras
ventajas.

Por todo lo anterior, se planted6 éste trabajo con el objetivo
de establecer la técnica de propagacion in vitro de orégano
mediante:

El estudio del efecto en el uso de diferentes concentraciones
de CloralexHn sobre la contaminacion.

- Comparacién en el crecimiento y multiplicacién de Aapices y
segmentos nodales.

Evaluacioén del efecto de la adicién al medio de cultivo de tres
reguladores del crecimiento de naturaleza auxinica sobre el
enraizamiento.

Se probaron las hipétesis siguientes:

La contaminaciéon de explantes de orégano procedentes del campo
al ser establecidos in vwvitro, es dependiente de la

R

concentracion de Cloralex aplicada.

El nimero y tamafio de brotes obtenidos por micropropagacion es
diferente dependiendo del explante utilizado.

La adici6én de fitoreguladores de naturaleza auxinica en el
medio de cultivo, promueve el enraizamiento de brotes.



IT. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia y descripcioéon del orégano.

La vegetacidon desértica cubre aproximadamente el 40 % de la
superficie de México. En muchos casos las perspectivas de éstas
zonas para el desarrollo de la agricultura o ganaderia no son
buenas, por lo qué sus habitantes, la mayoria de origen
campesino, se ven en la necesidad de aprovechar los recursos
forestales naturales como el nopal, candelilla, orégano, etc,
que en muchos casos constituyen su fuente principal de
ingresos.

El orégano (Poliomintha longiflora Gray), es una planta perenne
que pertenece a la familia de las labiaceas (SARH, 1988). Es un
arbusto aromatico de 0.5 a 2.0 m de altura, con tallos
prismdticos o cuadrangulares de consistencia semileiosos,
erectos y ramificados, con un sistema radicular fibroso,
localizidndose la mayor parte de las raices en los primeros 30
y 60 cms. de profundidad; sus hojas son opuestas, simples,
enteras, con base redonda y Aapice puntiagudo, presenta
numerosas glandulas aromaticas caracteristicas de la especie;
sus flores son pequefias de aproximadamente 2 a 3 cm de tamaio,
de color pirpura, rosa o blanco y se agrupan en inflorescencias
llamadas verticilastros (Castillo, 1985).

El aprovechamiento del orégano se lleva a cabo a escalas
domésticas y comerciales, y no obstante de venirse aprovechando
desde hace tiempo, no se ha desarrollado y mucho menos aplicado
técnicas que permitan la conservacion de éste recurso (Flores,
1987).

Castillo en 1985, sefiald que a nivel comercial el orégano forma
parte de una gran variedad de plantas condimentales las cuales

RIRLIOTECA Aeronomia U.A.N.L.
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guardan una gran importancia en el comercio internacional,
tanto por sus aceites escenciales como por 1la industria
extractiva.

La demanda del orégano depende entre otros factores, de la
utilidad que se le dé. En México solo se consume el 10 % de la
produccidén nacional, el resto se exporta a varios paises siendo
Estados Unidos de Norte América el principal importador con
casi la mitad de las exportaciones (48 %).

En cuanto a la oferta, aunque existen varios paises productores
de orégano,la mayor parte de la oferta mundial (93.7 %) la
cubren Grecia con un 22.5 %, Turquia 33.2 y México 38 %. En
México los estados que cuentan con areas oreganeras importantes
son Nuevo Leén, Jalisco, Durango, Zacatecas, Hidalgo, San Luis
Potosi, Guanajuato, Chihuahua, Querétaro, Oaxaca Yy Baja
California Sur, en donde la especie representa cierto nivel de
comercializaciéon ( Ramayo, 1976 Conasupo, 1985; citados por
Flores, 1987).

Castillo en 1985, menciondé qué en la region de Higueras N.L.,
el orégano tiene un lugar muy distinguido, puesto que en
mercados locales visitados la mayoria del orégano colectado se
vende para consumo doméstico, y en tales establecimientos se
referian al orégano como un articulo de uso complementario y de
mayor demanda que el clavo y la pimienta. La mayor demanda es
en invierno cuando el grado de produccidon es o6ptimo, 1la
mercancia debe ser promocionada ya que se reportan casos en que
se ha tenido que quemar, pués el aroma se volatiliza y por lo
tanto pierde su valor comercial.



2.2 Sistemas de reproduccion de las pliantas.

La propagacion de las plantas implica el control de dos tipos
de ciclos biolégicos de reproduccioéon: el sexual y el asexual.

El ciclo sexual utiliza la propagacién por semilia mediante la
cual se logran nuevas plantas individuales con caracteristicas
que reflejan la contribucidén genética de ambos progenitores.

El ciclo asexual consiste en la reproduccién de individuos a
partir de porciones vegetativas de las plantas, y es posible
porque en muchas de éstas los oOrganos vegetativos tienen
capacidad de regeneracion. Las porciones del tallo tienen la
capacidad de formar nuevas raices y las partes de raiz pueden
regenerar un nuevo tallo. Las hojas pueden regenerar nuevos
tallos y raices. Esto es posible ya que éste tipo de
reproduccion implica la division mitética de las células en la
cual hay una duplicacidén integra del sistema cromosdomico y del
citoplasma asociado de la celula progenitora, para formar dos
células hijas. Las plantas propagadas vegetativamente,
reproducen por medio de la réplica del ADN, toda la informacion

genética de la planta progenitora (Hartmann y Kester, 1989).

Existen diferentes tipos de reproduccién asexual, tales como la
propagacion por estacas, injerto, acodo, separacion, division
y micropropagacion.

En la propagacidn por estacas, una parte del tallo, de la raiz
o de la hoja se separa de la planta madre, se coloca bajo
condiciones ambientales favorables y se le induce a formar
raices y tallos, produciendo asi una nueva planta
independiente, que en la mayoria de los casos es idéntica a la
planta de la cual procede. '
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Injerto es el arte de unir partes de plantas de tal manera que
se liguen y continuen su crecimiento como una sola planta. La
parte de la combinacidn que va a constituirse en la copa o
parte superior de la nueva planta se le llama pda, aguja,
espiga o injerto, y aquella que va a formar la porcidén baja o
la raiz, se le llama patrén o portainjerto.

El acodado es un método de propagacidén en el cual se provoca 1la
formacidén de raices adventicias a un tallo que estad todavia
adherido a la planta madre. La rama acodada sigue recibiendo
agua y minerales debido a que no se corta el tallo, y el xilema
permanece intacto. Luego, el tallo acodado enraizado, se separa
para convertirlo en una nueva planta que crece sobre sus
propias raices.

El procedimiento de propagacidn en que se utiliza la
produccioén de estructuras naturalmente separables, tales cémo

el bulbo y el cormo, por lo general se la llama separacion.

En los casos en que la planta se corta en secciones, como
ocurre en los rizomas, tallos y raices tuberosas, el proceso se
denomina division.

Micropropagacién es la técnica para lograr el desarrollo de
nuevas plantas en un medio de cultive artificial, en
condiciones asépticas, a partir de porciones muy pequefias de
plantas, tales como embriones, semillas, tallos, puntas de
ramas, puntas de raices, callo, células individuales y granos
de polen (Hartmann y Kester, 1989).



2.3 Técnicas del cultivo de tejidos vegetales.

La amplitud de la definici6én de "cultivo de tejidos" y los
numerosos objetivos que éstos persiguen constituyen serios
escollos en cualquier intento de generalizacién sobre 1los
factores que afectan el establecimiento de tales cultivos in
vitro, y obligan a consideraciones previas para delimitar los
alcances de los mismos (Mroginski y Roca, 1991).

El cultivo de tejidos comprende en sSu acepcidédn amplia, un
heterogéneo grupo de técnicas mediante las cudles un explante
(parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto,
celula, tejido, 6rganoc) se cultiva asépticamente en un medio de
composicion quimica definida y se incuba en condiciones
ambientales controladas (Street, 1977; Steward, 1983 citado por
Mroginski y Roca, 1991).

Los objetivos perseguidos con la utilizacién del cultivo in
vitro de tejidos vegetales son numerosos y diferentes. Las
posibilidades de aplicacidén de tales cultivos se pueden resumir
como Sigue:

a) Estudios béasicos de fisiologia, genética, bioquimica, ¥
ciencias afines.
b) Bioconversion y produccion de compuestos itiles.
¢) Incremento de la variabilidad genética.
d) Obtencién de plantas libres de patédgenos.
e) Propagacion de plantas.
f) Conservacion e intercambio de germoplasma.
(Mroginski y Roca, 1991).

RIRLIOTECA Acronomia U AN L



2.3.1 El cultivo de apices y sus aplicaciones.

El cultivo de yemas axilares se basa en la formacidon de brotes
a partir de las yemas dque se encuentran en las axilas de las

hojas, los cuales son divididos y subcultivados repetidamente
(Perez, 1991)

En los aifios 60, el desarollo de procedimientos para multiplicar
y mantener plantas en cultivos asépticos recibid un impulso
dramAtico; ello se debidé al descubrimiento de la capacidad que
tienen las puntas de los brotes y los meristemos cortados
apropiadamente y sembrados en cultivo aséptico, para producir
protuberancias capaces de crecer y desarrollarse en plantulas
(American Orchid Society Bulletin, 1960, 1968; Moul, 1974;
Arditti, 1977, citados por Krikorian, 1991).

Desde entonces, se han usado los cultivos de puntas de brotes
y de meristemos de muchas otras plantas para obtener, mantener
Yy multiplicar los meristemos genéticos; de una punta de brote
cultivado, se regenera una planta y en otros casos se puede
estimular la formacidon de brotes miltiples (Styer et al,, 1983
citado por Krikorian, 1991).

En realidad, en cada uno de éstos casos se espera a menudo
lograr la formacidon de ramas axilares que puedan Separarse Yy
enralzarse; teoricamente los brotes axilares y laterales pueden
a su vez producir ramas axilares'adicionales a perpetuidad, a
medida que se subcultiva cada brote recién formado o cada
explante de nudo. Por lo tanto, el método es bueno para obtener
una rapida multiplicacién clonal, y se ha aplicado a una gran

variedad de especies, desde 1las herbaceas hastia las lefiosas
(Krikorian, 1991).
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2.4 Etapas de la propagacion in vitro y factores relacionados.

Murashige en 1974, ha propuesto tres pasos a etapas

fundamentales para micropropagar eficientemente una especie:

1)El1 establecimiento aséptico y brotacidn

2)Multiplicacion

3)Enraizamiento y la preparacidén del inéculo para su
transplante al suelo.

2.4.1 Establecimiento aséptico y brotacién.

La asociacidén explante-medio y las condiciones fisicas en que
normalmente se incuban los cultivos, conforman un ambiente
propicio para la proliferacién de microorganismos (bacterias y
hongos), los cuédles pueden destruir tales cultivos, competir
con el explante por el medio o modificarlo. Evitar las
contaminaciones con microorganismos es un aspecto basico que se
debe tomar en cuenta para el éxito, no solamente en el
establecimiento de los cultivos sino en su ulterior incubacién
y manipulacion (Mroginski y Roca, 1991).

Es dificil lograr cultivos completamente estériles en el
estricto sentido de la palabra; por ejemplo, es probable que
los virus presentes en el explante persistan en los cultivos.
Hecha ésta salvedad, para establecer cultivos asépticos es
conveniente o necesario: a) Trabajar en ambientes adecuados, b)
esterilizar los medios de cultivo, c) desinfectar
superficialmente 1los explantesr y d) realizar los cultivos
siguiendo ciertas normas de asepsia (Mroginski y Roca, 1991).

Hay una vasta gama de compuestos quimicos que se pueden
utilizar como desinfectantes para los explantes, pero en la
actualidad, es casi generalizado el empleo de etanol al 70 %
(v/v) e hipoclorito de sodio (NaOCl) del 1 % al 3 % usando



10

productos domésticos. Con menor frecuencia se usan el
hipoclorito de calcio Ca(OCl)z. del 6 % al 12 %, el perdxido
de hidrégeno (Hﬁh) ¥ el cloruro de mercurio (HgClP 0.1 ¥al.b
%), aunque hay que recalcar que éste compuesto es altamente
toxico y que no es facilmente removible del explante (Mroginski
y Roca, 1991; Pérez, 1991 y Villalobos y Thorpe, 1991).

En algunos casos resulta Gtil agregar algin agente tensoactivo
por ejemplo, tween-20, del 0.01 % al 0.1 %, pero puede ser
innecesario en los procedimientos de desinfeccidn que incluyan
un primer paso con etanol al 70 %. Asimismo, es conveniente
agitar (80-150 rpm) el explante conjuntamente con la solucidmn
desinfectante (Mroginski y Roca, 1991).

Con relacién al explante, debemos asegurarnos de que el
material vegetal a utilizar provenga de una correcta seleccidn
clonal y se encuentre en estado de crecimiento activo, vigoroso
y sano. El estado fisioldégico del explante es de gran
influencia en el éxito, los explantes tomados de plantas
jovenes © zonas de crecimiento activo tienen un mejor
desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas o yemas en
reposo. El tamano del explante también influye; mientras mas
pequeiio sea, tiene menor riesgo de contaminacidn pero es mas
dificil la regeneracion; mientras que con el aumento de tamano
del explante hay mas riesgos de contaminacién y el crecimiento
¥ la regeneracion de plantas es mas rapido (Pérez, 1991).

Después de tratar el explante con las soluciones desinfectantes
es necesario remover de él los restos del producto, mediante
varios lavados con agua destilada estéril y operando en 1la
camara de transferencia. Es aconsejable lavar los explantes con
un volumen de por lo menos 10 a 20 veces mayor de agua estéril

haciendo un minimo (kaitres enjuages sucesivos (Mroginski y
Roca, 1991).
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Los antibidticos aplicados al medio de cultivo pueden ser de
utilidad para la desinfeccidén de los explantes, sin embargo, en
general su empleo solamente se justifica en casos especificos
¥ en cultivos de corta duracién, ya que la alta especificidad
de los antibioticos implica que no previenen la proliferacion
de todos los microorganismos; ademids tales productos modifican
la composiciétn de los medios de cultivo y pueden ser
metabolizados por los explantes (Mroginski y Roca, 1991).

El procedimiento para la desinfeccidn superficial de los
explantes debe permitir eliminar los microorganismos con el
menor dafioc posible para los explantes. Los explantes
provenientes de vegetales que c¢recen en invernaderos o0 en
cuartos climatizados son relativamente mas faciles de
desinfectar que los provinientes de plantas que crecen en el
campo; también es mas facil la desinfeccion de explantes de
organos jovenes que la de explantes provenientes de materiales
adultos. Las aplicaciones de fungicidas o Dbactericidas
aplicadas previamente a las plantas, pueden ser de utilidad

(Mroginski y Roca, 1991).

Un problema en el establecimiento de meristemos y apices, son
las oxidaciones fen6licas, las cuales se manifiestan como un
enegrecimiento del medio de cultivo que comienza por la zona
cercana al explante y se extiende a todo el medio al que puede
producir la muerte. La préctica mas utilizada para contrarestar
el efecto de la oxidacion fendlica es la adicién de sustancias
antioxidantes al medio de cultivo como pueden ser el acido
ascOrbico, polivinilpirolodona (PVP), cisteina y cianuro de
potasio (Pérez, 1991).

BIBLIOTECA Agronomia I1 A N 1
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Para lograr una buena asepsia en el establecimiento y ulterior
manipulacion de los cultivos, es preciso adoptar algunas
precauciones durante las tareas que se llevan a cabo en la
camara de transferencia, por ejemplo:

1) Antes de comenzar a trabajar, es necesario desinfectar la
mesa y las paredes de la camara con etanol al 70 %. Igualmente
es conveniente desinfectar la parte externa de los recipientes
que contienen los medios de cultivo o el agua estéril, antes de -

introducirlos a la cémara. 25
2) Es necesario que las manos, y eventualmente los antebrazos:j
de la persona que va a sSembrar, sean desinfectados con etanol
al 70 %. El uso de mAscaras y gorros no es indispensable pero

reduce la contaminacién si se opera en flujos laminares de aire
estéril.

3) Los instrumentos metalicos empleados se deben flamear
previamente con etanol al 95 %. El material de vidrio utilizado
como soporte para las disecciones (generalmente cajas Petri)
debe estar esterilizado al igual que las pipetas que comunmente
se usan en trabajos con suspensiones celulares y protoplastos.

BIBLIOTECA Agronomia

4) Realizar las operaciones de transferencia y diseccion 1lo
mas cerca posible a la 1llama de un mechero. Evitar exposiciones
prolongadas de los explantes o de los medios de cultivo en
recipientes abiertos (Mroginski y Roca, 1991). '

2.4.2 Multiplicacion.

El objetivo de ésta fase es la producciéon de propagulos a
partir del explante establecido. La proliferacién de brotes
axilares se logra con la adicidn de citoquininas en el medio de
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cultivo para romper 1la dominancia apical y estimular 1la
brotaciotn de las yemas que se encuentran en las axilas de las
hojas. La 6-Benzilaminopurina (BAP) es en general la
citoquinina mas efectiva en la induccién de yemas axilares,
seguida en orden decreciente por la Binetina, el 2-ip ¥y 1la
Zeatina. El1 papel de 1las citoquininas en ésta fase es
determinante. En algunos casos es necesaria la adicion de
auxinas para estimular el crecimiento de los brotes (Pérez,
1991).

En estado de crecimiento, el explante se multiplica con 1la
formaciétn de callos o sin ellos, segilin las condiciones de
cultivo; también es importante sefialar que la fase de
crecimiento puede deberse a la divisién de las celulas, al
aumento de su tamaifio o a ambas cosas.

El balance auxinas-citoquininas es determinante en el
coeficiente de multiplicacién, por lo que al lograr un balance
adecuado es posible alcanzar altas tasas de proliferacién con
lo que aumenta la efectividad del método.

Es conveniente cambiar el medio de cultivo después de cierto
periodo de crecimiento ya que los explantes al formar brotes
aumentan la actividad metab6lica utilizando los nutrientes
disponibles y agotandolos (Pérez, 1991).

Existen varias vias generales para realizar la multiplicacién
clonal:

a) La multiplicacion de brotes de yemas terminales, axilares o
laterales.

DIRT INTECA Aocvanomia IJ ANL
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b) La organogénesis directa, en la cual la formacién del brote
adventicio o de la raiz ocurre en un o6rgano, o en alguna parte
escindida de la planta.

c) La organogénesis indirecta. La formacién del brote
adventicio o de la raiz ocurre en éste caso en el callo; es
obvio que el callo se deriva iniciaimente de un 6rgano, tejido
u otra parte escindida de la planta.

d) La embriogénesis somética. Los embriones pueden formarse
directamente en el explante primario, 0o indirectamente de las
células cultivadas en suspensién o en un medio semisdlido.

e) El microinjerto.
f) El cultivo de embriones (Krikorian, 1991).

2.4.3 Enraizamiento.

En ésta fase los brotes obtenidos durante 1la etapa de
multiplicaciédn crecen hasta formar plantas completas y
desarrollan un sistema radical que les permite ser
transplantadas a un sustrato (Pérez, 1991).

Normalmente, para la induccidén de enraizamiente no es necesaria
la adicidén de citiquininas al medio de cultivo debido al efecto
residual de estas al ser adicionadas durante la propagacion,
ejerciendo un efecto inhibitorio en la formacién de raices
{Pérez, 1991).

El proceso de enraizamiento requiere generalmente del
transplante a un medio de cultivo con menor concentracién de
sales. Si el sistema radical fué diferenciado in wvitro, las
plantas no se pueden transplantar directamente a 1las
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condiciones de invernadero sin una paulatina adaptacién a las
condiciones del suelo, a este periodo de adaptacidn se la llama
pericdo de endurecimiento. Durante ésta fase de endurecimiento,
las plantas se riegan preferentemente con medio de cultivo
diluido al 50 % y posteriormente se sustituye ésta formula de

riego por soluciones nutritivas menos complejas {(Murashige,
1974) .

El manejo de 1la concentracién de las sales minerales es
emp leado ampliamente para estimular el enraizamiento,
lograndose la formacidén abundante de raices al disminuir las
sales a la mitad, un tercio o un cuarto de la concentracion de
los medios, teniendo la desventaja de qué el crecimiento de la
planta es menor, lo cual esta dado por el agotamiento temprano
de los nutrientes, siendo necesaric hacer un nuevo subcultivo
para contrarrestar este efecto (Pérez, 1991).

Se ha encontrado que son muchos y muy variados 1los efectos
auxinicos sobre las plantas, siendo los principales los que
afectan el alargamiento y la divisién celular, la formacion de

brotes, raices, tejido calloso, dominancia apical, etc (Barba,
1987).

Cuando la proporcién auxina-citocinina es relatavamente alta,
existe diferenciacién de las células hacia primordios
radiculares. Una alta concentracidén de citocininas con respecto
a las auxinas causa la formacién de brotes, por lo qué si
provocamos pequeilos cambios en 1la proporcién de auxina-
citocinina puede obtenerse el inicio de meristemos, tanto
radiculares como apicales (Hurtado y Merino, 1987).

11869
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2.4.4 Aclimatacién y transferencia al suelo.

LLas plantas enraizadas in wvitro , ya estan listas para ser
transferidas a recipientes con un sustrato donde permaneceran

durante cierto tiempo hasta alcanzar un tamano que les permita
ser plantadas en el campo (Pérez, 1991).

Para transferir las plantas del medio de cultivo al suelo, se
requiere de un procedimiento cuidadoso. Las raices de 1los
explantes deben ser lavadas cuidadosamente para remover el
medio-agar. El requerimiento mas esencial para el éxito del
transplante es el de mantener a las plantas en una extrema
humedad (90-100 %), durante 1los primeros 10 a 15 dias
manteniéndolas bajo niebla o cubriéndolas con bolsas de
plastico transparentes, se pueden hacer pequenios agujeros en el
plastico para la circulacidén de aire. Después de pasar algunos
dias bajo alta humedad relativa, las plantas son movidas a un
invernadero pero continian de la misma forma durante unos dias
mas. Después de éste periodo adicional ya han pasado 4-6
semanas después del transplante, las plantas ya estidn listas

para crecer bajo condiciones normales de invernadro (Bhojwani
y Razdan, 1986).

Los sustratos empleados estan compestos por mezclas de arena,
suelo, materié organica, vermiculita o zeoclita, con una
estructura fisica que permita un facil crecimiento de 1las
plantulas jovenes (Bhojwani y Razdan, 1986).

Durante las primeras semanas de ser plantadas las vwvitro
plantas en el sustrato, se debe mantener una humedad alta y se
debe regular Jla intensidad luminosa para facilitar 1la
adaptacién de las mismas y evitar la muerte por deSecacién 0
quemaduras solares. Posteriormente, se pueden retirar 1los
cobertores y mantener las plantas a pleno sol. Esto es en el

BIBLIOTECA Agronomia U.A.N.L
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caso de paises tropicales donde el clima lo permite, en caso
contrario es necesario mantener las plantas en invernaderos en
condiciones ambientales controladas (Pérez, 1991).




IT1. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo fué realizado en el Laboratorio de Biotecnologia
‘Vegetal de la Facultad de Agronomia de la U.A.N.L. durante el
periodo comprendido entre Enero y Agosto de 1993.

3.1 Material vegetal.

El material vegetal utilizado se obtuvo de una planta colectada

a finales de Enero de 1993 en la Sierra del municipio de

Higueras, N.L. Dicha planta fué tomada al azar con el tdnico

criterio de buena sanidad y wvigor aparente. Midido 41 cm de

altura y tenia varias ramificaciones. Esta planta se mantuvo en
el invernadero de la Facultad de Agronomia durante una semana,
después de lo cudl se establecidé in vitro. Este mismo material
fué utilizado en todos 1los experimentos,

pero s6lo en el
primero (establecimiento aséptico)

se desinfectd, ¥y
posteriormente fué subcultivado para contar con suficiente

material en los demis experimentos.

3.2 Preparacion de medios de cultivo.

La elaboracion de todos los medios de cultivo utilizados en

éste trabajo se hizo a partir de soluciones concentradas,

las
cudles a 8Su vez

fueron preparadas utilizando

compuestos
quimicos en grado reactivo.

Se utilizdé el medio basico de Murashige y Skoog (1962) el cuial
estia compuesto por los reactivos indicados en el Cuadro 1.

Se prepararon cuatro soluciones 100 veces concentradas y una 50
veces, agrupando los reactivos de acuerdo con su similitud y
compatibilidad tal como se sefiala en el Cuadro 2. Este Cuadro
también senala

la concentracion de las soluciones de losg

BEBUOTECA Agronomia U.A.N.L
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Cuadro 1. Composicién del medio de cultivo utilizado en los
experimentos de orégano.

Reactivo mgl'l
NH,NO, 1650
KNO, 1900
MgSO, . TH,0 370
MnSO‘.4Hf) 17
ZnS0, . TH,0 8.6
CuS0; . 5H,0 0.025
CaCl, . 2H,0 440
KI 0.83
CoCl, .6H,0 0.025
KH, PO, 170
H3303 6.2
Na2M004 . 2H2 0 0.25
Nay. EDTA 37.3
FeSOl.THf) 27.8
Tiamina-HC1 0.4
Mio-inositol 100
Sacarosa 30000
Reguladores del crecimiento variable
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Cuadro 2. Composicidon de las soluciones concentradas utilizadas

para preparar el medio de cultivo.

Soluciéon I (Nitratos) Conceqtracién 50 X

Compuesto mgl

NH, NO, 82500

KNO, 95000

Solucidén II (Sulfatos) Conceﬁtracién 100 X

Compuesto mgl

MgSO, . 7TH,0 37000

MnSO, . 4H,0 1700

ZnSO4.7Hf) 860

CuS0, . 5H,0 2.5

Soluci6én ITI (Halégenos) Conceqtracién 100 X

Compuesto mgl

CaClz.ZHﬂ) 44000

KI 83

CoClz 5 GHZO 2.5

Solucidén IV (Fosfatos Concentracion 100 X
y Boratos) 1

Compuesto mgl

KH, PO, 17000

H3§04 620

NazMoﬁ‘ . 2H20 25

Solucién V Conceﬂtracién 100 X

Compuesto mgl

Na, . EDTA 3730

Fe?iOl . TH,0 2780

Otras soluciones

Tiamina-HC1 20 mg/100 ml
Mio-inositol 1 g/100 ml
BAP 20 mg/100 ml
AlA 20 mg/100 ml
AIB 20 mg/100 ml
ANA ' 20 mg/100 ml

(Carrillo, 1988).
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fitoreguladores utilizados, que en todos 1os cases fueron marca
Sigma.

Finalmente, a continuacidn se muestra el procedimiento que se
efectud para la elaboracién de un litro de medio de cultivo
como ejemplo; cabe sefialar que al medio basico MS se le
adiciondé en todos los experimentos 0.4 mgl'l de tiamina, 100 mgl1
de mio-inositol, 30 gl'l de sacarosa y diferentes reguladores
del crecimiento.

1. A un vaso de precipitado se agregdé un 50 % de agua bi-
destilada del volumen total del medio a preparar (500 ml para
preparar un litro). Se colocd un iman magnético en el fondo del
vaso y se puso éste sobre un agitador magnético.

2. Se adicionaron las siguientes cantidades de las soluciones
concentradas: 20 ml de solucidn I, 10 ml de las soluciones II,
III, IV, V y mio-inositol ¥ 2 ml de tiamina.

3. Se agregaron los reguladores del crecimiento y 30 g de
'sacarosa.

4, Se aford a un litro.

5. Se ajustdé el pH a 5.8 H- 0.05 utilizando NaOH y HCl1 0.1 y
1 N.

6. Se adiciond 1.8 g de phytagelMa ¥ se disolvid en un horno de
micro-ondas durante 5-7 minutos.

7. Se sirvieron los recipientes cubriéndolos con tapas de
polipropileno y esterilizandolos en una autoclave a una
temperatura de 1219C, a una presion de 15 PSI (1.1 Kg cmd)
durante 15 minutos.
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3.3 Ambiente de cultivo.

Todos los contenedores utilizados en los experimentos fueron
colocados en un cuarto de crecimiento que se encuentra
permanentemente a una temperatura de 26”_ 10C. Este control de
temperatura se logra mediante el uso de un clima artificial. Se
tuvieron cince lamparas de iluminacién fluorescente de 1lu=z
blanca o tubos de ne6tn de 75 watts cada uno, las cuales son
reguladas para proporcionar un fotoperiodo de 16 horas luz y 8
obscuridad utilizando un reloj (timer).

3.4 Descripcion de experimentos.

Se realizaron un total de tres experimentos durante el periodo
comprendido entre Enero y Agosto de 1993. De éstos, s6lo el
primer experimento fue repetido dos veces en fechas distintas.

3.4.1 Establecimiento aséptico.

Se evaluaron tres diferentes concentraciones de CloralexHll como
agente desinfectante para el establecimiento in vitro de
orégano (este producto comercial contiene hipoclorito de sodio

al 6 % como ingrediente activo).

La desinfeccién se 1llevé a cabo colocando brotes de
aproximadamente 30 mm de longitud en un recipiente con agua y
detergente. Posteriormente fueron enjuagados con agua corriente
¥y colocados en un recipiente conteniendo alcohol al 80 %
durante 30 segundos e inmediatamente después fueron
transferidos a las soluciones de CloralexHR al 5, 10y 15 % ﬂ/”
durante 15 minutos, dichas soluciones contenian una gota de
tween-20 por 100 ml de solucidén. Posteriormente, se dieron tres
enjuages con agua bi-destilada estéril,

BIBLIOTECA Agronomia U.A.N.L
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Los brotes fueron cortados en su parte basal de tal forma que
todos midieron 10 mm de longitud, se cortaron también las hojas
dejando solo un par apical. Después, se realizé la
transferencia de los brotes al medio de cultivo colocando dos
brotes por frasco de alimento infantil en 10 frascos por
tratamiento, lo cudl dié un total de 20 repeticiones. El medio
de cultivo utilizado fue el MS con los suplementos descritos en
la seccidén de preparacioéon de medios (3.2) adicionando ademas
0.2 mgl'1 de Ac. naftalenacético y 1 mgl‘1 6-Bencil aminopurina.
Se tomaron datos a los 5, 10, 20, 30 y 50 dias después de la
siembra o transferencia.

Los datos evaluados fueron: contaminacién, oxidacion,
callosidad, tamafio del ©brote y nidmero de hojas. La
contaminacién se expres6 como el porcentaje de explantes que
mostraron presencia de hongos o bacterias a simple vista, lo
mismo ocurrié con la oxidacidn, de tal forma que si se tuvieron
10 explantes oxidados de un total de 20 por ejemplo, se
regigtré un 50 % de oxidacidén. La callosidad del explante
también se expres6 en porcentaje y en algunos casos en
magnitud, normalmente cuantificada ésta con una escala visual

arbitraria. Este experimento fue repetido dos veces con 13 dias
de diferencia.

3.4.2 (Crecimiento de brotes.

En éste experimento se compard el crecimiento obtenido al
utilizar dos explantes: El apice de 10 mm de longitud y el

segmento nodal del mismo tamaifio. Ambos pueden ilustrarse en la
Figura 1.
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Figura 1. Explantes utilizados para evaluar el crecimiento y
multiplicacién in vitro de orégano.

En el caso del segmento nodal, se le removieron las hojas
dejando libres a las yemas axilares, mientras que en el caso
del épice, se dejé el par de hojas mas cercano al meristemo
adpical aéreo.

Cada tratamiento se establecid en tubos de cultivo de 150X25 mm
con 10 repeticiones cada uno. Se utilizé6 un diseiio
completamente al azar y se tomaron mediciones a los siete, 14,
28, 32 y 42 dias después de la transferencia. Los 20 explantes
utilizados procedian de plantulas obtenidas en el experimento
de establecimiento aséptico. Se utilizé el mismo medio que para
establecimiento aséptico y las variables cuantificadas fueron:

BIBLIOTECA Agronomia U. A.N.1.
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altura de planta, numero de hojas y niumero de brotes por
explante; sin embargo, s6lo se realizdé analisis de wvarianza
para altura de planta.

3.4.3 Enraizamiento.

A partir de vastagos asépticos procedentes del experimento de
crecimiento de brote, se establecié éste experimento para
comparar el efecto de tres reguladores del crecimiento de
naturaleza auxinica en el enraizamiento de dichos vistagos.

Para lograr lo anterior, se cortaron apices de 15mm de longitud
¥y se colocaron en cuatro medios de cultivo los cufles diferian
entre si Gnicamente en el regulador de crecimiento presente, ya
que todos éstos se aplicaron a una concentracion de 1 mgld.
Los tratamientos evaluados fueron:Acido indolacético (AIA),
Acido indolbutirico (AIB), Acido naftalenacético (ANA), y un
tratamiento control sin reguladores del crecimiento.

Se utiliz6é un disefio completamente al azar, en donde cada
tratamiento tuvo nueve repeticiones, y cada una de ellas
consistié en un tubo de cultivo de 150X25 mm con 12 ml de
medio.

Se evalud el porcentaje de enraizamiento, el nimero y longitud
de raices, la altura de planta, el nimero de hojas y 1la
presencia de callo y oxidacién;, todas estas variables se
midieron a los siete y 14 dias después de la transferencia.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Establecimiento aséptico.

Los tres tratamientos evaluados tuvieron una asepsia del 100 %,
es decir no hubo contaminacidén alguna, sin embargo , se tuvo
casi un 100 % de brotes oxidados desde el momento de la siembra
(Cuadro 3). Este tipo de oxidaciones son un problema en el
establecimiento de meristemos y apices en algunas especies
manifestandose como un enegrecimiento del medio de cultivo que
comienza por la zona cercana al explante y se extiende en
ocasiones a todo el medio de cultivo reduciendo el crecimiento
e incluso produciendo la muerte de la planta.

Cuadro 3. Contaminacién y oxidacién en apices de orégano
desinfectados con diferentes concentraciones de

Cloralefml.
Cloralex Contaminacion Oxidacion Magnitud de la
(%) (%) (%) .oxidacién
5 ] 50 Severo
10 0 100 Severo

15 0 100 severo

lEstos mismos datos se obtuvieron a los 0, 5, 10, 20, 30 y 50

dias después de la siembra.

La practica mas utilizada para contrarrestar el efecto de la
oxidacidén fendélica es la adicidn de sustancias antioxidantes al
medio de cultivo como pueden ser el Aacido ascéHrbico,
polivinilpirolodona(PVP), cisteina y cianuro de .potasio
(Pérez,1991).
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En éste caso, la oxidacion parece deberse a una prolongada
exposicién de los explantes al oxigeno ambiental después de
haber sido desinfectados estos, ya que se realizaron primero
todos los cortes y posteriormente se sembraron. Este supuesto
fue comprobado y superado en una segunda siembra realizada 13
dias después, en donde después de ser desinfectados 1los
explantes con un tamaifo ligeramente mayor al definitivo (30
mm), se cortaron al tamafio final (10 mm) tres o cuatro Aapices
e inmediatamente se sembraron, posteriormente se cortaron otros
tres o cuatro y se sembraron, y asi sucesivamente.

Cabe sefialar que todos los brotes oxidados no se recuperaron en
los 50 dias que durdé el trabajo, y s6lo 10 brotes (50 %) del

M respondieron a la brotacidn

tratamiento con 5 % de Cloralex
y se les di6 seguimiento, encontrandose que a los 20 dias
después de la siembra se detectd su primer cambio de tamaiio,
pasando de 10 mm iniciales a 17 mm. El nimero de hojas promedio
gse incrementd de 2 a 3.4 a los 20 dias después de la
transferencia. En esa misma fecha, los brotes tenian un vigor
aceptable y habia un 36 % de brotes con callo basal pequeio.
Posteriormente no hubo cambios en el tamafio ni en el nimero de
hojas de 1los brotes, por el contrario estos se tornaron
ligeramente anormales, sin embargo, el porcentaje de brotes con
callo: se incrementd al 100 % a los 30 dias después de 1la

transferenéia aumentando 1igeramente'de magnitud.

El comportamiento en el crecimiento del brote parecié ser
anormal comparado con siembras posteriores. Lo qué parece haber
ocurrido es que los explantes estaban dafados desde el momento
de la siembra y no s6lo los de aparente oxidacidédn sino todos,
es por ello que tardaron 20 dias en crecer 7 mm y ahi
detuvieron su crecimiento organizado iniciando ia formacion y
crecimiento de callo.
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En la segunda siembra de éste experimento efectuada 13 dias
después de la primera, se encontré una asepsia total sin
oxidacion alguna en los tres tratamientos. Lo anterior denota
una correccion en la metodologia de estabecimiento im vitro ya
que se superﬁ el problema operativo que fué el que indujo 1la
oxidaciéon en la primera siembra. En éste segundo caso se tuvo
un crecimiento normal en el 100 % de los brotes.

4.2 Crecimiento de brotes.

Los promedios obtenidos de los datos para cada tipo de explante
se observan en el Cuadro 4.
Cuadro 4. Crecimiento de brotes de orégano al utilizar dos

tipos de explantesl.

Variable/Explante Dias después de la transferencia

0 7 14 28 32 42

Altura de planta (mm)

Apice 10 11 18 35 37 43

Segmento nodal 10 10 10 25 28 31
Namero de brotes/explante

Apice 1 1 1.7 1 2.3 2.4

Segmento nodal 1 1 2.3 3 3.2 3.6
Nimero total de hojas

Apice 2 4 7 8 19 - 21

Segmento nodal 0 0 6 6 23 29
Nimero de hojas/brote

Apice 2 4 4.1 8 8.3 8.8

Segmento nodal 0 0 2.6 2 7.2 8.1

IDatos promedio de 10 plantas.
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Para altura de planta, el anadlisis estadistico s6lo detectd
diferencias altamente significativas al nivel de significancia
del 1% a los 14 dias después de la transferencia, en donde el
Apice superd en tamafio al segmento nodal en un 80% (Cuadros 4
¥y 5). A los siete, 28, 32 y 42 dias después de la transferencia
también el Apice tuvo una mayor altura de planta, ain y cuando
no se pudo detectar diferencia estadistica.

La mayor altura de planta obtenida en la siembra de apices, se
debe principalmente a la presencia de dominancia apical,
proceso caracterizado por un crecimiento vertical y poco
ramificado, a diferencia del uso segmentos nodales en 1los
cuiles al cortarse el apice se rompe ésta dominancia apical y

se promueve la brotacidén axilar.

La mayor altura de planta promedio fué de 43 mm y se obtuvo a
los 42 DDT.

A pesar de que el crecimiento en altura de planta no muestra
una fase estacionaria a los 42 DDT, las plantulas no fueron
mantenidas por mas tiempo en ese medio considerando que después
de éste periodo, el crecimiento tiende a detenerse, y se sabe
que uno de los objetivos de utilizar las técnicas del cultivo
de tejidos vegetales es la reduccién de tiempos acelerando el
crecimiento. Esta detencién o estacicnamiento del crecimiento
se debe al agotamiento de nutrientes del medio de cultivo, y al
tamano del contenedor el cual esta limitado a 150 mm de
longitud menos el espacio ocupado por el medio lo cual nos
queda s6lo 100 mm disponibles para el crecimiento aéreo. Con
base en lo anterior, se recomienda subcultivar los brotes de

orégano cada cuatro semanas.

BIBLIOTECA Agronomia U, A N.L.
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Cuadro 5. Andlisis de varianza para altura de planta de oréganeo

a los 14, 32 y 42 dias después de la transferencia
utilizando dos tipos de explantes.

14 Dias después de la transferencia

FV GL CM F P>F
Tratamiento 1 352.8 21.3 0.000 *=*
error 18 16.6

total 19

C.V.=28.7%

32 Dias después de la transferencia

FV GL CM F P>F
tratamiento 1 432.4 2.7 0.113 NS
error 18 158.4

total 19

C.V.=39.0%

42 Dias después de la transferencia

Fv GL CM F P>F
Tratamiento 1 696.2 3.9 0.062 NS
error 18 179.6

total 19

C.v.=28.7%
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Con relacion al naGmero de brotes por explante, se observa una
superioridad del segmento nodal con respecto al aApice entre los
14 y 42 dias después de la transferencia (DDT). A los 42 DDT el
segmento nodal superd el naimero de brotes por explante
comparado con el apice (3.6 vs 2.4). Lo anterior esta
estrechamente relacionado con la altura de planta ya que parece
presentarse el efecto de compensacidon al tener los segmentos
nodales un mayor numero de brotes pero de menor tamafio, es
decir que se da una relaci6on inversa en términos de 1la
distribucidén energética la cual en el caso de los segmentos
nodales es mayormente utilizada para sostener el crecimiento de
cuatro brotes, mientras qué en los apices, s6lo de dos,
propiciando en éstos iltimos un mayor tamaiio.

El hecho de qué los segmentos nodales tengan un mayor nimero de
brotes por explante que los apices comprueba el rompimiento de
la dominancia apical y por lo tanto la promocién de la
emergencia de brotes axilares.

De lo anterior parece quedar claro que si nuestro objetivo
fuése la rapida multiplicacién de brotes, se utilizaria al
segmento nodal como explante, mientras que si deseamos
enraizar brotes pudiéramos utilizar indistintamente cualquiera
de los dos tipos de explantes, con la salvedad de que en el
caso del uso de segmentos nodales se pueden tener siete
explantes de 10 mm contra tres en el caso de apices, a los 28
DDT.

El namero total de hojas muestra una similitud en los dos
explantes entre los 0 y 28 DDT, después de lo cual, el segmento
nodal supera al apice, pero como éste tiene mayor nimero de
brotes por explante, el nimero de hojas por brote es menor en
los segmentos nodales que en los apices.

BIBLIOTECA Agronomia U. A.N. L
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4.3 Enraizamiento.

El Cuadro 6 muestra 1los porcentajes y promedios de 1las
observaciones realizadas en el experimento a los siete y 14
dias después de la transferencia (DDT). En relacién con las
caracteristicas morfoldégicas relacionadas con el enraizamiento,
se observa que s6lo el Acido indolacético (AIA) y el
tratamiento control fueron capaces de inducir la formacion de

raices de novo.

Cuadro 6. Respuestas de @&pices de orégano a tres auxinas
adicionadas al medio de cultivo'.

Auxina Enraizamiento NGmero Longitud Altura Namero Callo
de de de de
(%) 2 2 2 2 (%)
Raices Raices® Planta® Hojas
7 DDT 14 DDT (mm) (mm)
AIA 33 89 4.6 3 19 6 0
AlB 0 0 0 0 18 8 22
ANA 0 0 0 0 21 6 78
CONTROL 33 100 3.5 5 30 10 0

lPorcentajeé. y promedios de nueve repeticiones.
2Datos tomados a los 14 DDT.

En ambos casos, el porcentaje de contenedores con brotes
enraizados fué el mismo a los siete DDT (33 %) y ligeramente
superior en el tratamiento control a los 14 DDT con un 100 %,
contra 89 % del tratamiento con AIA. Lo anterior parece indicar
que la adicidon de Acido indolbutirico (AIB) y Acido
naftalenacético (ANA) fueron inhibidores del enraizamiento de
brotes de orégano considerando el hecho de que al omitir éstos
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fitoreguladores se obtuvo un 100 % de brotes enraizados. En el
caso de AIA pareciera que es inductor de formacidon de raices

sin embargo, el conocimiento existente soporta la explicacion
de una posible inactivaci6tn del AIA, ya qué se sabe que éste
fitoregulador es termolabil y fotosensible de tal forma qué al
momento de la esterilizacién pudo quedar el medio de cultivo
con AIA, igual al del tratamiento contreol.

Los dos tratamientos que mostraron enraizamiento tuvieron un
nimero de raices promedio similar (4.6 con AIA y 3.5 con el
control) lo cuadl soporta en gran medida la asuncion de 1la
similitud de medios; Por otra parte, la longitud promedio de
raices muestra una pequefla diferencia, en donde el testigo
superd con 2 mm al medio con AIA. Esta superioridad en tamaifo
de raiz del tratamiento testigo, parece compensar en parte la
diferencia en namero de raices.

Considerando que las plantas requeridas para aclimatacion
requieren un tamano y vigor adecuados, ademas de la raiz se
hicieron mediciones del tamaiio de planta y del nimero de hojas.
La altura de planta fue muy uniforme en los medios que
contenian AIA, AIB y ANA con alturas promedio de 19, 18 y 21 mm
respectivamente, lo cual nos indica claramente que los éapices
sembrados 14 dias antes permanecieron vivos pero con poco
crecimiento organizado, ya que al momento de la siembra tenian
L5 mm, sin embargo, los medios con AIB y ANA presentaron un 22
y 78 % de tubos con callosidades respectivamente lo cual indica
la existencia de crecimiento indiferenciado, es decir, la
energia tomada del medio de cultivo ademas de utilizarse para
el mantenimiento del é&pice, se utilizé en la formacidn de
callo. Se sabe que éstos dos fitoreguladores son inductores de
callo al igual que el 2,4-D, el cual también es de naturaleza
auxinica (Barba, 1987).

BIBLIOTECA Agronomia U.A.N.L.
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Al igual que la altura de planta, el namero de hojas fue
similar, excepto en el testigo el cudl tuvo 10 hojas en
promedio comparado con 6, 8 y 6 de los otros tratamientos, Esto
denota un mayor vigor en las plantulas obtenidas en el
tratamiento control. El tratamiento sin reguladores de
crecimiento, ademas de haber enraizado, crecid
considerablemente de 15 mm a 30 mm en 14 dias. Este crecimiento
parece no depender de la existencia de raices ya qué en
experimentos anteriores se presentd una tasa de crecimiento

similar en brotes sin raiz.

Respecto a la oxidacidén, cabe menciconar que ninguno de los
tratamientos evaluados mostrd oxidacién durante los 14 dias de
estudio, pero, al igual que en el experimento de crecimiento de
brotes, se observd oxidacion foliar en periodos prolongados de
cultivo (mayores de 40 DDT).

Basados en todo lo anterior, se puede inferir que el uso de
reguladores del crecimiento para el enraizamiento iIn vitro de
orégano, no es necesario, yv de hecho es indtil; por otro lado,
la aplicacion del mismo medio de cultivo usado en las etapas I
vy II de 1la micropropagacion pero sin reguladores del
crecimiento, origina plantulas con buen enraizamiento ademas de
promover el crecimiento de brotes en un corto tiempo. Debido a
que éstos datos fueron obtenidos de una sola siembra, se deben
de considerar con reserva, y se sugiere repetir el trabajo
para tener una confianza absoluta. )

La Figura 2 muestra la apariencia de las plantulas de orégano
obtenidas a partir del explante inicial.
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Figura 2.'Apar1encia de las plantulas de orégano obtenidas a
las seis semanas (cuatro en crecimiento y
multiplicacién, y dos en enraizamiento).

Integrando 1los resultados ° obtenidos en 1los experimentos
realizados en las tres etapas de micropropagacién, se ha
elaborado un esquema que muestra el potencial reproductivo de

la especie en funcidén del tiempo, utilizande ésta técnica
(Cuadro 7).
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Se puede observar que en un periodo de ocho meses pueden
obtenerse 2°'391,484 plantas aclimatadas y listas ya sea para
vivero, o bien para reforestacion directa de Aareas no
cultivadas, o incluso para el establecimiento de una plantacién
comercial. Cualquiera de éstas opciones justifica ampliamente
la inversiom, la cudl no es muy costosa, si el laboratorio
utilizado no es exclusivo para la reproduccidén de orégano.

La bondad de la técnica de micropropagacion ha side descrita
por Hartamann y Kester en 1989, en donde sefialan que en algunos
laboratorios comerciales se pueden producir de 1 a 3 millones
de plantas por afio; como ejemplos de plantas de ésta categoria
se pueden citar el helecho de boston (Nephrolepis), fresa
( Fragaria), lirio (Lilium), Gerbera, orquideas Cymbindium,
Anthurium y Philodendron. La rapidéz de multiplicacién con el
uso de la técnica tiene aplicacidn particular en especies que
se reproducen lentamente por los métodos de propagacidon
convencionales como division, separacidon o hijuelos. Otro uso
importante es la rapida multiplicacién de cultivares nuevos O
mejorados que se introducen al comercic procedentes de

programas de fitomejoramiento.
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CUADRO 7. Micropropagacion potencial de orégano de acuerdo
con los resultados obtenidos en este trabajo’

1 Plantula establecimiento y

Y 4 SEMANAS multiplicacion
9 Plantulas

A 4 SEMANAS multiplicacion
81 Plantulas

\ 4 SEMANAS multiplicacion
729 Plantulas

A 4 SEMANAS multiplicacion
6,561 Plantulas

Y 4 SEMANAS muitiplicacién
59,049 Plantulas

v 4 SEMANAS multiplicacion
531,441 Plantulas

y 4 SEMANAS multiplicacién
4,782,969 Plantulas

Y 2 SEMANAS enraizamiento
4,782,969 Plantulas

v 6 SEMANAS aclimatacién
2,391,484 Plantulas

TOTAL 36 SEMANAS (8 meses)

1. Considerando un subcultivo ¢/4 semanas, un 100% de enraizamiento en
dos semanas y seis semanas para aclimatacion; ademas una tasa de mul-
tiplicacion de 1:9 ( 1 explante: 3 brotes, cada uno con 3 explantes ) y un
50% de mermas en aclimatacion y transferencia a suelo.



V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y para las condiciones de
temperatura, iluminacion y humedad relativa prevalecientes en
el laboratorio, se puede concluir que:

El uso de soluciones de CloralexHlt al 5, 10y 15 % (v/v) durante
15 minutos para la desinfeccidén de aApices de brotes de orégano,
fueron efectivas para su establecimiento aséptico.

Los dos explantes evaluados, es decir, el apice y el segmento
nodal, tuvieron un buen crecimiento en el medio de cultivo
utilizado, pero el apice superd en altura de planta al segmento
nodal durante todo el ciclo de cultivo, aunque s6lo a los 14
dias después ‘'de la transferencia ésta diferencia fueé
significativa estadisticamente. El segmento nodal tuvo mas
brotes por explante que el apice entre los 14 y A2 dias después
de la transferencia y el nimero total de hojas también fue
mayor en el segmento nodal a los 32 y 42 dias después de la
transferencia, caso contrario ocurrid con el numero de hojas
por brote.

El orégano no requiere de fitoreguladores para el enraizamiento
in wvitro de brotes, por el contrario el Acido indolbutirico y
el Acido naftalenacético a una concentracién de 1 mgl'1
resultaron inhibitorios.
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