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RESPUESTA DE LA ESPECIE TRES PUNTAS (Neurcoisena lobasta L.)
A LA PROPAGACION IN VITRO.

RESPONCE OF "TRES PUNTAS” (Neurolsens lchats L.)
TO IN VITRO PROPAGATION |

RESUMEN

Las plantas medicinales constituyen una fuente importante en. 1a
salud del hombre, especialmente para aguellas personas que tienen pocsa
oportunidad de contar con servicios médicos.

A pesar de ello la investigacidn en Guatemala sobre plantas
medicinales que produzea informmcidn referente =2 alternativas que
permitan meyor eficiencia en lam propagacidn ha sido pocsa.

La especie Tres Pontas (Neurolaens lobate L.) cusnta con
propiedades: Antimaldricas e hipoglicemiantes, comprobadas a través de
la investigacidn, ademds se 1le atribuyen 1ls de ser antidiabética,
antifebrifugs v antiespasmddica (1,16,19). Investigaciones sobre
propagecidén convencional indicen bajo porcentajs de germinacidn ¥
dificultad = la propagacidn por medios amexules.

Le presente investigacidn s de caricter bazico, y pretendisd
conocer la respuesta de la especie al cultive jin witro. Paras lo cusal se
vtilizaron las técnicas de propagacidn siguientes: Fl cultive de
meristemos v el cultivo a través de la induccidn de callo.

La informacidn obtenida se analizd de menera descriptiva debido a
la naturaleza de le investigaciodn.

Lo=s resultados del cultivo de meristemos muestran una tendencia a
la formacidn de plentaz, sl =ser trmtadoms previo al cultivo con un=
eolucién de ecarbon ectivado, al reducir éste ol grado de oxidacidén del
explante.

Loa resultados del eculitivo de cellos musstran que é&stos, en el
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medio (M5) suplementado con 0.50 wg/L de Acido giberélico, 0.50 mg/L de
Benoil aminopurinas y 0.050 mg/L de dcido naftalenacético responden en el
100X =a la regensracién de plantas. Medioz de cultivo en loz cuamles a
las anteriores caracteristicas, la concentracién de dcido
naftalenacético se sustituye por 0.50 mg/L, inducen regeneracidén de
plantas en el 44%. Estos medios de cultive indujeron la formacidn de
brotes a 0.50 mg/L de bencil aminopurina, sin embarge la respuesta
obtenida en el primeroc sugiere mejior balance suxina:c¢itocinina.

De manera similar el medio (HS), suplementado con 0.50 mg/L de
dcido giberélico v 5.0 m/L de dcido indolbutirico induce regeneracién de-
plantas en el 33% de los csllos cultivados.

1.a formacidén de raices, se observéd en el 100X de 1los brotes
originados en cada tratamiento, al mer transferides éstos a un medio de

cultivo (MS) svplementade con Z mg/L de dcido indolbutirico.



1. INTRODUCCION

En Guatemala, Las plantas constituyen un fﬁctor importante por
ger de laas principules fuentes de medicamento purs e] hombre,
especialnenﬁa para quisnés viven alejados de los centros urbanos en
&ondé“pocﬁs vecss tianeﬁ oportunidad de contar con servicios médicos.

A pessr de ello 1la investigacién en Guatemalas sobre plantas
medicinales, ha sido escasa, especialmente loc referente a: La obtencidn
de plantas de mejor calidad, mejor eficiencisa de propagecidn, rsduccidn
del tismpo de resultados y el mantenimiento de clones gue consesrven Bsu
patron genético. La invesmtigacidn que ha realizado la Universidad de
San Cerlos de Guatemala sn éste campo ha sido principslmente de tipo

farmacolégico, microbioldgico y fitoquimico (21 ).

La técnica del cultivo de tejidos permits: El manejo de eultivos
libree de microorganiamose, el contreol de fectores intrinsdcoa vy
anbientales que influyen an el degarrello de las plantas,

caracteristicas que mejoran los resultados de propagacién.

Bajo 1lms circunstsnciass mencionasdss, me planted la slternativa con
el concepto de cultivo ds tejideom la propagmcidén de la empecie Tre=m
Puntum (Naurolaena lobata L.), en la cual, algunas investigaciones han
indicade bajo porcentmje de germinucidén y dificultad 8 ls propagacidn
por métodos amsexnales.

El estudio evalud la raspuesta de la especis & la propagacidén in
vitro al generar la formacidn de raices y dpice foliar y lae técnicas
ntilizadas fueron: El cultivo de meristemos y el cultivo a través de 1s
induccién de callo.

En ambos cultivos el medioc basal utilizado fue el sugerido por

Murashigue ¥y Skoog (HS) (1982), el cual fus suplementsdo con difersntes




combinacionss de regulasdores del crecimiento.

Haciendo uso de éstas técnicas se pretendid encontrar las
conceqtraciqnes de reguladores del crecimiento v métodos de manejo del
naterial vegetal que favorezcan # induzcan la regeneracién de plantas.

N ”,La investigacidn se realizd en el laboratorio de cultivo de tejidos
de la Facultad de Agronomia de la Univeréidad de San Carlos de

Guatemalsa.



2. PLANTEAMIENTO DREL PROBLEMA

En nuestro medio la wutilizacidén de plantas con propledades
medicinales es una préctica comiin, pués éstas ofrecen una slternativa
para el restsblecimiento de la salud al alcance de tods la poblacidn.
En muchos lugares ésta es la Gnica alternativa inclusive.

La especie Trem puntas (Neuroleena lobats L.)  posee sntre sus
propiedades medicinales el hecho de ssr antimsldrice e hipoglicemiante,
se le atribuyen ademas la der antidiabética, antifebrifugs y
antiespasmédica (1,18,19).

De acnerdo s investigaciones ésta ha mostrado baja capacidad de
germinacién, su propagacién por medics asexuales como el caso de
esguejes no es también satisfactoria.

Dadas las anteriore=s circunstancias ss hizo necesario el evaluar
técnicas modernas de mejoramiento y propagacidén alternativas como lo es
el caso del cultivo de tejidos, con el objeto de determinar si 1=m
especies responds a dicha técnica especificamente =al cultivo de
meristemos y cultivo a través de la induccién de callos, sl generar la
formacién de raices y/o apice foliar.

Lag caracteristicas medicinasles qus posee lz empecie son de mucho
valor pare la salud del hombre, por lo cusl debe contarse no solo con
alternativas que permitan su propagacién, sino que ademds conmerven =n
celidad.

En la investigacidén e utilizd como medic de cultivo el sugerido
por Murashige vy Skoog (¥S), pues ézte me reports como mids adecuado pars
diferentez esapscies debido = lag cantidades de macronutrientes

indispengsables para el desarrollo y crecimiento (27 ).



En el cultivo de meristemos se hace uso de diferentes compuestos y
métodos de manejo del material vegetal.

El cultivo de callos se evalud en tres ensayos, los suplementos ¥
_raguladores del crecimiento adicionados en c¢ada uno, marcaron 1las

diferencias.



3. HARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL
3.1.1 LAS PLANTAS MEDICINALES
Huifoz y Granda (10,17 ) definen a 1las plantas medicinales, como
aquellos vegetales gque elaboran unos productos llamado= principios
activoe, que son sustancias que ejercen una sccidén farmacoldgics,
beneficiosa o perjudicial, =mobre ol organismo vivo. Su utilidad
primordial ss servir como droga o mwedicmmento que alivie 1la enfermedad o
restablezes la salud perdida; ez decir, que tisndan =a dianinui: o
neutralizar el desequilibrio orgédnico que es ls enfermedad. Constituyen
ls septima parte de las especies existentes, mnchas de ellass cultivadas.
Las preopiedsdes terapéuticas de las plantas medicinales es pbr
todos conocidas, ya sea para su ntilizacidn o preparacidén de infusiones

0o para los lsboratorios farmacéuticos (22 ).

3.1.1.1 LOS PRINCIPIOS ACTIVOS EN LA PLANTA MEDICINAL

Pahlow ( 20 ) 1los define como sustancias que la planta ha
gaintetizado ¥ almacena&o en el curso de su erecimento econ ayuda del
metaboligmo, sin embargo, no todos éstos productos metabdlicos tienen un
valor medicinal directamente msprovechable.

Caai siempre eon una misma planta existen variocs componentes
medicinalmente s=activos, de leas cuales uno de sllos, el principsl,
determina las aplicacioﬁas que tendra la especie en cuestidn.

Los principios activos no ss distribuyen de una manern uniforme en
s planta. Se encuentran preferentemente en las flores; las hojas o las

rafices y a veces en las semillas, en los frutom o en ls corteza (20 ).




A. Los alealoides

Son sustancias muy activas, en cisrta medida venenos medicinales.
Por ejemplo la atropina que es la toxina de 1la belladona; 1la morfina,
que lo es de la adormidera, o la colchicina del célquico { 20 ).

Los alcaloides de la adormidera se encuentran en el fruto; 1la
quinina se lccaliza en la corteza de la planta; la semilla concentra los
alcaloides del café ( 17 ).

B. Los taninos

Son compuestos fendicozs, bastante diferentes; gque colorean de
marrén rojizo los d&rganos que loscontienen. Se utiliza como reactivo
quimico y en medicina como astringente y como contraveneno ( 17 ).

C. Aceite emencial

Componentes vegetales volédtiles, de olor intenso. Las plantas
medicinales con aceite esencial combaten a los agentes patégenos, a las
bacteriss y, posiblemente incluso a los virus (20 ).

D. Principios amargos

Estimulan intenssmente Ia secrecidn de jugos gistricos vy
desarrollan una accién tonica genersal. Se les utiliza cuando hay falta
de apetito o es necesario mejorar 1a digestidn ( 20 ).

E. Flavonoides
Su accién es sobre la roturs anormal de los capilares (fragilidad

de lom vasos sanguineos), en transtornos csardidicos y circulatorios,

nccion antiespasmdédicea ( 20 ).
F. Heterdésidos

Son compuestos formados por la asociacién de un glicido y de un
cuerpo activo no azucarado, llamado genina. =& =supone que la= geninas

gon productoas de excrecidén: por ello serian perjudicisles parsa la_
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planta; =su accidén con un glisido permite =&l vegstsal neutralizarlos
formando compuestos no tdxicos. Muchos de los heterésidos tienen
‘utilizacién en medicina: La digitalina es un potente cardiotdnico y el
salicosido s el precursor de la aspirina ( 17 ).

G.  Gluedaidos

Estos por hidrélisis (desdoblamiento con absorcisén de agua), se
degintegran en un azZucar y un no azucar, s}l llamade aglicon ( 20 ).
H. Saponinas

Son glucdsidos vepgetales que Jjunto con el agua dan una espuma
permanente, gue emulsionan s8] aceite sn el agna y que poseen un efecto
hemolitico, es decir gque extrse de los globuos rojos el colorante del
miemo color ( 20 ).
I. Viteminas, minerales y elementos vemtigiales

El organismo leoa necemita para construir las sustancias del
esqueleto (tejido conjuntivea, hnesorm y dientes) y las estructuras
celulares, para proporcionar lom eslementos biédricos de 1lam enzimas
corporales (fermentos) y las hormonas, para activar los procesos
metabdlicos y para influir sobre el metabolismo de los liquidos (20).
3.1.1.2 EL USO DE LA HEDICINA TRADICIONAL

Log usos de la medicina tradicional son grandes, las fuentes de
medicamento son diversas, utilizédndozse desde mnimales como: Aveins,
avispas, svispones, hormigas, lombrices, cangrejos, culebras, lechuzas;
plentae, comec ejemplosm: arroz, albahaca, apio, acslga, coco, cacso ¥

café y algunas sustancias y mineraleas como vinagre y carbon.



3.1.1.3 EL USO DE LAS PLARTAS HEDICINALES

Ocvampo y Sabev ( 19,28 Y dicen que el usos de las plantas,
aexepcidén de las venenosas, no perjudica el organismo, més bien lo
benefician purificdndolo y curéndolo.

Ocampo ( 19 ) afirma gque todss las dolencias son cursables por medio
de las plantas; sin embargo, muchas curas atn no han sido descubiertas.
Las plantas son méds adecuadas para el cuerpo humano que los productos
quimicos.

Vander, citado por Sabev ( 28 ) asevera gue lo remedios guimicos
son, en mayor o menor grado lesivos. El1 medicamento no solo atacm el
microbio, sine también perjudica los érganos del cuerpo. Pusde también
suceder que el medicamento destruya les tejidos del cuerpo, mientras que
el microbio sobrevive, |

Granda ( 10 ) anota que se mencionan 21,000 nombres de plantas
medicinales incluidos en el inventario mundial de plantas medicinales
realizado por ls organizacion mundial de iz salud.

En los 1idltime= afios, sl usc de las plantas medicinamles como
sustituto de las drogas sintéticas se ha incrementado, lo dgue ha
determinado que actualmente el cultive y la atencién fitosanitaris de
nuchas especies muy cotizadas y otras que zfin no lo son, sean objeto de
estundio y de atenciones especiales con vists a obtener un producto de
alta calidad.

Lea hierbas ricas en =suntancias calcdrems =irven para dar
resistencia 81 tejido émeo y fortificar los vasos sanquineos. El hierro

contenido en muchas plantas que es féAcilments absorvido por el

organismo, tiene 1la funcidén de evitar y combatir 1la anemiz, ejemplo la

cuculmeca o raiz de chino (Sgpilax sp.)
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Las plantas amargass sirven para excitar el spstito, regular las

funciones gamtricas y favorecer la digestidn, ejemplo, Tres puntas o
Gavilsna (Neurolana lobgta L.), Hombre grande (Quagsia amara) { 19 ).

En Cubge, como parte de los estudios fitogquimicos que se realizan en

las especies de Solanacese, se realizd el estudio de las hojas de
Cestrum dinrnum L. y Cestrum noctornum L., en las que se idenfitificd la
premsencia de una sopogenia esteroidal: Tigogenia. En C. pocturnum fue

detectada la presencia de otra sopogenia esteroidal: Yucagenia.

Los compuestos estsroidalez constituyen una valiosa fuente de
materia prima para la industris farmacéutica, ys que son precursores de
las hormonss pexuales: Estrdgenos, progesterona y andrdgenocs, asi como
de hormonas adrenocorticales.

Numercosas han sido las especies estudiadas como posibles fuentes de
esterocides entre 1las que =e destacan las pertenecientes a lo géneros
Dioscores L. (Dioscorsaceas); Contus L. (Zingiberacese), v
principalmente lam del género Splanum L. {(Solanacesme) ( 5 ).

A nivel mundisl sexisten dos grandes tendencias en los estudios
etnoboténicos y de medicina tradicionel en lo referente a la utilizaciédn
de plantas medicinales estas son:

a. El estudio y empleo de las plantas medicinmles cowmo

gslternativae de solucién en la terapeiticsa.

b. La evaluacidn farmacoldgica y fitogquimica de las

plantas medicinales de uso popular en la
busgqueda de nuevos compuestos biomctivos o gque
puedan gervir de precursores en las gintesis de
otras sustancias de interés psra la industri=s

farmacedtica ( 10 ).

OOy & NN E30 O s
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Ocempo ( 19 ) =mefiala que a pesar de las tradiciones populares,
desde gl giglo pasado, el progresc de ls gquimica y &n injerencia en la
furmacopen, ha desplazedo injustamente el u=mo de la=s plantas
nmedicinales. Pero creemos firmemente gue el hombre debe "curnrse en
salund”" comeo menciona el refrén, v que debemos aprovechar los remedios
que nos brinds la naturaleza y que la ciencia debe seguir investigando
las propiedadea terapéuticas de las plantas, paras beneficio de 1la
humanidad, del campesino que vive alejado de los centros urbanos y donde
pocar veces tiene la oportunidad de contar con los mervicioz médico=; yna

que en ellas me encierrs la pomibilided ds curar nomeroma=z enfermedades.

3.1.1.4 SELECCION Y MEJORA DE LAS PLANTAS HEDICINALES

La seleccién de éstas plantas ¥ la mejora de su cultivo, e85 mas
complejs que la practicads para otros vegetales, pués no solamente s&
persigue que tengan un buen porte y dessrrocllo, que =sean registgntes a
condiciones climdticas y eddficas adversas, a plagas y enfermedades,
gino que den un elevado rendimiento en principiom activos de bunena
eanlidad, principal criteric de meleccién y mejora perseguido. Pars
lograr ésta mejora puede mctuarse sobre lss condicioneas exteriores de la
plants cultivada, sus factores extrinsecoé o sobre los factores
intrinsecose de 1la propis planta, es decir, scbre el patrimonio
hereditario del vegetal, que se modifica por 1la seleccidn, natural o
srtificial.

Seleccionande 1la planta madre, se reproduce asexualmente para
conservar sus carficteres genédticos, por métodos convencionales o "in
vitro”, en casos especiales. Si 1la planta seleccionada se reproduce

sexuslmente, habrd que controlar 1la planta que nazca de eosa memilla,
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pues éstas pudiera estar hibridada o contener factores genéticom, poro
degeables, susentes en la planta de prnéedencia (17 ).

3.1.2. EL CULTIVQO DE TEJIDOS

Ain cuande es dificil determinsr un punto de partida en el origen
del cultivo de tejidos, importantes mntecedentes =ge ramunfan a 1880-
1BB81, afios en que Sacko y EKnops, descubrieron gue 1las sustancias més
inportantes absorbidas por las plantas eran los compuestos orgénicom.
El resultado de éstas observecione=s fus la elaborscién de une snbstancia
nutritiva (solucion de Knops) empleada hasta la fecha ¥ que
histéricamente se usd como componente bédsico de los medios de cultivo
( 3 ).

Hoertado, Peres, Roea y thorpe (12,23,27,29 ) indican que ls técnicsa
de cutive de tejidos "in vitro"”, se basa en sl cultivo de explantes de
planta en medics sintéticos con condiciones controladas, con el objeto
de proveer al explante un ambiente similar al que tendria en condiciones
naturalses. El cultivo de tejidos "in vitro", se desarrolld & partir de
la explicacidén del fendmeno de TOTIPOTENCIA.

Hartman y Hurtade ( 11,12 ) definen la totipotencia de una célula
como la cepacidad de desarrollar 8 un individuo completo, basado en gue
toda c¢éluls contiene lm informacién genética necesaris pars reconstruir
todas las partes de la planta y sus funciones.

Roea ( 27 ) repume laa posibilidades de splicecidn de el cultivo de

tejidos asi: =a. Estudios bdmicos de fimiologia, gendtica, bioguimica vy

ciencins 8fines. b. Bioconversidén vy produccidén de compuestos titiles.
¢. Incremento s 1Ia varisbilidad genéticsa. d. Obtencién de plantas
libres de patdégenos. e. Propagacién de plantess. y f. Coneervacidn e

intercambio de germoplasma.

PROPEDAD DE LA UNIVERSIDAD BE SAN CABES B SUATTMNLA
Biblioteca Centrol
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Segiin Hurtado vy Perea (12,28 ) 15 técnica de cultivos "in vitro" =a
desarrollado las metodologias siguientesf El cﬁltivo de protoplastos,
transferencia de genes, cultivo de ploides, regeneracién de embriones,
cultivo de granos de polen, cultivo de endospermo, primordios fliorales,
meristemos sapicales y laterasles, embrioneg, cotiledén, hipoeédtilo,
tallo, hojas, raiz, inflorrescencia v petalos.

Mediante 1la técnica de ocultive de tejidos vegetales podemos
estudiar diferentes fendmenos morfogenéticos que nos ayuden a entender
cudles son los factores fundamentales que intervienen en la morfogénesis
v diferenciacidn de partes asisladas de ls planta, que estdn fuera de lan
influencias correlativas del resto de la misma ( 12 ).

Las ventajas que ofrece el ecultivo de tejides "in vitro" ( 23,27}
pueden resumirse_en les siguientes: -

a. Menor tiempo en la obtencidén de resultados.

b. MHejores caracteristicas de las plantas propagsadas

¢. Comercializacidn rédpida de una nueva variedad.

d. Obtencién masiva de clones.

e. Propagacién de plantas cuyas condiciones normales de

miltiplicacién son largos y dificiles.

f. Previsién en la planificacién de las siembras.

g. Ausencias de infecciones y factores climéticos

sdversos.
Las desventajas estdn bamadas en los altoa costos de mantenimiento

e instalacidn de laboratorio, la necesidad de tener mano de obra

calificada ( 32 ).
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Perea ( 23 ) distingue para el cultivo de tejidos, dos tipbs de
explantes:
. Explsntes organizados: Meristemos, dpices
caulinares, yemas, embridén, évulo, antera.
b. Explantes no organizados: segmentos del érgano que

lo conforman.

3.1.2.1. EL CULTIVO DE KERISTEHOS

Cronquist ( B ) define al meristemo como un tejido caracteriéado
por la divi=sién celulsr. La divisidn celular ss efectilsa principalmente
por célulae especializadas para dicha funcidn. Los tejidos
meristemiticos pueden ser spicales, laterales o intercalarss.

Ball, citsdo por Hurtado ( 12 ) en 1980 probd el cultivo de
meristemos apicales de Lupirus albys 1. en un wmedio que contenia
aminodcidos, leche de coco, dcideo giberélico y vitaminas, obeervando
sé6lo una pequefia elongacién del meristemo.

Al repetir el experimento, dejé algunos primordios de héja al
meristemoc y obtuvo plantas completas. con base a estos resultados Ball
concluyo gue: a. El meristemo apical exhibe una dependencia hormonal y
nutricional por el tallo subyacente y primordios de hoja ¥ b. El
merinteno apleal de pngiompermams sufre une diferenciscidn bioyuimica que
le impide producir ciertas sustanciam esenciasles para ol crecimiento y
mantenimiento de un meristemo determinado.

Murashige (1974) citsde por Hurtado { 12 ) n&mzegurs que al =e
cultivan en un medio mdecumdo, los meristemos pueden regenerar pldntulas
completas més rapidamente gue los tejidos de otrazs fuentes; las plantar

reganerades veualmente retienen las caracteristicas genéticas de los
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progenitores, lo que se debe a la naturalezas diploide de las células
meristemdtica.

Para Vuyvlsteke ( 30 ) los dpices pueden ser obtenidos de toda parte
de la plants gue contenga un meristemo. La respuests sl desarrollo y
supervivencia del explante en el cutivo no difiers entre los renuevos
apicales obtenidos del vastagoc madre, chupones o brote latersl.
Aparentemente 1la fisiologia y edad ontogenétiea de los renuevos no
influye en el comportamiento de los explantes en el cultivo. KNo hay
algin reporte sobre el efecto en el funcionamiento del cultive de 1la
estacién en que los explantes son obtenidos. Sin embargo brotes vy
pequefios chupones son los preferidos como fuente de material debido a su
gran facilidad de manejo vy porgue hay menos dafio del material madre
durante su remocién.

Las plantas madres debiéran estar libres de enfermedades y ser de
crecimianto vigoroso.

Cabe recordar gue la relacidén auxina-citocinina "in vitro" es
indispensable para la mnorfogénesis de log meristemos y que las
investigaciones actumales se centran en encontrar la concentracién
éptima, tanto de la auxina como de la citocinina, tomando en cuenta las
variaciones de respuesta interespecifica gue presentan los vegetales
¢ 12 ).
3.1.2.2 EL CULTIVO DE CALLOS

Peran ( 23 ), define a un callo como una masa amorfa de cédlulas
parsngquimdticas dispuestas de manera libre y provenientes de 1la
prolifercidn celular dei explante cultivado.

El establecimisnto de cultivos de callozs seguidoz de organogénssis

o embriogénesis ha sido realizado en numerosas sspecies de plantas.
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Para Roca ( 27 ) en términoa generalea en los cultivos de calleos =me
inducen proliferaciones wmas o menos aleatorias, a partir de explantes
tomados de varias partesa de plsntas, para formasr brotes y raicese.

Perea ( 23 ) considera que Ia proliferaciédén de un fragmento de
planta para la regeneracién de callo puede estar influenciada por la
egpecie, planta, el cultivo , su estado de desarrolilo v nésa del
explante (tamafio y forma). En el explante: Edad procedencia y periodos
de lluvias o mequia.

En algunos c¢ezsos el problema de 1a induccidn de la morfogénesis es
tal que, a pesar de ls adicidén o manipulacidn de suxinas, citocininas, u
otrors componentes del medio de cultivo o del medio ambiente extérno, los
inveastigadores son incapmaces de estimular 1la divisidén celular o de
obtener un verdsdero callo. Sin embargo en plantas de mayor respuesta,
en las cuales no hay problemss para induecir y mantener el crecimiento
del callo, se puede tratar de manipular la relacién citocininas:auxinas,
con lo gque frecusntements me inducen brotes o raices ( 27 ).

Perem y Roca ( 23,27 ) indican que actielmente se conocen un gran
nimero de especies en lae cuales =e puede fomentar la proliferacidn
nlentoria de canllos en lom explantes medimnte 1la adicidn de una o varias
citocininas y sauxines a8l medio bédmice; en consecuencia, =e pueden
indueir 1la formacidn de brotes y raices sajustando ia relacidn
auxinas:citocininas exdgenas. Sin smbargo éste procedimiento no es de
ninguna maners nniversalmente efectivo; por ejemplo en sistemas gque
normalmente no tienen una capacidad para 1la formacidén de yemas, las
citocininag no inducen 1s diferencincidn de las yemas vy el crecimiento

de novo.
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De samcnerdo =& Hurtado y Thorpe ( 12,20 ) los reguladores del
crecimiento mas usados en la inicimcién y mantenimiento del cultivoe dsel
callo son: dcido indol-3acético (AIA), Acido naftalen acético (ANA) y
el dcido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D). Para cads especie e ineluso
para cada cultivar existen fitohormonas y una concentracion balanceadsa
para la induccidn ¥y mantenimiento del cultivo.

Coando la proporcién A-C (auxina-citocinina) es relativamente altse,
existe diferenciascidn de las células hacia primordios radicales. Una
alta econcentracién de ecitocininss con respecto a las suxinas csusa la
formacidén de brotes. Por lo tanto si provocamos pequefios cambios en ls

proporcién de C-A puede obtenerse el iniecio de meristemos tanto

radicales como apicales, pudiendo controlarss asi la morfogénesis "in
vitro" de gran cantidad de tejidos.

Perea ( 23 ) menciona que 1la formacién de células se inicis
generalmente cerca de la herida del explante por un escaso porcentaje de
células. Algunas veces la proliferacidén de células se generan &2 partir
de cambium o de tejido del parénguima.

Hurtado y Perea ¢ 12,23 ) indican que la textura del callo varia de
scuerdo a la planta, slgunos son duros y compactos, otros frégiles vy
friables.

El color también varim determinado por factores nutricionzsles ¥
ambientales, pueden presentarse blancos, cremsas, verdes, amarillos o
pigmentados.

Hurtade ( 12 ) estsblece cuatro periodos que ocurren a nivel
celular: a. induceién, las célulass comienzan su crecimiento. b.

Proliferacidn c. Inducecidn, obtencidén de meristemos apicales y

radiculares d. Envejecimiento.
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3.1.2.3 HEDIOS DE CULTIVO

Roca y Han, mencionados por Cslderdn ( 3 )} indican evidenciss gue
sugieren que la variacién en la respuesta al cultivo de tejidos =megin el
Eenotipo ntilizado depende de la forma como se haga el cultivo.

Perea y Roca ( 23,27 ) mencionan que para los cultivos vegetmle= ge
hece necegario 1la sadicidn al medio de sustanciss minersles: Los
macroelementos {(C,H,0,P,K,N,5,Cs, v Mg) v los microelsmentos
(B,Zn,Hn,Cu,Ho,Fe,Cl), todos deben estar presentes en estado de iones.

Perea y Roecrn ( 23,27 ), reportan como férmulass de sales minerales
gque =se& wutilizsn corrientementes sen el cunltive de tejidos: El de
Murashige y Skoog; Schenk e Hildebrendt, BS de Gamborg y Whitse.

Hurtado (¢ 12 ) s=efiala al medio HS como el mas sadecnado para el
cultivo de muchazs especiss, debido a lams cantidades de macronutrientes
indispenasables para el crecimiente y desarrollo.

Pars Perem v Roca ( 23,27 ) en forma genersl un medio de cultivo
debe emtar compuesto de: Sales inorgénicas, vitaminas, fuentes de

energia y carbono, fuentes de nitrégeno, fitohormonas, materimles de

goporte ¥y suplementos como: a. Naturales: =agus de coco, pulpa de
banano, emulsidén de pescede. b. Amincdcidos como alsnine, glutamins,
aapmregine. e. cemeine hidroli=zads d. compuestos polifendlicom vy
otros.

3.1.3 LO3 REGULADORES DEL CRECIMIENRTO

Hurtsdo ( 12 ) menciona que 81 crecimiento en las plantas es un
procsso din&mico, complejo y gque ésta riguromamente controlado, en el
que los reguladores del crecimiento vegetsl (RCV) jusgan un papel

principal en el control del crecimiento, no dnicamente dentro de las
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plantas comc un universo, sino también a nivel de organo, tejide y
célula (Wareing y Phillips, 1973), pués actualmente se reconoce que 1a
nayor parte (sino la totalidad) de 1la sctividad fisioldgiea de las
plantas estéd mediada por los reguladores del crecimiento (Devlin, 1980),
los cuales son sustancias mensajeras, la mayoria de las veces activas en
nuy peguefias cantidgdas. |
3.1.3.1. TIPOS BASICOS
. Hurtade ( 12 ) indica gque actualmente se reconocen cinco tipos

bdsicos de wistemas quimicos de reguladores del crecimiento vegetal
(Leopold y Kriedemann, 1875), divididos en tres grupos principales:

a. Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y

giberelinas

b. Inhibidoresa del crecimiento: 4#Acido abseisico.

c. Etileno.

Hurtedo y Roeca ( 12,27 ) consideran gue lae sustancias regulsdoras
del crecimiento mas usadas son gensralmente los del tipo de las auxinas
vy citocininas.

A. Auxinas

- Segiin Hurtado ¥y Roeca ( 12,27 ) las sauxinas cowmprenden una gran
familia de sustancias gue tienen en comin, la capacidad de producir un
pgrandamiente y slargamiento celulsr; =¢ ha encontredo al mismo tiempo
que promueven la divisidn celulsr en el cultivo de tejidos.

Las apxinas gque mnas sSea ntilizan son;: dcido 2,4-
diclorofenoxincédtico (2,4-D), #dAcido naftmlenacético (ANA), dcideo 3-
indolacético (AIA) y Acido 3-indolbutirico (AIB) y de las citocininas: N

8 furfuril aminopurina (KIN o CINETINA), N 68 bencil aminopurina (BA) y

zestina (ZEA).
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Roca ( 27 ) refiere que en algunos casos, la adicién de una de las
auxinas al medio basal puede_ ser suficiente pasra inicisr y sostener el
crecimiento. Sin embargo para alguncs investigadores (Mshiberg, 1959),
vcasionalments ha sido atil el uso simultdneo de 2,4-D y ANA, por
ajemplo, parsa =1 crecimiento de cultivos de Euphorbia marginata, ademds
se puede obtener un efecto sinergistico entre la muxina y los factores
del crecimiento como los encontrados en el agua de coco (AC).

Hortado ( 12 ) menciona que lsas suxinas participan ampliamente en
la organizacién de los procesom vegstalem, incluyendo la regulacidén de
los fendmenos de diferenciacidn, los cuales son estimulados o inhibidos
gegin la concentracidn auxinica presente en la célula o estructursa
vegetal.

Las suxinas son un fasctor esencial en ls promocidén del crecimiento
de lam raices, debido =8 gue, en generaml, el AIA puede incrementar
significativamentes la elongacidn de megmentos aislados de raices ( 12 ).
a. El dcido B-naftalenacético (ANA). Weaver ( 31 ), indica qgue es una
suxina excelente utilizada con frecuencia en la promocidn de raices.

De @acuerdo au Roeca ( 27 ) en el cultivo de tejidos el ANA,
generalmente =se ntiliza en concentraciones de 1 & 10 mg/1l, con un punto
optimo cerca de 2 mg/1l.

b. Rl derido 3-indolucetico (AIA). Roc; { 27 ), lo incluys entre la=m
auxinas llamades naturales, el AIA, indica, se vtiliza en
concentraciones que varisn de 0.001 =a 10 meg/l, con un punto dptimo
alrededor de 0.1 5 1 mg/l1.

c. El dcido 3-indolbutirico. Pereas y Roeca ( 23,27 ), las describen como

una auxine sintética, ampliamsnte disponible de ugo comin.
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B. Citocininas

Hurtado, Perema y Roca ( 12,23,27 ) dan el nombre genérico de
citocininas a =agquellas sustanciam quimicer gque pueden egbimuler
principslmente 1z divisidn celular o citocinésis.

La induceidén "in vitro" de érgmnoms por las citocininas estd
encaminada s la formacidn de vemas, las cuales son obtenidas con base en
una proporcidn citocininica sltm con respecto a las sauxinas. En el
cultivo, éstms yemas no se inhiben reciprocamente en su desarrollo,
debido s gque me anula la dominancia mpical, hecho gue pueds extrapolarme
B las plantae intnctas, puée las citocininas splicadas extHgenamente en
genernal mctivan el crecimiento de lam yemas laterales (12 }.

Hurtado ( 12 ) indieca que la conecentracidn de citocininas usada

varia de 0.03 a 30 mg/l.

(1}

Perea ( 23 ) menciona gue en cultivos "in vitro", las citoecininas
han permitido grandem progresos especialmente en micrporopagacidn por su
foncidén de proliferscidn celular mediante la divieidén celular y 1la

diferenciacidén de los explantes.

Roeca ( 27 ) menciona entre 1las citocininas mas importantes, a la
KIN que ha recibido mucha atencién como =nstsncim reguladors del
crecimiento, émta es una sustancia sintética.

La Benncil aminopurina (BAP), =s utiliza actumlmente tslver mds que
la Kinetina (KIN) o la ZEA. Es un compuesto muy activo y 88 encuentra
disponible fédcilmente.

La ZEA y la BAP se utilizan generalmente a niveles similares.

C. Giberelinas

Weoaver ( 31 ) menciona que =e han encontrsdo al presente méds de 20

giberelinas diferentes en plantas, hongos, o en embos, todss ellas
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caracterizadas por poseer en su sstructura un esqueletp gibano y por
estimular la divisién y/o el crecimisnto celusr. Estos numerosos tipos
han gido ordenados en forma nidmerica, siendo la mads conocida la
gilberelina 3 (GA3) o dAcido gibérelico.

Hurtado, Roca y Weaver ( 12,27,31 ) indican que las giberelinas
presentan un espectro de actividad bioclégiem muy variadeo, con un papel
regulatorio principal en el crecimiento, pués pueden producir una
elongacidén extraordinaria del tallo en enanos genéticos, fendmeno que
puede mer nmtribuible m lz eztimulacidn de la divisidén y =l alargamiento
celular.

Segiin Hurtade ( 12 ) 1los datos analiticoe indican que las
giberelinas incrementan la produccidén de amuxinas. Este hecho por si
solo no explica loe diferentes efectos de las giberelinas, por lo que leo
mas probable es gue éstas activen una munltiplicidsad de eventos
bicguimicos, incluyendo la conversidn de triptofasno a asuxinas.

Roca ( 27 ) indica que las concentraciones usadas varian de 0.0l a
1 mg/l. Con vn punto optimo =alrededor de 0.1 mg/1l. En 1a mayoria ds

cunltivos, lo niveles de giberelinas superiores de 1.00 mg/l son téxicos.

3.1.4 COMPUESTOS SUPLEMENTARIQS DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
3.1.4.1 EL AGUA DE COCO (AC)

Roca ( 27 ) refiere como un paso importante en el dessrrollo de las
tdcnicas mctunles pare estimular la divisidn celular de explantes, fue
la observacidn de gque el AC 8 niveles relativamente bajos (5%-10X v/v),
podia interactuar coﬁ las auxinas y promover el crecimiento, en
situaciones en gue por gi sols era ineficiente.

El AC, tiene buena capacidad de amortiguacién (boffer), es rica en
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magnesio y fosfato, szucar al rededor de 2.5%, se encuentra en ellsa

también nitrédeno no protéico soluble en forma de aminodcidos.

3.1.5 LA OXIDACION EN EL CULTIVO DE TEJIDOS

Vuylsteke (30 ) indieca gue el ennegrecimiento del explante es
causado por lsz oxidacién de compuestos fendlicos, en 1las herids del
tejido. Estos compuestos son exudados dentro del medio, son atrapados
por el agar y acumulados, formando una #dres negra al rededor del
explante. Esta puede interferir con la absorcidn de nutrientes,
resultando vna inhibicién del crecimiento.

Bidwell (2) menciona que la compresién o tensién parecen tener poco
efecto, doblar 1la hoja tiene mds y el ecortarla o fracturarls parece
estimular al méiximo la respiracidn.

El herir o romper los tejidos estimuls mucho la respiracién por
tres razones. La primera es la r#Apida oxidacién de los compuestos
fen6licos gue tiene lugar cusndo la organizacidén, gque mantiene a éstos
substratos sepsrados de sus oxidasas, se rompe. La segunda, son los
proceos normales de glicdlisis yv catabolismo oxidative an aumeﬁtan
conforme la disrupcidén de la célula o células causa una mucho mayor
accesibilidad de 1los substratos s 1la mequinaria enzimdtica de 1la
respiracidn. Tercero, la consecuencia general de la herida es l=a
reversién de ciertss células al estado meristemdtico, seguido por 1la
formacidn de calle ¥ la "curacidn" o reparacién de 1la herids. Tala=
células v tejidos en mctive crecimiento tienen tasass respiratoriss muy
superiores a los tejidos madures o en descanso.

La tasa de respiracidn por célula ¢ por unidad de proteina de

algunos componentes de tejidos, como tallos (es decir, las células de
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compafiia del floema, del cambium o del parenquima), puede mer muy =alts.

Se conocen varias enzimas que oxidan s lom fenoles dando quinonas.
Dos de la méds importantes son la monofencl oxidaza (tircsinasa) y la
polifenol oxidass (cmtecol oxidasa). Eatas enzimas participan en lsa
caracteristica "reaccidén traumdtica” de las plantes vy contribuyen a la
respiracion traumftica convirtiendo los fenoles liberados en 1la heridas a
guinonas. El color cafe enls herids, (por ejemplo cuande a un tuwbérculo
de papa o una manzana se& le hace un corte o me golpsa) es un regultado
de dicha reaccidn. Exy svidente, por 1la ripids resccién qus ocurre =al
herir, que tanto la enzima como sy substrato, los cuales parecen saer
solubles, deben haber estado spartados uno del otro en la célula normal,
gprisionados en diferentes compartimentos celunlsmres.

I.Las lsbores wsipguientes son necesarias para mantener vivo el
materisl sn s ecultivo (30):

a. Protretamiento de 1los explantes con un antioxidante por
inmersidén en uns asclucidn eatéril de cymteinm, dcido amscdrbico o dcido
citrico (=o0los o en combinacién), antes de la inoculacidon en el medio.

b. Incluir antioxidantes en el medio de cultive. La adicidén de
carbdn activedo tiene también el propdsito de prevenir al
ennegrecimiento, como en el caso del cultivo de M. balbisiasna.

¢. Tranefarir frecuentemente los cultives m un medio freeco.
Cuando el ennegrecimiento ez =mevero, el cultive podris =mer transferido
semanalmente, si ésts biene en menor grado 1a transferencia puede ser
cada 3 o 4 semsnas. .

S5¢ ha observado ocasionalmente gue el ennegrecimiento se incrementa
cuando niveles de citocininm son sumentados para estimalar la

proliferacidén del brote.
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3.2 HARCO REFERENCIAL
3.2.1 ALGUNAS INVESTIGACIORES EN CULTIVO DE TEJIDOS

Diaz (1985) ( 7 ) en Cuba evalud la respuests de QOrihosiphon
gtaginens a la formacidn de callos, con el ohjeto de aplicar el cultive
de tejidos como método de mejoramiento génetico en é&sta especie
medicinal.

Fragmentos de hojas fueron situados sobre el medic Murashige y
Skoog (HS) msuplementadose con cinco concentraciones de la auxinas Hdcido
2,4 diclorofenoxincétice. Al evalumr el desarrollo de los cmlloa Diasm,
concluyo gue: Las mejores concentracionea fueron las de 2 vy 5 mg/l de
2,4-D, lss que no presentaron diferencias significativas.

Fuentes (1988) ( 9 ) también en Cuba, evalud la tolerancia de la
salinidad "in wvitro" mediante el sansayo de clorurc de trifenil
tetrazolio, en 25 especies medicinales. De cadm especie fueron tomados
fragmentos de tejidos jévenes de la raiz, tallo y hojas y colocadas
inmediatamente y por 24 horma en soluciones acuosas ds diferentes
concentraciones de cloruro de sodio s 0.00; 0.25; 0.50; 0.75; 1.00 vy
1.50 M. Transcurridas 24 horaz, loz fragmentos extraides de la =olucidn
anlins fueron colocados ean 5 wl. de una solucion al 0.1% de cloruro de
trifenil tetrazolioc (CTT) por 24 horas, segin la técnica recomendads por
Veeramah ot al. (1988), Lims et ml. (1984) y Fuentes et al. (1960), pars
comprobar la viabilidad de tejidoas vegetales. Lo=s resultades gne obtovo
fueron:

El 40% de 1las especies evaluadas no tolerd concentraciones de
clorurc de sodio de 0.25 M; el 24% resultd tolerante & concentrclones

entre 0.25 y 0.50 H, v el resto (3BX) tolerd concentraciones entre c.75

y 1.50 H.
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Tres especies toleraron altas concentraciones de cloruro de sodio
hasta 1.50 M. |

Diaz (1288) ( 7 ) en Cubs, aplicd el cultivo "in vitro" para ls
multiplicacidén acelerads de Digitalis lanata. Para inducir la brotacidn
mesive "in vitro" se utilizaron las hormonas vegetsles y concentraciones
de éstas, recomendadas por Erdei et al. (1981), 1las que fueron
adiciconadas sobre el medio de cultivo HS., Para el enraizamiento de los
brotes se aplicd el medio sugerido por Erdei et al. (1981); se =itud un
brote por cads tubo delensayo, los que contenian entre 12 y 15 ml. de
nedio.

De éstm investigacidén Diasz concluye que: El medic de cultive de
Hurashige v Skoog suplementado con dcido-3-scético y 6 bencilsminopurina
a concentraciones de 0.1 y 1.0 mg/L. respectivamente, permite Ila
obtencidén de nuevos explasntes por cade brote cultivade "in vitro"
dursnte 60 dias. EI1 enraizamiento de los brotes es efectivo en
mas del 85X =&l cultivarse éstos en el medioco de MHurashige Yy
Skoog con 1s quinta parte de 1las fuentes de nitrégenoc ¥y
gsuplementado con dcido indol-3-butirico a concentraciones entre
8.5y 1.0 ng/L. de medio.

Zufiiga (1990) ( 32 ) realizdé investigacién de carsdcter bdsico en
papa (Splanum tuberosum), paras producir plantas libres de los virus X, Y
y S5, a partir del cultivo de meristemos y del tratamiento de
termoterspia antes de la extraccién de meristemos a plantas enfermas
ealtivadas "in vitro™.

De su investigscedn Zufiiga concluyes que: Segiin el andlisis
estadistico las proporciones en las metodologias empleadas son igusles.

Que segin lo observade el tratamiento de 10 ppm de BAP induce el
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mayor nimero de tubérculos y que existe un efecto directsmente

proporeional en funcidén del nimero y la désis de BAP.

3.2.2 TRES PURTAS (Heurolaena lobata L.)
3.2.2.1 DESCRIPCION GENERAL

Tres puntas (Henrolaena lobata L.) también conocids como mano de
lagarto (Guatemala), Quina, Gavilans-Capitana (Costa Rica), victorians,
etc. es una hierba o arbusto comunmente con tallos erectos, de 1-4 m. de
alto, por lo general escasamente ramificada, que pertenece z 1a familia
Compositae. Se desarrolla desde el nivel del mar hasta los 1,450 m.
( 16.18,19 ). |

El ciclo bioldgico de ésta especie es de 1 afic sproximadamente.
Por su hébite puede considerarse uns semiperenne, pues al afic de llegar
a su plena madurez, fructificacidén, 1las hojas caen, permitiendo el
dezarrolle de nuevos brotes vegetativos, para continuar creciendo el afio
que sigue ( 26 ).

En Guatemsls, la época de floracién v fructificsaseidén en su habitat
natural (segin poblaciones exploradas y colectadas), es desde el mes de
diciembre hasta sbril. Siendo los meses de enero y febrero los de mafor

floracidén, para su fructificacidn en los meses de marzo y sbril ( 28 ).

3.2.2.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS

Flores: Posee flores pequefias, con corolss amarillas a
naranja-amarillo, alrededor de 4 mm. de longitud.
Flores sgrupadas en uns inflorescencia corimbosa,
lag casbezuelss zon numerossas, pediceladas y

discoides.



Tallo:

Hojas:

Semilla:

3.2.2.3
La

Tallos erectos, estriados, sulcados, densamente

pubascentes cusndo jévenes.

Hejas alternas, diversamente lobasdms, la infericores
hasta 30 cms. de largo y las superiores mucho mas
pequefias. {Usuaslemente staminadas, lanceoladas u
cblongas, corto pecioladas o casi sésiles, casi
glabras en el envés, agudas o cuneadas s la base, =&
menudo contractadas y decurrentes en el peciolo, los
mirgenes dentados o serrados, escabrosos-
hirautulosss en el haz, densmmente corto-pilogas en

el envés y a menudo velutinoso.

Es un =mquenio negro, essncialments glabros,

alrededor de 1.5 mm. de longitud ¢ 16,18,19 ).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

planta es nativa de algunos lugares de Yucatan, norte

Colombia y Venezuela; también del éste de 1a India ( 18 ).

Se

elevacidn
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de

desarrolla en un rango que va desde el nivel del mar hasta una

de 1,450 m. Se encuentra distribuida en el Sur de México;

Belice 2 E1 Salvador; en las partes bajas de ambas vertientes, pacifico

y Atléntico en Co=ta Rica; Panamia; Kl Caribe, Norte y Noros=zte de Amé-

rica del sur.

veces

menudo en

mirgenes de rios o arroyos,

bosques de encino, comunmente en crecimientc secundario,

terrenos cultivados, en terrenos zasrzozeos s lo largo

En Guatemala me encuentra en matorrales himedos o algunas

de

en lugares abiertos 6 m orillas de caminos.
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Se encoentra en los depsrtamentos de Alts Verspaz, Chiquimuls,
Escuintla, TIzabal, E1 Petén, E1 Progreso, Quetzaltenango, Retalhuleu,
San Hafcos, Sants Rosa y Suchitepequez ( 18,19 ).

Se ha localizado en los lugares siguientes ( 26'):

En Alta Verspaz, en el lugar de Cubilhuitz, se le conoce como mano

de lagarto o tres puntas. Son plantas arbustivas, con una altura
promedio de 2—4 m., Se encuentran ubicadss en matorrsles, cercanos &
riachuelos en laderas sabiertas, formando parte de la vegetacidn
secundarisa. La altura en donde fueron localizadas es de 230 msnm. La

zona de vida es: Boséue muy himedo subtropical calido.

En el miswmo departamentc, En Chajmsic, se le conoce como mano de
lagarto o tres puntas. $Son arbustos medianos con una alturs sproximads
de 1-2 wm. Se encuentran a lo lsrgo de 1a orilla de 1a carretersa, en
laderas, formsn parte de la vegetacidn secundariz, limitados por bosques
de latifoliadas, & una aslturs de 200-500 msnm. La zona de vida es:
Bosgue muy himedo subtropical célido.

En Suchitepequez, en la localidad de Chicacao,se conoce como tres
puntas o mano de lagarto. Son plantas arbustivas, de una altura de 1-3
m. Se localizan en dreas descubiertas de ladera de montafia, forman
parte de ls vegetacidén secundaria, limitada por cultivo de café, el
lugar presenta una alturs de 1,000 = 1,000 msnm. La zona de vwvida
corresponde a: Bosque muy himedo subtropical.

En Quetzaltenango, en la locslidad de Rio de Naranjo, se le conoce
como arnica. Las plantas son arbustos medianos, de 1-2 m. de alto, se
encuentran en dreas de laderas descubiertas, en las orillas de las
carreteras, cercanas & arroyos, limitadas por bosgque de latifolisadas, 1la

altura del lugar es de 900-500 msnm. La zona de vids es: bosque muy
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himedo subtropical cdlido.

En San Harcom, on la locslidad de La Reformm, ss le conoce como
arnics. Son srbustos msdiancos con alturas de 1-3 =. looulisndew wn
montafia de latifolisdas, a una altura de 1,100 msnm. La =zona de vida
es: Bosque muy humedo subtropical cdlido.

En Escuintla, en la locmlidad de El1 Rodeo, =e le conoce como tres
puntsas. Estss son arbustos con altura de 3-4 m., se encuentran en
matorrales cercanos a riachuelos, formsn parte de la vegetacidn
secundaris, & una aslturs de 700 wenm. La zonae de vida correponde a:
Bosque muy humedo subtropical cidlide.

En Zacepa, en la localidad llamada La Unidén, se le conoce como mano
de lagarto vy tres puntas. Estas son arbustos, presentan una altura de
1-3 m., ubicadas en 4dreas descubiertas de ladera de montefia, forman
parte de la vegetecidn mecundariam, la altura en &l lugsr ez de 880 msnm.
La zona de vida ss: Bosgue himedo subtropical templado.

En Petén, en el lugar conocido come El ceibal de la localidad de
Sayaxche, s8 le concce como mano de lagerto. Son plantas herbaceas, con
gltures de 1 m., se encuentran sn campos abiertos, limitmdas por bomque
denso, la altura en el lugar es de 130 menn. La =zona de vidas es:
Bosque muy Humsdo subtropical cilido.

En el mismo departamento, en la localidad de San MHiguel La
Palotada, las plantes se hubican en dreas descubiertas. La zona de vidsa
corresponde a: Bosgque hiimedo subtropical cdlido.

En Izmbal, en 1la localidad de Morsles, 1le llaman comunments tres
puntas. Son arbustos de 1-2Z m. de gmlturas, se encuentrsn en #reas
descubietas de lsderss, forman parte de la vegetacidn secundsria. La

zona de vida corresponde s: Bosgque muy humiedo subtropical célido.
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3.2.2.4 PROPIEDADES TOXICOLOGICAS

los extractos de las hojas y 1lom tallos tienen una actividad
insecticida, contiene un derivado de Thymol (18 ).

Manchand vy blount { 15 } reportan los germacronolideos
sesquiterpenocides, neurolenins A [4] y B [5], siendo saislados de
Beurclaens lobatg L.

Kupchan, citado por Manchand ( 15 ), .agrega que un nimero de
gegquiterpencides poseyendo la mitad ol -metileno-butirolactona, son
conocidoe por exibir significancia citotédxicos y, ssi como mecundarioc un

grupo <{ -B insaturadeo ez también presente, habiendo actividad antitumor

en vivo.

3.2.2.5 Us0OS MERICINALES

A 1la especie Tres puntss me le atribuyen propisdades sntimaldricas
e hipoglicemisnte, virtudes gue han side comprobadas a través de la
investigacidén; =ademd=s 8s8e le atribuven: Ls de ser antidiabétics,
antifébrifugsa, sntidiarreica y antiespasmddica { 12,186,19 ).

Morton y Ocampo ( 186,19 ) mencionan comoc usos los siguientes:

En cocimiento s¢ ha empleado como =mmebicida, adem#és contra la
calentura v en el tratamiento de las diarreas, acompafiadas de dolor de
estdnego.

En cataplasma, en Venezuela lo mencionan come contraveneno de las
merpientes, de 1lm planta fresca que se coloca =obre la herids.

En macermcidn me utilizs comp antidiarréico.

Los tallos frescos vy flores son muy comunes en los mercados de
América Central. En Panamd y Costa Rica ls decocecién es muy usadms para

remedios de disbétes, malaria y otras fiebres. En Hondurep también es=
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usada como remedio en contra de la malaria. En Guatemala ézta tiene los
pismos usos ademds de ser usada para aliviar los cédlicos.

En Belice la planta es mé&s usada parsa los dolores de estomago.

Ademids de ser utilizada para el tratamiento de 1las tlceras.

Mahabir et al. ( 14 ) indica gue Neurclsena bata L. es una planta
gque constituye un populsr remedio de la gente para el tretamiento de
diabdtes en muchos paises de Centro América y la region Caribefia. Los
nativos la preparan como decocecién hechs de las hojas frescas. En
Panamd los indios Cunas, la ussn para dolores estomacales y contra la
mzalarisa.

Horton (1977) citsdo por Hohabir et =al. ( 14 ), menciona gue la
decoccién es amarga 1a cnal es usada para 1la diabétes y contra la
malaria. También menciona que otros usos que la gente de paises

Caribefios 1se da es el de usarla en contra de fiebres.

3.2.2.8 ACTIVIDAD HIPOGLICEHIANTE

Sanchez et =al. citade por Manchand ( 15 ), en trabajos
farmacoldgicos preliminares sobre las hojas de Hewrclaena lobata L.,
reporta gue uszsndo el método O-toluideno pars determinacidn de glucoss,
mostraron ligers actividad hipoglicemiante.

De westudios scbre ratones hormoglicémicos, psara evaluar . la
actividad hipoglicemiante, un estudic fue conducideo sobre la variacién
de niveles de glucosa de 1a =mangre después de la administracidn de
extractos etandlicos de plantas a ratones albinos suizos de ambos sexos,
pesando 26.8 , los animales fueron ayunados. 12 horas previc a cada
experimento, pero agua les fue administrada livisnamente.

Uns suspension del extracto de planta fue administrada oralmente y
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wuestras de ssngre fueron extraidas desde la cabidad orbital a la 1, 2,
4, v 24 horas.

Todae las ddais indicsdas fueron dadas comwo miligramos de extractos
de planta seca por kilogramo de peso corporai?

Simaltaneamente estudios fueron realizados en fatones
hiperglicémicos, monohidratoe aloxanico (sigma) fue sdminigtrado
intraperitoneamenté a un grupo de 12 ratones, pesando 39.8 gramos, en
désis de 150 mg/L. de peso corporal. Las concentraciones de glucosa
fueran determinadae 48 hrs. mas tarde vy fueron aproximadamente 317.5
mg/ 100 mnl, Log sextractoz etandlicos fueron luege administrados
orpalmente vy, al mismo tismpo, una prueba contrel fue llevada fuera
peando solamente 1% de sclucidn pectina.

En base n los resultados se concluyd que:

Los niveles de extractom etendlicos de Neurolena lobata L. poséen
sctividad hipoglicemiante ambos en los normo e hipsrglicémicos animales
bajo estudio.

Cuando une désie de 500 mg/Kg. fue administrada, se nota una
significancias descendente eatadimticamente de glucossa sanguines gue fue
abaorvada »r 1s 1, 2 y 4 Hra. Los efectos son ma= pronuncisdos a
jntervalos de 4 hrs., y los niveles de glucosa sanguinea retornaron a
valores de control a las 24 horas.

Lor extractos etandlicos = désis de 250 ng/Kg. sdministrados =
ratones aloxdnicos diabéticos dieron una significancia estadisticamente
degscendente de nivel de glucosa sangnines producida por los extractos de

plantas, solamente a las 4 Hrs.
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3.2.2.7 PRUEBAS PARA LA PROPAGACION DE LA ESPECIE
En la Facultad de& Agronomia de la Universidad de San Carlos ( 28 ),
se reaiizaron pruebas de germinacidén de semillas .y de propagacidn de
ssquejes en Tres Puntas (Heurcolaena Jlobsata L);M los resultados se

muestran a continuacidn:

I.a pruebs de germinacién se realizé con un lote de 1,400 aguenios
procedentes de Cubilhuitz , Coban, Alta verapaz, colocdndose sobhre
bandejre en el germinudor s 27 grados centigrados, el resultado obtenido
fue de 0% de germinacién.

Posterior #a ells se realizaron prusbas (1992), incluyendo a 3
poblaciones, siendo éstasm; Cubilhuitz, Chajmmiec, Alta Verapaz; El
Rodeo, Escuintls. Se utilizaron 100 &asgwenios por poblacidén. Los

resultados ge mnestran en el cuadro 1.

CUADRO 1 Pruouebas de germinacidn de 3 poblaciones de
Neurolsena lohata L. en tres sustratos (1982).

Cubilhnitz Chajmaic El Rodeo
Brensa . 0x 0z 5% %
broza ox 0X 7%
suelo 25% 17% 51%

FUENTE: GEXPRONT-FAUSAC-ICTA, (1892).

En 1993, s=e realizaron prusbas (reslizsdas por el asutor) en 5
poblaciones de HNgurolaepna leobata L., siendo éstas: 1. Coatepeque,
Quetzaltenango. 2. Chajmric, Alta Verapaz. 3. Morales, Izabal. 4. La
unién, Zacapa. 5. El Redeo, Escuintls.

Las pruebas, se reslizaron bajo dos condiciones:

A, A nivel de lsboratorico

B. A nivel de invernadero.
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A. A nivel de laboratorio

a. Sin pretratamiento de semillss (aguenios)
Descripecidn:

Se utilizaron 500 aquenios por poblescidén, se incluyeron 3
repeticiones, cada repeticidn constd de 200 agquenios. 30 dias después
se realizo 1la dltime lectura, ésta es la que =e presenta en el cuadro 2.
Procedimiento:

a. Los aguenios fueron limpiados y escodgidos con 1a utiliéacién de
diafanoscopio.

b. 58 meleccionsren sguenios en loe que se obpervaron buenas
caracteristicas.

2. Sobre papel filtre, dentreo de cejas petri autoclaveadas,

fueron depositados 200 agquenios.

d. Fueron asperjadas ligeramente con una solucidén de Captan al 0.5%.
e. Se adiciond mgua sin cubrir el squenio.
Condiciones:

Las diferentew® cajas conteniendo los msquenios, fueron puestas al
germinador a 27 grados centigrados.

Los regultsdos se muestran en el cuadro 2.
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CUADRO 2 Pruebms de germinacidn a nivel de laboratoric, sin
pretretemiento, en cinco poblacionesz de Newrolseans
lobata .. Germingscidn en porcentaje.

semillas germinadas/repeticidn
No. ' total X%

 poblacidn R1 R2 R3
| coatepeque | 800 2 6 4 12 {2
Chajmaic 1600 2 2 2 1
Morales 500 0 2 4 1

La Urnién 800 0 2 2 0.70
El Rodeo 600 4 2 o 1
TOTAL 34

MEDIA ' 1.13

FUEHNTE: Pruebas realizedas por el suntor (1993%.

b. Pretratamienteo de ssmillas {aguentos}
Descripecidn:
Se¢ uatilizaron G600 aqgquenios por poblacidn, distribuidas en 3

repeticiones y 200 squenios por repeticiodn.

Procedimiento:

1. Los aguenios fﬁeron escogidos con la utilizacidn de diafanoscopio.

2. Se mseleccionarcn zquenios en los gue se observaron buenas
caracteristicas.

3. Los asquenios fueron depositados en frascos que contenian agus
esteril, luego introducidos al horno a 35 grados centigrados durante
48 horas.

3. Scbre papel filtro dentro de cajss petri autoclaveados, fueron
depositados 200 aqueniocs (repeticidn).

4. Fueron asperjades ligeramente con una solucidn de captsn al 0.5%.
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5. Por 1iltimo se adicioné_ 8 cada caja petri conteniendo los aquenios,
200 mg/L. de una solucién de dcido giberélico.
Condiciones:

Las diferentes cajas conteniendo 1loz aquenios fueron puestas al
germinador a 27 grados centigrados.

30 diss después me realizo la Gltima lectura, ésta se muestra en ol

cuadro 3.

CUADRD 3. Prueba de gorminscidn de 5 poblaciones de Heunrolmens lobata
L. Semillas con pretratamiento.

poblacién No. senillas germinadag/repeticidn TOTAL %
R1 R2 R3

Coatepeque | 800 3 B8 5 16 6.7

chajmaic 800 4 7 1 12 2

Morales 800 3 4 1 8

La Unién 800 8 8 2 14

El rodeg B0O 4 4 7 15

TOTAL . 85

MEDIA 3.0

FUENTE: Pruebas realizsdas por el autor, (1993).

B. A nivel de invernadero

Degscripecidn:

Purs émts prusbs =e utilzaron 500 aquenios por poblacidn, sl

sustrato consistidéd en: a. parte baja, 10 com. aproximadamente de wunsa
mezcla msuelp srena a8 ung relacidén 3:1. b. parte en contacto con la
memilla 10 cm. mproximadamente de un snelo franco arcilloso. Tierra

cernida fue espolvoresdas =obre 1la superficie en conctacto con la
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sgquenio, pero sin llegar s cubrirlo. La estructura fisica gue contenia
el sustrato fue una cama de cemento con drenaje, con tablas a los lados,
la cual fuoe forradm con nylon transparente a una altura aproxisads de 1
mt. del sustrato. La superficie total donde me depositaron las semillas

de las cinco problaciones fue de 1.00 x 0.70 mt.

Procedimiento:

a. Se =meleccionaron agquenios en los que se observaron buenas
caracteristicas.

b. Al suelo =e le agrego volaton granulado y fue desinfectado con
captan sl 0.5%.

. Laas semillas fueron depomitadas en el sutrato, delimitandose el drea
para cada poblacién.

d. Luego se les suministré riego. Este fue suministrado cada dos dias.

e. Periddicamente =e remlizo limpiezas de las superificis, eliminando lam
plantas ajenas a8 la especie.

f. 30 dias despuéda se realizd la 1ltimm lsctura, esta ss la que se
roporta.

En ol cuadro 4 me presenten los resultados de éstas pruebas.
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CUADRD 4 Pruebes de germinscidn en invernadero, eﬁ cinco

poblaciones de L.

Poblacidn No. semillas | semillas germinadas %
Coateéeque 500 83 16.6
Chajmaic 500 88 1.6
Morales 500 75 15.0
La Unién 500 195 39.0
El Rodeo 500 167 33.4
TOTAL 500 818 24.7
MEDIA 500

FUERTE: Pruebas realizadas por el autor, (1983).

'Pruebas de propagacidén de esqQuejes fueron reslizadas en el
invernadero de la Facultad de Agronomia de ls Universidad de San Carlos
(1892) ( 26 )}, utilizdndose cajas de maders con sustratoc de arens ¥y

broza en proporecién 3:1, obteniéndose los siguientes resultados:

CUADRO 5. Propagacidn de Heurclsena lobats L. materisl
colectado en la Unidén, Zacsaps.

esqueje No. Longitud |Didmetro sobrevivencia. %
(cm. ) (em. )

herbficeo 41 38.0 0.8 3 7.32

semiherbéceo |27 36.5 1.1 3 11.1

FUERTE: GEXPRORT, informe técnico (1982).

CUADRO 8. Propagacidén de N. lohata, segunda colecta en la
Unioén, Zacapa.

esqueje No, Long. Didm. sobrevi- 4
{em). {cm.) vencia

heraceo 51 35.5 0.8 1 1.96

semjherbiceo {17 36.0 1.2 3 17.85

lefioso 7 31.5 2.3 3 42.886

: XPR , informe técnico,(1983).
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Perrone ( 24 ) indica que en Guatemsls, las plantas medicinales
cuyas caracteristicas medicinales ya han sido convalidas y que interesan
como posibles fuente de cultive y comercializacién son el Pericédn
(Tagetes lucida), la Zarzsparilla (Smilax lundeii), el Apazin o Zorillo
(Bativeria alliacea), Tres puntas (Heurclasna lobata) y Orozuz (Lipia
duleis). A este trabajo de caracterizacién y convalidacién se aplican,
Facultad de Agronomis (FAUSAC)Y, Instituto de ciencia y Tecnologisa
Agricelas (ICTA) y Comisién Nacionsl parm el Aprovechamiento de Plantms
Medicinales (CONAPLAMED); sus esfuerzos wvan encaminados A: La
validacidén cientifica, el desarrolle sgrondmico vy el desarrolloe
industrial.

La ventaja de las plantas medicinales autdctonas radica en su alto
grado de competitividad en el mercadec exterior. Sin embargo, no estén

éstas plantas suficientemente acreditadas cientificamente.

3.2.3 OTRAS ESPECIES DEL GENERO NEUROLAENA

8. Nenrclaesng cobapensis Greenm. (1,904), reportads en e] departamento
de Alta Verapaz, en montafias boscosas, densas, himedas y mixtas, de
1,300 = 1,800 msnm.

b. N. intermedia Rydb. (1927), reportada en Alts Verapaz, en bomsqus
mixtos himedos, de 1,200 a 1,350 msnm.

e. N. macrophvls Greenm. (1,803), reportada en chiapas (México) ¥ en
los depertamentos de Quetzaltenango, San Marcos y Suchitepequez, en
bosques mixtosm, densos, himedos o en mastorrales densos, de 800 =& 1,500

nsnm.

d. N. schippii B. (1935), reportada psra Belice y a 730 msnm ( 18 ).
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4. OBJETIVO

Evalusr la regpuesta de 1la especie Tres puntas (Heurolaspa lobatsa

L.) a la propagacidén in vitro.
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5. HMETODOLOGIA

5.1 LOCALIZACIOR DEL AREA EXPERIMERTAL

Las investigacién se realizd en las instazlaciones del laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales de la Facultad de Agronomia, ubicado en el
edificn.T—B, de 1a lniversidad de San Carlos de Guatemals.

5.2 MHATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado fue la especie Heurolagnsa lobata L.,
l1a cual &5 conccida comunmente en Guatemala como Tres puntas o mano de
lagarto.

La planta, es una hierba o arbusto, las ramss son poco denssas,
comunmente con tallo erecto, da 3~4 metros de alto, sus flores son
pequefias amarillas a naranjz-amsrillas, sgrupadas en una inflorescencia
corimbosa, las hojas son alternas, con un sabor amargo fuerte. los
mergenes dentados o serrasdeos vy las ldaminas son marcadamente trilobadsas,
la semilla es un aquenio negro.

El material utilizado fueron los dpices laterales de la planta en

eztado de madurez.

5.3 DESARROLLO DE LA INVESTIGACION
5.3.1 FASE 1. COLECTA DEL MATERIAL

El material vegetal fue colectado en terrenos de 1la finca el

Montijo, de 1la 1localidad de El1 Rodeo, 1locslizada a aproximedamente 10
Ems. de 1la cabecera depsrtamental de Escuointls. Las plantas fueron
encontradas entre matorrales cercanas a una fuente de agua, limitadas

por cultivo de cafia, la amlturs en el lugar es de 700 msnm. y corresponde
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8 una zona de vids: Bosque muy himedo subtropical cdlido.
Se seleccionaron las plantas méds tiernas, verdes y sanas.
El material fue asperjado envuelto en papel tomlla, fué cubierto en

en bolsas de nylons y transportado en hielers.

5.3.2 FASE 2. ETAPA DE LABORATORIOD

Para preservar el material, el que presentd dafio fué desechado, las )
ramas en buen estado fueron cubiertas en papel toalla, asperijsdas con
sgua destilada y envueltas en bolsas de nylon, luego fueron puestas =l
refrigerador. En estas condiciones sl material permenecid en buen .
estado, conservando su calidad hasta un mdximo de 10 dias.

El estudioc comprendid la prepsarscidén del medioc de ecultivo M5,
suplementado con diferentes reguladores del crecimiento, el cual =se

utilizé en =21 cutive de explantes bajo las técnicas de propagacidn

siguientes:

A. El cultivo de meristemos

B. El cultivo a través de 1a induccién de callo.

5.3.2.1 CULTIVO DE HERISTEMOS
Se utilizd como medio basal el medio Murashige y Skoog (MS),
suplementado con 0.50 mg/L. de dcido giberélico (GAa) y diferentes .

concentraciones de bencil aminopurina (BAP) , dcido naftalenacétice

(ANA) y fcido indolbutirico (AIB) las cuales se muestran en el cuadro 7.
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CUADRO} 7. Niveles de reguladorss del crecimisnto en mg/L.
adicionados 8 el medioc HS, psra el cultivo de
meristemos.

NIVEL | BAP ANA | A1
1 0.50 0.025

2 1.00 0.050

3 3.00 0.10

4 5.00 0.20

5 7.00 0.50

8 5.00

A. Preparacién del medio de cultivo

Los componentes del medio de cultivo se prepararon con soluciones
madres (solucidn Stock) en lss concentraciones demeritas por Murashigue
v Skoog (KS), para macroelementos, microelementos, myo-inositol,
vitaminas y soluciones de hierro, las cuales se presntan en el apendice
en el cuadro 8"A". De las soluciones madres se extrajeron los volumenes
deseados para 1a elaborasacién de la mezcla, a la cual se adiciond D.50
ng/L. de dcido giberélico. Esta solucidén fue separada en 28 recipientes
s los cuales se les sagregd los reguladores en igual nmimero de
combinaciones. Cada recipiente fué nuevamente separado en tres frascos
conteniendo 25 mililitros de medio. Estas fueron estabilizadas = un pH
de 5.6.

Estos medios se esterilizaron en antoclave a 15 libres por pulgada

cuadrada (psi) & 121 grados centigrsdos durante 15 minutos.

B. Extraccién, desinfeccidén e inocunlacidn de meristemos
a. Del material vegetal colectado, se procedié a eliminar todas

las hojss, dejando solamente en el tallo las yemas
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(meristemos cubiertes), los cuales fueron lavados con
detergente.
De log tslles fueron extraidas 1las vemas latsrales dejando

cierta porcién de tallo, manteniendo el cuidado de no lastimar el
meristemo . Estos fuereon depogitadeszs ean agua deatilada
autoclaveada.

Luego fueron transferidss a un beaker conteniende 200 mg/L. de
bicloruro de mercurio, a los 15 segundos fueron lavadss con agus
dertilads eatéril.

Forterinrmente  ag introdujeron  en mloehkel  gkiliece Rl 70X
durante 15 segundos, y lavadas nuevamente con aguas destilada
egtéril.

Loz dpices fueron transferidoz m una solucidn de hipocleorite de
sodio al o.23% (5% comercinl) y carbdn sctivado, mds 2 gotms de
Tween 20, por un tiempo de 15 minutom.

Luego fueron transferidos a uns solucidén gque contenia 1000 mg/L. de
carbén sctivado sutoclavesdo, con el objeto de evitar la oxidacién
del tejido.

Transcurridosg los 15 minntos, los dpices fueron transferidos a 1la
cdmara de flujo laminar, en donde fueron lavados con agua degtilads

estéril por 4 veces consecutivas, para eliminar residuos de sleohol

¥y cloro.
Se procedid a disectar las yemsas utilizandeo bisturi, se
quitaron las tres primeras hojas que cubrisn el meristemo,

e@liminendo también parte del tallo, los indculos se dejaron de

aproximadamente 3 mm. de longitud y fueron sembrados 3 en cada

frasco con medio de cultive.
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La cémara ds flujo laminar fue encendida una hora antes de cada
sesion de trsbajo v la esuperficie se desinfectd con alcohol etilico =l
70%, las cajas petri, papel, pinzas, bisturies fueron autoclaveados, las

doe Gltima se flsmearon en mechero cads vez gue se extrajo una vemsa parsa

disectarls.

C. Condiciones des cultive

Las msiembras en los medios de cultivo se mantuvieron en sl cuarte
de incubsacidn, con un fotoperiodo de 18 horas luz y 8 horas de
ogcuridad, la fuente de luz fueron lampsaras fluorescentes de luz blanca
de 10,000 lux de intensidad. La temperstura media del cuarto fue de 24
grados centigrador con vuna mixima de 27 gradom centigradea. Loe frascos
se manftuvieron separasdos a una distancia de gproximadsmente 3 cm., pafa

permitir ls mavor incidencim de luz.

5.3.2.2 CULTIVO DE CALLOS
A. Medio de inducecidén de esllo

Fara ls induccidn de callo ern los explantes se utilizd comé medio
basal el medio MS suplementado con 5.0 wmg/L de dcido naftalenacético y
0.50 mg/lL,. de KN B8 furfuril aminopurinam, pues diferentes pruebas
indicaron 8 éste medio como més adecunado.

Se¢ utilizsron come explantes para la induoucecion de czllo, seccicnes
de hojas meristematicas (porcidn del merigstemo sin talleo), procedentes
del cempo.

B. Hedios de cultivo paras la regenerscidn de plantas
Para evaluar sl comportamisnto y la respuesta a la regeneracidn de

plentess, se evaluaron les callos en 3 ensayvos diferentes.

TANPIEDRD OF LA UNERSIDAD DF SAN CARLDS DE GUATEMALA

Biblioteca Centra
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1. Primer ensayo: Evaluscidn de 1la respussta sl cultivo de calles
en el medio HS y la adicidn de 0.5 mg/L. de dcido geberélico (GAa) ¥y
diferentes combinaciones de bencil aminopurins (BAFP) s, Acido

naftalenacético (ANA) y dcido indolbutirico (AIB).

2. Segundo ensayo: Evaluacidn de la respuests al cultivo de
callos en el medio M3, 1la adicidén de 0.50 mg/L. de &cido giberélico
{GAa)y vy diferentes combinacicnes de bencil aminopurina (BAP), 4dcido

indolacético (ATIA) y dcido indol butirico.

3. Tercer ensayo: Evaluacidn de Ia respuesta al cnltivo de csllos
en el medic H3, la adicidn de 0.50 mg/L. de N8 furfuril aminopurina
(KIN), 10% de sgua de coco (AC) y diferentes combinmaciones de bencil
sminopurina (BAP), Acido naftalenacétice (ANA) y dcido indol butirico.

El sgua de coco fuve filtrada y sutoclaveada junto con los demis

compuestos del medio de cultive.

El cuadreo 9, muestira los reguladores v niveles utilizados en cadsa

eNnsSayo.
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CUADRO 8. Reguladores del crecimiento en mg/L. ¥y suplementos
adicionades al medio HS, para sl cultivo de callos

de Neurolaena lohata .. en tres ensayos diferentes.

aANA | Bap  |arB  |A1aA GAs KIN AC
0.025| 0.50 |- - 0.50 - -
0.050] 1.00 |- - 0.50 - -
eNsayo (810 1 3.00 |- - 0.50 ~ -
1 0.20 | 5.00 |- - 0.50 - -
0.50 | 7.00 |- - 0.50 - -
- - 5.00 - 0.50 - -
- 0.50 |- 0.025 10.50 - -
- 1.00 |- 0.050 l0.50 - -
R 3.00 |- 0.10 0.50 ~ -
2 - 5.00 |- 0.20 0.50 - -
- 7.00 |- 0.50 |0.50 - -
~ - 5.00 ~ 0.50 - -
0.025} 0.50 |- - - 0.50 10%
0.050} 1.00 |- - - 0.50 10X
ENsAvo |.8:-10 | 3.00 |- - - 0.50 10X
3 0.20 | 5.00 |- - - 0.50 10%
0.50 | 7.00 |- - f- 0.50 10%
- - 5.00 - - 0.50 10%

C. MHanejo del experimento
a. Preparacién del medio de ecultive

La metodologia para la preparscidn del medio de cultivo para 1=
regeneracidén de plantas fue la wmisws que me describe en la parte
correspondiente para el casco de meristemos (seccidén 5.3.2.1), 1a
diferencis fue dada por los suplementos y regulasdores del crecimiento

utilizados, en cada ensayo.
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b. tranaferencis de loe callos 3 medios de regeneracidn

De los mediom de cultive que contenfan los esllos inducidos, se
extrﬁjaron reccionen de aproxingdamente 5 hilinatros cuadrados, los
cuales fueron introducidos = los medios de regénefacién, en grupos de

tres por frasco, en total fueron 78 frascos.

¢. Condiciones ds cultivo
Lar condiciones en cuanto s luz y temperatura fueron las mismas que

sp describen en la swccidn correspondiete parm sl caso de meristemos.

d. Induecidén de raices

Lax plantasAobtenidas a partir del cultivo de callos fueron
transeferidas luego ds transcurridos B0 dies al medio de cultivo (HS), en
lom que me evaluaron concentraciones a: 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 mng/L

de #&cido indolbutirico.

e. Aclimatacidn
Las plantas con una altura sproximada de cinco centimetros, se les

aclimnatd de la manera siguients:

Se utilizd wun invernsadero casero, el cual consisfio en uns mesa de
aproximadamente 1 metro cuadrado con una slturs de 0.75 mts., cubierto
con nylon, el sustreteo ntilizasdo fuéd unm mezcla de arens y =suselo en
proporeién 3:1. Las plantes se extrajeron de los medios de cultivo, =me
lavaron con agua potable para eliminar restos del medio de cultiveo, qgune
pudiera favorecer el aparecimiento de microorganismos. Lpnego se hizo un
lavado con 0.5X de banlﬁte (Benomyl). Posteriormente fueron sembradas }

gse les aplicd riego. Cinco dias después se procedio a8 guitar la mitad
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de nylon, 3 dizs despuéds se dejsaron completamente descubiertas.
En 1sa figura 1 se observa en forma general las fases realizadas

durante ls investigacién.

COLECTA DEL MATERIAL
(localidad el Rodeo, Escuintla)

CULTIVO DE MERISTEMOS CULTIVO DE CALLOS
MS v 28 combinaciones 1. Etapa de induccidén de calloe
de ANA y BAP MS, 5 mg/L. de ANA, 0.50 mg/L.
de BAP Y 0.50 mg/L. de KIN.
(20 dias) :

meristemos con poco cre-
cimiento, formecidn de callo 2. Evaluacion de callos
y muerte _ ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3

REGENERACIOR DE FLANTAS
Ensayo 1. (8 semanas)

3. inducecidn de raices
2 mg/L. de AIB
(15 dias)

FIGURA 1. Proeceso en sl cultivo de meristemos y el cultivo a
partir de ls induccidén de callo.

5.4 EVALUACION DE LA INVESTIGACION
5.4.1 CYULTIVO DE HMERISTEHWOS
5.4.1.1 TRATAMIERTOS
El estudio constéd de 28 tratamientos, las combinaciones de los
niveles y reguladore=z del crécimianto} dieron origen a los diversos

tretamientos, éstos se muestran en 21 euadro 10.
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CUADRO 10.

Conb%naeiones de niveles de los reguladores del
crecimiento en mg/L., en el cultivo de meristemos.

trat. | BAP ARA
§.50 0.025
b 0.50 0.050
s 0.50 0.10
d 0,80 0.20
e g.50 0.50
£ 1.00 0.025
| 2 1.00 0.050
h 1.00 0.10
i 100 0.20
J 1.00 0.50
k 3.00 0.025
1 3.00 0.050
mn 3.00 0.10
n 3.00 0.20
i 3.00 0.50
2] 5.00 0.025
p 5.00 0.050
qQ 5.00 0.10
r 5.00 0.20
s 5.00 0.50
t 7.00 0.025
u 7.00 0.050
v 7.00 0.10
W 7.00 0.20
x 7.00 0.50
¥y Solo incluyo 5.00 de AIB
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5.4.1.2 VARIABLES CONSIDERADAS
1. Oxidacidén rdpide y mumerte de meristemos
2. Oxidacidén de merietemos y formmeidn de czllom

3. Crecimiento iniciml y posterior formacién de csallo

5.4.2 CULTIVO DE CALLOS .
5.4.2.1 TRATAMIENTOS

El e=studie sbarcd 3 ensayos, la diferencia entre éstos l=a
constituye los complementos, y reguladore=m del crecimiento ntilizmdo= en
®#l wmedio basazl HS3, ya que para el ensayo 1 se utilizé bencil
aninopurina, fcido naftalenscético Y dcido indolbutiricb, a diferentes
concentraciones; el ensayo 2 se utilizé bencil aminopurina, 4ecido
indolacético v 4dcido indolbutirico, a8 diferentes concentraciones, en
ambos se adiciond 0.50 mg/L. de dcido giberérlico; sl ensayo 3 se evalué
con bencil aminopurina, dcido neftslenacético y decido indolbutirico, =a
diferentes concentracionss, pero se suplemento con 0.50 wmg/L. de KIN ¥
10X de AC. Cads ensayo considero 28 difersptss combinaciones de los

reguladores del crecimiento. Estos se mussitiran en el cuadro 11.
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CUADRO 11. Reguladores del crecimiento ¥ concentrsciones en
ng/L. en el cultivo de callos, utilizados en tres

ensByons.
T { BAP (en 1,2,3) ANA (en 1,3) AIA (en 2)
A 0.50 0.025 0.025
B 0.50 0.050 0.050
C 0,50 0.10 0.10
D 0.50 0.20 0.20
E 0.50 0.50 0.50
F 1.0 0.025 0.025
G 1.0 0.050 0.050
H 1.9 0.10 0.10
I 1.0 0.20 0.20
J 1.0 0,50 0.50
K 3.0 2.025 0.025
L 3.0 0.050 0.050
M 3.0 0.10 0.10
N 3.0 0.20 0.20
il 3.0 0.50 0.50
) 5.0 0.025 0.025
P 5.0 0.050 0.050
Q 5.0 0.10 0.10
R 5.0 0.20 0.20
s 5.0 0.50 0.50
T 7.0 0.025 0.025
u 7.0 0.050 0.050
v 7.0 0.10 0.10
W 7.0 0.20 0.20
X 7.0 0.50 0.50
Y 5.00 AIB (en 1,2,3)

NOTA: Nﬂmefos entre paréntesis indican el ensayo en donde el
regulador se utilizé.
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5.4.2.2 VARIABLES CONSIDERADAS
1. Peso fresco
Callos con crecimiento.
calles que formaron puntos verdes

2
3
4. HNimero de puntos verdes.
S Color y textursm

B

crllomg gue formaron planta (regeneramcidn).

5.4.3 ANALISIS DE LA INFORMACIOR

bDebido =a las= carecteristicas en que B&e llevo &8 cabo 1=
investigacién, y a la diversidad de respuests gue pressentaron los
explantes y callos en loe diferente=z medios de cultivo, el andlisis de
la informacidén se realizd de una msnera descriptiva, tomando en cuenta
porcentajes v medias las cuales fueron obtsnidas en base = los datos gue
se presentan en los diferentes cuadros.

Para el cutivo de meristemos se analizd:
1. Las respuestas de los meristemos al cultiveo.

Compuestos antioxidantes utilizados

N

3. Métodos de desinfeccidn.

Para el caso del cultivo de cmllos se analizd:
1. Ensayo por separado considerando las diversas variables
2. Se realizd un andlisis comparativo de las variables en

los tres ensayos considerados.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 CULTIVO DE HERISTEMOS

Los resultados obtenidos musestran que la respuestas de ia especie 2
la induccién de plantas a través de éste cultivo estd condicionada por
la oxidecién del explante.

Existeron ciertos factores que limitaron el crecimiento dai

meristemo, en algunos s obmervd 1la formacién de callo, situaciones

atribuides & la oxidacidén del materisl vegetal.

6.1.1 TIPOS DE RESPUESTA

Estas se han clasificado en las sigulentes;

Respuemta A: Oxidacidn temprana y muerte del meristemo: Aguellom
gque murieron en el inicio, luego de ser inocuiédos en el medio de
cultivo, a consecuencia de la severs oxidacidn del tejido, observeda en
8l 70.5% de los explantes.

Respuestna B: Oxidacidén y forwacidén de callo: Aquellos fratanientos
en los que el explante no mostrd crecimiento del meristemo, éxistié
oxidacién, peroc algunas porciones del tejido formaron callo, ésta
representd el 21.3%,

Hespuests C: Crecimiento inicisl y postsrior formacidn de callo:
En aguellos tratamientog en loz cuales sl meristemo tuvo crecimiento
inicial y formacién de hojas verdaderas, pero, =zl cabo de 20 diss estas
hojas =e curbaron hacia el medio de cutivo (epinm=tias), y formaron
callo, se observd en el B.2% de los explantes.

De de lo= tratamientos gue indujeron la formacién de callo, el que

contenia 0.50 mg/1l de BAP y 0.050 wmg/l de ABA logrd mayor psso fresco
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giendo sl promedioc 2.50 gramos, mientras el gque contenis 5.0 mg/l de BAP
vy .20 mg/1 de ARA, formo menor peso, el promedio fue de 1.17 gramos.

Las anteriores diferencias se deben a8l hecheo de qgque la
proliferacidn celular esta en funcidn de los niveles y 1 balance de
concentraciones de los reguladores del crecimiente en el medio de
cultivo.

En estos callor de manera genseral se notd mavor formacidn de

consistencia friable.

6.1 1.1 OXIDACION TEMPRARA Y HUERTE DEL MERISTEMO

Exta respussta se presentd en sl 70.5%¥ de los explantes cultivados.

La muerte de los merimstemos en los diferentes trastamientos se debe
B efectos por degraedacidn del tejido debido a 1la oxidacidn y la
constante liberamcidn de compuestos al medio de cultivo. Este fendmeno
es un efectoc fisioldgico ¥y quimico bastsnte severo, al grade de gue
glgonus meristemos a los 30 minutos dé haber gside sembrados mostraron
degradacidn del tejido tornandose de color negro.

Ho existe correlscidn =mignificativa entre la degrsdacidn del tejido
por oxidacidén a causa de los elementos del medio de cultivo (MS) vy los
reguladores del crecimiento, porgue ésims ccurrid genersalmente de manera
temprana.

Los merimtemos gQune no mostrearon oxidacién de forma inmediata
permanecieron de colorv verde, hasts aproximadamente 24 horas,
posteriaormente empezarcn a tornarse de cplnr café en 1la parte basml en
contacto con el medio wmanteniendose la parte mérea verde, la cu=rl
termino degradandose.

Otros presenteron también los mismos efectos, pero en este caso fue

la parte sérea la que mostré primero el efecto.
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Todos ellos, expelieron al rededor en lz basge del explante los

compuestos producto de la degradacidén dsl tejido ¥y en cuzsos ma=x geveros
en todo el medio.

Los meristemos lnego de trancurridos 5 o 7 diss mostreron unsa
coloracidn negra y se observaron completamente deshidratsdos.

I.a oxideacién del explante, siendo severa no permitisé que los
meristemos absorvieran los nutrientes necesarios, para el crecimiento y

adaptacidon posterior.

8.1.1.2 OXIDACION DEL MERISTEMO Y FORMACIOR DE CALLO
A. Oxidacion de lom explantes

Los explantes que tuvieron ésta respuesta representaron sl 21.3%
del totas]l de tratamientos.

En éstos 18 pesar de que la tendencia general fue la degradacidn
rApida del tejido existid formacidon de calleo. Esta situscidn se debid
sl hecho de que porciones del tejido, normalmgnte las mas cubisrtas y
coercanas a8l medic de cultivo permenecieron vivas y puesto gque el medio
contenia ANA, se estimuld laz formacidn de callo.

B. Crecimiento del callo

LLa constante proliferscion de la magsa celular, permitid que éstsa
ﬁlcanzara un peso fresco promedio de 1.35 gramos, el peso alcanzado fue
relativamente poceo, lo cusl se debe s gue fueron solo pequefias porcionss
de tejido las que le dieron origen, pues como indica Feres (23), 1=
proliferacidén del callo estd también en funcién del tamsafico y forma del
explante,

Perea (23) menciona sdemdir que la formacidn de celulas se inicia

cerca de la herida del expliante. Estas partes en é&ste caso fueron las
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‘mis afectadas, pues en ellas se notd el inicio de 1la oxidacidén dael
tejido, liberando los compuestos del fendmenc al wmedic de cultivo
dificultando la iniciacidén y prolifermcidn celular.

Los callos formados mostraron una consistencis frimble y poco peso,
no obstante contar e}l medio de cultivo con un estimulador de la
induccidén de callo comoc lo es el ANA 1las concentraciones fueron
relativamente bajas, y no permitieron mayor formacién, esto lo indican
Hurtado y Thorpe (12,29), guienes afirman gque sl ANA, ez uno de 1los
reguladores del crecimisnto mas usados en la iniciacidén y mantenimiento
del c¢sllo cuandoc s=e usan concentraciones que van de 0.1 = 10 mg/l, v
presentando una concentracidn bslanceada parsa cada especie en
particular. Ademés el hecho de contar sl medio con BAP =&
concentraciones mavores dio una relscion suxina-citocinina inadecuada

pera formar un csllo con mejores caracteristicas.

6.1.1.3 CRECIMIERTO INICIAL Y FORMACION DE CALLO
A. Oxidacién

Esta se observd en el B.2% de los explantes.

Representd aguellos meristemos que luego de ser inculados en el
wedio de cultivo, permanecisron meostrando signos de sobrevivencisa, hasts
usn término aproximado de 20 dias, los cuales =me mantuvieron verdes. La
oxidacidn en éste caso se did de msners lenta y menos severs, lo cual
permitid el desarrollo del tejido. .

Es posible que édstos explantes llevaran relativamente menores
porciones de tallo 21 momento de ser inoculados, 1o cumsl favorecid la
anterior situacion, vya que componentes de tejidos como tallos tienen

tasas de respiracidén muy altas como lo indica Bidwell (2).
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B. Crecimiento

Estos mostraron una tendencia a la formacién de plantas. Algunos
alcanzaron una altura aproximada de 4 centimetros. Luego ceso su
crecimiento, 1las hojas gue lograron crecimiento mosﬁraron una tendencia
a la deformacién de los bordes y se doblaron al centro en la parte del
haz de la hoja y sobre el medip medio de cultivo (epinastia), lo que dio
corigen a la formacidén de callo.

Si se observsn, los tratamientos que dieron este tipo de respuests
{cuadro 12), se nota que las désis de BAP fuéron mAyores que las dé ANA,
lo cual explica el crecimiento inicial del meristemo, vya gue siendo
mayor la concentracidén de BAP se esperaria tai situacién, lo cﬁal
indican Hurtsdo y Weaver (12,31) sl afirmar gue una alta concentracidn
de citocininas con respecto s ls auxina causs 1la formacién de brotes.
La posterior inhibicién del crecimiento del meristemc puede tener su
explicacién a 1la presencis de compuestos fendlicos oxidados en el medio
de cultivo, gque interfieren en la sabsorcién de nutrientes como lo
asevera Vuylsteke (30).

Luego de formado el callo, el poco crecimiento y caracteristicas
desarrolladas estuvieron determinadas por los reguladores del
crecimiento, las concentraciones disppnibles ¥ el grado de oxidacién del
tejido. |

El peso promedio fue de 2.46 gramos. Este ez relativamente mayor
si se compara con el obtenido por los meristemos de los tratamientos qQue
ge presentsan en la columna de respuesta B ( cusdro 12), lo cual se debe
a que existié mas tejido vivo en contacto con el medio de cultivo.

El cuadro 12 muestra las diferenes respuestas del meristemo nal

cultivo de tejidos.



CUADRO 12 Respuesta del cutivo de meristemos 2 ls
propagacidén in vitro en Heunrolsena Jlobata L.

-combinacidn | No. Respuesta @ Respuesta B Respuesta €
ANk BAP | Meristemns { No. I | Mo, L peso | No. i peso

a | 0.50, 0.025 | 9 9 0 - - - - -

b § 0.50, 0,050 } ¢ b t6.6 | - - - 3 3.3 1 2.5

¢ |0, 000 |9 9 we |- - - - - -

4 | o050, 020 |9 3 T 55,5 | 1.33 |- - -

e | 050,050 |9 4 84,4 |5 3.5 | 1.57 |- - -

t 1 1.00,0.025 {9 s TR 555 | .50 |- - -

g | .00, 0,050 |9 § 100, |- - - - - -

ho{ .00, 0010 |9 5 5.5 |- - - | TR S

i ] t.00, 020 |3 9 100 {- - - - - -

i 1,00, 050 |9 9 we |- - - - - -

£ 4§ 3.00,0.025 |9 9 w6 |- - - - - -

11 3.00, 0.0 |9 BEXRE - - ' "R Y]

s | 300, 0.10 {9 9 10 |- - - - - -

n | 3.00, 020 |9 5 5.6 | - - - ' TR,

5 1 3.00, 0.5 |9 § 106 - - - - - -

o | 5.00, 0.025 |9 9 o |- - - - - -

p | 5.00, 0.050 |9 2 2.2 |7 m7 | |- - -

q | 5.00, 0.10 |9 9 100 |- - - - - -

ro ] 500, 0,20 | ¢ 1 RIS 55.5 | 1.43 |- - -

s | 5.00,05 |9 5 8.4 3 55.5 | 1.7 |- - -

t ] 7.00, 0025 |9 9 1096 |- - - - -

v ] 7.00, .05 |9 $ e |5 55.5 | 1.3 |- - -

v 1 7.00, 000 |9 g T - - - - -

w [ 7.00,02 {9 5 55,5 | - - 4 | 2.3

x| 100,050 |9 t 1.1 |9 8.8 { .53 |- - -

y | 5.00 {aIB] |9 i TR 55.5 | 123 |- - -
TOTALES 165 50 12.19 |19 12.2
HEDIAS 6.35 5.5 1.35 |3.8 3.05

1 79,5 1.3 9.2

REFERENCIAS:
Resp.A=Oxidacidn temprana y muerte de meristemos
Resp B=Oxidacién de meristemos y formacidn de callo
Resp C=Crecimiento inicial y posterior formacion de
calle

QRQRONYQLee
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6.1.2 LA OXIDACION DEL MERISTEMO
6.1.2.1 LA OXIDACION DEL MATERIAL VEGETAL

Lﬁ oxidaecidn del tejido es un fenéneno.que empieza a manifestarse
desde las fases presiembra del inéculo al medioc de cultivo.

En la recoleccién se observé degradacioén del material en las partes
en donde éste fue separado de la planta.

En el almacenamiento a ( 5 grados centigrados), no existié
degradacidén en los primeros 10 dias, 1ueéo de ese periodo los tallos y
sobre todo las hojas se tornaron de color negro, muriéndose por lo tantoc
también lss partes apicales.

En el proceso de desinfeccién del materisl vegetsl , coando los
fpices meristemdticos fueron separados dpl tallo (diseccién), se empezd
2 notar ya el proceso de liberacidén de compuestos productos de 1la
oxidacidén y la posterior degradacidén severam del tejido.

Este fendmeno es evidente, por la répida reaccién que ocurre al
herir, pués como 1lo indica Bidwell (2), al herir se produce 1la répida
oxidacién de los cohpuestos Fendlicos que tiene lugar cuando 1la
organizacidn que mantiene a éstos substratos v las oxidasas {(enzimas)
(los cuales parecen ser solubles), apartados uno del otro en 1la célula
normal, saprisionados en diferentes compartimentos celulares, se rompe
(respirscién traumdtics).

§.1.2.2 APLICACION DE ANTIOXIDANTES

En el inicio de la investigacidn, se considero en primer término 1la
nanera de evitar tal fendmenc adicionande los siguientes antioxidantes
2]l medio de cultivo: dcido citrico, #&cido ascédrbiceo, carbdén activado y
cisteina. La mayorﬁa de ellos utilizasdos entre los rangos de

concentraciones recomendadads por Vuylsteke (30).
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La oxidacidn del tejido solo se reduce en parte con la adicién _al
medio de cultivo de antioxidantes.

En el medio de cultivo donde se adiciond carbdén =activado, se notd
] porcentaje mas bajo de oxidacidén de los meristemos, siendo del 75%.

Cuando se adiciond &dcido citrico, la oxidaecidén fué del 90X.

En el caso de #cido ascédrbico, fué también del 90X y en 1im
sombineeidén we  obeervd el B7X, 1la  ecurl como = nokm no  fud
gignificativaments diferente & la utilizacidén de uno solo.

Cuando 81l medic de cultivo me mdiciond cisteina, =se observd mis la
oxidecidn del meristemo, 1la cual fue del 100%; leo=s efectos fueron
contrerior 8 lo egperade, pues &sta acelerd el proceso de manera seversa
al sumergir los meristemos en la msolucidn, degradando a1 tejido en meno=s
de 30 minutos, min cuando éstos no habian sido trasgladados al medio de
cultivo.

El cusdro 13, muestra los antioxidantes untilizados, désis método y
porcentajes de respuesta de los explantes sl fendmeno. 75 meristemos

fueron evalundos en cmda compuesto.
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CUADRO 13 Compuestos antioxidantes ut1llzados en el medio MS para el
cultivo de meristemos.

ANTIOXIDANTE DOSIS | APLICACION OXIDACION DE . %
mg/L EXPLANTES
carbén activado | 1000 | a2l medio lenta (10 dias) 75
dcido citrico 60 al medic temprana (2 dias) 87
+ + .
fcido ssedrbico 60
dcido citrico 5 al medio temprana (2 dias) 30
20
B0
200
dcido ascdrbico 5 2l medio temprana (2 dias) 80
20
80
cisteina 40 A.al medio A,B=temprana 100
860 B.inmersidn Czréapida (30 minutos)
(2-4 seg.)

C.inmersidn
(5 minutos)

B.1.3 MWETODOS DE DESINFECCION

La contaminacidén en el explante fué también un factor eritice, la
cumal limité el estudic de los meristemos al cultive y condiciond la
respuesta al crecimiento.

%e obeservd que los compuestos utilizados en el proceso de
desinfeccidén sceleraron la oxidacién del tejido, debido a ésto =se
consideraron diversos métodos de desinfeccidn, los cuales tuvieron como
objetivoe reducir la oxidscidn de los inéculos, pero al mismo tiempo

obtener el minimo indice de contaminacidn.

El método 7 (cuadro 14), que consideré bicloruro de mercurio = 200

mg\1 por 15 megundos, mlcchol etilico al 70X por 15 =segundos,
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hipoclorite de sodio =8l 0.53X por 15 wmwinuto= y carbdn mctivado = 100D
mg\l sutoclaveado wutilizade en hipoclorito de sodio y luego en agus
asteril, fué el mejor en cuanté a la relacidédn oxidacidn-contaminacion.
L=a axidaciéﬁ fue de B5%, pero en los sxplantss no existid contaminacién.

En el método en el cual se utilizéd 70% de zlecehol etilieo por un
minuto vy 0.23% de hipoclorite de sodio por 20 minutés, se notd el 78X de

oxidacidén v 23% de contaminacidn.

El método qus considerd le aplicacidn de 0.53X%X de hipoclorito de
sodio por 15 minutos, presentd el 100X de oxidacién y una contaminacidn
de losz meristemos del B2X%. |

El método en el cual se aplibé 0.28% de hipoclerito de sodio por 20
minutos permitidéd el nivel mas bajo de oxidacidn siendo este del 45X,
perc la contmminscidn en este fue de B8X,

E}! método en el cual se utilizd 0.28% de hipoclorito de sudio por

20 minutos vy 1000 mg/L. de carbdn activado, permitisé una oxidacién del
45%, con éste se minimizé el efecto al momento de realizar la
desinfeccidén, pero permitid upa contsminacidn del BBX. La reduccidn de

la oxidacidén puede atribuirge al.afecto del carbdno mctivado.

En el métode que congiderd 70X de mlcohol etilieo por 15 segundos
v 0.53% de hipoclorite de sodio, se observd los porcentejes mas sltos en
cuento a la relacidn oxidacidn-contaminscién, alcanzandc el 94 vy 97%
respectivamente.

Lae oxidscian de los explantes fué menos severe cuando s éstos =e
aplicd carbdn activado.

De scuerde & 1lo asnterior, 1los compuestos desinfecantes, las
concentrociones v lo= tiempos utilizados influyen sobre la

sceleracidn de 1a oxidacién del tejideo, pero la degradacién por
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é=te  fendmeno es sobre todo inherente a 1as caracteristicas
intrinsecas del tejido.

El cuadro 14 muestra los métodos utilizados en el procesc de
desinfececidén, la relacion de éstos con el fendmenc oxidativo y 1la

contaminacidén presente de mcuerdo a las diferentes variantes.

CUADRQ 14 Métodos utilizados en el proceso de desinfeccidn de

explantes.
M BH AE HS CA Ho. Oxidacidn Contaminecién
ex-
ng/L 4 x mg/L plan Bo. 4 No. - X
te.
- - - - 180 117 85 180 _ 100
2 - - 0.53 - 180 180 100 112 62
(15m)
3 - 70 0.28 - 234 183 78 54 23
(1lm) (20m) .
4 - 70 0.26 - 180 128 70 144 80
(15s) | (15m)
5 - - 0.28 1000 180 81 45 123 68
| (20m) _
6 - 70 (0.53)} 1000 234 119 51 153 65
(30s) }] (15m)
7 200 70 0.53 1000 234 128 60 00 (814}
{15 =) (155> | (15m) '
8 - 70 0.53 - 234 220 94 227 a7
{5=) (20m)
g 200 70 - - 234 140 85 192 82
(55) (15s8)
10 - 70 0.23 - 234 164 70 210 290
{58) (15m)

REFERENCIAS: BM= Bicloruro de mercurio AE=alcohol etilico;
HS= hipoclorito de sodio; CA=carbén activado;
M= Hétodo

NOTA: Entre paréntesis tiempos de exposicidén (m=minutos;
s=gegundos ).
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6.2. RESULTADOS DEL CULTIVO DE CALLOS

Los resultados obtsnidos muestran que existe respuesta favorsble de
la especie =& 1la propagmcidn in vitro, utilizende como técnica 1la
inducecidn de callo.

Estos indican que i hay respuesta a 1la regeneracidn de plantas
(organogénesis) y a2 la formecidén de raices (rizogénesis), perc al maismo
tiempo muestran la especificidad de 1a masa celular a ls organizacién
del tejido en funcidén del medic de cultive, suplementos, reguladores del

crecimiento ¥y concentraciones.

.2.1 PRIMER ENSAYD: Evaluacidn de 1la respuezstas del cnltivo de callos
en el medio M35, suplementado con 0.50 mg/L. de dcido giberélico, benecil
aminopurina y dcido neftalenacético a diferentes concentraciones y un

tratamiento con dcido indolbutirico.

6.2.1.1 CARACTERISTICAS CUANTITATIVAS Y REGENERACIOR
A. Formacién de plantas

De acuerdo u los resultados {cuadro 15) éste permitid 1s
regsneraciéﬁ de plantas. Fueron tres tratamientos los que respondierron
siendo éstos:

A. El medico que contenia a 0.50 mg/l de BAP vy 0.050

mg/L. de ANA
B. El medio ml que ss suministré 0.50 mg/l de BAP y s 0.50

mg/L. de ANA
C. El medio al que me adiciond 5 mg/l.de AIB,

En éstos tratamientom ninguna do lee plantesz gue se formaron fae
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albina y todas presentaron respuesta a la formacidén de raices,

De s&mcuerdo a los resultedos, el mejor tratamiento fue el el que
contenia 0.50 mg/1l de BAP y 0,050 mg/1 de ARA, porgue indujo el mayor
numero de plantas, 1ls formacidn de brotes me observd en el 100% de los
callos bajo eultivo.

Los c¢allos del tratamiento que contenia 0.50 mg/L. de bencil
aminorpurina y 0.50 mg/L. de 4cido naftalenscético presento el 44.4%
para ls regenseracién de plantss. La respuesta fue favorable a 1la
regeneracidn, sin embargo el nimerc de plentmss fue reletivaments menor
en comparacién con el tratsmiento anterior.

En éstos tratamientos los primeros brotes se observaron luego de 8
semanss del mparecimiento de puntos verdes. |

En el tratmmisnto que contenia 5.0 mg/L. de AIB, la regeneracidn se
observd en el 33.3% de los callos eultivados. En éste las plantas
tuvieron un crecimiento lento en comparscidn con las plentas formadas en
log tratamientons anteriorss.

Hay que hscer notar que 18 regeneracidn en los tratamientos
anteriores (a exepcidn del tratamiento de 5.0 mg/L de AIB), se presentd
cuando la BAP me sdicviond a concentraciones gue no sobrepasarcen de 0.50
mg/L.; srriba de éstas no se cbtiovo rsspuestaz a brotacidén y el nimero
de puntos verdes fue bajo en la mayoria de los casos. E=sta hecho
sugiere mejor baslance suxina:citocinina en el primero, lo cuozl permitié
alto nimero de puntos verdes y mayor formscidén de brotes, =situacidn que
refieren Hurtado y Thorpe (12,18).

Luego al +transferir 1los brotes a un medio de cultive (M8),
suplementado con 2.0 ﬁg/L de dcido indolbutirico la formacidén de raices

fue del 100X en cada tratamiento.



87
B. Peso fresco
La variable pemo freaco de loe callos, no indice rel=zc:idn directa
del peso logrado a la formacién de brotes, ym que gi bien es cisrto lo=m
tratamientos que regeneraron, el que contenia 0.50 mg/L. de bencil amino
purina y 0.050 mg/L. de dcido naftalenacético y el tratamiento, gque
contenia 5.0 mg/L. de decido indclbutirico, cbtuvieron un peso promedio
gimilar de 6.57 y 8.42 gramos respectivsmente, pero,ls respuesta fue
sustancialmente diferente (cuasdro 15). En el caso del_tzatagientq que
contenia 0.50 wmg/L. de bencil aminopurina y 0.50 =ng/L. de #dcido
naftalenacético, obtuvo wn peso promedioc de 2.85 gramos bastante
inferior = Jlos anteriores, pero 1la regeneracidén fue mejor gque el
tratamiento con mayor peso promedio.

El tratamiento gue contenia 0.50 mg/L. de BAP y 0.025 mng/l de ANA,
alcanzd menor pemo, siendco aste de 1.25 gramos. El tratamiento con
désis de 5.0 mweg/L. de bencil aminopurine ¥y 0.10 wmg/L. de dcido
naftalenacético, alcanzé sl mayor peso miendo de 12.5 gramom. Se nota
la diferencia existente lo cunl puede ser stribuide = que: A peear de
que smbos tratamientos contenian désis altss de BAP, =al =segundo
tratemiento se le adicionéd una ddésis mayor de ANA, lo gue influyd en sl
crecimisnto del callo. En éstos puede notasrse también la diferencis en
cuanto a8 la formacidén de puntos verdes, pues loas cslleos del primer
tratamiente formaron mas puntos verdes gue el segundo. Se noté ademis
{a exepcidn de 1a désis de 7 mg/L. de BAP) que a mayor ddé=zis de BAP
mayor crecimiento del callo, pero, el balance suxina-citocinina es
determinante en éste a=mpecto.

De manera genersl me cbservd en éste experimento gue el crecimiento

an el total de cmllos fue del 93.8%.
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C. Puntos verdes

El ésﬁudio indica (cuadro 15) gque callos que obtuvieron menor
erecimiento lograron formar nimero slto de puntos verdes, como es el
ces0, del tratamiento que contenia 0.50 ng/L..de BAP. y 0.0250 mg/l de
.ANA, el cual formé 27 puntos verdes, sin embargo el peso mlcanzado fue
aolameﬁte 1.25.gr. La mayoria de tratamientes alcanzaron pesos meyores
gue este tratamiento, pero, 1z formacidén de puntos verdes no fue

necesariamente mAis alta.

"El medio de cultivo que contenia 0.50 mg/L de BAP y 0.050 ng/L de

ANA, en =1 100% de los callos regenerarcn, indujo 51 puntos verdes, el

mayor en ndmero.

El tratamientos que contenia 5.00 mg/L de BAP 1y 0.20 mg/L de ANA,
el cual logrs formar 21 puntos verdes, unc de los mds altos, logrd uno
de los mayores pesos, siendo éste de 12.1 g.

El cuadro 15 muestra leoe anteriores resultados.



CUADRO 15 Respuests del cultivo de callos a 1la regeneracidn
de plantas en el medio M5 suplementado y diferentes
concentraciones de BAP, ANA y AIB en mg/L.
CRECIMIENTO CALLOS CON CALLOS PLANTAS
BAP ANA PUNTOS VERDES REGENERADOS ENRAIZA
No. % PESO No. 4 PR DAS
(grs) | PV No. F 4 No. x
0.5,.0.02 2] 100 1.25 27 g | i00 - - - -
0.5.0.05 g 100 6.57 51 g 100 g 100 36 { 38 100
0.5.0.1 g_ | 190 5.13 2 2 22 = = = = -
0.5.0.2 g 100 6,40 i 1 11 - = - - -
0.5.0.5 2 100 2.65 15 4} 85 4 44 g 8 100
1.0.0.02 g 100 1.48 7 4 | 44 = - = = =
1.0.0.05 8 2121 2.85 8 ] 59 = - d = -
1.0.010 3 100 8.10 5 2 22 - - - - -
1.0,0.20 9 a3 8.25 4 2 22 - - = = =
1.0,0.50 g 100 4.78 4 2 22 - = = - -
3.0.0.02: 8 100 2.80 f 0 0 = - - - =
3.0,0.05 g 100 9. .80 Q 1] a = - - - -
3,0.0,10 ) 100 8,15 2 2 22 - - - = -
3.0.0.20 g 100 4.48 1 1 11 - - = - =
3.0,0.50 g 100 9.85 1] 1] ] = - - = =
5.0.8.02 g 100 1.80 10 3 33 = - - - -
h.0,0.05H a 100 7.85 g8 4 44 = = = = b
5.0.0.11 9 100 12.51 8 4 | 44 = = = = =
5.0.0.2 g 100 12,1 21 7 77 -~ = - - =
5.0.0.5 5] 65, 5,32 g Qg 0 - - - - =
7.0.0.02 8 66, 3.08 3 2 22 - - — - -
7.0.0.05 g 100 8.38 ) 3 33 - = - - =
7.6.0.1 g 1010 8.70 14 5 95 - = = = -~
7.0,0.2 g 100 5.10 0 0 g - = - - -
7.0,0.5 a9 1049 5.48 g 0] )] - - - - -
| AIB 5.0 9 100 B.42 8 4 44 3 33 1 5 S 100
TOTAIL 218 93.6 166 205 16 d2 17 1.2 49 | 48
HEDIA 6.4
REFERENCIAS: PV=puntos verdes; P.R=Plantas regeneradas

69



70
8.2.1.2 CARACTERISTICAS CUANTITATIVAQ

A. Color y consistencis

Se observd que el 47.4% de los calios presentsron ceolor amarillo,
el 44.8% fue de color verde vy el 7.7% crema.

Los callos gue regeneraron presentaron diferencias en cuanto =a
color y consistencia.

El tratamiento que contenia 0.50 mg/L de BAP y 0.050 mg/L de ANA,
presentd mayor nﬁmer§ de callos de coler verde con consisteﬁcia dura.

El tratamiento al gue se le adiciond 0.50 mg/L de BAP vy 0.50 nmg/L
de AHA,.formé eallos color verde con consistencia durap

El tratamiento que =solo conté con la adicidn de 5.0 mg/L de AIB
formé callos amarillos con consistencia dura.

Las caracteristicas cuslitativas en cuanto a coler y consistencia
de lo=m callos vy lmns frecuenciss que definisron el cﬁmportamiento pars
los tratsmientos con respuestm =8 la regeneracién v de manera general

para todo el ensayoc se huestran en 8l cuadro 18.

@
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CUADRO 18 Comportamiento (frecuencia) del color y consistencia
' en callos evaloados en el medio MS y diferentes
combinaciones de BAP, ANA y AIB.
BAP, ARA COLOR COFSISTERCIA
AMARILLO CREMA VERDE | FRIABLE DURA
a 0.50,0,025 - - g B 3
b 0.50, 0.050 3 - 8 -~ 9
c 0.50,0.10 3 - 8 3 B
d 0.50, 0.20 3 - B B 3
e 0.50. 0.50 3 - 8 3 B
1.00, 0.025 3 - B 9 -
{ 8 1.00, 0.050 - 3 B 3 8
h 1.00, 0.10 B 3 - - 9
i 1.00, 0.20 3 B - - )
d 1.00, 0.50 g - - - g
k | 3.00, 0.025 3 - 6 9 -
1 3.00, D.050 3 ~ 6 g =
m 3.00, 0.10 - - g 3 8
n 3.00, 0.20 - - g - 3
il 3.00, 0.50 9 - - - g
0 5.00, 0.025 - - g g -
P 5.00, 0.050 3 - 8 B 3
q 5.00, 0.10 g - - 8 3
r 5.00, 0.20 8 - 3 3 <]
s 5.00, 0.50 8 3 - - 9
t 7.00, 0.025 3 3 3 <] 3
u 7.00, 0.050 3 - 8 B 3
v 7.00, ©0.10 8 - 3 - 9
w 7.00, 0,20 g - - - g
x 7.00, 0.50 g - - - 9
¥ AIB 5.00 g - - - 8
TOTAL 111 18 105 87 147
% 47.4 7.7 44 .8 37.1 62.8

NOTA:

9 callos fueron evaiuados

por tratamiento.
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6.%.% 4RAUNDO ENSAYQ. Fvaluacidn de 1a respuesta del cultivo de callos
en el 'madio M3, con 1la adicidén de 0.50 mg/L. de deido giberélico, ¥y
diferentes concentracienes de Bencil aminopurina, dcide indolacético y
dcido indolbutirico.

B.2.2.1 CARACTERISTICAS CUANTITATIVAS

A. HNimero de Puntos verdes

Bajo éstars condiciones de cultivo existe respuesta de los callos a
la formacidn de puntos verdes.

S5e notd que 8 los medics de cultivo 3 los que se suministré 1.00
mg/L. de BAP v 0.10 mg/L. de AJA y 3.00 mg/L. de BAP vy 0.20 mg/L. dé
AIA prementaron s)l mayor nimero de puntos verdes siendo para estos de 32
Y 24 respectivamente, Ademids éstos presentaron los porcentajes mas
sltos para el totel de esllos gue indujeron ésts caracteristica, siendo
del orden de 100 y 88.8% respectivamentse.

Los tratamientos que contenian 3.0 mg/L. vy ©0.10 mg/L.; 5.0 mg/L ¥
0.10 mg/L. ; 7.00 mg/L. v 0.20 mg/L. de BAF y AIA respectivamente,
tuvieron mencs respuesta, yva gue 8 pesar de gue presentaron 100X para el
crecimiento del callo, no existid en ellos uno solo que indujera l=a
formacidén de puntos verdes. De iguml forma el tratamiente que contenia
5.00 mg/L. de AIB no indujo ésta caracteristica. ‘

De maners general medios de cultive con désis de 5.0 y 7.0 mg/L de
BAP v sus respectivas combinaciones de AIA,  indujeron bajo ndamero de:
puntos verdes.

Es preciso hscer notar gue la mayor formacidén de puntos verdes, se

cbtuvieron en los medios que contenian concentraciones de 1.00 y 3.00

mg/l de BAP y démis menores de 0.20 de AIA. Tratamientos con désis

mayores de AIA indujeron menor ndmero.
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B. Crecimiento
El medio de cultivo gue indujo mayor nimero de puntos verdes, 1.0

mg/L de BAP y 0.10 mg/L de AIA, formdé un peso de 2.45 gramos, &l cual

-fue uno de los mas bajos entre los tratsmientos.

Contrariamente ol medio de cultivo al que =ze le adicicnd 3.0 mng/L
de BAY y 0.20 mg/lL de AIA, gque también formd =m=lto nimero de puntos
verdes, logrdé un peso de 9.02 gramos, uno de los mayores. Ddgis mayores
tanto de BAFP rcomo de AlA suministradas a éste tltimo pundieron heber
influide en =l erecimiento.

Ds maners general y tomando en consideracidén todo el ensayo, se
obgervé gue el crecimiento del calloc fue de 96.15%, el cual es alto
debido a que en la mayorias de tratamientos se obtuvo el 100% para esta
variable, con excepcion de los tratamientos contenian 0.50 mg/L. y 0.050
mg/L.; 1.00 mg/L. de y .50 mg/L. de BAP y AIA reépectivamente y al
tratamiento al gque solo se le adicionéd 5.0 mg/L. de AIB, los cuales

pressntaron el B6.7% en &l crecimiento, como se puede ver en cuadro 17.
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CUADRD 17 Respuestas del cultivo de callos g 1la propagacién en
el medio MS y combinaciones de BAP, AIA Y AIB (mg/L.)
COMBINACION CRECIHIENTO CALLOS CON PUNTOS
BAP, ANA No. b4 PESO VERDES
(grs.) No. % PV

A 0.50, 0.025 9 100 7.28 2 22.2 4
B 0.50, 0.050 6 66.6 11.83 5 55.5 11
c 0.50, 0.10 9 100 7.30 3 33.3 8
D 0.50, ©.20 g 100 4 .60 2 22.2
E 0.50, 0.50 g 100 8.73 4 44 .4
F 1.00, 0.025 9 100 4.57 9 100 13
G 1.00, 0.050 9 100 6.83 3 33.3 5
H 1.00, 0.10 9 100 2.45 9 100 32
I 1.00, 0.20 9 100 7.36 7 77.7 10
J 1.00, 0.50 6 66.6 5.08 2 22.2 2
K 3.00, 0.025 9 100 5.22 6 66.6 12
L 3.000,0.050 9 100 7.93 3 33.3
M 3.00, 0.10 g 100 8.72 0 0
N 3.00, 0.20 9 100 9.02 8 88.8 24
fi 3.00,0.50 9 100 8.62 2 22.2 2
0 5.00, 0.D25 9 100 2.22 2 22.2 4
P 5.00,0.050 9 100 8.42 3 33.3 3
Q 5.00,0.10 g 100 7.62 0 g 0
R 5.00,0.20 9 100 8.43 1 11.1 2
S 5.00,0.50 9 100 3.85 1 11.0 2
T 7.00,0.025 9 100 8.33 2 22.2 2
u 7.00,0.050 9 100 g9.20 2 22.2 3
v 7.00,0.10 8 100 8.45 3 33.3 3
W 7.00, 0.20 g 100 5.20 0 g 0
X 7.00, 0.50 g 100 10.70 2 22.2 2
Y AIB 5.00 8 56.6 9.00 g 0 0

TOTALES 225 86.2 186.0 81 34.862 159

HMEDIA 8.65 7.18 3.11 3.11

“REFERENCIA:

PV= puntos verdes;

NOTA: O onlloS/Lratamiento.

[P

4
1
\
4
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8.2.2.2 CARACTERISTICAS CUALITATIVAS

El enssyo mostrd difersntes manifestaciones de los callos para el
color v la consistencisa.
A. Color y consistencia

De mmners general, los mediocs de cultivo formsron el 70.5% de
callos con color amarillo. Solamente en dos tratamientos a los gue se
sdiciond 1.00 mg/L v 0.10 mg/L; 3.00 mg/L y D.50 mg/L de BAP v AIA
respectivamente, no se observd ésts color.

El colarrverde =20 pregantd eﬁ el 25.8% v crema en sl 3.BX.

La consistencia friable se observo mayorments, 78.2% y gsolamente el
21.8% fueron frisbles.

Log eallos del tratamiento gue contenia 1.0 mg/L. de BAP v 0.10
mg/lL. de AIA, que formaron mayor nimero de puntos verdss, presentaron
eolor verdes y con mayor frecuencia consistencia dura. El tratamiento sl
que se adiciond 3.0 mg/L. de BAP y 0.20 mg/L. de AIA, gue también formo
un namero slto de puntes verdss, presentd con mayvor frecuencis el color
amarillo, ademds consistencis dura. Las caracterizsticas del primero son
gtribuidss 8] mejor balance auxina:citocinins.

I.es combinaciones en los tratamientos gque contenian 3.00 wmg/L. ¥y
0.10 mg/L:; 5.00 mg/L. y 0.10 mg/l; 7.00 mg/L v 0.20 mg/L. de BAP y AIA
respectivamente v el tratamiento al gue =me le adicionéd 5.00 mg/L de AIB,
presentaron mayer frecuencias la formucidn de celleos eolor amarillo y

conzistencia friable, cerascteristices consideradas desfavorables pars 1m

organizscidn del tejido, pues ningune indujo la formacidn de puntos
verdes.
La= condiciones del cultivo permitieron ohssrvar las

caracteristicas que se presentan en el cuadro 1B.
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CUADRQ 18

Comportamiento (frecuencia) en cuanto a color y
consistencia de los callos evaluados en el medio MS 4

diferentes combinasciones de BAP, AIA y AIB en mg/L.

BAP

ANA

amarillo

COLOR

crema

verde

CONSISTENCTA

friable

dura
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1

.08,0.
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.00,0.

10

W W

R M "0 o |=R 5B b~ |5 ke

.00,0

.20

1

.00,0.

50

i

.00,0.

025

.00,0

L0850

(= I 1 ]

.00,0

,10

.00,0

.20

=t I~ |3 i s e R e o O W W W (W W e e e e (= o o o o o

.00,0

.50

W ik OjE 4 e ler |l

AIB 5.00

L= X = T e~ B v« B » I+ T o R Lo I« B £ o Y 4]

0 (W (0 WO (W (D (WO D DD O (D

totales

185

B0

=]
[3+]

51

%

70.5

3.85

25.84

78.21

21.78

TA:

9 callos fueron evalusdos por

tratamiento.



verdes ;égééééivamente. En éstog el 100% de cmllos inoculados formaron
esa caracteristica. Estas respuestas se presentsron cuando se
adicionaron concentraciones no mayores de 1.00 mg/L de BAP y en dodsis no
mavores de 0,10 mg/L  de ANA, las caracteristices observadas ne . .son
proporcionales al pesgo alcanzado (cuadro 18).

Los trstamiento= que contenian 5.0 mg/L. v 0.025 mg/L.; 3.0 mg/L. ¥
04.50 wg/L.; 5.0 mg/L. ¥y 0.10 wmg/L.; 7.0 mg/L.y 0.050 mg/L.; 7.0 mg/L. ¥
G.10 mg/l.. de BAP y ANA respectivamente y el tratamiente, 5.00 mg/L. de
AIB, no presentaron un solo calloc que indujera la formacidn de puntos
verdes, sunque el paso alcanzado en la mayoria de éstos fue
relativamente =alto. Estas respuestas desfavorables a 1la formacidn de
puntos verdes se dieron 8 concentraciones mayores de 1.00 mg/L de BAP ¥y
en la mayoris de concentraciones de AIA.
B. Crecimiento

En general en 21 presente sngavo,. se obmervd gue el totsl de callos
con crecimiento fueron 1886, lo.cual representa el 79.48%. Del total de

tratamientos, 23 lograron un crecimiento del callo no meaor del 66.8% vy
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solamente 3 obtuvieron el 33.3%, éste bajo porcentaje ee observé en
tratamientos cuya concentracidn de BAP fue mayor de 3.00 mg/L.

El mayor peso fresco fue de 6.53 gramos en el tratamiento al que se
le adiciond 3.00 mg/L de BAP ¥y 0.50 mg/L dé ANA, sin emburgo en émte no
existid formacidn de puntos verdes.

El menor peso fresco se obtuvo en los callos del tratamiento gue
contenia 3.00 ng/L de BAP ¥ 0.05 ;mg/L de ANA, 8l cual sclo mlcanzdé 1.53
Eramos.

Ee posible gue 1la adicidén de KIN y AC mal medic de cultivo hayan
condicionadeo las diferentes respue=ztas, permitiendo en algunos ca=oz el
crecimiento de la masa cslular, pués como menciona Roca (27) el AC
favorece 1la division celular de los callos en sinergiame con la auxina
presente, min embargo, ls organizacidén celular no fue favorecida al s=ser
suministrados en los voluimenes recomendsdoe, locual influyé también en
la formascidn de callos normalmente con consistencis friable.

En sl cuadro 19 se prementan los resultades obtenidos bajo émtas

condiciones.

PR S R

R X

T . AP

e
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CUADRO 19 Respuesta del cultive de callos a la propagscidn en sl
medio MS suplementado con KIN, AC y combinaciones de BAP,

ANA v AIB en mg/L.

COMBINACTON CRECIHIENTO CALLOS CON PUNTOS
BAP  ANA No. % PESO VERDES
(grs) No. % PV
2 |0.50.0.025 9 100 5.87 g 100 30
b_|0.50,0.050 g 100 3.97 5 55.5 11
¢ lo.s0,0.10 9 100 3.80 g 100 20
|4 |0.50,0.20 g 100 6.26 4 44.4 6
e 10.50,0.50 g 100 5.13 3 33.3
f 11.00,0.025 & 66.6 3.80 2 22.2
| g |1.00,0.050 9 100 5.43 g 100 48
h {1.00,0.10 3 33.3 | 2.37 3 33.3 10
i |1.00,0.20 9 100 3.87 3 33.3 6
i 11.00,0.50 6 66.6 3.37 3 33.3 5
|k |3.00,0.025 6  66.6 | 3.87 2 22.2 3
| 1 |3.00,0,050 3 33.3 1.53 0 0 0
n |3.00,0.10 5 66.6_| 3.87 2 22.2 3
n 13.00,0.20 g 100 2.75 2 22.2 5
7 13.000.50 9 100 6.53 0 0 0
o |5.00,0.025 g 100 2.40 1 11.1 2
p_|5.00,0.050 g 100 4.83 2 22.2 3
q |5.00,0.10 a 160 4.80 3 33.3 5
r 15.00,0.20 3 33.3 | 4.50 0 0 0
s 15.00,0.50 5 66.86 2.70 2 22.2 4
¢ 17.00,0.025 5 _ 66.8 2.77 2 22.2 4
. u |7.00,0.050 g 100 4.00 0 Q
v |7.00,0.10 5 66.6 | 4.02 0 0
w |7.00,0,20 5 66.5 3.47 2 22.2 4
x |7.00,0.50 5 66.8 | 2.93 3 33.3 5
v |AIB 5.00 8 66.6 | 4.63 0 0 0.
TOTALES 186 78.5 | 102.67 71 30.34 187
HEDIA 7.15 3.95 2.73 | 2.73

REFERENCIA: PV-punfos verdes
NOTA: 9 csllos fueron evalusdos por tratamiento.
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6.2.3.2 CARACTERISTICAS CUALITATIVAS
A. Color y consistencia

De manera gensral el ensayo presenté mayor frecuencia para la
consistencia frisble, 80.77% ¥ en cuanto al color, el verde fue el
dominante, 58._.4%.

Existid también formacién de callos color crema, 54 en total,
distribuidos en 14 tratamientos, que representarcn el 23.1X%, ésto.pueda
congiderarse slto ®i =e compara con los obtenidos en 1los snsayos
anteriores;, caracteristics gua no zs presentd en tratamientos gque
contenian 0.50 mg/L de BAP y entre sus combinmciones respectivas de ANA.

En el ensayo me notd gque el tratamiento gue contenia 1.0 mg/L. de
BAP y 0.05 mg/L. de ANA, y que presentd el mayor namero de pontos
verdeg, moztrd wmayor frecwencia el color verde, ¥ en cuanto = 1=
consistencia mayor formacion de calleos duoros.

Los medios de cultive que contenian 0.50 mg/L. de BAP v 0.10 mg/L.
de ANA, que también indujeron alto nimero de puntos verdes, el total de
callos presentaron color verde, sin embargeo, en todos la consistencia
fue friable.

Los cnlloe del tratamiento s lom que se adiciond 0.50 mg/L. de BAP
y 0.10 mg/L.. de ANA, lo=z cumlems el 100X formaron puntos verdes,
moetraron meyor frecuencia el color mmarillo, y consistencia dorsa.

Lo anterior vy conziderando el. totsl de tratamientos indienm, gqune,
concentraciones menores o mwayores B 1.00 mg/L de BAP en combinscidn con
désis fuera del range de 0.025-0.10 wmg/L de AN4A, inducen normalmente
callos con consistencis frisble, caracteristicss no deseadas por el bajo
mimero de puntos verdes que son formados.

En el cuadre 20 se presenta éste comportamiento.
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CUADRO 20 Comportamiento (frecuencia) en cuantoc a color y
consistencia de callos evalunados en el medio MS
stuplementado con EKIN, AC y diferentes combinaciones

de BAP, ARA y AIB en mg/L.

BAP  ANA - COLOR CONSISTENCIA
AMARILLO CREMA  VERDE FRIABLE  DURA
Al0.50, 0.025 - - 9 g -
Bi0.50, 0.050 - - g 6 3
¢l0.50, 0.10 6 - 3 3 6
= D|0.50, 0.20 - - 9 6 3
E[{0.50, 0.50 - - g B 3
Fl1.00, 0.025 3 3 3 6 3
cl1.00, 0.050 3 - 8 3 6
#|1.00, 0.10 - 8 3 9 -
1]1.00, 0.20 - - g 8 3
Ji1.00, 0.50 - 3 B 9 -
K|3.00, 0.025 3 3 3 6 3
_L!3.00, 0.050 - 9 - a -
M|3.00, 0.10 - 3 6 9 -
N|3.00, 0.20 g - - 9 -
%|3.00, 0.50 - - 9 9 -
0/5.00, 0.025 - - 9 9 -
P|5.00, 0.050 9 - - 9 ~
Ql5.00, 0.10 - - 9 5 3
R|5.00, 0.20 - B 3 g -
s|5.00, 0.50 3 3 3 8 3
T{7.00, 0,025 - 3 8 6 3
y|7.00, 0.050 3 3 3 6 3
’ v|7.00, 0.10 - 3 8 g -
Wi7.00, 0.20 - 3 6 9 -
) X} 7.00, 0.50 3 3 6 3
Y|AIBR 5. 00 3 - g -
TOTALES 48 54 132 189 45
% 20.51 23.08 56.41 80.77 19.23

NOTA: 9 callos fueron evaluoados por tratamiento.
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6.3 ANALISIS COMPARATIVO ENTRE ENSAYOS
8.3.1 REGENERACION DE PLANTAS

El ensayo 1, presentd respuesta a 1s regeneracién de plantas.
¥inguna de las plantas formadas fue albina y todas respondieron a la
formacidn de raices.

En el segundo y tercer ensayo, no existié respuesta a la
regeneracidn de plantes, psro, wi 8 la formescidén de puntos verdes.

Las rcarsmcterimticas anteriores =se deben a 1la aapééificidad de
respussta de 1a masa celular a la oréanizacién on funcidén de suplementos
y reguladores del crecimisnto presentes y al balance existente, lo cual
indujo formscidén de plantas en sl primer enmayo, no asi en el =egundo en
donde ls funcidén anxinica del ANA fué smustituida por AIA. En cuanto sl
tercer ensayo las caracteristicas fueron condicionadas a 1la adicién =l

medio de cultivo ds KIN y AC.

8.3.2 COMPORTAMIENTO CUANTITATIVO Y CUALITATIVO ENTRE CULTIVOS
6.3.2.1 COMPORTAMIENTO CUANTITATIVO
A. Crecimiento del ecallo
Lom ensayos 1 y Z presmsentaron similitudes, ysa gque de 234 callos
inoculados, en el primsrc me obtuve el 93.8%, an.el megunde 90.2%. Lam

modises en base =al total de tratamientos peor ensayo son de B.5 y 8.7

respectivamente.

En general s notd que tanto sl ANRA adicionada en el primer eneayo
i1, como el AIA en el segundo, cumplieron de manera =imilar las funciones
del inicio vy sostenimiento del crecimiento c¢elular, ademds, como lo
jdica Roca ( 27 Y, musstra el hecho do que pars este cago en particular

la presencia de una sola =suxina adicionada al medio basal puede ser
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suficiente pars reslizar esas funciones.

Ests aseveracidn es tomada en base ala similitud y alto grado de
crecimiente observado en ambos.

En el tercer ensayo, se obtuve el menor porcentaje de crecimiento,
73 .5%.

B. Pesoc fresco

El peso fresco . total mas alto se alcanzd en el segundo ensayo el
cual fue de 186.1 gramos, la media por ensayo fue de 7.2 gramos.

En el primer ensayo se obtuvo un peso de 168 gramos, el promedio
fue de 6.4 gramos.

El menor  pesoc se ss obtuvo sn el tercerc 102.7 gramos, s pesar de
ello &l aparecimiento del nimero de puntos verdss no fue el menor. La
media del ensayo fue de 3.8 gramos.
€. Puntos vardés

5¢ observd que los callos del primer ensayo presentaron mayor
nimero de puntos verdes 205 en total, el tercero 187 v el megundo 159.
Al relascionar éste pardimetro con el pesc fresco se nota gne no existe
relacién directa a la formacion de puntos verdes, pués en 2l primero el
peso obtenido no fue necemsariamente el mayor. AdemfAs el segundo ensayo
logro mayor peso, perc el nidmero de puntos verdes fue menor. Las
caracteristicsas gque presentd el segundo ensayc pudieron estar
condicionadas 8 la accion muxinics que le confirid el AIA, ya que por
gnelogia  oon el engays snterior me notan caracteristicas menos
apropiadas para la organizacidén celular, las cuales se evidencian
por 1la menor formaciodn de puntos verdes ¥y la formacidn de
consistencia friable.

En el tercer ensayo s pessar de que el nimeroc de puntos verdes no
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fué el mds bajo, en los callos no hubo organizacién celular, solamente

increments del callo.

B.3.2.2 COMPORTAMIENTO CUALITATIVO
A. Color

En los callozs del primero y segundo ensayos se observo como color
predominante el amarillo 47.4 y 70.5% respectivamente. Mientraa que
pars el terceroc lo fue el verde 5B.4%.

El color crema se observdé en los 3 enmayos, siendo mids frecuente en
el tercerc 23%.

En el cuadro 20 se presentan los totaler y porcentajes de las
respuestas cualitativas en los diversos ensayos.
B. Consistencia

Los callo=s en loms gue 88 obtuvd mayor nidmero de puntos verdes,
mostraron generalmente consistencia dursa.

lla congistencia durs me observd mayormente en el primer ensayo
62.8%, el segundo y tercero presentaron 21.7 v 19.2% respectivamente.

La congistencia frimble fué més frecuente en el tercero y segunde
B0.7 v 78.2% respectivemente, caracteristicas condicionadas 8 lo=
suplementos en el medio de cultivo; misntras que en el priﬁero fue
solamente 37.1%.

El cumdro 21 resume éstess caracteristicas para los 3 ensayos

svaluados. Este presenta los totales y sus porcentajes correspondientes

de lam variables cuantificadas.



CUADRO 21 Respuesta cuantitativa y cualitativa del ceultivo de
calleos, bajo 3 condiciones de medios de cultivo.

ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3

VARIABLE Ho. z M. No. % H No. % M
callos 234 100 - 234 100 - 234 100 -
| inoculados

Callos con 218 893.2 8.5 225 g98.2|] 8.8 186 79 7
crecimiento

pesc {g.) 166 - 6.4 186 - 7.1 102 - 3.8
Puntos verdes 205 - - 159 - - 187 - -
callos con 76 3z2.4 - 81 34.86 - 71 30 -
puntos verdes

Callos 17 F.28 - - - - - - -
regenerados

Plantas 49 - R - - - - - -
regeneradas . :
Plantas verdes 49 - - - - - - -~ -
FPlantas albinas 0 - - - - - - - -
Plantas 49 100 - - - - - - -
formadas

callos 11 47 .4 - 185 70.5 - 48 20.5 -
smarillos

callos crema 18 7.69 - 2] 3.85 - 54 23.0 -
callos verdes 105 44 .8 - 80 25.68 - 132 | 58.4 -
callos friables 87 [37.1 - 183 78,2 - 189 { 80.7 -
callos duros 147 62.8 - 51 21.7 - 45 19.2 -

REFERENCIA: H.= media
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7. CORCLUSIORES

La especie Tres Puntss (Neurolmena lobats L.), responde a 1lm
propagrecidn "in vitro” al'raganerar plantas (organcgénesis) y formar
raices (rizogénesis) a través de ia tdcnica del cultivo de callosm.

Bajo éstus condiciones no existe formscidén de plantas albinas.

Callom cultivados en el medio M3, muplementadom con 0,50 mg/L

de dcido giberélico, .50 mg/L de bencil aminopurina y 0.050

mng/l, de fcido naftalenacético, responden en el 100% =5 1a
regeneracidon de plantas. MHedios de cultivo con las carmcteristicas
anteriores, pero, con concentracioﬁes de 0.50 mg/L de Acido

naftalenacético, inducen regeneracidn de plantas en el 44%.

La adicién de 5.0 mg/lL de dcido indolbutirico y 0.50 mg/L de dcido

giberélico al medio (MS), induce regeneracidén de plantas en el 33.3X

de los callos cultivados.

La induccidon de raices en los brotes es del 100% en un término
aproximadec de 15 dims, al transferir éstos = un medio de enltivo

{¥S8), suplementado con 2.0 mg/L de Acido indolbutirico.

Los medios de cultive suplementados con 0.50 mg/L de dcido
giberélico y diferenteé concentraciones de bencil aminopurina y

Acido indolacético, estimulan mayor peso @ inducen puntos verdes en

mayor nimero de callos.



Al suplementar ol medio de cultivo con 0.05 mg/L de kinetina, 10X
de agua de coco, bencil aminopurins y dcido naftalenacético se

favorece la formscidn de callos color verde.

El crecimiento del meristemo es condicionadeo por la oxidacidén del
explante. Sin embargo existe una tendencia a la formacidn de
plantss, cuando los explantes son tratados, previo al cultivo, con

una sclucién de carbén activado, sl reducir éaste el grado de

oxidacidn del wmismo.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar estudios similares con otras poblaciones de Tres puntas
(Neurolasens lobata L.), que evaluen medios de cultivo y
combinaciones de reguladores del crecimiento, para determinar si hay
respuesta favorable de los meristemosm m la propagacién en otras

condiciones.

Realizar investigacionem para conocer los mecanismos que determinan
la rédpida oxidmcidn del merimtemo, la cuml &3 determinante en sl
desarrollo de cultivos in vitro, con el objeto de desarrollar

métodos de manejo y técnicas de cultivo gque favorezcan la

propsgacidén.

Para la regeneracién de plantas s travéa del cultivo de
callos en‘la especie Tres puntas (Heurolaena lobats L.), se
recomnienda utilizar el medic MS, suplementado con 0.50 mg/L.
de dcido giberélico, 0.50 mg/L de bencil amincopurina y 0.050

mg/L. de #&cido naftalenacético.

Evalusr otros= compuestos y manaras de maplicecidn, qusa puedan
ser vtiizados en el proceso de desinfeccidén del material
vegetal, con el objeto de determinar un método que permita el

gontrol de la oxidacién del explante en émtas fame de cultivo.
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CUADRO 8 A HMedio de cultive Murashigue y Skoog (HS) (1982).

solu- concen- voldmen que concen-
cidn tracion debe tracidn
Stock sales so0l Stochk utilizarse final
Gr/L en el medioc ngr/L
mnl/L
I NHaNO2a 82.5 20 1.850.0
ENOa 95.0 1.900.0
IX HgS04 . 7H20 37.0 10 370.0
MnS504.4H20 2.23 ! 22.3
Zn504 . 7H20 1.058 10.6
CuS04 . 5H=0 g.0025 0.025
III CaClg.2H20 44 .0 10 440.0
KX 0.083 0.83
COClz.BH20 0.0025 0.025
1V KH=zPO4 17.0
Hapoa 0.682 10 170.0
nwato0a . 2H20 G.025 6.2
0.25
v FeS04 . 7TH=20 2.784
NazEDTA 3.724 10 27.85
mg/100ml 37.25
100
vitami- dcido nicotinico 100 0.5 0.5
nas Piridoxins 100 0.5 0.5
tiamina 0.1 0.1
MIOINO-
SITOL 10G.0
SACAROSA 30.000.0
8.00

AGAR
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