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RESUMEN

E]l presente trabajo de investigacién se realizé en la
Unidad de Biotecnologia Vegetal del Laboratorio de
Fitopatologia y Micologia de la Pacultad de ciencias
Bioclégicas de la Universidad Autédnoma de RNuevo Ledn, durante

el periodo comprendido de enero de 1990 a septiembre de 1991.

Se logrs establecer una metodologia para la regenaracidn
in vitro de pléantulas de frijol (Phaseclus vulgaris L.)
utilizando como explantes brotes apicales de 1.0 cm de
longitud, obtenidos de pldntulas con siete dias de
germinacién de los genotipos Seleccidn 4, Pinto Nortehno,
ciatefic y la lfnea LEF-1-RB; cultivados en dos medics de
cultivo para induccién y multiplicacién de brotes;
constitufdos por el medic bédsico de Murashige—Skoog (MS)
ensayédndose dos combinaciones de Benciladenina (BA) con Acido
Indolacétice (AIA) y Acido Naftalenacético (2ANA); y también,
cuatro para enraizamiento, el medio MS bisico s86lo © en
combinacién con <Cinetina, AIA, ANA y Acido Indolbutirico

(AIB).

Los explantes 8se desinfestaron previamente en una
solucisn de Clo.r::.-lle:-:MR 190% vjv + 20 gotas de Tween 20 por
litro de solucién; enjuagados cuatro veces con agua destilada
estéril ¥ posteriormente sometidos a una solucidén
antioxidante compuesta por &cide c¢itrice 150 mg/L y &cido

asc6brbico 100 mg/L.

En las etapas de induccidén y multiplicacién de brotes,
no se encontraron diferencias significativas en ninguna de
las variables estudiadas: desarrollo de calle basal, nGmero
de brotes por explante y longitud de los mismos, cbteniéndose
de 2.0-2.5% brotes por explante, con una longitud de
15.37-17.14 mm de 1los cuatro genotipos en 1la etapa de

induccién de brotacién, y de 10.0-22.5 brotes por explante,



con una longitud promedic de 5.09 mm en la etapa de
maltiplicacién de brotes. En lo gue respecta al enraizamiento
de los brotes provenientes de las etapas de induccién ¥y
multiplicacién; pudo notarse que la wvariedad Pinto Nortefio
cultivada en el medio MS b&sico + Cinetina 0.5 mg/L + AIB 3.0
mg/L, fue la gue més sobresalié, para ésta ¥y las otras
etapas, seguida por el ciatefio, Seleccitén 4 y por Gltime la

linea LEF-1-RB.

En las tres etapas se presenté la formacién de callo
basal en los brotes cultivados; disminuyendo en la etapa de
enraizamiente, donde existié una alta correlacién entre la
formacidén de callo y el desarrcollo de raices; excepto en la
variedad Pintoc Nortefic cultivada en el medic MS bédsico, donde
se presentd el desarrolle de raices sin la formacién de.
calle, incluso, en la etapa de multiplicacién, algunos brotes

fueron el producto de la rediferenciacién de é&ste.

En €ste exXperimentoc se obtuve un €xito aceptable en la
regeneracién de pléntulas hasta la fase in vitro,
observidndose una baja sobrevivencia de éstas al transferirse
a suelo para su aclimatacidn; sin embargo, &sta tGltima etapa
no estaba contemplada dentro de los objetivos iniciales del

experimento, s8loc se consideré a manera de cobservacidn.

Se concluye en ésta investigacién que la metodolclogia
desarrollada proporciona un esquema sencillo para 1la
regeneracién de pléntulas de frijocl a partir de brotes
apicales. $in embargo; es8 necesaric seguir investigando para
eficientizar la técnica y superar las necrosis leves que se
presentaron durante las tres etapas in vitro, asi como el
contrel adecuado de las las condiciones de incubacién,
fotopericdo y temperatura para de é&sta forma aumentar la

eficiencia del sistema de regeneracisén agqui utilizado



I. INTRODUCCION.

El frijol (Phaseolus vulgaris L.); es uno de los granos
basicos incluidos en la dista del pueblo mexicano vy
latincamericanc, stlamente puperado por el malz y el sorgo en
superficie sembrada entre los cultives de cicle anual. Sin
embargo; existen diversos factores que afectan la produccién
nacional, donde a partir de 1970 hasta 19%86, existié un
déficit del 30%; por lo gue fue necesario recurrir al mercado
exXterno para cubrirlo. Entre los factores que explican ésta
baja productividad se encuentran, principalmente: gque el
cultivo es afectado por las seguias, ya que cerca del 950% de
la superficie destinada al cultivo del frijol se ubica en
dreas de temporal; conjuntamente a esto, la pré&ctica de una
agricultura tradicional carente de la tecnoclogia necesaria
para incrementar 1la produccién. oOtros factores nc mencs
importantes son; la pobre fertilidad del suelo, la incidencia

de plagas y enfermedades (28).

Por lo antes expuesto; es un gran reto para el pais
buscar nuevas alternativas para aumentar la produccién en el
campo; ya dgque la demanda de ésta legumincosa es cada vez
mayor, buscar caminos que tiendan 4 obtener mayor
variabilidad genética que optimicen loes programas de
mejoramiento y asi obtener variedades de alto rendimiente
tolerantes a seguia ¥y salinidad, asi como resistentes a
plagas Yy enfermedades. Una alternativa es la utilizacién del
cultiveo de tejidos vegetales. En MExico las primeras
actividades relacionadas con ésta té&cnica se iniciaron en
1970 en el Colegio de Postgraduades de <Chapingo ¥
posteriormente en otras institucicnes educativas como la
Universidad Nacional Auténoma de México y el Instituto

Politécnico Nacional.

Es importante realizar investigacicnes en el &drea de la

Biotecnologfa; los tiempos modernos asi lo exigen, e8 por



esto que se planted ésta investigacién de regeneracién de
plantas de frijol, ya que los trabajos que se han realizado a
nivel Nacional y Mundial son muy escasos; del misme medo,
tratar de que &sta técnica resulte eficiente y Gtil para el

drea agrondmica.

Por medio de la regeneracitn de plantas de frijel in
vitro, se pueden producir individuos haploides Y
heterocigotos que al incluirlos en los programas de
mejoramiento, sBe tiene la posibilidad de reducir el tiempo
reguerido para completar cada ciclo de se;?ccidn. Otras
aplicaciones potenciales son la seleccién directa in vitro de
individuos scbresalientes, polinizacién o fertilizacidémn in

vitro y la preservacién de germoplasma, entre otras.

Para la realizacién del experimento se plantearon los
objetives siguientes: 1) Determinar el medio nutritivo Sptimo
para producir brotes y rafiz utilizando brotea apicales de
frijol ¥ 2) comparar diferentes genotipos de frijel en cuanto
a su respuesta regenerativa in wvitro para desarrollar una

metodologia de micropropagacién eficiente.



Il. LITERATURA REVISADA.

2.1. Aspectos Generales de la Regeneracién in vitro.

Al hablar de regeneracién; se tienen gue considerar
alguncs aspectos fundamentales relacionados con la teoria
celular, referidos principalmente a la totipotencialidad de
las células vegetales. La organizacién estructural de cada
6rgano © tejido en particular, es un efecto de la informacién
genética contenida en cada célula del tejido y cada una de
esas c&lulas es8 capaz de expresar su potencial genético para
regenerar una planta completa (5,6). Tomandc como base ésta
caracteristica; los investigadores consideraban gue s8i se
lograba aislar una célula o grupos de ellas, se podian
desarrollar metodologifias in vitrc manipulando adecuadamente
su ambiente. La naturaleza de tales manipulaciones seria
causar un estimule para obtener la diferenciacién celular.
Asi; la propagaciém in vitro, micropropagacifn o cultivo de
tejidos wvegetales, consiste en el cultivo jin vitro de las
partes de una planta gue pueden ser cé&lulas, protoplastos o
tejidos especializados {denominados explantes), bajo
condicicnes asépticas en un medio nutritivo adecuado ¥

ambiente controlade (12,37,50).

Gottlieb Haberlandt; en 1502, fue la primera persona que
aisl® e intentd cultivar células vegetales; sin embargo, sus
experimentos fracasarcon. A pesar de ello, el mismo Haberlandt
concluyé gue probablemente se reguieren "enzimas de
crecimiento” para estimular la divisidn celular (6). A partir
de 1939; se empezaron a obtener los primeroas é&xitos con los
trabajos realizados por Gautheret, Nobécourt, White, skoog,
etc. quienes se dedicaron a realizar en ésta etapa; estudics
quimicos, composicitn del medio vy nutricién celular,
culminando con el trabajo clésico de Skoog y Miller en 1957.
Asi; la introduccién de medios nutritivos definidos y 1la

sofisticacién de la metodologia del cultive in vitre, abria



los horizontes para su aplicacién cientifica y comercial.

otro concepto es el de la regeneraciém per se;
considerado como un procesao sistemdtico donde a partir del
explante cultivado; via embriogé&énesis u organogénesis, se
puede obtener una planta completa. La regeneracién por
embriogénesis consiste en dque el embrién somético obtenido,
es una estructura bipolar independiente y no es fisicamente
dependiente del tejido gque lo origindé, en cambic la
organogénesis se refiere a la formacién y crecimiento de
brotes a partir de callo o ne, crecimiento de yemas axilares
generadas de un 4&dpice cultivado Y su subsecuente
enraizamiento adventicio. Los brotes son una estructura
unipelar y esté&n fisicamente c¢onectados con el tejido gue les

di6é origen (5,23,27,37,50).

Tisgserat (50) y EHussey (27), consideran gue la
regeneracién a través de la organogénesis puede lograrse por

medio de los siguientes modelosa:

1). Produccién de &rganos adventicios originados de callo
derivado éste a su vez del explante (brotes adventicios

via callo).

2). Emergencia de ©&rganos adventicics diractamente del
explante s8in la intervencién de la fase de callo

{regeneracitén directamente del explante cultivado).

3). Produccion de pléantulas a partir del desarrollo de yemas

axilares (aumentando la brotacién axilar in vitro).

Diferenciar estos modelos de regeneracidn es importante
porgue se puede utilizar uno impropic gque afectaria 1la
uniformidad genética de las plantas preducidas cuande esto no
se desea. La afirmacién de gue se conserva la uniformidad

genética en las plantas producidas es valida s6lo cuande la



regeneracién se realiza por medio del desarrollo de yemas
axilares o© brotes adventicios directamente del explante.
cuando la formacién de brotes es inducida a partir de tejido
calloso, la probabilidad de ocurrencia de cambios genéticos
es muy alta, aumentando cada vez mis con el tiempe ¥y
subcultivos a gue sea sometido el mismo. Tales cambios pueden
ser de origen mutagénico, cambios en los niveles de ploidia ¥
hasta de tipeo epigenético ocasionados por condiciones
anormales del ambiente de cultive y balance hormonal,
expresindose fenctipicamente en plantas con hojas anormales,
senescencia prematura, aumento de la brotacién y alteraciones
de la filotaxia, entre otras (5,6,7,15,23,50). Con base en
todo 1o anterior, en ésta investigacidén se prefirié utilizar

el modelo 2.

2.2. Factores que Influyen en el Cultivo in vitro.

En los estudios realizados sobre la organogénesis, se ha
establecido que el éxito depende de tres factores
fundamentales gque son: la composicién quimica y las
caracteristicas fisicas del medio de cultivo, control del

ambiente de cultivo y la eleccién del explante (5,27,37,50).

2.2.1. Composicién Quimica del Medio de cCultivo.

La composicidén del medio de cultivo es un Ffactor
determinante para la organogénesis. Los compuestos esenciales
son clasificados en <cince grupos: sales minerales,
vitaminas, azdcares, reguladores de crecimientoe y otros

compuestos orgéinicos (1,12,18,37,48,).
2.2.1.1. Sales Minerales.
Las sales utilizadas para suplementar los reguerimientos

de macronutrientes y micronutrientes deben ser de una gran

pureza o "grado reactivo". Esta mezcla de sales minerales es



considerada como medic bédsico, ya que su composicién siempre

va a permanecer constante.

Después de Haberlandt; se encontraron varios medios,
algunos para usos especificos y otres para diferentes
propésitos. Estos medics son llamadeos generalmente con el

nombre del (leos) investigador (es) gue lc desarrollé.

Murashige y Skoog (39}, fueron capaces de identificar
los factores de crecimiento y fuentes de sales minerales
determinande el medico m&s adecuado para cbtener corganogénesis
en tejidos de tabaco cultivados in vitro. obtuvieron eallo
utilizando cortes de médula de talle aproxXimadamente de 2 mm;
cultivados en el medio, determinarocn el tipc y las cantidades
de sales minerales y compuestos orgénicos ajustadas y
adaptadas a los requerimientos mfis generales de la mayoria de
las especies (cuadro 1). En ocasiones es necesario hacer
modificacicnes en alguno de los constituyentes para

satisfacer requerimientos especificos.

2.2.1.2. Vitaminas.

Las wvitaminas tienen un papel importante dentro del
sistema enzimitico actuando como coenzimas en los diferentes
procesos fisiol6gicos de la planta. Sélamente la tiamina es
considerada como esencial, mientras que otras como el A&cido
nicotinico y piridoxina son agregadas para estimular procesos
especificos; sin embargo se incluyen a manera de prevencién.
El dcido citrico y ascédrbiceo son utilizados cOomo
antioxidantes para ewvitar el cbscurecimiento de los tejidos,
agregéindose directamente al @medio de cultivo o en
tratamientos al explante (1,11,12,18,24,37). En el cuadro 2,
se enlistan las wvitaminas més utilizadas asi como las

cantidades recomendadas.



2.2.1.3. Carbohidratos.

En el cultivo in vitro el c0z es suplidc en todo el
ciclo de desarrollc por una fuente de carbono orgé&nica o
carbohidratos. Todos los medios de cultivo requieren la
preeencia de azlcar en mayor o menor cantidad, por el hecho
de qgue los explantes cultivades in vitro, son inducidoas a
desarrcllarse heterctréficamente al introducirlos en un
microcambiente donde s8e interrumpe significativamente el
intercambio y disponibilidad del <¢02; necesario para el
procesco normal de la fotosinteesis, disminuyendce ésta hasta

casi desaparecer (6,51).

Cuadro 1. Mezcla de Bales minerales de Murashige—-Skoog (MS),
utilizada para la preparacitn del medio bésico.

CCMPUESTO CONCENTRACTION
(mg /1)
Nitrato de amonio (NH4NO3) 1650.0
Nitrato de potasio (KNO3) 1900.0
sulfatc de magnesio (MgS04.7H20) 370.0
sulfato de manganeso (MnSO4.H20) 16.9
Sulfato de zinc (ZnSO4.7H20) B.6
sulfato cliprico (CuS04.5H20) 0.025
Cloruro de calcio (Ccaclz.2Hz20) [Anhidro] 440.0 [330]
Yedure de potasio (KI) 0.83
Cloruro de cobalto (CocClz.6HZ0) 0.025
Feosfato de potasio (KHzPO4) 170.0
Acido bérico (H3BO3) 6.2
Molibdatc de sodio (NazMoO4.2Hz0) 0.25
Sulfato ferroso (FeS04.7H20) 27.8
Acido etilendiaminotetracético (NazEDTA) 37.3

FUENTE: MURASHIGE-SKOOG (39).



Los carbohidratos aparentemente tienen un  papel
biofigico y Dbioquimico en 1la formaci6én de Pbrotes,
encontréndose gque existe una acumulacién de almidén antes de
la formacidén de brote= (5,37). La sacarosa e8 la gue se ha
utilizado con mayor frecuencia debido a que se han obtenido
los mejores resultados sobre otros azdcares como la glucosa,
fructuosa, maltosa, ets. La concentracidén de sacarosa en el

medio de cultivo wvaria de 20,000 a 45,000 mg/L.

Cuadro 2. Vitaminae utilizadas en la preparacién de medios de

cultivo.
VITAMINA CONCENTRACION
(mg/L)

Piamina.HCL 0.1 - 2.0
Piridoxina.HCl 0.1 - 1.9
Acido nicotfinico 0.5 - 1.0
Riboflavina 0.01 - 0.2
Biotina 0.0002 - 0.1
Acido félico 0.0002 — 1.0

FUENTE: A.M. DIMOCK (11); HUANG Y MURASHIGE (24).

2.2.1.4. Reguladores de Crecimiento.

Ccuando los explantes (¢élulas, tejidos u &érganos) son
aiglados de la planta madre para cultivarlos 1in vitro, es
necesario suministrar todos los compueetos que se encuentran
en cantidades limitadas. Entre estos 8e encuentran las
bormonas o reguladores de c¢recimiento, log cuales =se
clasifican en tres tipoa: auxinas; citocininas y giberelinas,
donde los dos primercs tienen especial importancia en el
cultivo de tejidos vegetales (16,37). En el cuadro 3 se
enlistan los reguladores de crecimientec, la dosis y su efecto

general en la organogénesis.



cuadre 3. Reguladores de

crecimiento més

utilizades en el

cultivo de tejidos vegetales, dosis ¥y su efecto
genaral en la organogénesis.

REGULADORES DE CONCENTRACION EFECTO
CRECIMIENTOQ (mg/L)
AUXINAS 0.1-10.0

Ac. Indol-3-acético (AIA)
Ac.w{~-Naftalenacético (ANA)

Ac. Indol-3-butirice (AIB)

Ac, 2,4-Diclorofenoxiacético
(2,4-D)

Ac. 2,4,5-Triclorofenoxiacético
(2,4,5-T)

Ac.Paraclorofenoxiacético (PCA)
CITOCININAS

NG—Furfurilaminopurina {Cinetina)
NB—Bencilaminopurina (BA o BAP)
R°-2-hidroxi-3-metilbutil-2-enil-
aminopurina (Zeatina)

NE-?' [F-dimetilalilaminopurina

(2iF)
GIBERELINAS

Ac. Giberelico 3 (GA3)
Ac. Giberelico 4 (GA4)
Ac. Giberelico 7 (GA7)

Ac. Giberelico 10 (GA10)

0.03-30.0

0.1-10.0

Promueven la
elongacidén
celular, fa-
vorecen la
formacién de

callo.

estimulan la
divisidén ce-—
lular, indu-
cen la bro -
tacién axi -

lar.

promueven la
expansidn de

células.

FUENTE: BURGESS {6); A.W. DIMOCK (11}.



skoog Yy Tsul (47) propusieron gque la formacién de
érganos y el subsecuente desarrecllc son dependientes de los
cambios cuantitativos en las concentraciones e interacciones
de los nutrientes y otros factores que son esenciales para el

crecimiento de las cé&lulas.

skcog y Miller; citados por Brown Yy Thorpe (5),
concluyercon gue las interacciones cuantitativas entre los
reguladeres de crecimiento; especialmente auxinas Yy
citocininas, proporcionan un mecanismo para la regulacién de
tedos los tipos de corecimiento, incluyendo la formacién de
érganos. Es decir, una alta concentracién de citocinina
suprime la formacitn de rafices e incrementa la preduccidn de
brotes en callos de tabaco; y por el contrarie, wuna alta
concentracién de auxina favorece la formacién de raiz e

inhibe el desarrollc de brotes.

A partir de lo anterior, se han realizado estudios en
algunas leguminosas (friiol, soya, chicharo, haba, alfalfa,
etc.) para evaluar las reaspuestas en determinados medios de
cultivo ¥ que a su vez ayuden a encontrar los regquerimientos
nutricionales de otras legquminosas consideradas como

*recalcitrantes™ a éste proceso.

Rartha et al. (30) utilizando meristemos apicales de
frijol, obtuvieron regeneracién en un medic libre de hormonas
o sélamente con &cido naftalenacético (ANA). L.a regeneracidn
multiple de yemas (15-30 yemas/meristemo) fue inducida con 10
}J{ (2.25 mg/L) de benciladenina (BA); ¥y posteriormente los
brotes elongades produjercon raices en un medic consistente de
Murashige-skoog (MS) 50% + 1.0 M (0.225 mg/L) de &cido

indolacético (AIA).

Por su parte, Zieg (59) reportd que los cortes apicales
de plantulas de soya, se desarrollaron mejor en términos de

regeneracién vegetativa cuande el 2,4-D y Cinetina estaban
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presentes en el medio nutritivo. Las altas concentraciones de
Cinetina estimularon el deparrollo de brotes, mientras que
altas concentraciones de 2,4-D favorecieron el desarrcllo de

calloc.

Martinse y sondahl (34} ensayaron 33 genctipos de frijol
para cobtener regeneracién In vitro. Ellos utilizaron
meristemos apicales de 1.0~2.0 de longitud con 3 o 4
primordics foliares cultivados en el medio B5 de Gamborg et
al. suplementado con o's,fn (0.112 mg/L) de BA. Durante la
primera etapa del cultivo, se obtuvo la formaci6én de callo,
rafces profusas y/o desarrollo de yemas, posteriormente en el
segundo cultive ge produjercn de 5.0-5.2 vyemas/meristemo
cuando se mantuvieron en el cuarto de crecimientoc y de 8.7 a

15.6 en el invernadero.

Rubluc y Kartha (41) encontraron diferencias genotipicas
en términos de regeneracién (yemas/meristemo) entre Phaseolus
vulgaris, P. coccineus y P. lunatus, cultivados en medios
suplementados con BA, <Cinetina, 32Zeatina, y 2iP o©o en
combinacién con ARNA, AIA y &cido indolbutirico (AIB). Los
meristemos de 2P. vulgaris mostraron una mejor respuasta en
términos de regeneracién de brotes (65%) cuando fueron
cultivados en medios suplementados con 10'0'PM (2.25 mg/L) de

- 0
BA mds AIA o AIB a temperatura constante de 26 cC.

Saam, Hosfield vy sSaunders (42) utilizando brotes
apicales de frijol de 1.0-1.5 cm de longitud y cultivadecs en
el medio basico MS, encontraron gue la combinacién de BA (3.0
mg/LY + ANAR (0.1 mg/L) fue la mis efectiva para la
mualtiplicacién de brotes. Con altas concentracicnes de BA o©
Ccinetina (arriba de 10.0 mg/L) la produccién de brotes y la
elongacicén de entrenudces disminuyé marcadamente
desarrcllandose cultivos en forma de zroseta con Yyemas
miltiples. Adem&s, se desarrcllé calle basal en algunos de

los tratamientos. Los brotes fueron enraizados en el medio MS

11.



Y las pl&ntulas obtenidas se llevaron hasta la madurez en el

invernadero produciendo flores fértiles, vainas y semillas.
2.2.1.5. otros Compuestos Orgénicos.

Son muchos los compuestos orginicos gue pueden agregarse
al medio para aumentar el éxito de la organogéneeis; cuando
los resultados obtenidos no sean satisfactorios © cuando se
desea un estimulo adicional. Entre estes compuestos se
encuentran los aminodcidos o© sus respectivas amidas como
fuente de nitr6genc orgdnico. Es muy comin que se le agrege
al medio glicina o© sulfato de adenina para mejorar las
respuestas en la diferenciacién de brotes en algunas
especies. Se ha comprobado tambi&n gque otroa aminoécidos
tienen influencia en la formacién de Organcs. Tonin et al.
(52), utilizande explantes de hoja de frijol de 4 mm2 ¥
cultivadas en un medio patrén Ms + Cinetina 1.0 mg/L + RAIA
5.0 mg/L ensayaron 13 amincofcidos y la interaccién en grupos
de tres. El medioc patrén + arginina 60 mg/L + 4cido aspartico
50 mg/L + cisteina 10 mg/L, promovié la morfogénesis <Gptima
de ralices. Encontraron también gue el desarrolle de callo
ocurrié en el medio patrén con 4&cideo glutémico 0.5 mng/L,

glicina 25 mg/L e histidina 10 mg/L.

Otros compuestos y suplementos orgénicos son utilizados
para enriquecer el medio; pero gue por su gran variacién de
ingredientes o indefinida composicién, no s8e tiene con
certeza cual es su influencia sobre la organogénesis. El mée
utilizado de estos compuestos es el agua de coco, gue
probablemente contiene substancias (aminodcidos naturales}
gue actdan sinergéticamente para mejorar el estimulo
organcgénico. Lopez Peralta (33) utilizé meristemos apicales
Y sSeccicnes de hoja de frijol (Phaseclus vulgaris L.) Y
jitomate (Lycepersicon esculentum L.) cultivados en medios
nutritivos suplementados <¢on aguamiel o©o agua de coco.

Encontré qgue tGnicamente en el teljido de hoja de frijol =se

12.



indujo le produccién de tejido radicular en el medio TMS con
aguamiel. Sin embargo, el desarrolls de los cultivos fue més
abundante en los medios patrén en comparaci6ém con los

gsuplementados con aguamiel y agua de coco.

otro compuesto muy utilizado es el mioc-inositol; aungue
no es esencial, se agrega al medio de cultive a una
concentracién de 100 mg/L. En el cuadro ¢ se sefialan algunos
compuestos orgdnicos utilizados en cultive de tejidos

vegetales.

Cuadro 4. Compuestos organices y preparaciones de composicidén
indefinida utilizadas en el cultivo de tejidos
vegetales.

COMPUESTO CONCENTRACION
mg/L ml/L

Agua de coco (endospermo liquido) 100—-150
Aguamiel 100-150
Caseina hidrolizada ‘ 50-5000

Lactoalblimina 50-5000

Peptona 50-5000

Triptona 50—-5000

Extracto de levadura 50—-5000

Extractoc de maltosa 50-5000

Jugo de naranija 30-300
Juge de tomate o V8 30-300
Pulpa de banana 1500

Pulpa de papaya | 1500

FUENTE: A.W DIMOCK (11); HUANG Y MURASHIGE (24).

2.2.2. Caracteristicas Fisicas del Medio de Cultivo.

13.



2.2.2.1. Formulaciones Liguidas y s6lidas.

La eleccidn entre un medio liquido o sé6lido al igqual que
otras caracteristicas del medic de cultivo se puede hacer
arbitrariamente. Sin embargo, la eleccién dependerd muchas
veces del tipo de explante y del estfmulo de la organogénesis
(12,37).

Las formulaciones liquidas pueden regquerir agitacién,
esteo cuando se refiere a cé&lulas y callo en cultivos en
suspensién, los que al ser sometidos a una agitacién lenta
(40-60 rpm) puede tenergse una mayor aireacién y superficie de
contacto con el medio nutritivo; incluso, por medio de ésta
técnica, es posible cbtener los metabolitos secundarios
producidos por plantas de interé&s farmacéutico e industrial y
también realizar bicensayos c¢on substancias inductoras de
estres, resistencia a las toxinas de honges fitopatégenos,

etc. (7,11,23,37).

Las formulaciones liguidas pueden sexr también
estacionarias, utiliz&ndose por lo general, plataformas y
puentes de papel filtro o fibra de vidrio para evitar que los

explantes se sumerjan totalmente en el medio (11,37).

En las formulaciones sélidas, el agente sclidificante
mids utilizado es el agar. La concentracién del agar va a
variar de acuerdo a su calidad, por lo gue se debe procurar
utilizarlo lo mé&s purificado posible debido a gue no todos
son fisiclégicamente inertes, sino gque hay algunos dJque
contienen substancias contaminantes orgéinicas e inorgénicas
que pueden afectar o inhibir el desarrollo. Asi, tenemos Jque
existen en el mercado tres calidades de agar utilizadog para
cultivo de tejidos. Bl tipo I (Gelr:i.teMR o agar purificado),
se ntiliza a una concentracién de 0.2% y los tipos IT y III

{Bactoagar y agar noble) de 0.8-1.0% (11,12,24,39).

14.



2.2.2.2. Influencia del pH.

ELl pH influye en la permeabilidad de la membrana
celular; por lo tanto, su ajuste tiene come objetivo mantener
un alto indice de amimilacién de nutrientes contenidos en el
medio de cultive (11,53). El ajuste del pH del medioc es
concomitante con las caracteristicas figicas del mismo; por
regla general, para las formulaciones lfiquidas el pH debe
ajustarse de 4.8-5.5 y para las aélidas de 5.5-6.4
{11,24,37). Sin embargo, el valor de pH y la forma de
ajustarse puede afectar las propiedades fisicas y nutritivas
del medio, ya que a pH's bajos la solidificacién del agar

puede ser un problema y a pBR's altos puede ocurrir

precipitacién de alqunos nutrientes. El1 ajuste del pH del

medio al momento de su preparacién se hace utilizando
soluciones diluidas de HCl y NaCH 1.0 N para bajarlo o

subirlo, respectivamente (11,12,24),

2.2.2.3. Cantidad de Medio, Voltimen de loms Recipientes y

Esterilizacion.

Para obtener una méxima frecuencia de sobrevivencia y
desarrelle de 1los cultivos, debe considerarse el balance
entre la masa y/o ndmero de explantes, la cantidad de medio y
el wvolimen del recipiente. BAsi, la cantidad de medio de
cultivo adicionade a los recipientes tiene gue ser
directamente proporcional con el tamafio y nmero de
explantes. Por lo general, se agregan de 25-35 ml de medio
por cada recipiente (11,12,39). La forma y voldmen del
recipiente es importante ya que ae han encontrade diferentes
respuestas morfogénicas correlacionadas con la ausencia de
gradientes por acumulacién de €02z y etilenc cuando sBe
utilizan cajas petri (53). Por regla general, el recipiente
debe ser 1lo suficientemente grande de acuerdo al tipo de
crecimiento de la especie y del tiempo que va a permanecer

desarrollindose el explante in vitro.
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Después de preparados loa medics de cultivo, el
siquiente paso es la esterilizacidn de los mismos. El método
mis empleado para dicho fin es por medic del calor himedo, a
través de una autoclave a una presién de 1.0 kg/cmz (15.0
lb/pulgzj equivalente a una temperatura de 121 OC, por un

periodo de tiempo de 15-20 minutos (12).
2.2.3. Control del Ambiente de Cultivo.

El crecimiento o desarrollec de lea cultivos in vitro
depende también del tipo de ambiente de cultivo a gue estéan
sujetes. La intensidad, tipo vy duracién de la 1luz,
temperatura y la proporcién 0z/coz/etileno, juegan un papel

importante en la morfogénesis (5,50).
2.2.3.1. Efecto de la Luz.

En teorla, las <¢élulas, tejidos y organos cultivades in
vitro: no realizan la fotosintesis a una intensidad normal
per la interrupcién del intercambic de <¢02; sin embargo,
disponen de una fuente de energia gue es el azGcar presente
en el medio. La tasa fotosintética va a depender del tipo ¥y
tamafio del explante utilizado. Analizando los ceasos extremos:
un brote apical relativamente grande, es mis fotosinté&tico
gque un cultivo de callo y; dentro del mismo callo, uno
pigmentado sers més fotosintético que el que no lo estd. De
lo anterior se puede concluir gue aungque la luz no sea
indispensable para la fotosintesis; en &ste caso egi es
necesaria para estimular ciertos procesos morfogénicos y
también para la formacidén de clorocfila. La activaciédn de los
pigmentos fotosintéticos; clorofila A y clorofila B, ocurre a
una absorbancia que va de la regifn azul al rojo del
espectro, encontridndose gue entre dichas regiones Be aumenta

la morfogénesis (26,27,50).
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Thorpe y Murashige (37) citados por éste dltimo,
consideran que la luz es un factor determinante para l=a
acumulacién de almidén. Observaron gue una acumulacién
importante de almidén precede & la formacién de brotes en
cultivos de calloc de tabacec; la acumulacién ocurre tanto en
la luz come en la obscuridad, pero es mayor en la luz. Thorpe
vy Meier citados por Hughes (26) sigirieron que el almidén
puede ser la fuente de energia en el proceso de formacién de

brotes.

Para cubrir los requerimientos de 1luz, se utilizan
lamparas de 1luz blanca fluoreacente con intensidades que
wvarian de 1000-5000 lux (1,27,37). Murashige (37) conasidera
que las plantas con reguerimientos de fotoperiodo normal,
pueden manifestar éstas necesidades in vitro, siendo
necesario un perfodo de obscuridad para la diferenciacidémn de
6érganos. Se ha hecho costumbre mantener los cultivos con un
fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs obscuridad para la induccién
de brotes y rafces adventicias; sin embarge, se tienen gue
considerar las variaciones de intensidad, fotopericde ¥y
temperatura para cubrir los reguerimientos especificos de
especies con perfodos de quiescencia y deormancia (ej. &rbeles

caducifolics, cultiveos bianuales, ete.).
2.2.3.2. Efecto de la Temperatura.

La temperatura cantrola los procesos de crecimiento y
desarrolle celular; influye en las necesidades nutricicnales
del material vegetal tanto in vive como Iin vitro, manteniendo
las actividades metabdlicas a un nivel normsl. E1 intervalo
de temperatura en el cual las plantas se desarrollan
normalmente, varia con la especie y genotipo. Sin embargo,
para el cultivo in wvitro, la temperatura en el cuarto de
crecimiento se mantiene a 25 I oc; no obstante, se tiene
gue tomar en cuenta los requerimientos estacionales de

algqunas especies, donde puede suceder que 1la temperatura
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anterior no sea la &ptima para la morfogénesis, por lo cual
deberdan buscarse las variaciones de temperatura diurnas,
nocturnas y pre-tratamientos con bajas temperaturas (8-15 oC)
a las plantas madre antes de extraer y cultivar los explantes

(26,27,37).
2.2.3.3. Prceporcidn oz/cozj/etileno.

En estudios realizados al respecto, se ha observade que
el control de la morfogénesis es afectado por los diferentes
gradientes en la atmésfera que rodea al explante (53). Las
cantidades de estos elementos varfan considerablemente con el
estadio de desarrollo, los reguladores de crecimiento y de la
especie estudiada. Dalton y Street citados por Hughes (26),
examinaron el efecto de diferentes selladores sobre 1la
acumulacién de oxigeno, diéxido de carbono y etilenc en
cultivos de espinaca. Determinaron gque al sellar los
recipientes con una pelicula de polietileno se promueve una
gran resistencia a la difusién de estos gases en comparacién
con los sellados con papel o aluminio. Observaron también una
reduceién en el crecimiento en loa matraces sellados con
polietileno; debido aparentemente, a la acumulacién de
diéxido de carbono y etilenc. Posteriormente cbservaron gque
el diSxido de carbono reduce el crecimienteo pereo aumenta la
pigmentacién verde de loe tejidos en ansencia del etileno,
encontrandose que é&ste Gltimo; ademds de retardar el

crecimiento, promuewve la oxidacién de los tejidos.
2.2.4. Eleccitn del Explante.

El término explante es utilizado para describir la pieza
inicial introducida in vitro (43,50). Pr&cticamente;
cualgquier parte de la planta puede utilizarse comoc explante y
ser cultivada para regenerar plantulas; sin embargo, la
eleccitén va a depender de la especie que serid propagada, de

los objetivos gue se persiguen y del medelo de regeneracién a

18.



utilizar (5,27,31,50).

Murashige (37) identificé los factores gque deben ser
considerados para la eleccién del explante, siendo estos: 1)
el d8rganc gque va a servir como fuente de tejido, 2) el
estadio fisioldgico u ontogénico del 6rgano, 3) la &poca en
la cual el explante es obtenido, 4) el tamafio del explante y
5) todas las caracteristicas de la planta de la cual los
explantes serén obtenidos. George y Sherrington citados por
Brown Yy Thorpe (5) afiadiercn c¢uatro factores més, el
genotipo, orientacién del explante, pre-tratamientos e

inoculacidén.

En la propagacién clenal a través del cultive de
tejidos; la estabilidad genética puede lograrse por medio de
la multiplicacién de brotes, yemas, meristemos apicales y
axilares originades directamente del explante cultivado,
evitando el desarrollo de calle (7,15,27,31,50). Por otro
lade, entre mis pequefic sea el explante, es mis dependiente
del medio de cultivo y de los factores ambientales para poder
scbrevivir; sin embargo, la eliminacién de microorganismos y
la probabilidad de obtener plantas regeneradas libres de
enfermedades es inversamente proporcional a su tamafio

(15,23,37).
2.2.5. Desinfestacién del Explante,

Después de la eleccidén del explante, el proceso de
desinfestacion es el paso siguiente para eliminar

microorganismos contaminantes externos e internos (23,31,50).

El desinfestante mas wutilizado para la desinfestacidn
superficial es el hipoclorito de sodio (Naocl), encontréndose
comunmente a una concentracién de 5-6% en leos blangqueadores
comerciales (cloralexﬁﬂ, cloroxﬂ“)- Los explantes son

remojados en una solucién al 10-15% v/v de blanqueador
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(0.5-0.75% de NaocCcl) durante un tiempo de 5-15 minutos. La
concentracién y duracisén del remojo puede reducirge o
incrementarse de acuerdo a las necesidades, teniendo presente
que a2 altas concentraciones puede ocurrir el deteriorc de los
tejidos y la muerte celular. Para aumentar la humectabilidad;
a la solucién desinfestante se le agrega Tween 20
(peclioxietileno sorbitan monolaurato) al 0.01-0.1%,
laurisulfato de sodio al 0.01%, shampoo para bebé 20 gotas/L
o cualquier otro agente humectante. La eficacia de la mezcla
desinfestante aumenta sometidéndola a agitacién y en ocasiones
serd necesario lavar previamente los explantes con jabén y
sumergirlcs en etanol 70-75% durante un tiempo de 5-30
segundos antes de remojarlos en la sclucidn de hipoclorito.
Para quitar el exceso del desinfestante, es necesario
enjuagar los explantes de 3-5 veces con agua destilada

estéril antes de ser cultivados in vitro (23,27,50).

Los contaminantes internos son dificiles de eliminar; a
pesar de las técnicas de desinfestacidn, algunos
microorganismoa como bacterias e incluse hongos pueden
coexiatir con los cultivos y pasan desapercibidos durante
algunos subcultivos; permaneciendo latentes antes de
preoliferar, pero que afectan significativamente los indices
de multiplicacidn y otras respuestas corganogénicas. Este tipo
de contaminacién se d&i especialmente cuando las plantas o
genotipos selecciconados para cultivarlos in vitro,
pPresentaron problemas de enfermedades gistémicas o
infestaciones severas cuando se desarrcllaron en el campo.
Cuando es asfi, s8e deben utilizar otras técnicas de
desinfestacién o agragar antibiéticeas y fungicidas para

lograr una asepsia adecuada del explante.

2.3. Aplicaciones de la Propagacidén in wvitro.

Las técnicas utilizadas en la propagacién in wvitreo han

tomadc granm interés e importancia en los Gltimos afos;
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pasando de los estudios boténicos y £fisioldgicos a una
aplicacién préctica, participando de una manera directa o

indirecta en algunas actividades comerciales.

Las investigaciones realizadas en &ste campo, aparte de
la propagacién comercial de cornamentales, se han centrado en
las Familias de las gramineas y leguminosas, por ser en donde
se encuentran los cultives alimenticios més importantes.
Estas investigaciones se han realizado como alternativa para
solucicnar el problema de la escacés de alimentos; buscando
resistencia © tolerancia de éstas especies a las alteraciones
del espectro infective de los patdégenes, entre otroe factores

que afectan su rendimiento (5,44}).

La aplicacién potencial de la propagacién in vitro a
corto, mediano y largo plazo, puede ger aplicable en las

siguientes &Areas:
2.3.1. R&pida Propagacién Clonal.

Hasta la fecha, el éxito logrado en la multiplicacién
cleonal ha sido en especies propagadas por métodos asexuales.
Con excepcién de algunos cultivos de importancia agrondmica
(cafia de azGcar, papa, espérrago, fresa, etc.) no se ha
aplicado a los demés cultivos debido; principalmente, a que
la mayoria son propagados por semilla. Por el momenteo, la
propagacién masiva in wvitro no tiene aplicacidn para esteos
cultivos; sin embargo, puede auxiliarse de é&sta té&cnica para
obtener wvariabilidad y  utilizarla posteriormente para
producir variedades sobresalientes de alto rendimiento

(7,44).

Al encontrar los reguerimientos especificos de cada
especie, los métodos iIn vitro presentan numerosas ventajas
sobre los métodos tradicionales de propagacién asexual. Por

medioc de la propagacién in vitro, se pueden cobtener 1) altocs
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indices de multiplicacién (No. de plantas/explante/afio)
ntilizdndose menoe cantidad de material wvegetativo, 2) una
aceptable estabilidad genética de los materiales propagados,
reduciendo el espacio individual para mantener un lote de
plantas madre y 3) una mejor sanidad de las plantaas al
trabajar en c¢ondicicones asépticas combinando esto, con

algunos métcodos de eliminacién de patSgenos (23).

En la actualidad, ya »8e tiene estandarizada la
metodolegia para propagar algunas especies (principalmente
ornamentales) por medic del cultive de tejidos. Existen
laboratorios o© “Biofsbricas” gque las producen a escala
industrial, distribuyéndclas en el mercado en recipientes; ya
sea de pléstico o de vidrio, gue contienen la planta completa
todavia en el medio de cultivo y lista para ser transplantada

al suelo.

2.3.2. Eliminacién de Enfermedades.

El uso de partes pequeiias de plantas y el emplec de
procedimienteos asépticos aumentan la probabilidad de obtener
material libre de hongos y bacterias; sin embargo, las
enfermedades virosas son las més diffciles de eliminar por
métodos convencionales. c¢Cuande una planta infectada es
propagada vegetativamente; la transmisidn del virus se lleva
a2 cabo de generacién en generacién; donde la poblacién entera
de una determinada variedad clonal puede infectarse en unos
cuantos afios, especialmente con la presencia de virus
latentes, cuyos sintomas son dificiles de detectar. La
aplicacidén prédctica de &ste método es cuandc los agricultores
que atilizan gsemilla certificada de papa, dudan de su sanidad
con respecto a la presencia de éste tipo de virus. Al
estudiar las interacciones hospedero-patégeno in vitro, se ha
encontradoc gue con la técnica del cultivo de meristemos

apicales; y en algunas ocasicnes en combinacifén con

tratamientos de termoterapia <y guimioterapia, pueden
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cbtenerse plantas 1libres de virus con resultados méas
confiables comparados con los que se pudieran obtener si se

utilizaran cada uno de estos métodos por separado.

El meristemo o domo apical, es agquel tejido localizado
en la regién subdistal meristemitica con unos pocos
primerdics foliares (23) o bien, todo tejido localizado en la
regién distal del brote apical junto con el primordic foliar
mids Jéven (36). La diferencia entre é&stas definiciones
egtriba en 1la importancia de los primordios foliares; el
primero considera que la capacidad de desarrello del domo
apical depende del ndmero de primordios foliares subyacentes
{generalmente dos) junto con les tejidos del tallo, debido a
que son fuente de hormonas erdégenas. El segupndo sefiala la
importancia de aislar sdlamente el domo apical para reducir

la probabilidad de infeccién por wvirus.

2.3.3. £l Mejoramiente Genético de los cultivos.

El cultivo de tejidos vegetales en combinacién con la
Ingenieria Genética, han brindado un gran apoyo al
mejocramiento de plantas, dando asistencia directa o indirecta
a los agricultores a través de la produccién de variedades

con caracteristicas exigidas por el mercado.

Para poder ofrecer a los agricultores una nueva variedad
mejorada, se pueden seguir diferentes caminos y; en muachos

casos, la combinacién de varios de ellos.

2.3.3.1. Seleccitn Directa in vitrec.

Se tiene la peosibilidad de hacer seleccidén directa de
nuevos fenotipos de desarrcllo uniforme, cicle de vida corto,
etc. bajo condicicnes definidas de crecimiento. Millones de
células; cada una representando una planta potencial, pueden

cultivarse en recipientes incorporéndole compuestos téxicos
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inhibidores del crecimiento al medio de cultivo. Las células
que logren desarrollarse tendr&n cierto grado de resistencia
y de é&éstas c¢é&lulas aisladas, pueden raegenerarse plantas

completas (7).

La resistencia a enfermedades fue la primera
caracteristica agrondmica de interés que se estudié en é&ste
campo; para lo cual la finalidad de la seleccién a nivel
celular es lograr la heredabilidad y expresicén de é&sta
caracteristica en las plantas de las siguientes generaciones,
vya bajo condiciones normales de campo y de manejo. Al
seleccionar la resistencia a enfermedadesa, las cé&lulas son
colocadas en un medio que contiene la concentracién letal de

la toxina gque produce el patsgeno (7,15).

Otras caracteristicas agronfmicas de importancia dgue
pueden estar sujetas a seleccién por &sta técnica son: la
tolerancia a metales pesados, sales, sequlia, herbicidas, pH's
extremos, que son muy accesibles para investigarlos in vitzro.
El problema de la seleccidén in vitro es la capacidad para
detectar é&stas caracteristicas a un nivel satisfactorio y que

sean heredadas a la progenie (7,15,386,48).
2.3.3.2. Hibridacién y cultivo de Protoplastos.

L.a generacién de haploides y heterocigotos a través del
cultivo de tejidos dentro de los programas de mejoramiento,
facilitard la hibridacién interespecifica; principalmente en
agquellas especies de autopolinizacidn, carentes de
androesterilidad citopldsmica Y genetico—citopldamica
(7,15,22,23,38). La produccién de haploides y heterocigotes
puede hacerse a través de la seleccién de mutantes o cambios
genéticos para androesterilidad y por medio del cultivo de
embriones, 6vulos, ovarios, anteras Y granos de polen;
‘tomé&ndose dos caminos: la generacitdn de plantas haploides in

vitro para luego realizar cruzamientos en condiciones de
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campo o realizar la fertilizacién in vitro (7,8,14,15,38,44).

Por otro lado; la Ingenieria Genética aplicada a 1la
agricultura, puede ser utilizada como medio de manipulacién
genética o fisioclé&gica, generalmente a nivel celular o
subcelular para apoyar los programas de mejoramiento. Las
herramientas y procedimientos generales de la Ingenierfia
Gensética son: el aislamiento de genes portadores de las
caracteristicas de interés, la clonacién de las cé&lulas en
donde se wva a insertar la informacién y el transmisor
(Agrobacterium tumefaciens) gue transmite é&sta informacidn
(22,51). sin embargo; al utilizar microorganismos como

transmisoree, se presentan algunos problemas; ya que con ésta

técnica, sélo se obtiene éxito con plantas dicotiledoneas y

no con monocotiledoneas. Por lo tanto;, Be tiene la necesidad
de buscar otras alternativas para superar é&ste prceblema,
llegando a la conclusidén de gue los métodos fisicos como son:
el uso de micropipeta, laser, electroporacién y pistola de
genes, son muy confiables puestec que se han obtenido muy

buenos resultados.

De la misma manera, el mejoramiento de plantas a través
del aislamiente, fusién y regeneracién de protoplastos,
aumenta la posibilidad de la hibridaci6n scmética en especies
incompatibles. La fusidn de protoplastos ocfrece un mecanismo
de cruzas interespecificas e intergenéricas para producir
especies transgénicas; transfiriendo resistencia a plagas y
enfermedades, androesterilidad, caracteristicas morfoldgicas

para adaptacion, etec. (8,15,22,24,27,38).

Hasta ahora; se han logrado pocos avances al respecto,
especialmente en lcs cultivos alimenticios por la dificultad
de aislar y regenerar plantas a través de protoplastos,
también por la incapacidad para seleccionar hibridos
sométicos de tipos parentales. sin embarge, la contribucidn

mis importante de la Ingenieria Genética es haber aclarado
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todavia més la funcién de los genes de las plantas
superiocres, evaluando su participacién en las caracteristicas
genotipicas y fenotfpicas, asf comoc también las consecuencias
o resultades al insertar determinados genes en un gencmio de

una planta (9,12).
2.3.4. Preservacisdn de Germoplasma.

El método mis comiin de conservacién y preservacién de
germoplasma es8 por medic de semilla debido a sus midltiples
ventajas; entre ellas, su bajo contenido de humedad y baja
actividad metabélica, caracteristicas que le permiten
sobrevivir a bajas temperaturas por largos periodos. Asi
mismo; se pueden preservar in vitro las miemas especies sin
afectar su capacidad para volver a regenerarse en una planta

coecmpleta (23).

El cbjetivo de la preservacién de germoplasma in vitro
es mantener los cultivos bajo condiciones de minimo
crecimiento para gque en un momento dado estén disponibles
como Fuente de wvariabilidad. Asi, por medio de bajas
temperaturas ¥ poca cantidad de medio de cultivo se logra
disminvoir el indice metabdliceo. Las plantas regeneradas ¥y
libres de enfermedades; asi como las variedades

sobresalientes, pueden preservarse a bajas temperaturas (23).

Durante los Gltimos afios se ha tomado un gran interés
el hecho de poder preservar meristemcs o yemas vegetativas a
temperaturas criogénicas (nitrégeno ligquido a -19%6 OC). A
ésta temperatura, las actividades metabélicas de las células
son totalmente suspendidas, postulandose de gque estos
meristemos podr&n preservarse indefinidamente. Se tienen
alguncs ejemplos de la c¢ricpreservacién en cultives como:

peral, manzano, fresa, papa, clavel, etc.
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2.3.5. Obtencién de Productos Quimicos.

Siempre ha existido un interés por la bfisqueda de nuevas
especies de plantas que sean de beneficio para hombre. En la
actualidad, gran cantidad de productos de origen vegetal son
empleados en diferentes campos de la Medicina, Agricultura e
Industria. Estog productos quimicos naturales (metaboliteos
secundariocs) incluyen alcaloides, aceites esenciales,
pigmentos, etc., muchos de 1los cuales s8e obtienen de
extractos vegetales. La acumulacién de estos metabolitos
secundarios es un preoceso de diferenciacién y especializacidn
de las células, donde por medio de la industrializacién se
pueden elaborar con ellos; alimentos, farmacéuticos,

esencias, pesticidas, etc.

Desafortunadamente, la gran mayoria de las especies
potenciales y utilizadas para dicho fin, son plantas
silvestres no cultivadas gque pueden estar en peligrce de
extincién al explotarlas intensivamente. La propagacién a
través del cultivo de tejidos, atenuard la explotacién
excesiva e inmoderada de los recursos naturales, ya que sélo
serd necesario establecer y mantener un lote de plantas madre

que servird como fuente de explantes.

2.3.6. Estudios Fisiolégicos.

Para el estudio de procesos fisioldgicos en plantas
completas, no es posible aislar factores especificos que
afectan el desarrollo wvegetal; por lo tante, el aislamiento
de partes de tejido especializado y cultivades in wvitro,
pProporcicna un sistema simplificado inafectable, sin
correlacién con otras partes de 1la planta y factores
ambieptales indeseados. Esta técnica ofrece una metodologia
para estudiar el control del crecimiento, dormancia, cicles
reproductivos, balance hormonal, brotacién, fotosintesis,

requerimientos nutricionales especificos y esgenciales dque
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afectan la calidad alimenticia de los cultivos (23).
2.4. Perspectivas Futuras.

Es importante continuar con las investigaciocnes sobre la
propagacién in vitro de eepeciea fGtiles para el hombre;
principalmente para su alimentacién, encontrar sus
reguerimientos nutricionales para propagarlos clonalmente,
inducir ¢ seleccionar wvariabilidad para de ¢ésta forma
aumentar la productividad en el campo. Es necesario también;
incrementar la eficiencia de la multiplicacién iIn wvitro,
controlando les factores que afectan al aistema de
regeneracién. Algunos conceptos que se consideran importantes
para &sta finalidad son los referidoszs al fenfmeno de

~Habituacién" (19) y "cCultivos Fotosintéticos™ (22).

La habituacién se refiere a todeos los cambios gque
conllevan a la independencia de los requerimientos
nutricionales de los tejides Y Srganos cultivados,
especialmente de los reguladores de crecimiento
(12,20,46,53). sSkirvin (46), considera que la habituacién
puede detectarse por medic de diferentes procedimientos: 1)
continuacién de un largo periodo de cultivo de las plantas,
2) disminucién progresiva de las cantidades de auxinas del
medic y 3) aislamiento de calle de tumores de plantas
infectadas por wvirus o bacterias; notédndose un incremento en
el indice de crecimientoc y multiplicacién. Sin embargo; la
habituacién, ademéis de presentar diferentes grados, es
reversible; es decir, plantas derivadas de células
totipotentes habituadas producirén calle in vitro sélo con la
pPresencia de hormonas; lo gque hace suponer que preobablemente
se presentan cambios en la expresitn del gene (cambios

epigenéticos) y no de origen mutacional (7,15,46,53).

El concepto de cultivos fotogsintéticos implica cambiar

del estado heterotréfico de los cultivos in vitro al
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fotoauntotréfico gque para ser considerado como tal: en el
sentido estricto de la palabra, se deben de eliminar del
medioco 8intético todos los factores orginicos tales como
hormonas, vitaminas, aztcares, etc. durante todo el pericdo

de cultivs (22,50,53).

El disefio de sistemas de desarrollo fotocautotréfico se
basa en dos requerimientos fisicos esenciales y unoc inherente
al propio tejido cultivado. Primero; la luz se requiere de
390-720 nm en la actividad fotosintética. Segundeo, una
atmésfera conteniendo elevadas cantidades de C0z y tercero,
que las células estén propensas para el desarrollo
fotosintétice. Un hecho importante es gue la fijacidén del
carbono proveniente del €Oz es estrictamente dependiente de
la luz. Los sistemas de cultivo pueden ser modificados
enriqueciéndolos e introduciendo a los recipientes gas €Oz u
otra fuente, en combinacién con fotoperiodos donde =se
eficientice su fijacién. Es importante considerar gque en
algunos cascs; &l suministre inadecuadeo de €02 ¥ la
intervencidén de inhibidores; producto de la fotorespiracién,
influyen negativamente en el contrel de 1la morfogénesis

(22,50,53).

La importancia de la habituacidén y; principalmente de
los cultivos fotosintéticos, radica en la utilidad gue tienen
en los estudios relacionados con los procesos fisiolégicos y
la genética vegetal, asi como también en la investigacidén de
nueves herbicidas y reguladores de crecimientoc donde; en los
mediocs de cultivo COmunes, pueade haber pesibles
complicaciones por la interaccién de los guimicos enaafados ¥
los componentes del medio de cultivo. Come un gran ndmero de
procesos fisioldgicos son afectados por la fotosintesis
durante tode el desarrello; los cultives fotosintéticos
pueden tener mayores ventajas en los programas de
mejoramiento, ya que las respuestas encontradas en éste tipo

de sistemas, serian similares a las respuegtas de una planta
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completa; es8 decir, existe una alta correlacién entre las

condiciones in vitro e inm vivo.
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lli. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Materiales.

El presente trabajo de investigacidn se realizé en la
Unidad de Biotecnologia Vegetal del Laboratorio de
Fitopatologia y Micologia de 1la Facultad de cCiencias
Bioldégicas de 1la Universidad AutSnoma de Nuevo Leén,
inicjando en enerc de 1990 y finalizando en septiembre de
1991. El experimento fue financiado por el Prcoyecto S.E.P.-~
F.C.B.U.A.N.L.-F.A.U.A.N.L. denominado *“Implementacién de la
técnica de cultivo de tejidos vegetales para evaluar material

germplismico de frijol resistentes a patdgencs del suelo".

3.1.1. Material y Equipo.

Se utilizé todo el material de cristalerfia de uso
rutinario en el laboratorio, asi como de equipo especial para
el establecimiento de los cultivos in vitro. Estos materiales

se enlistan en el cuadro 1A.

3.1.2. Reactivos.

Todas las fuentes de sales minerales, vitaminas y
reguladeores de crecimiente utilizados para preparar les
medics de cultive experimentales fueron de grado reactivo,
excepto por la fuente de carbonoc donde se empleé azdcar de
mesa refinada o sacarosa. Estos reactivos se enlistan en el

cuadro 24 de la preparacidn de las eoluciones concentradas.

3.1.3. Material Biolégico.

Para la realizacién del experimento se utilizaron brotes
" apicales de plantulas de frijol (Phaseclus vulgaris L.) de
los genotipos Seleceién 4, Pinto Nortefio, ciatefio y la linea
LEF-1-RB. La semilla fue propercionada por la Unidad ge

Recursos Gensticos de la F.A.U.A.N.L.



3.1.4. Disefio Experimental.

De los resultadoe cbtenidos durante las cuatro etapas en
que se dividis el experimento, aélo se analizé
estadisticamente la Etapa I o© induccién de brotacién
utiliz&ndeose un disefio completamente al azar con arreglo
factorial, existiendo variacién en el nimerc de repeticiones

debide a la pérdida de algunas de ellas por contaminacién.

3.1.5, Mcdelo Estadistico.
Yijk = m + Vi + Mj + VMij + Eijk

Donde:
Yijk = Efecto cbtenido de la ijk-&sima observacién.
M = Media del exXperimento.
Vi = Efecto del i-ésimo genotipo.
M3i = Efecto del j—é3imo medio de cultivo.
VMij = Efecto de la ij-€sima interaccién genotipo/medic de
cultivo.

Fijk = Error experimental.

i= 1’..‘v=4
9 =1,...m = 2
k=1,...r = 10

ijk = vmr = 80 observaciocnes.
3.1.6. Descripcién de Tratamientos.

FACTOR A: Genotipos = 4 Seleccidn 4
Pinto Nortefio
Ciateific

LEF-1-RB

FACTOR B: Medios de cultivo = 2 BI2

BN3
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guedandoe los tratamientoa de la siguiente manera:

T1 = Seleccidn 4/BI2 Ts = tiatefio/BI2
Tz = Seleccidén 4/BN3 Te = Ciatefio/BK3
T3 = Pinto Nortefio/BI2 T7 = LEF-1-RB/BI12
T4 = Pintc Nortefic /BN3 Té = LEF-1-RB/BN3

Cada tratamiento con diez repeticiocnes originalmente.

Los tratamientos se distribuyeron en tubos de ensaye y
estos a su vez en gradillas, considerdndose un tubo como
repeticién. Se colocaron las gradillas/tratamiento
aleatoriamente en un sélc estante con la misma iluminacién,

fotoperiodo y temperatura.

FPara la Etapa II o multiplicacién de brotes se utilizé
el mismo arreglo de tratamientos y repeticiones; pero no se
realizé andlisis estadi{stico (las razones se daréan
posteriormente), mientras dque para las Etapas III de
enraizamiento y IV de transferencia al suelo, los resultados

fueron obvios al realizar las observaciones durante la toma
de datos.

Para la Etapa III o de enraizamientc los tratamientos se

ordenaron de la manera siguiente:

Genotipos = 4 Seleccidn 4
Pinte Norteiio
Ciatefio

LEF-1-RB

Medios de cultive = 4

v N w
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Quedands la siguiente combinacién:

T1 = Seleccién 4/A T9 = Ciatefio/A
T2 = " /B T10 = » /B
T3 = - /c T1l = " /C
T4 = " /D T12 = » /D
Ts = Pinto Nortefio/A T13 = LEF-1-RB/A
T6 = - /B T4 = " /B
T7 " /c TS = " /C
T8 = - /D TiE = . /D

Cada tratamiento con cinco repeticiones.
3.1.7. vVariables Estudiadas.

Desarrollo de calle basal:

Para la medicitn de é&sta wvariable se establecié una

escala cualitativa, valoréndose como sigues

= ninguno

= poco (mencs de 1.0 cm de di&metro)

medio (1.0 & 1.5 cm de difmetro}

o
1
2
3 abundante (1.5 a 2.5 cm de di&émetro)

Nimero de brotes por explante:

Se tomarcon en cuenta todos los brotes desarrollados a

partir del explante cultiwvado.

Longitud de los brotes:

La longitud (en mm) =se tomd desde de la base del tallo
hasta el punto de crecimiento, ignorande la formacién de

callo basal.
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Longitud de raices:

La medicién se realiz6 en la rafz principal anotando

tambié&én, algunas caracteristicas de interés.

3.2. Métodos.

3.2.1. Técnicas y Procedimiento para el Establecimiento de

los cultivos In vitro.

3.2.1.1. Preparacién de Solucicnes Concentradas.

Por lo general, 1los wviveristas utilizan para 1la
propagacién in vitro de plantas ornamentales, determinados
medios de cultivo ya estandarizades, <gque cubren 1los
requerimientos nutricionales de dichas especies. Para 1la
preparacicén de los medios, utilizan premezclas comerciales de
los componentes y s6lo es necesario disoclverlas en agua. Sin
embargo en investigacién; para preparar medios de cultivo
experimentales, es necesario suministrar algunos componentes
en cantidades muy pequefias y muy variadas, por lo gue antes
de hacer los medios de cultivo, es recomendable incluir la
preparacion de soluciones concentradas, madre o stock. Las
scluciones concentradas reducen los pasos en la preparacitn
de medios y minimizan loas errores y reacciones indeseadas o

de precipitaci6én al momento de mezclar los componentes.

Para la preparacién de soluciones concentradas, es
indispensable utilizar agua destilada o bidestilada y todos
los reactivos puros. En el cuadro 2A se muestran las

soluciones concentradas empleadas en é&ste experimento.

2.2.1.2. Preparacién de Medios de cultive.

Todos los medios se prepararcon a partir de soluciones

concentradas, utiliz&andose come medio bdsice el propuesto pox

35.



Murashige-skoog (MS bé&sico), constituido por sales minerales
{cuadro 1), adicionéndole mio-inositol 100 mg/L, tiamina 1.0
mg/L, #cido nicotinico y piridoxina 0.5 mg/L, sacarosa 30
gr/L ¥ Gelrite™ 2 gr/L para solidificar el medio. El1 pH sBe
ajusté con soluciones de NaoF o EHCl 1.0 N a 5.9 para

posteriormente esterilizarlo.,

Se prepararon dos tipes de medio; estableciendo en cada
uno el tipo y la combinacién hormonal tentativa para lograr
la induccitn de brotacidén, multiplicacién ¥y enraizamiento de
brotes. Las cantidades de los componentes y la preparacién de
los medios a partir de las soluciones concentradas se

muestran en el cuadroc 3A.

En la Etapa I y II de induccién de brotacién ¥y
multiplicacién, respectivamente, se utilizaron dosa
combinaciones de Benciladenina (BA) con Acido Indolacético
{2IA) o Acido Naftalenacético (ANA), quedando de la siguiente

manera:

Medio BI2 : MS bésico + BA 1.0 mg/L + AIA 0.05 mg/L.

Medio BN3 : MS bésico + BA 3.0 mg/L + ANA 0.1 mg/L.

Los medios para enraizamiento consistieron de M8 biasico,
substituyéndose la BA por Cinetina, variando las
concentraciones de AIA Yy ANA, y s8e incluyé el Acido
Indoclbutirico {(AIB), dando lugar a cuatrec medios, los cuales

quedaron:

Medic

MsS bédsico (sin hormonas).
Medio MS + Cinetina 0.5 mg/L + ATA 0.3 mg/L.

Medio

MS + Cinetina 0.5 mg/L + ANA 0.6 mg/L.

U o w @

Medio MS + Cinetina 0.5 mg/L + AIB 3.0 mg/L.

La cantidad de medio utilizada en las tres etapas fue de

_ MR
25 ml por recipiente, fuese tubo de ensaye o frasco Gerber .
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Los tubos y frascos ya tapados se esterilizaron en una olla
de presién a 1.0 kgfcm? a 121 ’c durante 15 minutos. En el
caso de los tubce; para tener una mayor superficie de
contacto de los explantes con el medio de cultive y antes de
que se solidificaras el agar, estos se inclinaron en gradillas

o
a 45 .
3.2.1.3. Desinfestacién y Siembra de Semilla.

La finalidad de 1la desinfestacién de la semilla es
disminuir la cantidad de microorganismos contaminantes que
pueda tener debido a su desarrollco en condiciones de campo, ¥
evitar de €sta menera, gue estos sean llevados hasta la fase

de cultivo in vitro.

Antes de realizar la desinfestacién; la mesa de trabajo
se limpi6 y desinfestd con alcohol al 70%, todo el material
de cristaleria y pinzas fue esterilizado en olla de presién.
Las semillas de los genotipos Seleccitn 4, Pinto Nortefio,
Ciatefio y la linea LEF-1-RB, se desinfestaron en una sclucidn
de cloralexFR al 10% (0.5% de Naocl) v/v m&s 20 gotas/L de
Tween 20 como agente humectante—digpersante por umn periodo de
10 minutos y posteriormente enjuagadas tres veces con agua
destilada estéril para eliminar les residuos del

desinfestante.

Inmediatamente después de desinfestadas las semillas;
éstas fueron sembradas en charolas de propagacién que
contenian perlita estéril, colocandeee la suficiente semilla
para asegurar una cantidad adecuada de plé&ntulas. Los riegos
se realizaron con agua destilada cuando se requeria hasta

cbtener plantulas de la edad y tamafic adecuado.

En la figura 1 se esquematiza el diagrama de flujo gque

se siguis para establecer el experimento.
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Desinfestacién Lavade de semilla Siembra de semilla
de semilla con en agua destilada en perlita estéril
cloralex 10% | estéril (3 veces)

(10 min)

@

pesinfestacitn Extracci6én de
de brotes con brotes (1.0 cm)
cloralex 1i0%

(15 min)

Plantulas 7 dias de
germinacidn.

@

Lavado de brotes en
agua destilada estéril
{4 veces)

Scol’n antioxidante

ac.citrice 100 mg/L

ac.ascérbico 150 mg/L
(% min)

&

Etapa II, multiplicacién Etapa I, induccién de
de brotes (21 Dias) brotacién (21 Dias)
Medios BI2 y BN3. Medios BI2 y BN3,

7

X2

Medios A,B,C y D.

Etapa III, enraizamiento
de brotes {21 Dias)

Figura 1. Diagrama de flujo mostrande la metodologia
utilizada en el experimento.
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3.2.1.4. Extraccién de Explantes.

El explante utilizade en el experimento fue el brote
apical de Ppléntulas con siete dias de germinacién, cuando
éstag presentaban las hojas simples totalmente desplegadas.
Las plé&ntulae fueron decapitadas auxilifindose para esto de un
bisturi; eliminando las hojas con peciolo, dejindose a una
ilongitud final de 1.0 cm.‘Los brotes se coclocaron en cajas
petri para evitar que perdieran humedad, hasta el momento de

ser cultivados.

considerando las cuatro etapas propuestas por Murashige
(37) para la propagacién in vitro, el experimento se dividié

de la siguiente manera:
3.2.1.5. Etapa I: Induccién de Brotacidn.

El experimente inicial consistié en cultivar Jlos
explantes en los medios BI2 y BN3 para inducir brotacién. En
ésta etapa y en las siquientes; todas las actividades se
realizaron en la cdmara de flujc laminar, en donde se trabajé
con asepsia total, desinfestando la céamara con alcohol al
70%, y estando estéril todo el material de cristalerfa que se
introdujera en ella. Se empleé un mechero con alcchol para

flamear pinzas y bisturi.

Los explantes fueron colocados en wuna gasa para
facilitar su manejo al someterleos asdesinfestacién. Esta se
realizé en una sclucién semejante a la utilizada en la
desinfestacidén de semilla pereo ésta vez los explantes se
dejaron sumergidos durante 15 minutos, fueron enjuagados
cuatro veces con agua destilada estéril e inmediatamente se
transfirieron a upa sclucién antiéxidante compuesta por &cido
citrico 150 mg/L y 4cido ascérbico 100 mg/L por un tiempo de
5 minutos para posteriormente secarlos con papel filtro para

quitarles el exceso de humedad antes de eser colocados en leoe

39.



medios de cultivo.

Se colccaron dos explantes de cada uno de los genotipos
poxr tubo de ensaye, tratando de gue el explante quedara
enterrado un poco en el medio de cultivo. Los tubos con los
explantes fueron tapados, sellados c¢on una pelicula de
plédstico o polietileno (Kleen Pack"“) Y colocados en el
cuarto de incubacién en estantes con lamparas fluorescentes
de luz blanca a 3000 lux, un fotoperiodo de 16 hr luz/8 hr

. +
oscuridad y a una temperatura de 25 - 1 °c.

3.2.1.6. Etapa II: Multiplicacién de Brotes.

El objetivo de ésta etapa fue aumentar el nGmerc de
brotes por explante. Para esto, se recultivaron el 50% de los
brotes obtenidos en la Etapa I después de 21 dias de
establecidos. Todos los brotes se transfirieron directamente
a medios BI2 y BN3; sin embargo, los brotes que tenian la
longitud adecuada (que fueron muy pocos) se subdividieron
para ser transferidos individvalmente. sSe traté de
homogenizar el tamafio de todoe los brotes eliminando callo
basal v las partes oxidadas que pudieran afectar su posterior
desarrollo. En é&sta ocasién el medio se wvirtié en f£frascos
Gerber™ para tenmer umn mayor espacic de crecimiento,
colocdndose de 3—-4 brotes por frasco y se llevaron al cuarto
de incubacién con las mismas condiciones de fotoperiodo y

temperatura que la etapa anterior.
3.2.1.7. Etapa III: Enraizamiento de los Brotes.

Se realizé un biocensayo con el restante 50% de los
brotes de la Btapa I para enraizarlos en los medios A, B, C ¥
D. Al igual gue en la Etapa 1II; los brotegs se transfirieron
directamente o subdividiendo los brotes adecuados para ser
subcultivados, eliminandeo calle y oxidacién. En ésta etapa

del experimente, se colocd un brote por cada tubo de ensaye.
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Los brotes obtenidos en la Etapa II después de 21 dias
de cultivados: se transfirieron a medio D (gque fue el que
mostrd los mejores resultados) para su enraizamiento. Debido
a la alta preoliferacién de brotes; pero no con la longitud
adecuada, se opté por subdividir la masa de brotes en grupos
de 3-4, eliminando la nueva formacién de callo y partes
oxidadas antes de c¢olocarlos en el medio de cultivo para
enraizamiento y asi evaluar su comportamiento bajo las mismas

condiciones de ambiente de cultivo.

3.2.1.8. Btapa 1IV: Aclimataci6én de Pl&ntulas Regeneradas Yy

su Transferencia al suelo.

En ésta tltima etapa de la micropropagacién realizada in
vive, 86lc se consideré para observar el comportamiento
general de las plédntulas regeneradas in vitro, puesto que no
estaba contemplada dentro de 1los objetives de la
investigacién. En ésta etapa, el objetivo es darle un cierto
grado de tolerancia a las pli4dntulas a3l pasar de una etapa a
la otra; tratando de mantener la asepsia. bel tubc de ensaye
se transfirieron a recipientes (vasos de pléstico o hielo
secq) que contenian una mezcla estéril de svelo y perlita en
una proporcién de 2:1 y después de colocadas las pléntulas,

el recipiente se tapé con una bolsa de pldstico transparente.

Las macetitas se colocaron en las mismas conrdiciones de
cultivo: 25 uC, con un fotoperiodo de 16 hr 1luz/8 hr
obscuridad a 3000 lux, dé&ndose riegos con agua destilada
estéril cada gque se necesitaba. A partir del octave dia
después de colocadas las boclesas de plastico, se les hacia un
orificio cada semana hasta completar el tiempo necesario para
gue eBcobreviviera por si sdla la planta y posteriormente

desarrcollarse en condiciones normales.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Resultadces.

4.1.1. Etapa I: Induccién de Brotacién.

A los cuatre diae de cultivades los explantes en les
medios de cultivo para brotacién, hubo un hinchamiento del
hipocotilo aleanzando hasta ocuatro veces su dismetro
original; a partir de aqui se comenzé a desarrollar callo
basal y a crecer tanto el &dpice como las yemas laterales.
Para el quinte dia se manifesté un 15% de contaminacitn
provecada por bacterias sistémicas o precbablemente por fallas
en el método de desinfestacién y manipulacién de los

explantes.

Las variables c¢onsideradas en ésta etapa fueron:
desarrcllo de callo basal, niimero de brotes por explante ¥y
longitud de los mismos después de 21 dias de establecidos,
toméandose lecturas cada siete dias para seguir el

comportamiento morfogénico de los cultivos.

A los Biete dias de cultivados los explantes, en el 26%
de las observaciones se habia formado callo; mientras gque el
100% de los explantes ya tenian brotes laterales, promediando
1.5 brotes por explante y una leongitud de 4.0-15.7 mm en los
brotes laterales y apicales, respectivamente. En general; se
observé poco aumento en la longitud de los brotes, asi como
del nimerc de brotes por explante; teniendo una longitud
promedio final de 15.37-17.14 mm y 2.0-2.5 brotes por
explante respectivamente, en los cuatro genotipos después de
2} dias de establecidos (figuras 2, 3 y 7); debido
pesiblemente, a gue en las repeticiones en donde aumentsd el
nimero de brotes por explante, la longitud promedic del brote
apical se mantuvo constante y cuando no cambié el nidmero de
brotes con respecto a la lectura anterior, la longitud

individual de los brotes aumentSé. En €ste tiempo, el 100% de



3 - M Seleccion 4 E Pinto Nortefio Ciatefic 8 LEF-1-RB

No. Brotes por Explante

Bi2 BN3
Medios de Cultivo

Figura 2. Nimerc de-brotes por explante obtenidos de
les diferentes genotipos de frijol (Phaseolus
vulgaris L.),después de 21 dfas de cultivados
en los medios BIZ y BN3 de la Etapa I.

207 B Seleccion4 [E Pinto Nortefio Ciateic B LEF-1-RB

Longitud de Brotes (mm)
o

Biz2 BN3
Medios de Cultivo

Figura 3. longitud de los brotes obtenidos de los
diferentes genotipos de frijol (Phaseolus
vulgaris L}, después de 21 dias de cultivados
en Jos medios BI2 y BN3*'de la Etapa I.
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los explantes ya habian formado callo basal.

Para el andlieis estadistico de las wvariables desarrollo
de callo basal y nimero de brotes por explante, fue necesario
transformar los datos utilizando dx . En los cuadros 5, 6 ¥
7., se presentan los anflisis de varianza para cada una de las

variables estudiadas en é&sta etapa.

cuadro 5. An&lisis de Varianza para la variable desarrollo de
callo basal en los brotes apicales de los cuatro
genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.),despuésa
de 21 dias de cultivados en los medios BI2 y BN3 de
la Etapa I.

F.V. G.L. S.C, C.M. F P>F
Genotipos 3 2.048 0.683 2.511 l!?!.()GSMs
Medics de C. 1 0.173 0.173 0.636 0,428"S
Interaccidn 3 0.876 0.292 1.073 0.366HS
Error 72 19.592 0.272

Total 79 22.691 0.287

NIVEL DE SIGNIFICANCIA 0.05

S
N NO SIGNIFICATIVO.
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Cuadro 6.

Andlisis de varianza para la variable n(imerc de
brotes por explante procducidos por los brotes
apicales de los cuatro genotipos de frijol
(Phaseolus vulgaris L.), después de 21 dfas de
cultivados en los medics BI2 y BN3 de la Etapa I.

F.V. G.L. s.¢ c.M. F P>F
Genotipos 3 1.169 0.390 1.695  0.176°
Medios de C. 1 0.075 0.075 0.326 0.570NS
Interaccién 3 0.589 0.196 0.854 o.455"
Error T2 16.561 0.230

Total 79  18.395 0.233

NIVEL DE SIGNIFICANCIA 0.05

NS

NO SIGNIFICATIVD.

cuadro 7.

Anadlisis de varianza para la wvariable longitud de
los brotes {(mm) producidos por los brotes apicales
de 1los cuatro genotipes de frijol (Phaseolus
vulgaris L.}, después de 21 dias de cultivados en
los medios BI2 ¥y BN3 de la Etapa I.

F.V. G.L. s.c. C.M. F P>F
Genotipos 3 223,060 74.353  2.282 0,086
Medios de C. 1 95.922 95.922 2.945 0.090"
Interacci6n 3 36.402 12.134 0.372 0.7‘73HS
Error 72  2345,448 32.576
Total 79 2700.832 34.188

NIVEL DE SIGNIFICANCIA 0.05

S
NO SIGNIFICATIVO.

como
existis di
0.05 en ni

a un nivel

se puede observar en los cuadros anteriores; no
ferencia estadistica a un nivel de significancia de
nguna de las variables; pero si existid diferencia

de significancia de 0.06 en la formacidén de calle
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basal entre los diferentes genotipos. En el cuadro & y figura
4, se cbserva que la variedad Ciatefio fue la que form6 més
callo en el medio BN3 y la variedad Seleccidn 4 la que form®
menos en el medioc BI2. Con respecto al nimero de brotes por
explante; se obtuvo un promedio de 2.0-2.5. También pudo
observarse gque aunque no se encontrd diferencias en la
longitud de los brotes, si se encontraron en tamafic y vigor
de las hojas que fue; =sin lugar a dudas, por las

caracteristicas genotipicas de la variedad.

Cuadro B. Efecto promediso ocasionado por los medios BI2 y BN3
sobre la induccién de brotacién en los explantes de
los cuatro genotiposa de frijol (Phaseolus vulgaris
L.),después de 21 dias de cultivados en la Etapa I.

VARTABLES ESTUDIADAS

GENOTIPOS Desarrcllo de No.brotes por Longitud
callc basalw explante. (mm)
BI2 1.0 2.0 16.50

Seleccidn 4

BN23 2.0 2.0 15.37

BI2 2.0 2.0 17.14
Pinto Nortefio

BN3 2.0 2.5 15.85

RIZ2 2.0 2.0 15.66
Ciatefio

BN23 3.0 2.5 l6.28

BI2 2.0 2.0 16.50
LEF—-1-RB

BHN3 2.0 2.0 15.50

* 0 = ninguno; 1 poco; 2 = medio y 3 = abundante.
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47 B Seleccion 4 [ Pinto Norefio Ciatenio B LEF-1-RB

L

Desarrollo de Callo
N
)

Medios de Cultivo

Figura 4. Desarrollo de callo basal en los brotes
apicales de los diferentes genotipos de
frijol (Phaseolus vulgaris L.), después de 21
dias de cultivados en los medios BI2 y BN3 de
la Etapa I.

4.1.2. Etapa II: Multiplicacién de Brotes.

SSlamente se tom$ una lectura final a los 21 dias de
recultivados los brotes provenientes de la Etapa I. En ésta
parte del experimento; la contaminacién ocasionada por
bacterias Be redujo a un 8%. Asi mismc, no se realizé
anilisis de varianza; ya que algunos de los brotes obtenidos
se originaron de callo basal, efecto dindeseado en el

experimento. En el cuadro 9 se concentran los resultados.
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Cuadro 9. Efecto promedio ocasionado por los medios BI2 y BN3
sobre la multiplicacién de brotes de loa cuatro
genotipos de frijol (Phaseoclus vulgaris L.),después
de 21 dias de recultivades los brotes obtenidos en
la Etapa I.

VARIABLES ESTUDIADAS

GENOTIPOS Desarrollo de HNo.brotes por longitud
callo basalw¥ explantex* (1mm)
BI2 2.0 10.0 7.21

Seleccitn 4

BN3 3.0 i0.5 7.1l8

BI2 3.0 15.5 6.35
Pintc Norteiio

BN3 3.0 22.5 5.02

BI2 3.0 14.0 3.45
Ciateifio

BHN3 3.0 16.5 4.63

BI2 2.0 11.0 3.11
LEF-1-RB

BN3 2.0 12.45 3.82

* 0 = ninguno; 1 = poco; 2 = medio y 3 = abundante.

*» Incluyendo brotes originados de callo.

Los brotes nuevamente formaron calleo basal econ un
dismetro afin mayor gque en la etapa antericr. En lo que se
refiere al nGmero de brotes por explante y a la longitud de
los mismos, la variedad Pinto Nortefio fue la que tuvo mejor
comportamiento con 22.5 brotes por explante producidos en en
medio BN3 y la que produjc mencs fue la variedad Seleccidn 4

con 10.0 brotes por explante en el medio BI2 (figura 5).
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Aaungque hubo wuna gran proliferacién de brotes; la
elongacién de los mismos no fue muy significativa (figura 6),
dando la apariencia de una masa compacta de yemas y brotes
con una longitud promedio de 5.09 mm (figura 8). Debido a
ésta situacién; se tratd de prolengar el periodo de cultive
para dar tiempo a gque se elongaran los brotes y se
desarrcollaran m&s las yemas; sin embarge, después de los 15
dias de recultivados, Be empezé a rediferenciar el callo
dando lugar al desarrclle de brotes adventicios al igual que

la oxidacién del mismo y de todos loes tejidos presentes.

4.1.3. Etapa III: Enraizamiento de los Brotes.

En el biocensayo realizado para enraizar los brotes
obtenidos en la Etapa I, se present6 un 11% de contaminacidn
bacteriana en todc el bicensayo y un 60% de oxidacién;
tinicamente de los tejidos en la linea LEF-1-RE a los 5 dias
de recultivada, debido aparentemente, a la poca longitud que
tenfian (menos de 1.0 cm) a pesar de que se les eliminé a los
brotes las partes oxidadas antes de ser recultivados o

subcultivados en los medios A, B, C y D.

En el cuadro 10 se puede observar que el desarrcllo de
callo basal disminuy¢é considerablemente; del 100% gue =se
presenté en leos tratamientos de las Etapas I y II; a un
25-75% y con un didmetro menor en &sta etapa, principalmente
en los medios A, B y C. En éste miemo cuadroc se observa
también que existe una alta correlacién entre la produccién
de callo basal y la fermacién de raices: excepto quizd, por
la variedad Pinto NWortefio cultivada en el medio A o MS bésico
(gin hormonas) en donde se cobtuvoc un 20% de enraizamiento,
comparadce con un 60% obtenido en el medico D, donde si se

formé callo.
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l Seleccion 4 E  Pinto Noriefio Ciateiic B LEF-1-RB

No. Brotes por Explante

Medios de Cultivo

Figura 5. NdGmero de brotes por explante obtenidos de
los diferentes genotipos de frijol (Phaseolus
vulgaris L.} ,después de 21 dias de cultivados
en los medics BIXI2 y BN3 de la Etapa II.

g - Bl Seleccién 4 El Pinto Nortefio Ciateno B LEF-1-RB

Longitud de Brotes (mmj}

Bl2 BN3
Medicos de Cultivo

Figura 6. Longitud de los brotes obtenidos de 1los
diferentes genotipos de frijol (Phaseclus
vulgaris IL..),después de 21 dias de cultivados
en lose medios BI2Z y BN3 de la Etapa II.



Figura 7. Aspecto general de los brotes obtenidos en la
Etapa I de la variedad Ciatefic a los 14 dfas
de cultivada en el medio BN3. Induccidn de
brotacién y desarrollo de callo en la parte
basal del brote.

Figura 8. Masa de brotes obtenidos en la Etapa II de los
diferentes genotipos de frijol, con poca
longitud, abundante desarrollo de callo y
oxidacién de tejidos.
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Cuadro 10. Efecte promedio ocasionado por los medios A, B, C
y D ecbre la formacién de raices en los brotes de
los cuatro genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris
L.) obtenidos en la Etapa I, después de 21 dias de
recultivados.

VARIABLES ESTUDIADAS

GENOTIFOS Desarrollo de 16ngitud de longitud de %
calic basal=® brotes (mm) raices (mm) R

A (o] i0.5 0 o

Seleccidn 4 B 0 8.5 0 0
c 1.0 11.4 0 0

D 0 7.5 0 0
A o 10.6 30.0 20.0

Pinto NHortefio B 1.0 10.0 0 0
Lo l1.0 5.6 7.0 20.0

D 2.0 14.5 21.0 60.0

A 4] 7.6 o 0

Ciatefio B 0 10.0 0 0
c 1.0 g.6 0 L))

D 3.0 10.2 20.0 20.0

a e - P S

L.EF-1—-RB B - - —_ ——-
C 1.0 6.3 0 0

D 2.0 3.8 20.0 20.0

* ) = ninguno; 1 = poco; 2 = medio y 3 = abundante.

—=~ Observaciones perdidas por oxidacién de tejidos.

En algunas de las observaciones se formaron masas
compactas de yemas que no llegaron a desarrollarse y también;

de las hojas de los brotes gue estaban en contacto con el



medio de cultivo (espacificamente el medio D), formaron
rafices adventicias. En general; las raices producidas en
todog los tratamientos eran simples al principio, para
posteriormente ramificarse dando una apariencia normal,
vigorosas y profusas, incluso despufs de formadas é&stas, les
brotes se elongaron llegando & alcanzar una longitud de 50 mm
después de los 21 dias de establecidos en los medios de
cultivo; longitud muy apta para transferir las pléantulas a

suelo (figura 9).

Los brotes © grupoes de brotes de los cuatro genotipos
obtenidos en la Etapa II; se transfirieron al medio D (por
ser el dque mostré leos mejores Tresultadose) para su
enraizamiento. Esta vez se logrd controlar la contaminacién
bacteriana, pues no se present6. En el cuadro 11 se muestran

los resultados obtenidos en ésta etapa.

Ccuadro 11. Efecto del medio D Bobre la formacién de raices en
los brotes de los cuatro genotipos de frijol
{Phaseolus vulgaris 1..) obtenidos an la Etapa II,
después de 21 dias de subcultivados.

VARTABLES ESTUDIADAS

GENOTIFOS Desarrollo de Longitud de Longitud de %

callo baszal* brotes (mm) raices (mm) R

Seleccidn 4 1.0 12.3 15.0 4G.0
Pinto HNortefio 3.0 25.8 32.2 80.0
Ciatefio 3.0 14.6 18.0 60.0
LEF-1-RB 1.0 9.1 0 0

* 0 = ninguno; 1 = poco; 2 = medic y 3 = abundante.
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El comportamiento de la variable desarrollc de callo
basal fue similar al de las etapas anteriores; ya que a pesar
de que se eliminé de los brotes antes de ser recultivados o
subcultivados, se volvié a formar. otra vez puede notarse que
la wvariedad Printo Nortefic fue la que presentd mayor
porcentaje de enraizamiento (80%) y la linea LEF-1-RB, no
alcanzé a formar raices en éste tiempo; incluso, se perdid en
un 95% por la oxidacidén de los tejidos. Agui también se
obtuve un mayor alargamiento de los brotes gue formaron
raices, alcanzando una longitud de 40-50 mm con hojas bien

formadas, con ralces fuertes y vigorosas (figura 10).

4.1.4. Etapa IV: Aclimatacién de Plantulas Regeneradas y su

Transferencia al Suelo.

En las observaciones realizadas a las pl&ntulas
obtenidas en la Etapa I de los diferentes genotipos y que se
transfirieron a suels; se presentaron bajos iIndices de
sobrevivencia; por lo tanto, cabe mencicnar que sélo se
cbservaron las primeras etapas de c¢recimiento; donde las
plantulas regeneradas alcanzaron una longitud de 10-12 cm,

después de un mes de su transferencia.
4,2, Discusidén.

Durante el transcurso de todo el experimento se presentd
la oxidacién de los tejidos en las tres etapas in vitro, pero
s6lamente se utilizaron antioxidantes (&cido citrico y &cido
ascérbico) en los explantes establecidos en la Etapa I. Sin
embargo; el empleo de estos para evitar la oxidacisn fue mis
gque nada por razones de prevencién, ya que en bioensayos
realizados previamente con los mismes genctipos, se presentd
obscurecimiento de los brotes debido; posiblemente, a
diferentes factores que no se incluyeron en el andlisis del
experimento. Entre estos factores podemos citar 1) fallas

técnicas en el cuarto de incubacién, ya gque en un principie
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Figura 9. Enraizamiento de los brotes provenientes de la
Etapa I. Variedad Pinto Nortefio a los 30 dias
de cultivada en el medio MS + Cinetina + AIB.
Mostrando la elongacién del brote y el

desarrollo de raices.

Figura 10. Aspecto general del enraizamiento de los
brotes provenientes de la Etapa II. Variedad
Pinto Nortefio a los 21 dias de cultivada en

el medio MS + Cinetina + AIB.
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no 8e tuvo un control eficiente y constante de la
temperatura; 2) fallas en el método de desinfestacién;
utilizéndose posiblemente, una concentracién alta (15% v/v)
de la sclucién desinfestante la cual quemé al explante,
predisponiéndelo a la oxidacién y 3) caractaristicas
intrinsecas de los genotipos ensayados gque pueden ser

recalcitrantes para la propagacién in vitro.

Por lo anterior; se trataron de corregir estoe factores
para controlar la oxidacién: se mantuvo constante la
temperatura, se diasminuyé la concentracién de la solucidn
desinfestante (10% v/v) para que no afectara la viabilidad
del explante pero gque a su vez controlara eficientemente la
contaminacién Y finalmente se utilizs la solucién
antioxidante. Sin embargo, en experimentos realizados
posteriormente en éste mismo laboratoric, indican ¢gue no fue
necesario incluir antioxidantes en la Etapa I, por lo que es
légico pensar gue la oxidacioén fue ocasionada principalmente
por la temperatura o por la desinfestacién. La oxidacién que
s8e presentd al f£final de cada etapa pudo superarsae

recultivando los brotes elimindndoles los tejidos muertos.

comparando estos resultadoe con los obtenidos por Saam
et al. (42); guienes probaron dos genotipos de frijol, a
diferencia de ellos, aqui no se encontré diferencia
estadistica entre los medios BIZ y BN3 para la induccién y
multiplicacién de brotes, perc el nlimero de brotes por
explante y la longitud de los mismes fueron similares en la
Etapa I, obteniéndose de 2.0-2.5 brotes por explante con una
longitud de 15.37 a 17.14 mm; sS6lo que en el eXperimentoc
realizado por Saam et ai, la elongacién de los brotes ocurrié
en la etapa de subcultivo en el medio BN3 para 1la
multiplicacién de brotes y en éste caso se logré em la etapa
de enraizamiento, donde alcanzaron una longitud similar de 50
mm. Ellos obtuvieron de un 60-90% de enraizamiento en los

genotipos cultivados en medic MS comparado con el 40-80% en
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los genotipos aqui ensayadoas y cultivados en el medio donde

se incluyé el AIB (medio D).

La obtencidn de 2.0-2.5 brotes por explante, puede
explicarse con base en la morfolcocgia del brote apical.
observando exclusivamente el punto de crecimiento de los
explantes aislados en el estadico de desarrollc antes
mencicnado, se pude notar gue la mayoria presentaba una yema
apical y does axilares; gue sin lugar a dudas, fueron el
origen de los brotes producidos. De ésta manera, se considera
que el efecto producido en el ntmero de brotes por explante
se debid; principalmente, al estadioc ontogénico de los
brotes, —-que fue casi similar para los diferentes genotipos-—,
vy no por el efecto directo de los medios de cultivo de la

Etapa I.

De igual manera se puede pensar gue no existidé un
incremento significativo en 1la longitud de los brotes
producidos; por el hecho de haber utilizado explantes de 10
mm, obteniéndose brotes de 15.37-17.14 mm en promedio. Sin
embarge; volviendo a la morfologia del brote apical, la
formacién de callc ocurrié séSlamente en el hipocotilo que
acompalaba al punto de crecimiento, por lo que la longitud
real fue tomada del desarrcllo de las yemas apicales y
axilares, por leo que se considera que agui si existié efecto
directo de los medios de cultivo ensayados sobre la longitud
de los brotes y la formacidn de callo. Posiblemente se logre
disminuir el desarrclle de calle eliminando el hipocotilo;
dejande sdlo el punto de crecimiento o édpice, origen de los

brotes adventicios.

Analizando las respuestas organogénicas con las
obtenidas por Zieg (59), Martins y Sondahl (34), Rubluoc ¥y
Kartha (41) y Saam et al. (42); el patrén de respuestas fune
similar, obteniéndose la formacidén de callo con la inclusién

de auxinas al medio de cultivo y la induccién de brotacién
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adventicia por el efecto de las citocininas, especialmente

cuando es utilizada la BA.

El objetive en éste trabajo al utilizar el modelo de
regeneracién propuesto por Tisserat (50) y Hussey (27); era
obtener organogénesis directamente del explante cultivado,
evitando pasar por la etapa de callo. Sin embargo; en las
tres etapas Be obtuvo desarrollec del mismo; que incluso, en
la etapa de multiplicacién, 8Be rediferenciaron brotes a
partir de &l después de leos 15 dias de recultivados los
brotes regenerados. La explicacidén de esto; segfin Hu y Wang
{23) y Hussey (27), es gue el suministro de auxinas al medio
de cultivo no es necesaria en la Etapa I © induccidén de
brotacidén, especialmente cuandoe se utilizan brotes apicales
relativamente grandes (1.0 cm en &ste caso) ya que el
explante mismo contiene niveles de auxina (AIAR) gue son
suficientes para promover el crecimiento; es por esto que una
aplicacién adicional al medic de cultivc tiende a producir
callo en la base. Esta formacién de c¢allo pudo interferir en
las respuestas de las variables longitud de brotes y ntmero
.de brotes por explante ya gue al estar en contacto con el
medio de cultivo, la mayoria de los nutrientes y reguladores
de crecimiento 8on utilizados para la induceidén y
proliferacién de callo, de ésta manera los nutrientes no son

translocados eficientemente para nutrir a los brotes.

En experimentos realizados posteriormente en éste
laboratorio; utilizandose brotes apicales de 1.5-2.0 cm de
longitud de las variedades Agrarista y Sabinito, indican gque
la elongacidn de los brotes {(arriba de 40 mm) cbtenidos en la
Etapa I, fue mejor en el medic MS bisico y uno de PDA
(papa-dextrosa—agar) en comparacién con los ensayados en é&ste
experimento. El medio PDA fue utilizade en bioensayos para
observar el porcentaje de contaminacién sistémica en los
explantes; pero al igual que en el medio MS, leos brotes se

desarrollaron con una marcada dominancia apical sin el total
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desarrollo y despliege de las hojas. Sin embargo; en la etapa
de subcultivo para la mutiplicacién en medio BN3, los brotes
provenientes del medioc M5 mostraron una baja produccién de
brotes adventicios; e inclusce, la muerte de ellos por
oxidacion. Los brotes que sobrevivieron, enraizaron
patisfactoriamente en los medios aqgui ensayados. Estoc hace
suponer; de acuerdo con Hussey (27); Brown y Thorpe (5), gue
es necesarioc un suministro inicial de reguladores de
crecimiento, principalmente c¢itocininaa, esto cuande se
utilizan meristemos y brotes apicales, donde es necepario

rompetr la dominancia apical y promover la brotacién axilar.

En lo gque se refiere al enraizamiento de los brotes
provenientes de la Etapa I; en todas las observaciones donde
se formaron raices ocurrié tambi&n el desarrollo de callo
basal (excepto en el medio MS bdsico) lo que hace suponer gque
el callo se rediferenci6 para originar é&stas. El problema
estriba en afirmar si las raices estén cohectadas
(morfolégicamente hablando) con los brotea adwventicios, ya
que sdSlamente se observd gue unas cuantas raices se formaron
del cuello del tallo. La elongacién de los brotes después de
21 dias de establecidos en los medios para enraizamiento, y
después de que se formaron las raices puede explicar esto;
puesto gue la elongacién ocurrié tanto en los brotes de la
variedad Pinto Nortefio cultivados en el medio MS, asi como
ésta ¥ los otros genotipos gque se cultivaron en los medios

donde se desarrolléd callo.

Por otra parte; la reduccidn de un 100% a un 25-75% en
la formacién de callo basal, utiliz&ndcse BA ¥y <Cinetina,
respectivamente, hace pensar que al emplear &sta Gltima,
puede reducirse o eliminar el desarrclleo de callec en la etapa
de induccién de brotacién y multiplicacidén; sin embarge, hay
que considerar las combinaciones gque se hicieron con las
concentraciones de AIR, ANA Yy AIB, yva que fueron

relativamente m&s altas que las empleadas anteriormente, por
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lo que ge esperaba un mayor desarrollo de callo; pero no fue
asi, suponiéndose dque existié un antagonismo entre las
hormonas citocinina-auxina, ya que tampoco se promovié la

brotacién axilar en ésta etapa de enraizamiento.

En las observaciones realizadas en 1las plantas
transplantadas a suelo; 86lo se puede decir gque falta
investigar todavia m&s al respecto; sin embargo, se tienen
antecedentes de experimentos realizados en éste laboratorio
relacionados cen la aclimatacién de plantas microinjertadas
de citricos, donde se cbtuvo un porcentaje de sobrevivencia
satisfactorio siguiendo el mismo procedimiento aqui empleado,
86lo gue el riego se realizaba con medioc Ms 50% liguido
durante toda la fase de aclimatacién de los citricos., También
en posteriores estudios con frijol de las variedades
Agrarista y sabinito, a partir de su tranasferencia al suelo,
el tiempo de aclimatacién durd dos meses. Después de 15 dias
de transferidas las pléantulas, cada 7 dias se les hacfia un
orificio a las bolsas hasta el final, cuando se eliminaban
por completo y listas para desarrollarse normalmente en el

invernadero ¢ en condiciones de campo.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1. conclusiones.

con la informacién obtenida del presente experimento se

concluye que:

1).

2).

3).

4).

Los medios BI2 y BN3 resultaron ser eficientes para
inducir brotacién y multiplicacién de brotes, perc no
exigtié diferencia estadistica significativa entre ellos,
observéndose ligeras diferencias en las variables
desarrollo de calle basal y nimero de brotes por

explante en la Etapa II.

El medio de cultivo empleade para enraizamiento donde
se obtuvieron los mejores resultados fue el

constituido por MS béAsicc + cinetina 0.5 mg/L + AIB 3.0

mg /L.

En forma general, la variedad Pinto Nortefio fue la que
més sobresalié en todo el desarrelle in vitro, seguida
por la Ciatefio, 8Seleccién 4 y por fGltimo la linea
LEF-1-RB; gquién fue perdiendo viabilidad con los
recultivos sucesivos, por lc gque s8se considera que

tiene otros requerimientos nutricicnales.

Los resultados obtenidos con respecto al namere de brotes
por explante, longitud y enraizamiento de los mismos
fueron satisfactorios, Eliminando los problemas
inherentes al cultive de tejidos vegetales y 1los
contratiempos que se presentarcn: se puede afirmar que la
metodologia desarrcllada es eficiente aproximadamente en
un 70%, perc puede superarse contrelando mejor los

factores que influyan en ella.



1).

2).

3).

4).

5).

5.2. Recomendaciones.

Basandonos en todo lo anterior se recomienda:

Realizar pruebas de desinfestacién de explantes
utilizando otros métodos © en su defecte, combinar
concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempo de

remcijo para disminuir adn més la contaminacidén.

En el caso de utilizar éste mismo medelo de regeneracién
en ésta especie, es conveniente gque se busgquen y ensayen
otras combinaciones hormonales para evitar el
desarrcllo de callo basal en los explantes y 8i se
emplean brotes de 0.5 cm de largo o méds, se recomienda
eliminar las auxinas para el establecimiento de los

explantes en la Etapa I.

Ensayar otras concentraciones de AIE del medio D, gque
fue donde se observaron las mejores respuestas y asi
encontrar la mejor para el &6ptimoc enraizamiento de los

brotes

Contar y asegurar el funcionamiento de todo el equipo
utilizado para proporcionar las condiciones de incubacidn
G6ptimas, indispensables para el desarrclle de los

cultivos in vitro.

Profundizar més en el estudio de 1la Etapa IV o
aclimatacidén y establecimiento en el suelc para evaluar
el comportamiento de las pléantulas obtenidas in vitro

hasta su madurez en condicicnes de campo.
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VIl. APENDICE.



2.

Cuadro 1A. Material y egquipo més importante utilizado para la
realizacién del experimento.

MATERTYAL, DE CRISTALERTA

Matraces Erlenmeyer de 1000, 500 y 100 ml
vasos de precipitado de 1000, 500 y 100 ml
Probetas de 100, 25 v 10 ml

Pipetas de 10, 5, 1 ¥ 0.5 ml

Tubos de ensaye 25 X 150 mm

Frascos GerberMR

Frascos ambar de 100 ml
EQUIPO

Termémetro ambiental

Termoagitador

Potencidmetro

Balanza granataria

Balanza analitica

cadmara de fluio laminar

Timer

0lla de presién

mecheros

Tapaderas y tapones para cultivo de tejidos
Egtantes con l&mparas fluorescentes de luz blanca con

intensidad de 3000 lux.




Cuadro 2A. Preparacidén de soluciones concentradag de sales de

& %

Piridoxina

MS, vitaminas Yy reguladores crecimiento
empleadas en é&ste experimento.
SALES MINERALES mg/100 ml
solucidén No. 1 KITRATOS
NEHANO3 1650.0
KNO3 1500.0
Solucidén No. 2 SULFATOS
MgSoO4 . TH20 3700.0
Mnso4 . HzO 165.0
Znso4 . TH2O 86.0
Cuso4 . 5H20 0.25
Sclucién No. 3 HALOGENOS
caclz 3300.0
KI 8.3
CoClz . 6HzO 0.25
Solucién No. 4 PO4, BO3, MoO4
KH2PO4 1700.0
H3BO3 62.0
NazMoOd . 2Hz0Q 2.5
- 8olucién No. 5 Na, Fe, EDTA
Feso4 . 7HzO 278.1
NaZz EDTA 373.1
VITAMINAS
Tiamina 50.0
. . N * %
Acido nicotinico 50.0

50.0
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Cuadro 2a. Continuacién....

REGULADORES DE CRECIMIENTO mg/100 ml
AUXTNAS

Acido indolacético (AIA) 50.0
Acido naftalenacético (ANA) 50.0
Acido indolbutirico (AIB) 50.0
CITOCININAS

Bencilaminopurina (BA) 50.0
Cinetina 10.0

* No 8se preparé solucién de Nitratos, los reactivos se

agragaron directamente al momento de preparar el medio.

** Se prepard una séla solucisn mezclando las dos

vitaminas.

Nota: Se deben predisolver los reguladores de crecimiento con
0.3 ml de NaOH © HCL 1.0 N por cada 10 mg de auxina o
citocinina, respectivamente y subsecuentemente diluir

en agua al voldmen establecido.

74.



Cuadro 3A. Cantidades de los componentes para la preparacién

de los medios de cultivo engayados en é&ste
experimente (componente/I. de medio).
MEDIOS DE CULTIVO
COMPONENTE

BI2 BN3 A B c D
NHANO3I {(mg) 1650 1650 1650 1650 1650 1650
ENO3 (mg) 1990 1900 1900 1900 1500 1900
Scl’'n Nos. 2,
3, 4 ¥y 5. (ml) 10 10 10 10 10 10
Mio-inositol (mg) 100 190 100 100 100 100
Sol'n Tiamina (ml) 2 2 2 2 2 2
Sol'n Piridoxina-
dcido nicotinico (ml) 1 1 1 1 1 1l
Sol'n BA (ml) 2 6 = ol - S
Sol’'n Cinetina (ml) - e - 5 5 5
‘Sol'n AIA (ml) 0.1 = e 0.6 - =
Sol'n ANA (ml) - 0.2 == S 1.2 =
Sol'n AIB (ml) o o = —= e 6
Sacarosa (mg) 3000 3000 3000 3000 3000 3000
PH 5.9 5.9 5.9 5.9 5.9 5.9
GelriteHR (mg) 2000 2000 2000 2000 2000 2000

Nota: Los componentes se van agragando en

enlistan.

el orden en que se

10944
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