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“RESPUESTA DE DOS DIFERENTES TIPOS DE
EXPLANTE DE ZAPOTE ( Pouteria sapota. L. Cronquist)
ADIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO IN TITRO”

“*RESPONSE OF TWO DIFFERENT TYPES OF EXPLANTS OF MAMEY
( Pouteria sapota. L. Cronquist) TO DIFFERIENT CULTURE MEDIUMS IV
ITRO™

RESUMEN

Ll cultive ol Zapose ¢ Ponrerno sapot 1. Cronguisty oose o una ereciente demanda del truto
en el mercado, ata waphia gama de subproductos que se obticnen como resultado de su explotacion v a
los beneficios que brinda para el desarrollo ¥ conservacion de fos agroecosisternas donde se desarrolla,
afronta enire oiros Jdos problemas tundamentales que Bimiian e desarrolie v sstablecimicnto en
plantaciones comerciiles, los cuales son: a) la falta de métodos eficaces v eticientes de propagacion que
permitan la obtencion de gran cantidad de plantas con caracteristicas homogéneas v by La conservacion
v desarrollo de clones a partir de individuos sitvestres promisorios para el desarrollo de prograsias de
mejoramiento genetico. Por clio se propuso conocer la respuesta que dicha planta tiene cultivo 75
vitro, utiizando como t€enicas la clongacion v desarrolle de los meristemos terminales, v la
organogenesis direcia en hojas en creamienio: dada las ventagas gue estas presentan, para fa formacion
v conservacion de clones con un escaso nivel de variabilidad.

Fos expiantes tucron sciecaionados en base a la disporubifidad de fos mismos, su facil
mantobrababidad v al tipo de respuesta qué‘ se pretendia,

Seguidamente se provedio a determinar un (ratamiento de desinfeceion adecuado del explante.
para finaimente cvaiuar la respucsta del explante en los medios basaies Murashioue v skoog (MS) v
Woody Plant Nedium (WPM), suplementados con twes diferentes iipos de hormonas (Auxinas.

Citocininas v Giberelinas ). en diferentes concentraciones.
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En los meristemos ¢l primer estudio consistic en determinar la respuesta de los meristemos
terminales a dos diferentes medios basales con diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP)
v acido giberébico (GA3); en el segundo estudio s¢ evaluo la respuesta de fas puntas merisiematicas v
los meristemos a medios liquidos de induccion MS v finalmente, ¢n ¢l tercer estudio se determind la
respuesta de las puntas meristematicas a dos medios basales de iniciacton  con cuatro niveles de acido
giberélico (GA3) v dos medios basales de desarrollo suplementados con acido naftalenacético {ANA).
bencilaminopurina (BAP) v dcido gibérelico ((A3) en diterentes concentraciones.

Para el caso de las hojas durante ¢l primer estudio se determiné Ja respuesta a diferentes
concentraciones de ANA v BAP, en el secundo se estudio la respuesta a medios de induccion con
diferenics conceniraciones de ANA v BAP v medios de desarrollo sin hormonas. para finalmente en el
fercer estudio determinar la respuesta de explantes de hoja a la suplementacion de ANA v BAP en
diterentes concentracionss. reduciendo la concentracicn de los desinfectantes, aumentando la
concentracion de dcido citrice v aumentando el nimero de lavados.

Dada la caracteristica explorativa del trabajo los resultados fueron analizados en base a valores
absolutos, medias v porcentajes de las variables respuesta.

Las puntas meristematicas son desinfeciadas adecuadamente cuando se les aplica hipoclorito
de sodio comercial al 1.06% duranie 15 mimutos, sumergiéndo los explantes ¢n una solucion de dcido
citrico de 130 mg/it.

Las puntas meristematicas se ¢longan v desarrollan, al tratarias en up medio liquido de
induccion MS, suplementado con GA3 en concentraciones que van desde 0.5 hasta 1 mg/t v carbon
activado a 1000 mg/ft durante § dias en un agitador horizontal a 100 r.p.m. Tn el traslado a medios
solidos de desarrollo suplementados con diferentes concentraciones de BAT (1 a 2 mg/lt), ANA (0.5
mg«"ﬁ) v GA3 (0.5 mgTt) los explanies mostraron diferenies tipos de respuesta atendiendo a la

conceniracion hormonal.
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La desinfeccion de hojas es adecuada cuando se aplica alcohol al 70% un minuto e hipoclorito
de sodio al 1.06% 10 minutos.
Fl Estudio Lue fievado a cabo en el laboratorio de Cultive de Tejidos de la subarea de Manejo v

Mejoramiento de Plantas de la FAUSAC: durante los meses de Septiembre de 1993 a Junio de 1996.




1. INTRODUCCION.

El intercambio. conservacion ¥ desarrollo de los recursos fitogenéticos es cada vez mayor, v el
empleo de la Biotecnologia como herramienta tendiente a mejorar Ia eficacia v eficiencia de los sistemas
productivos en general. constinnve cada dia mas una necesidad irremplazable. a medida que la
diversificacion agricola aumenta como resultado de mercados cada vez mas exigentes en cuanto a variedad,
calidad, v cantidad de productos. (9)

Guatemala por su ubicacion geografica v su diversidad de zonas ceologicas constituye un centro de
origen de Recursos Fitogenéticos importante tanto de especies desarrolladas como ¢l Maiz hasta de cultivos
que por razones cconomicas. biologicas, agricolas v culturales permanecen como marginados. aunque
posean buenas perspectivas generales de mercado. Dentro de este contexto podemos enmarcar a ¢l Zapote

{Pouteria sapota L. Cronquist) que constituyd el objeto de estudio del presente trabajo v que afronta entre

otros. dos problemas fundamentales que limitan el desarrollo de esa especie en explotaciones comerciales,
los cuales son: a) La falta de métodos eficaces v eficientes que permitan la propagacion clonal de individuos
con buenas caracteristicas productivass v b) La conservacion v desarrollo  de genotipos  silvestres de
buenas caracteristicas productivas para el desarrollo de programas de mejoramiento genético. (9)

Por cllo s¢ propuso estudiar la respuesta que dicha planta tiene al cultivo /n virro, utilizando dos
tipos de explantes (menistemos apicales v hojas). dos medios basales de cultivo (MS v WPA) v tres tipos
de reguladores del crecimiento (ANA. BAP ¥ GA3) como una posible solucion tendiente a mejorar no
solo el proceso de establecimiento de una manera mas rapida v eficiente; sino también, promoviendo un
aumento significative ¢n la produccion al poder propagar Jde forma masal individuos con buenas

caracteristicas productivas.




2. PLANTEAMIENTO DEI. PROBLEMA

Como resultados de mercados cada vez mds exigentes en cuanto a cantidad v calidad de productos
s¢ generan oportunidades para ¢l desarrollo de cultivos que permanecen marginados como consecuencia de
factores biologicos, agricolas. economicos v culfurales.

El cultivo del zapote {(Powteria sapota L. Cronguist.), pese a una creciente demanda del truto en el
mercado’ o la amplia gama de subproductos que se obtienen como resultado de su explotacion © v a los
heneficios que brinda para el desarrollo v conservacion de los agroecosistemas donde se encuentra

wstablecido. afronta entre otros. dos problemas tundamentales que imitan ¢l desarrollo v establecimiento de

obtencion de gran cantidad de plantas con caracteristicas productivas homogencas descables v by La falta de
formacién v conservacion de clones a partir de individuos  sivlestres con caracteristicas altamente
productivas que permitan ef desarrollo de programas de mejoramiento genético. por to que en el presente
trabajo propuso estudiar la respuesta de esta planta a métodos de propagacion /i vifro como una medida
tendiente a desarrollar tecnologia para mejorar ¢l proceso de establecimiento en plantaciones comerciales de
una manera mas eficiente ¥ promover ¢l desarrollo v conservacion de la variabilidad genctica yue se tiene

de esia especie en el pais. para la tormacion de clones con buenas caracteristicas productivas,

Fa demanda Aol fruto en el mercado internacional wumenta u razon del F50% anual (23

* Come resultado de la explotacion del frute se ebtienen tambisn subproductos como: aceites de caractsr costiético, madera, o
msecticidas botameos (23)
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3.1.3. CLASIFICACTION BOTANIC A:
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Especie P sapota.

3.1.4 FENOLOGIA:

Poco se ha estudiado acerca de la fenologia del cutivo del Zapote. ~¢ sabe que el tipo de
polinizacion o5 minia dautoganuca-alogamuca) siende predomunanicnionte alesama. La floracion se leva
acabo duranie Tos meses e abi o unio. variando de acuarde o s ubicacion ecoeraiica. a las condiciones
climaticas v al tipo o variedad.  La fructificacion se lleva acabo duranic los meses de mavo a noviembre
presentandose simultancamente sobre fa misma vama o en ramas diferentes con Iz floracion. { 23)

En algunas regiones durante fos meses de enere a marzo las plantas se detolian totalmente lo que
pucde estar asociade a un Bpo de respuesta por falta de agua. (consulla personal Ing. Agr. Ldgar Franco)

La producaion de frute ocurre entre los 10 v 15 afes de edad varande de acuerdo a la varedad v el

chma, enmertos of penoede se reduce de 6 a 8 afos,

3.5 USO8
ET principal producto que o chine como resultado dei catinee del canede o 2 frabe cava pulpa es

gencralmenie mdustmalizada pars fa comeraalizacion de producios come saices consenas, helados s

Jugos. Segan Moreira (14). el fruto posce un alto valor nutritive v palatabilidad. contenicndo al rededor de




309 de carbohidratos digeribles sobre su neso Tresco. ademas de proteinas, Abra. calcio. fostoro. niscina v
actdo ascorbice. (23)

E1 aceite obtemdo de las semillas ¢y atilizado como sabornizante para ¢l chocolate. como (onico
capitar para of fertalecuniento det cabello s retener la caida del mismo. (23}

D¢ e coccion de das bogas v o conezi se obticnen producios para combatir Ia arteriosclerosis v
reductr fa presion artenal. [a wmadera es de un color rojize v solida. wtilizada on ta construccion de mucbles

vearretas, {23)

3.1.6. PROPAGACION:

La propagacion se Heva a cabo por semillas con alrededor  de un 90% de gorminacion (Coensulta
poesonal @ Ing. Agr. Edear Martinez. ). En plantaciones comerciales  las planias son injertadas por an
procedimivnte conocido como cuatro enchapes. ¢l cual se realiza sobre plantas jovenes que poscen
afrededor de 60 cm. de aito de v de 2 12 a 3 anos dependiendo del cultivar v de las condiciones
ambientales.

El patron ¢s cortado por la parte media a aproximadamente 30 cm. con un didmewo gue varia catre 735

v 123 mm. sobre el cual se realizan 4 cortes a lo large de la corteza de aproxmmadamente 7 cm. de largo

cortando o parte de madera que quedo en el medio. Posteriormente, se corta fa pua que consiste en la parte

termunal de una rama lateral de aproximadamente 15 cm. de largo, la cual oy defoliada v cortada en fa parte

inferior hacia abato a lo fargo de a corteza a manera de formar ¢f cuadro remoado del patron Ia cual se
cachapa con ¢l misme con plastico de polietileno por alrededor de 15 dias. (5)

11 porcentaje de pegue oo injerto es bajo ( entre un 0 a 50%0). sicndo en Flonda donde se ha

Firiil

foorado mjerar con mavores cxatos 1H7%3(5y 1

A0 Rodigucs cdade nor Campbell votara (3) realive
Ccogt ONIG RgUnos Iierios con pua jaterai on Japote. enfatizando en sy trabaie o necesidad de drenar ¢l
jaten de los tallos de la vareta v el patrén previe a fa mjertacion. Gruadalupe Salcedo v otros (33 evalaaron
¢l porceniae de prendinuento del injerio de pua lateral en diferenies esiadios fenologicos, deierminandose
gue la época optima comaide con el imecro de la dethiiaai(m durante los meses de febrero a abril. siendo ¢l

prendimicnio del 60%0 sobre patrones v varetas anmiliados. Campbell v Lara 51 a través de diversos estudios



determinaron que son tres fos factores que detenminan ¢l prendimiento o no de la pia sobre ¢l patron: 2)
Factores ambientales: siendo favorecido por los periodos que comresponden o principios v finales de la
esiacion fria del afto con dias calientes. noches frias v poca humedad telativa. by Factores fisiologicos: ai
respecto la maveria de viveristas coinciden en afirmar que aquellas ramas con una mayor cantidad de
carbohidraios acumulados tendra una mavor oportunidad de prendimiento siendo favorecide por ¢l anillado
previe de las ramas v con una baja presion de fa savia conducida por ¢l teiido cambial. cuva época comeide
con a mndicada por Guadalupe v oiros (33 ademas.  coinciden también en saiialar que las ramas juveniles
tanto ¢n paas como en patrones favor¢een el prendimiento del injerto. ¢) Factores anatomico-morfologicos:
al respecto sefialan que dado que ¢f cambium vascular de los iaflos do zapote ¢s irregular v discontinuo,
cspecialmente en las porciones terminales de las ramas pequefas  donde los entrenudos son muy cortos.
hace que sea dificil que encaje el cambium del injerto con el del patron v probabiemenie ¢s un factor
importantc en la diticultad de injertacion.  Se reporta ademas que la presencia de bandas fibrosas en el
cortex de tallos de zapote. v sugiere que podrian  ser una barrera fisica para la formacion de raices de

extavas 0 acodos.

4.1.7. APLICACION E IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA EN EL
DESARROLILO AGRICOLA:

Segun Vazquez Carrlle y Mejia (24). la Biotecnologia ¢s un conjunie de téenicas que incluven la
muanipulacion de organismos o parie de cllos con ¢ fin de integrarlos al proceso de produccion: fa cual
hasa su desarrollo en importantes descubrimicntos v estudios hechos en las Ciencias Biologicas como la
Fistologia v la Genétice

Fos estudios desarrollades sobre genética molecular por T wers (3944 v por im Watson v
Franas Unk (1931) acerca de 12 estructura v vomposicion del materiai gendético permitieren sentar las bases
de o que muchos llaman ahora fa revolucion biologica. Ello también permitic Jdarke solidez  cieniifica al
érmino acufiado por Morgan (190]) de Totipotencia Celular. refiricndose a la capacidad que tiene una célula

de desarrollar por regeneracion un organismo completo. (24).

[




Como producio de esie desarrolio cientifico hube an wubsecuente desarrolle tecnologico que
concluyo en la adopeion v constante espectalizacion de un conjunto de enfcas que van desde sencillas en
relacion a niveles de inversion, implementos v capacitacion del personal como poduian ser el cultivo de
meristemtos Vohotas in vitro, hasta fascinantes v complefas como fa del ADN recombimante 6 Ingenicria
Genetea (24

Todo este desavrollo tuve fugar en paises como Estadis 1 dos. Topon. Franoa, enire otros, donde
fucron invertidos  mudiimiflonarias sumas de dinero on sufase fpyveshivsiva’ v oredientemente en L
comercializacion de los productos al tercer mundo como un mgrcudo patenciala 243

En genoral s pucde alirmar gue o importancia de exta téomica radica on gue a medida que en su
conjunto se inteeren por grupos multidiciplinarios en el cultivo, s¢ hacen mas chicaces v eficientes los
sistemas productivis en general. Por citar un efemplo. on Inglaterra en 1968 fieron propagadas con un
escaso numero de patrenes mas de un millon de plantas con genotipos de alta productividad de Manzana v
Melocotdn en un periode de un ano, o cual hubicra sido téenicamenie imposible  por cualquier téenica de
propagacion antes conocida, (240 (18)

L Guatemala cuvo sustento econdmico es Ia actividad agricola es de esperarse gue la Biotecnologia
alcance una gran aplicacién sustentado principalmente en ¢l mejoramiento genético de cultivos de
exportacton. basindose principaimente en las téenicas mas sencilfas v de menores voliimenes de inversion

como el culing e de puntas meristematicas, yemas astlares v hojas. (24).

3.L.8 CULTIVO DE TEJIDOS:

3.1.8.1. Definicion:

Hurtado, Perea. Roca v Thorpe (%, 6. 1) . definen esta téomaca come ¢ desarrollo de s:?u:.p];m]cs’4 de
planta en medios sintéticos bajo condictones controladas con ¢ fin do desarrollar una nueva planta con
caractoristicas similares a sus progenitores. (13, 1.4).

- M de e 000 sorllones de dofares fueron gastudos nor pases como Japen, Esados Cnidos, Franera o Inglatere solo en 1985,

P
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3.1.8.2. Breve Historia:

Morgan e 1901 fuc oI primero en acufiar ¢f término tetipolencia celular para referirse a la capacidad
que nenen las cclulas vegetales de regenerar un organismo complele aungue se desconocian los
fundamentos de la gendiica molecular (I, En 1902, Haberlandt pudo cultivar continuamente raices i vitie
proporcionandoles extracic de levadura. Koote en 1922 loer) desarrollar téenivas para el cultivo de apiees
de ratces para 1934 Nobecourt. Gautherier v Wate, reportaron mdependicnicnnte i formacion de callo en
tepdos vegetales 855 Van Cberbeck en 1942 desarrollo tweenicas para o reseate e cmbriones de cruces
interespecificos.

Para 1948, Shoug v sus colaboradores tograron a través dod descubrimiento de las Citokininas v de la
regulacion hormonai la primera regeneracion de wllos v raices  a partir de callo on tabaco (Nicotar.:
fabucrn, 1) 1o que proporciond fas bases para la manipulacion de whidos o organes, desarrollando el
principio en el quo se basa Ta micropropagacion. En 1902 Murashicue v Shoog  ostablecen el medio de
cultive para explanics de tabaco que sirve de base para ol desarrollo de estudios posteriores en otras plantas.
Guha v Maheshwary (1964) obtuvieron plantas aploides a partiv de anteras Ledoux en 19635 introdujo el
DNAa células. Duaranie fos afios 70 Tabeke. Carlson v Nelohers wabajaron sobre regeneracion de plantas

a partir de protoplastos. ( 135)

3.1.8.3. Ventajas ¥ Desventajas de la Micropropagacion:

La mayoria de aufores en general coinciden en que son 4 las ventajas principales que otorga el
cultivo de tejidos para ¢l desarrollo de fa produccion: (4. 6. 8, 11, 12. 15, 16)

a. Comercializacion rapida v eficiente de una variedad con caracteristicas productivas

homogéncas

b. Propagacion Je plantas de difict! propagacion vegetain g

w. Propagacion de clones provenientes de plantas sanas con genotines e alia productividad.

d. Aplicacion al mejoramiente gendiico en periodos de tiempo relativamente cortos,

© etialgquter fraccion di tejido, crgano o parte de T planta gz predi BHHZAUCY Pari F2ESTAT 0ITE CON Gract 2SS ganaticas

stnilares <113




i cuanio a as desveniagas Vazquer, Veja v Carnllo {24 indican las siguientes:

a. Mo todas las espectes vegetales pueden propagarse por este método.

b. Las plantas obtenidas por estas téenicas tienen una estrecha base gendiica, lo que las hace
susceptibles a plagas v enfermedades.

. La inesiabibidad genctica e st obuene donde se han subzade sl concenraciones de

hormonas.

3.1.8.4 El Cultivo de Tejidos en la Propagacion clonal:

Dentro de fos métodos de propagacion oxistentes, fa propagacion sexual posee grandes ventajas
sobre el desarrollo de los recursos fitogenéticos a través de cruzamientos cspecificos que permitan la
formacion de hibndos con buenas  caracteristicas  productivas,  siempre v cuando  se¢ garanticen
adecuadamente fas caractenisticas genéticas de as lincas™ o culiivares producidos. mediante un adecuada
provese de produccion v ocertificacion de los mismos.  Desafortunadamenic. para muchas especies de
arboles en los que el zapote no e la excepeidn, la produccion de semillas genéticamente puras a un bajo
costo v en gran caniidad es técnicamente  dificil sobre todo ¢n aquelias especies gue poseen polinizacion
vruzada (dlogamas). Para cslas especies la clonacion® de arboles madures pucde ser una bucna opeion que
i ta ves puede conjugarse con 1éenicas de cruzamienio dirigidas (polinizacidn artificialy. Dentro de esie
contexto los metodos de propagacion asexuales tradicionales como la produccion de estacas  acodos ¢
mnjerios son eiectivas cuando se requicre Unicamente de un numero reducido de individuos o cuando exisie
& disposicion suficientc matenal vegetal para satisfacer los requerimientos de produccion, sin embargo. ia
nropagacion de genotipos sifvesires promictedores v vt desarrofle de Jos mismes o basianie pausado o
menos que se logre meorporar enicas de propagacion mas clecitvas como 1o os la propagacion @ virro,

(que entre ofras ventajas posee: una rapida formaciorn de clones partiendo de un solo individue, a

setzgoris Budren deonn cailvar oue represent o one poblaclon de plantus propugadas por serulen S0k cuad e condreks ke

vartabilidad genichica v se e mantiene dentro de Jos imites apropriados puera ose cultivay 113
- Conjunte de individuos de Naturaleza wformie ¢ que pueden ser de nuturaleza quimencar . denvados origmalments de un
sofe mdividuo por medie de propagacion vegetaliva. (11



il

conservacion de individuos prometedores por largos periodos de tiempo, v ¢l acortamiento de los programas
de mejoramiento genético v de produccion a gran escala @ por lo que la aplicacion de estas t€cnicas a través
del desarrolio de protocolos ha sido ampliamente estudiadas en muchas coniferas. citricos v frutales como

se amplia en el inciso 4.2.2. del presente trabajo. (20) (13)

3.1.8.5. El cultivo de Tejidos en la conservacion y desarrollo de Recursos
Fitogenéticos:

La erosion  genética causada por la destruccion del habitat. por la seleccion natural v por los agentes
bioticos  ha acrecentado en los altimos afos ¢l interés por la conservacion v desarrollo de los recursos
fitogencticos ( 20) ( 22) . la pérdida de la vanabilidad existente en la naturaleza reduce ¢l rango de trabajo
de los fitomejoradores para ¢l desarrollo de nuevas variedades puesto que ¢l mejoramiento genetico no crea
variabilidad simoe que trabaja sobre la vanabibdad existente. de tal manera pues que fos programas para el
desarrolto de protocoios de propagacion o virro tanto de cultivares sibvestres como de los comerciales
también estan orientados a conservarlos para su uso v desarrollo, de la misma manera en que funcionan los
bancos de semilla. Tos jardines clonales v las area de reserva o parques nacionales.  Ta principal ventaja que
esta téenica liene en comparacion con las anteriores consiste en que ¢l ambiente es

un factor manegjable. lograndose maniener planias hbres de plagas v enfermedades por periodos lareos de
tiempo. (20)(22)

La conservacion de germoplasma utilizando el cultivo de tejidos se basa ya sea en ia himtacion del
crecimiento conseguida generalmente. mediante fa manipulacion de o tfemperatura de meubacion v medios
en los que prncipalmenie se manipulan la concentracion v el tipo de arucares ast como ambidn puede
adicionarse  acido absicicor o bien . mediante la criopreservacton con  nirogeno liquido a bajas

temperaturas que causa el cese de todas o casi todas las reacciones metabolicas celulares. (20)




3.1.9. PROBLFMAS QUE LIMITAN EIL DESARROLILO DEL CULTIVO DE
TEJIDOS EN PLANTAS CON CRECINIENTO SECUNDARIO:
De acuerds a Rundolph v orros 218y dos son os faciores gie alocian o desarrollo de culiivo de

T

K ORI COMG comMICTaa: | os ficiod s S0imdmi s faciores iednieos.,

fendos 1anio 2 ninve

>

3.1.9.1. Factores Econonticos:

AL Costos por tabor:

Fos costos o Wb consziuven Ta mds svande Tamiior fo oura Ta micropropagacion a gran oscala de
plantas leftosas. va gue estos constituven del 60 al 80% de fox costos lotales. (15,8}

La forma mas viebic de reducir dichos costos ex veducionde al mimmo o nimmero de subcultivos o
haciendo mas clicanic cdosrolio de fos eomisas pars mcioprepagartos Do ciompio dustrativo de estos
o constituve ¢ de-ovodlo de idomcas para o envdizamiceio o desarrolin do hrotos o pumias menstemanicas
con ¢ s presencia de auxanas, los cuales. son provocados on dilerentes mediox de cultvo suplementados
con Ciiokininas. lo que conduce a una formadion  rapida de broies v a un mener sumere de subculiivos

para ia berackon de las mismas, GG rodendron:, Kalmic, Modies, Sruoas oo 10 113083

B. La escala de Produccion:
Sibien es vicrio que mifes de plantas pueden producirse a nartir de un solo explanie ¢l nimero do
1 Ty B - LI . : PRy [ P Y - . o} p 5 . . i . H -
supcuines g denen tealizines para o desarrolio de os msmos hace eemcamente anposible el logro de
fos volumonios Consuderados Lorio cdnimes, aie permmiar secuperar @l aito costo e inversion inicial en
mlracstiuciura, asumes © gane Ao obis pard quc la proddcaon sca coondmcamente rentable.  Para

desarroflar esie se requiere a disposicion del suficiente material veowia! wonsiderado como minimo para ¢l

DroCese proediniive vooan e Jo tul manera gae nuedan peoas

Garec sstlo- Ao planias en un periodo
PRI AMOnie cutto "85
U'n cfemplo sque ilustra osto o5 la produccion de un hibride  Je melocoton 4 almendro donde los

erltierzos puciales se stuaron en obtener duranie of verane inid o sanoentc nimero de puntas que
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permitiera una produccion semanal de 5,000 plantas durante las primeras tres semanas. Hlegando a producir

hasta 300.000 plantas por afo. (18)
3.1.2.9. Factores Técnicos:

A. Establecimiento del Cultivo:
La scleccion apropiada del material para ¢l establecimiento de ¢f culinvo continua siendo uno de los
mayores problemas ¢n algunas plantas. especialmente arboles como coniferas v algunas latifoleadas de los

géneros Juglans, Castunea, Quercus, v Distacia,. esto se debe principalmenie a que las plantas pueden

propagarse hasta que producen frutos v semillas, lo que hace muy dificl su propagacion. (6) (8) (18) (21)
Como afirma Roca {20) . = {a seleccion del explanie esta defimda por ¢l objetivo persegmido v la
especie vegelal utilizada™, st ¢l objetivo final es la obtencion de callo pueden utilizarce una amplia gama de
explantes, siempre v cuando pueda inducirse en los mismos la desdiferenciacion del tejido. sin embargo para
técnicas de produccion de organos directamente, se sugiere utihizar partes ue permanccen en crecimiento
activo o en constanfe diferenciacion como fas puntas merisiematicas v las vemas axilares de los tallos. Los
embriones constituven una buena opeion ¢n ¢l caso en que la segregacion genctica que se da como producto
de la union gamética no sea un factor aberrante de los plantass propagadas (263 . También debe de tomarse
en cuenta que la seleceion del explante esta licado a su dispombilidad en el campo. a su facil manipulacion.

a su homogenedad. a una facl desinfeccion v a un periodo de respuesta relativamente corto. (20)22)

B. Contaminacion

Un continue problema en las plantas con crecimiento leioso es la contaminacion durante las fases del
Culitvo.  En las plantas que tienen vellosidad o pubescencia en las puntas menstematicas v hojas, que es
muy comin, continua siendo un verdadero problema . Quiza la parte mas importante lo constituve el hecho
de que en estas plantas 1a contaminacion por bacterias pasa nadvertida la mavor parte del tiempo hasta las
fases finales del cultive. (0).(8). (18). Dado que la desinfeccion o esterilizacion del tejido influve no solo en

la coniaminacion o no del mismo sine tambien en su capacidad de regenerarse en ¢l medio de cultivo la




tecnica de desinfeccion wiizada debe de estar orfentada a jograr un minimo de contaminacion v oxidacion
prematura del explante por efectos de plasmolisis. { 20)

Existe una amplia gama de compucstos quimicos que se pueden utilizar como desintectantes para
los explantes. siendo en la actualidad casi generalizado ¢l empleo de cranol ab 70% v del hipoclorito de
sodio comercial con ¢l 1 al 3% de ingrediente activo. Muchas veces resulia deo eran wilidad la aplicacion de
un agente tensoactivo gue disminuva la tension superticial del agua v permita una mavor penetracion dei

agente desinfectanie comao por ejemplo Tween 20 a razon de 42 10 gotas por litro. {22)

C. Fenolizacion del Tejido:

Otro problema ne menos importante es fa decoloracién del tejido o explante por ta formacion de
fenoles v polifenoles en ¢f mismo. ¢ cual es apreciado directamente en Ja coloracion del medio a las oniflas
del explante. Lo cual puede ser ehminado utilizando antioxidante come ¢l dcide citrico (150 mge it
sumergiendo fos explantes al momento de realizar ¢l lavado o ¢l carbon aciivado en dosis de 1000 mg Tt en

¢f medio de cultive. (6)4(8) (18).

D. Estabilidad Genética:

Pebido a que esta variable se origina a nivel celular, ja estabilidad genética  de las plantaciones
micropropagadas puede ser un factor fundamental para el desarrollo de plantaciones comerciales de gran
escala.

La variacion gendética v epigenética’ que se da en los explanies v propagulos. puede dar comi
resuitado  un aspecio v compertmpentio diferentes a os que se producen por mdodos de propagacion

tradicionales. (103 ¢(18).

wtalgruer alleracton del genomilo provisio snos clomesoibus Va sz pos-afectos devdeplicacson o per fs avvion de un agente

ssittugeines gue da comoe rasnltade o mdivdno mutante o1 D

" Es la ucentuacion mayor de uno de tos caracteres del genotipo como producto de las condiciones del inedio de cultivo ki cual
ne s¢ transmite durante fa formacion del embrion. (1)



En general la propagacion con altas concentraciones hormonales puede causar una mavor variacion;
también influve en esto el tipe de explante que sc utiliza v el tipo de  desarrollo del mismo.  Se ha
demostrado que la propagacion por medio de punias meristematicas v vemas asilares  provocan un minimo
de variabilidad. mientras que por otro lado la formacion v regeneracion de callo es desventajosa para la
formacion de clones fieles al tipo. Para ¢l control de dicha variacion Hartman ¢(10) propone ¢l desarrollo de
cuatro fases:

- Seleccion del cultivar: Hace referencia a la identiticacion de la paturaleza v caracleres genéticos fo cual
determinara el sistema de propagacion que s¢ escoja.

-Seleccion del explante especifico v su fuente: Asegurarse de que el material vegetal utilizado sea del
cultivar correcto v que no constituva una variante de la misma.

-Sefeccion del procedimiento de propagacion: En general las téenicas que permiten la regeneracion de
plantas de mancra mas rapida v eficiente (cultivo de meristemas v vemas para producir organogénesis o
cmbriogenesis directa ). son preferibles a las que incluyen Ja regeneracidn del cavo que cuando torma parte
del proceso no debe ser subcultvade mas de tres veees. (11)

-Observacion de fas Plantas Propagadas: Al final Jde la ctapa de multiplicacién, debe comprobarse por
inspeceion la existencia de plantas aberrantes o fuera del tipo v eliminarse. Usta inspeccion debe hacerse en
todo tiempo v clasificar por uniformidad a las plantas  que deben pasar 2 la etapa de acondicionamiento o
pretrasplante.  Seguidamente deben realizarce pruchas de descendencia que garanticen que las plantas
producidas son apropiadas para el proposito a que se destinan para 1o cual puede recurrirse a pruebas como

¢l analisis lendtipico de la progenic o ¢l uso de isoenzimas como marcadores gendticos. (11)

E. Vitrificacion:

La witrificacion de los explantes ¢s un probiema comun en la micropropagacion de plantas con
crecimiento secundario que se caracteriza por la acumulacion de agua v la apariencia traslacida de  las
hojas. Las hojas vitrificadas tienen en  apariencia un parénquima de empalizada apropiado pero poseen
grandes espacios intercelulares, la cuticula cerosa es muy delgada v con pocos estomas de los cuales la

mayoria no son funcionales. Bajos niveles de etileno v de vapor de agua en la atmostera del medio de




cultivo reducen fa vitnficacion,  también puede ser minimizada por la reduccion de amonio v de los mveles
de reguladores de crecimiento principalmente citocininas en ¢l medio de cultivo aunque a su vez se reduce
el namero de brotes producidos. También puede ser reducida imitando la absorcion de agua del explante

aumentando la concentracion de agar o usando otro tipo de sostén como o gelrite. (20)

3.1.10. TECNICAS DE MICROPROPAGACION PARA LA FORMACION DE
CLONES EN PLANTAS CON (CRECIMIENTO SECUNDARI(O:

3.1.10.1. Elongacion de Meristemos, Puntas y Yemas Axilares:

Este tipo de propagacion ocurre generalmente cuando las vemas se encuentran en dormancia.
medianie la manipulacion de hormonas principalmentie citocininas en &} medio de culiivo. Este meétodo es
mas comun en maderas duras que en Coniferas. su principal ventaja consiste ¢n que se mantiene un indice
adecuado de estabilidad genética: lo que es de gran ayuda para la formacion de clones fieles al tipo. Se han
propagado patrones de los géneros 171y, Seyuons, v Pinus , entre otros. (3) (63 (13) (18)

Ei colivo de meristemos  apicales oftece un rapido v eficienie método  para la propagacion
vegetativa a gran escala de plantas asi como para eliminar las infecciones virales.

Doods {6} sefiala que entre mayor es ¢l famafio del explante mavor es la probabilidad de
regeneracion del mismo. agrega también que un procedimiente que no emvucha ¢l desarrollo de la fase de
encallamiento es preferible . por que Ta inestabilidad genéiica que meluve el desarrollo de esta fase puede
constituir un factor aberrante para las plantas formadas,

En la mavoria de Jos casos of medio basal NS propicia un normal desarrollo del explante bajo
condiciones do cultivo estndares,  generalmente se suplomentan reguladores del crecimiento en especial
citokininas. son agregadas tambien las giberelinas para la iniciacion de las vemas v en algunos ¢asos se

suplementan concentraciones bajas de auxinas va que activan la accion de la citocinina. (6) (203 (22)



3.1.10.2. Organogénesis directa:

Fn la organogénesis direcla la miciacion de brotes es producida v posteriormente son enraizados:
raramente se da el caso contrario {rizogéncsiy). La miciacion de brotes es producida  generalmente a través
de  suplementar al medio Citokininas (BAP. Zeatina. Kinetina o 2IP.) sin presencia de auxinas, para su
posterior traslado a medios de enraizamiento en ¢l cual se da ¢l proceso inverso. suplementando al medio
con auxinas ( ANAL ABA, 24D ) v reduciende o eliminandoe la presencia de citohininas. (4) (6) (8) (11)
(12

Como sefiala Roca (203 ¢f haliazgo del factor que promovia la division celular ¢n preparaciones
degradadas de ADN identificado como cinetina por Niller condujo  al estudio realizado por Skoog en el
gue se demostro la importancia de las proporciones de auximma:citokinina en la determinacion de la respuesta
mortogenética /n vitro.  Una proporcion alta de auxina  comparada con la de citokinina  favorecia la
formacion de races, mientras que una propaorcion baja favorecia la formacion Je vemas. Por otra parte. la
adicion al medio de clertos compucesios come caseina ladrolizada (CTH). modificaba la actividad reguladora
de las proporciones de los reguladores antes citados. esto sugino que ¢l balance de cierfos factores atectaba
el proceso de diferenciacion entre los que destaca el explanie, el medio de cultivo v ¢l balance hormonal |
En cuanto al explante ¢l mismoe autor setala que ¢l tamano del explante v el desarrollo fisiologico del mismo
son fos factores a tomar e¢n consideracion: generaimenie. los explantes grandes son mas dificiles de
esterthizar  gue los explantes pequeios pero. generalmente los primeros poscen un potencial regenerador
considerablemente mavor. En cuanio a la cdad Iisiel(')gica de} explante Roca v otros  (20) indican que ¢l
potencial organogenelico de un explanle ¢s inversamente proporcional a su edad fisiologica. ¢s decir. que
entre mayvor sca la juvenihidad del explanie mavor sera la probabilidad de obtener una respuesta favorable.

En lo que al medio de cultivo se refiere Roca v otros (207 sefialan que [a concentracion de sales en ¢l
medio junto con la adicion de reguladores del crecimiento son los factores mas importantes  utilizandose
medios como ¢l MS. White. Gambor v WPNT prefeniblemente para ¢l decarrclo de plantas con crecimiento
secundarto { TM {22

Finalmente v como se ampha en el incise 3.1.12.5.2. Roca senala que de una concentracion alta de

citociminas. en relacion a la de las auxinas se logra la produccion de organos evitindose la fase de




encalarmmiento, también, sefiala el mismo auior que las giberelinas pucden jugar un papel importanic en la
produccion de brotes laterales, aunque en altas concentraciones puede mhibir Ia diferenciacion del explante.

(20)

3.1..10.3. Embriogénesis Sonvitica:

La embringinesis somatica consiste en Ia formacion de embriones a partiv de células somaticas que se
desarrollan sobre las zonas  de corte del explanie {embriogénesis directa) o mediante la formacion v
regeneracion de callo (embriogénesis indirecta). Hasta el momento pocas plantas lefiosas han sido
propagadas por esie méiodo, sin embargo: se ha estado desarroflando v perfeccionando  principalmente en
coniferas como, P. oocarpa Shiede v (. Incrtamica L. (63 (8) (18).

La totipotencialidad  de las células vegetales  cultivadas in viro fue establecida por Reinert v
Steward en 1938, quienes descubrieron la induccion de embriones somaticos derivados de callos
producidos a partir de apices radicales de zanahoria (Dancus carota 1.5 Steward sefiala que la
suplementacion de auxinas v de Agua de Coco sen importantes para la formacion de callos embriogénicos.
(20)

Roca (20 ) seflala a el explanie. el medio de cultivo v los reguladores del crecimiento como los
faciores que influyen en ef desarrolio de esia téenica, En cuanio al explante el mismo autor sehala que son
pocos los explantes que tienen la habilidad de producir callos embriogénicos, comunmenic se usan
plantulas en crecimiento. cotiledones, embriones tanto sexuales como apomipticos, primordios de hoja v
apices caulinares.  Agrega el mismo autor que se a logrado producir embriones en plantas con crecimiento
secundario a través del empleo de iejido nucelar v dvulos inmaduros en especies de Tos géneros AMangifera.

Citrus. Eugeniu v Mirciaric.

En cuanto a los medios de cultivo Roca (20} sefiala que ¢f medio MS con algunas modificaciones
¢n cuanto al aumento de la concentracion de sales v de azacares ha presentado resultados satisfactorios para

¢l desarrollo de programas de investigacion.



Finalmente. Roca v otros (20) (22) indican que la produccion de embriones somaticos esta ligado a
la adicion de Auxinas come el ANA, AIB. v ¢l 2-4D, sin embargo: en algunos casos como en los que se

usan embriongs s¢ hace necesario la aplicacion de una citocinina al medio en bajas concentraciones.
3.1.11. FASES DEL CULTIVO DE TEJIDOS:

3.1.11.1. Establecimiento:
De acuerdo con Harman (11) los factores que afectan el desarrollo de esta etapa son: a) La
sefeccion del explante. b) In eliminacion de los confaminantes v ¢) las condiciones del cullivo.

En general como afirma el autor citado anteriormente los tejidos mas jovenes como puntas
meristematicas axilares v terminales se regencran mejor que tejidos mas viejos como hojas u organos de
almacenamiento. (3)

La seleccion del explante debe también estar orientada  al tipo de técnica que se va ha utilizar en
base al tipo de respuesta que se desee v el fin de la propagacion. Por ¢jemplo. para la formacion de clones
¢n plantas con crecimiento secundario la induccion y regeneracion de  callo no es aconsejable por la
variabilidad genética que el mismo provoca. (6) (8) (21).

En cuanto a la desinfeccion se afirma que el empleo de esta téenica de una forma adecuada influve
no solo en la no contaminacion del explante en el medio sino en la capacidad del mismo para regenerarse, a
medida que ¢l tejido os dafiado en dicho proceso. En general la utilizacion de hipoclorito de sodio
comercial (3.3% de ingrediente activo) en concentraciones del 10. 15 v 20°0 durante 10 o 1S minutos de
tiempo causa un menor dafto que la mmersion de alcohol. al plasmotizarse las células en menor erado. (6)
(8) (17)

Finalmente en relacion al medio de cultivo v a las condiciones del mismo para el crecimiento.
Hartman (11) afirma que los elementos del medio de cultivo estin condicionados por la clase de respuesta
que se necesite, siende de mayor unportancia la regulacion hormonal de los mismos.  Afirma también, que

la luz y la temperatura no constituven un factor critico dentro de esta fase v que por lo comun se utiliza una




temperatura promedio entre 20 v 23 grados ceniigrados v un fotoperiodo de 16 horas con una intensidad de

L0O00 lux.

3.L1L2. Multiplicacion:

La funcion de esta elapa es el iIncremenio de ntmere de propagulos para su posterior enraizamiento
v la formacion de plantas.

A partir de los explante. o callos producidos durante Ia primera fase se cortan v se siembran los
explanics en un nueve medio o bien se regenera el valio producido en medios de regeneracion. (6) (11)

I.a fasa de multiplicacion  puede variar de 3 a 50 dependiende de la especie v del método de
propagacion. Tambien debe tomarse en cuenta e¢n esta lase la frecuencia de transferencia va que esta
influve en el desarrollo de las plantas posteriores v en el periode de recuperacién. (11)

Finalmentc. «s importanic considerar ¢l tamafio de los recipientes de cultivo que esta en funcién de

la clase de explante gque se produzea v del espacio requerido para ta proliferacion. (11)

3.11.3. Acondicionamiento:

El desarrollo de esta etapa consiste en preparar a la planta para su traslado v establecimiento en el
campo definitivo fuera del medio artificial de crecimiento. En consecuencia el cambio principal que ssta
etapa persigue es el desarrollo de las condiciones que permitan la iniciacion de las raices v el alargamiento
dei tallo, lograndose basicamente por la reduccién de citocininas v el aumento de la provision de auxinas.
{1y

La accion de flurogiucocinol ha mejorado ¢l enraizamiento v reducido el encallamicnto provocade
por la concentracion de auxinas (6) (8) (11) (18). debe tomarse en cuenta también que la planta debera
pasar en la lase subsecuente de la condicion heterotrofa al no realizar fotosintesis a una autotrofa, lo que
implica que deberd tener la capacidad de formar hojas nuevas que sean también resistentes a la desecacion,

por lo que generalmente se aumenta la concentracion de agar de {a 1.2%. {11)



3.11.4. Trasplante:

La fase de trasplante abarca la transferencia de las plantas del medio aséptico  de cultivo sintético a
su medio natural. El objeto primordial consisie en lograr una adecuada aclimatacion de la plania por 1anio
deben pésar a su condicion de autotrofas. v tener un sistema radicular bien desarroliado. (63(8)(11).

Tres elementos son importantes para ¢l desarrollo con éxito de esta fase: a) Una humedad relaiiva
alta para evitar ¢l desecamiento Je la planta. b) Dar a 1a planfa un medio de crecimiento adecuado en
refacion al contenido de arena imo v arcilla. gue le permita un adecuade desarrolio de las raices. con un
buen drenaje. v o) El control de plagas v enfermedades mediante una adecuada desinfeccion del suelo v un

constanie monitoreo v conirol de las mismas durante el crecimiento. (8) (11)

3.LR2. MEDIOS DE CULTIVO:

Elmedio de cultive ademas de proveer ¢l sostén v los elementos para el desarrolle de la planta. como
¢l suelo lo haria en condiciones naturales conticne también suslancias  organicas que regulan el
crecimiento, desarrollo v diferenciacion del explante. v que hacen posible el desarrolle de Ia planta en
condiciones asépticas. Dichos clementos varian segun ¢l tipo de planta v técnica de cultivo que se esié

utilizando. (6) (8) (11)

3.L12.1. Sales Inorganicas:
Estas sustancias proporcionan los macro v microelemenios que la planta necesita para un desarrollo

normal. las cuales pueden ser preparadas en soluciones concentradas v guardadas en refrigeracion. (8) {11
3.1.12.2. Compuestos Organicos:
A. Carbohidratos:

i agregar carbohidrato fiene como objetive principal proveer de una fuente de carbono a las plantas

para lo cual se utiliza sacarosa entre ¢l 2 v 4%. En algunos casos el contenido puede ser mayvor cuando se

trabaja con embriones jovenes o s¢ trata de climi dormancia en meristemos axilares v puntas. (11).
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B. Vitaminas:

L.a tiamina. ¢l acido nicoiimico v la piridoxina son generalmenic anadidos al medio en dosis de 5 mgl.
va que son requerides en los procesos metabolicos para fa claboracion de tejidos. En aleunos casos suele
agregarse dcido pantoténico v woting en dosis de (11 mg 1. Todas fas viiaminas generalmenie son guardadas

en solucinnes concentradas de [00x.48) (11)

C. Reguladores del Crecimiento:

El crecimiento de las plantas esta conirolado por procesos fisiologicos regulados por varios
compuestos conocidos como reguladores u hormonas. Los tres tipos de hetmonas mas comunmente
utilizadas en la propagacion in virro son: las Auxinas, las Citocininas. v las Giberclinas. las cuales

determinan ¢ tipe de respuesta gue se obtiene del explante en el medio de cultivo. {(6) (83 (11)

(.1. Citocininas:

Las citocininas fueron descubiertas por Skoog como parie del material constituvente del ARN. sobre
un codon en posicion adyacente a su anticodon.  Son sustancias que interficren en los procesos de division
celular v of retardo de la senecencia en fas partes maduras de ia plamta.  Se sinictizan  en los tejidos
meristematicos principalmente en los de las raices. Las citocininas de los tailos. vemas. hojas v frutas no
son traslocables, s decir. no se desplazan de su sitio de sinfesis ticnen al contrario un ctecto movilizador de
nutnimenios hacia los oreanos donde se encuentran, (6) { B8y {1t

Se considera que su mode de accion ¢s a ravés Jde fa sinkesis de proieinas especificas para ¢l
desencadenamiento de la mitosis. Dentro de las oitocininas la - Kinetina ha recibido mucha atencion como
una sustancia estimuladora de la division celular: no se a demosirado que esté presente  como un compuesto
natural v generalmente se reconoce come un artefacio. Desde el aisfamientc Je la Kinetina en 1955 se han
aslado varias sustancias a partir de preparaciones de ADX. las cuales ocurren naturalmente.  Actualmente.
las citocininas comprenden sustancias de division celular. sustancias promotoras. v las adenilcitocininas.

Dentro de las frecuentemente utilizadas estan la Zeatina, la Kinetina, el BAP. BA v 2IP usadas en dosis de
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0.5 a 3mg/l. . Dentro de estas ¢l BAP , s¢ uithiza actualmente mas que la Kinetina v 1a Zeatina. va que es

un compuesto muy acfivo v se encuenira disponible facilmente a un precio razonable.(8)(20)

C.2. Auxinas:

Las auxinas fueron descubiertas por Fritz Went  en Inglaterra. como sustancias difusibles que
propiciaban ¢l alargamiento celular. sin embargo fue hasta 1930 cuando se conocio fa estructura del Acido
Indolacético (AlIA). (3

En la planta la auxina ne  se¢ acumula indefimdamente. Su concentracion  esta controlada por
enzimas del tipo peroxidasas. las cuales producen en presencia de oxigeno la oxidacion de la auxana . Se
sintetizan en el apice del tallo especialmente en meristemas v hojas jovenes. De los sitios de sintesis, la
auxina migra hasta las raices . En las plantas jovenes su frasporte es polar { del apice hacia la base del
organc). (8){(22)

Dentro de las propiedades fisiologicas de las auxinas estan:

a. Accion sobre el crecumiento celular: Estimula el crecimiento de tallos v hojas, pero en concentraciones
diferentes.  En la raiz su efecto es generalmente mnhibitorio con excepeion de concentraciones muy
bajas.(20} (22)

b. Efectos sobre ¢l desarrollo: Las auxmas controlan la iniciacion de raices (rizogenesis). ¢l desarrolio del
pericarpio de los frutos, la formacion de tejido conductor, el desarrollo de vemas v la abscision de las
hojas.(22.)

¢. Efectos sobre la dominancia apical: La auxina por su sintesis en ¢l apice. coniribuyve a2 mantener la
dominancia apical.(3)

d. Efecto sobre los tropismos: Si la planta sc somete a iluminacion lateral. esta se orienta en la direccion de
fa luz (fototropismo). Esta inclinacion se debe a una migracion de la auxina de ta parte dluminada hacia la
parte oscura de la plania. La parte de la plania expuesta a la luz tiene entonces menor cantidad de auxinas

v se divide mas lentamente que la parte no iluminada.




Las auxinas comprenden el dcido nafialenacético {ANA)L usado cn dosts de 0.1 2 I0mg/l.. ¢l aado
indolacético usado en iguales proporciones que el anterior ¢l CPA (Acido 4 fenoxiacéticoy v el 2,4 D. en

dosis de 0.05a 0.5 mg 1.

(C.3. Giberelinas:

Las giberelinas fueron descubiertas cuando se encontrd que la aplicacion de extractos de un hongo
fitopatogeno ((yihherella fupkuror S V. \itch) duplicaba ¢l efecio de la entermedad conocida como acame
ovueleo del arroz (Oriza safiva 1., ). Su principat actividad consiste en promover el alargamiento de tallos
vemas axtlares v punias meristematicas. Las giberclinas tambicn toman parte en la floracion.

A diferencia de las auxinas las giberchinas parecen moverse  por toda la planta tanto hacia arriba
como hacia abajo. I1 acido giberéieico  ((GA3) es usado para ¢l elongamicnto de vemas v puntas
mersiiematicas en dormancia en dosis de 0.03 a 2 mg 1 (3)

En la mayoria de los cultivos. los niveles de AG3 superiores 2 1.0 mg litre  son toxicos. v son

rapidamente desnaturalizados por la accion de la temperatura, por lo que se aconseja su filtracion. (203 (27)

C.4. Interaccion hormonal en cultivos in vifro:

En algunos casos el explante puede exhibir algin tipo de respucsta sin suplementarle ningun tipo de
regulador al medio basal, en otros, la suplementacion de un solo tipo  puede inducirdo. sin embargo; 1a
mamipulacion de ios difcrenies iipos de respuesta orientados a un tipo especifico de propagacion. estan
determinados por un adecuado balance ¢ interaccion de los diferentes tipos de hormmonas v sus dosis.

El tipo de inferaccién mas ampliamente estudiado a iravés del desarrollo de  técnicas /1 vifro en
plantas de los géneros offeq. Nicofiana v Daucus ha side la de auxinas v citocininas. Se sabe que de
acuerdo a la condicion fisiologica v 1a etapa fenologica del explanie. que pmpnruioneshlias de citocininas
vis auxinas  (3:1 mavoritariamente) son eficientes para la produccion de broies a través de tejidos
meristematicos. a los cuales se hace enraizar aumentando la concentracion de auxinas v disminuyendo las
¢itocininas. 20 ) 22) Por el contrario, altas concentraciones de auxina en relacion a la citocinina provocan

el desarrofio de callos embriogénicos sobre explanles como cotiledones, tejido nucelar. embriones



apomupticos v apices caulinares. Callos o brotes pueden ser inducidos sobre meristemos apicales o axilares

en proporciones mas 0 menos equilibradas atendiendo a la concentracion hormonal sobre los mismos.( 20)

[ag giberelnas  pueden actuar conjuntamente con las ciiocinmas en ¢l desarrollo v elongacion de
meristemos apicales o axilares siendo en algunos casos necesario la adicicn de bagas concentraciones de
auxina. (20)(22)

Se sabe que generalmente las giberchinas inhiben la accion auxinica puesto que refarda la senecencia
v maduracion de las células a la vez que mduce ¢l rompuniento del letargo. que son funciones fisiologicas
reguladas por hormonas del tipo auxinko. sin embargo: se sabe que en concentraciones bajas v
proporciones equilibradas aumentan el electo de la citocinuna para la elongacion de meristemos apicales ¥ la

formacion de brotes. (20) (22)

D. Antioxidantes:

A menudo se emplean sustancias como of acido attico (I30mg 1 o el acido ascorbico (10mgl) como
un factor importante contra la oxidacion prematura del explante va sea en los lavados preliminares o
direciamente en el medio de cultivo. También puede usarse ¢l carbon activado en dosis de 1000 mg/1. (6) ¢

&) (11).

E. Complejos Naturales:

NMateriales de composicion desconoctda de origen  natural son usados cn ocasiones para provocar
crecimenio.  Entre ellos destacon los Tudrolizados de proteina obtenidos de la caseina en dosis de (30 a
300 med). el agua de coco de 10 a 20% en relacion peso sobre volumen v el extracto de levadura de 50 a

5.000 mg/l. (6) (8) (11)
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3.L12.4. Sostenes Inertes:

De acuerdo a Hartman (11) el agar es ¢l medio de sosten mas  adecvado por que posee dos
propiedades esenciales: a) Se derite al calentario pero a temperatura ambiente se enfria formando  un gel
semiséﬁdb v b) Es en esencia biolégicamente neutro.

De acuerdo al mismo autor (11). para un adecuado uso del mismo en ta elaboracion de medios dos
factores son importantes: a) La concentracion. en general concentraciones ontre ¢l 0.5 v 0.6%  son
recomendables pues provocan un adecuado coniacto entre ¢f medio v la plania v un correcto intercambio
de nutricntes. b) EI pH: En general ¢l pH adecuado es entre 5.0 v 6.0. pIl muy acidos  provocan que ¢l

agar no se sohdifique bien v gue tiendan a deteriorarse con el calor.
3.2 MARCO REFERENCTAL

3.2.1. PROPAGACION IN JTITRO EN PLANTAS CON CRECIMIENTO
SECUNDARIO:

Existe actualmentie varias especies con crecimiento secundario, va sea ornamentatles, frutales o de
caracter torestal, que han sido propagadas por medio del cultivo de tejidos. cuyvo margen es amphiado a
medida que los factores bioldgicos o ¢condmicos que lo imposibilitan se superan en el desarrollo de la
técnica.

Los exitosos expenimentos tealizados en la especie Populus tremndoides 1. (1967)  favorecieron
grandemente la expansion en a aphcacion de la téenica de cultivo de tejidos para la propagacion de plantas
con crecimiento secundario.  siende  los arboles frutales donde este a logrado su mavor desaroilo v
beneficio. (8) (18)  Dentro de éste contexto. ¢! enraizamiento in vifre de manzana v melocoton realizados
en Bélgica e Inglaterra fueron quiza los primeros a gran escala basados en los estudios realizados por Jones
cn la eficiencia del Huroglucocinol para la iniciacion de puntas v el enraizamiento de patrones.  Durante el
mismo periodo el desarrollo de téenicas sobre ¢l cultivo de wmeristemos apicales  tuvo lugar en muchas
especiés v cultivares del genero Prunus. con ¢l nso de Citoquininas, las cuales fueron aplicadas

posteriormenie para melocoton, cereza. v ciruela. (18)



Especies frufales han sido propagadas /7 vitro en escala limtada con fines de mejoramienio
genctico. enire ellas se encuentran la mora. uva v avellana. siendo fa mora actualmente propagada para
establecer plantaciones comerciales. (18).(7).

El Nango (Mangifera indica 1) ha sido propagada a traves de “m leenmca conocida como ¢l cultivo
de embrionies en medios NS suplementados con Sucrosa GUBNL Glutamuna 2.7mM L Adido Ascorbico
L3mAL v de b5 a 9 Nicromoles de 2.4-D. Dicha téenica ha sido implementada para varas especies v
cultivares del genero Citrus. (8.18).

LT cacao (7eobroma cacao 1.)es producida por ¢ culiive de rebrotes durante 1a poda para la formacion
v regeneracion de calio en medios NS suplementados con Auxinas v Ciroguininas (8)

Algunas espectes como ¢l caté (Coffeq wrabiga 1.). ha sido propagada por distintas tecnicas
utilizando distintos tipos de explantes, va sea para producir organogéncsis, embriogénesis somatica o
iotmacion v regeneracion de callo en medios NS v OVPAL supiementados con auainas como IBA TAA Y
B\ para la produccion de embriones somaticos. giberehnas ((GA3) para Lo mmgacion de vemas axtlares. v
cifoquininas (Kinetina) para formacion de brotes a partir de puntas menstematicas.(6.18)

Para ¢l caso de Iag plantas omamentarles la adopeion de las tdenicas de cultivo de tejidos fue mas
rapuda v cliciente 1o que favorecio grandemente ¢l desarrollo de laboratonios comerciales. El uso de culiivo
de tepidos para la propagacion de Rolodendron es quiza el cjemplo mas exitoso. va que este os aciualimenic
¢l metodo mas uiilizado alrededor del mundo. Los estudios realizados por Anderson sobre Kofadendrom
tfue Ja culminacion de una investgacion niciada en 1968, sobre reguladores de crecimiento comerciales. que
resulto en b raprda adopeton de dos grandes grupos de reguladores Gauxmas v aitoguimmnas). en fos que se
pasa la teomea de la micropropagacion.( 18y

Con la relipacion v adaptacion de estas wcenicas se lograron propagar abrededor de 1 millon de
nlantas por aiio. Otro caso simidar se base en fa propagacion de patrones de vosa (Rose sp ) por medio de
yemas agiiarcs_ donde se produjeron alrededor de 300,000 plantas sobre medios NS suplementados con
kinctina v acido gibérehico (18.8).

Para plantas forestales ¢l uso del cultivo de tepdos como una téenica de propagacion ha sido mas

pausado. Plantas de Pinus radicia HVK son ahora propagadas en Fintandia en cantidades modestas,




Franco y Schwarz {18) lograron la regeneracion de plantas por organogénesis utilizando como explant.
cotiledones en P. oocarpa Shied. v C. Jusitanica L.
Un estudio de importancia en este campo lo es también el realizado por Thomas Sanko v Marci.

Stefani para la propagacion iz vitro de Oxidendrion _arboreum 1. sobre arboles maduros utilizande -

medio WPM con diferentes concentraciones de Zeatina. ellos demostraron que existe una relaciés
directamente proporcional entre la concentracion de esta citoquinina v el namero de brotes producidos. «
cual se ve disminuido a medida que se aumenta el conienido de auxinas. La conceniracion qQue provoco ¢
mayor numero de brotes fue de 4 micromoles/litro.(21).

Astroga ¥ Escalant {7) lograron propagar el zapote ( Pouteria sapora L. Crongquist) wilizand:
embriones, los cuales eran desarrollados sobre medios basales MS en los que se adicionaba 0.5 mght Jd.
BAP v 1000 mg/li de carbon activado. Para luego micropropagarlas en medios de cultivo que contenian i

tg/lt de BAP v 1000 mg 1t de carbon aciivado.

3.2.2. FASES PARA EL DESARROLLO INICIAL DE UN PROTOCOLO:

El desarrollo de la fase inicial de un protocolo consiste en ¢l establecimiento v desarrollo del
explante, para lo cual la maveria de textos definen 3 pasos. (8 )
a)Deﬁnicién de la tenica a wilizar: De acuerdo a esto. ¢l tipo de técnica a utilizar debe estar orientada a:
objetivo que persigue la propagacion. Por ejemplo, para la propagacion de clones v conservacion de
germoplasma son adversas aquellas técnicas que inducen a la formacion de callo por que generas
variabilidad. (22 )
b} Definicion del tipo de Explanie: El #ipo de explante a utifizar debe de estar oxentado a la facilidad de
maniobrarlo v é la 7disponibilidad del mismo, ademas que se debe fomar en cuenta que no cualquier
explante responde a un {ipo de técnica definida. { 20 ) (22) (11)
c¢) Técnica de desinfeccion: La técnica de desinfeccion debe estar destinada a reducir al minimo la
contaminacion del explante durantc la manipulacién del mismo cvitando al maximo el dafio al iejido-

causado por la accion de los agentes desinfectantes. (11)
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d) El medio de propagacion: En cuanto a la definicion del medio se sefiala que existen varios medios
basales utilizados para la propagacton de plantas entre los que destacan ¢l NS, Gambor, BS v el WPM
(T1) (22). Sin embargo es el mangjo de ka nteraccion hormonal el que bimita v condiciona en la mavoria
de los casos el tipo de respuesta v desarrollo del explante. por lo que ¢s en base a ¢llo que se disefian las
principales modificaciones a estox para ¢l desarrollo de fa investigacion inictal que pretende fa formacion de
un protocolo. Para ello se proponc ia evaluacion  en un ensavo gencral imetal de niveles de concentracion
hormenales altos. moderados v bajos de Tos disuntos tipos de repuladores unlizados v su interaceion en
base al tipo de respuesta que se pretende.  de tal manera que permuta estudiar cuales son los rangos en que
se efectua aletin tipo de respuesia v, conforme a ello  desarrollar  ensavos que permitan estrechar los
mismos para optimizar ta respuesta v desarrollo del explante.  De no encontrarse respuesta en ¢l ensayvo
general debe redetinirse Ta iéenica o ¢f explante wihizado o bien utilizar rangos mucho mas amphos en base
a la concentracion inteial de las hormonas. ( 22)

¢) Condiciones de Culiive:  Generalmente para la mavoria de Tos casos s sugieren fotoperiodos de 16

horas con mtensidad de 1000 fux v una temperatura de 25 grados contigrados.

3.2.3. PROCEDENCIA Y TIPO DE MATERIAL:

El materal fue colectado en Ia fmcea Sania Maria Buena Vista en ¢l municipio de Guanagazapa,
Escuintia . a 62 k. de la ciudad capital. con una altura promedio de 700 mesnm. en la zona ccologica
del Bosque Homedo Subtropical shdo,

IV material [ue colectade de una plantacion en crecimiente entre 4 v 6 atos de edad procedente de

fa finca brftantes de una varedad sitvestre de individuos promisorios |

3.2.4. AREA EXPERIMENTAL:

Mejoramienio de Plantas de Ia Facultad de Agronomia de la Uniersidad de San Carlos de Guatemala

ubicado en el edificio T-8, tercer nivel en la Ciudad Universitania Zona 12 de 1a misma ciudad.
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4 OBJETIVOS

4.1. Conocer la respuesta de meristernos terminales de zapote cultivados in-virro en diferentes medios de
cultivo. utifizando fos medios basales N lurashigue v Skoog (MS) v Woody Plant Medium ( WPM). con
B!

distintas concentraciones de auxinas, citocininas y giberelinas, -

4.2. Conocer Ja respuesta de explantes de hoja de zapote cultivadas in vifro en diferentes medios de

cuitivo.



S.METODOLOGIA

5.1, Seleccion de los explantes:

[os explantes fueron scleccionados con base en: Respuesta a ovaluar: pruchas preliminares:
abservaciones anatomidas deigjido en difcrentes martes de Ta planta: observaciones on el campo v orevision
bibliografica. Seleccionandose las puntas meristematicas de las ramas plagiotropicas” v hojas en crecimiento
entre 2y 8§ em de fargo por 2 em. de ancho .

Tanto las puntas menstematicas como las hojas jovenes son facdes Jde manmpular v se encuentran
en adecuada disposicion dentro del arboll ademas. poscen teiidos meristemaiicos con células parequimatosas
que pueden ser capaces de diferenciarse o desdiferenciarse con mavor facilidad,

i.as ravones para no haber seleccionado owro tipo de explante son las siguienies:

as vemas axlares. debide a gue poscen  Una zona mensiomatica escasa. recublerta por
pubescencia, son mas dificies de extraer v desinfectar, ademas ¢ue de acuerdo a obsenvaciones de campo
se pudo determinar gue en su mavorna eran de caracter floral.

EI tallo aun en ramas juveniles posee cambium va diferenciado 1o gue limita su capacidad de
responder ab cultnvo w7 veeo. ademas de no ser utilizado en estudios anteriores de propagacion clenal.

Tas puntas menistematicas de das raices son de dificll extraccion v de escasa disponibiiidad dentro
del arbol. los embriones dado ¢l upo de pohnszacien predominantemente alogamica son descartados para
ta tormacion de clones debido a la variabiiidad genéiica que se origina de este tpo polinizacion. sin erobargo
dado ol potenvial organogendtiveo Gue oste pe Jde oxplanie tene: es Jdu vt importancia desarrollar estudios
de moiogia Horal v de programas do cruzamientos dirigidos. que permita < desarrollo de semilla ceruticada
Jue garantice genotipos uniformes para gue puedan ser objeio de estudio on su respucsta i-varo. Se

Jdescartaron también las estacas de nlantulas v ios couledones. (22) (20)

Rzuion mmenskematica gue se encusnira sobre la pm{%a 3&-\1—‘4%0131&1}\3{1 refacion al
] R

R .. - ! ' ; r;\.ﬁ i
tallo principal ortotropico { 25 ; ATMAL S
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Se desconoce hasta Ta fecha o disposicion de embriones apomipticos que partan yva sea de (ejido
nucelar o de ovalos no fecundados para su wilizacion en of desarrotio de plantas haploides v formacion de
ciones por o gue ambien se descartaron. 2403

Finalmente o cultive de anteras dade of ampho ranee de vortabididad gue se oblicne cn su
propagacion £ vie v b no reportarse frabajos anteriores donde fueran uslvzadas para plantas con

crecimiento secundario fueron también descartadas. (15)

5.2. Coleccion del Material:

Fa colecaion de fos explantes se realizo entre las 7.06 4 00 hovas para irabajarlas en horas de la
tarde. v con ello evitar la fenolizacion que duranic el transcurso de las prucbas preliminares se pudo
constatar gue s¢ produce después de 24 horas del corte del misime. Las puntas de fax ramas gue contenian
ol merstemd femmnal v as Hojas on Srecmicnio se Coraron Lon un largo aprosimade doo S comtinelros., se
coleciaron en holsas plasticas con papet absorbenie humcdecide. v s ransportaron o condiciones de baja

temperatura. en hiclera.

5.3. Seleccion de los medios Basales:

Exasien diferencias significameas para la formacion de brotes o planias won crecimicnto secundario enire
diferentes medios de cultive suplementados con la misma cantidad de hormonas (0. 8. 120 17, 18, 21). la
diferencia principal como se pudo constatar esta figada a fa suplemeniocton de safes, B medio MS.

Ourashics v Shoows  booado wiizade con Sdte <n la maeong de dos casos con modificaciones.

reducionde ol 30%q ¢ contonido normal de sales 111 Parpendo de Gt fos sovestinadores desarrollaron <f
medio WP { Woody Plant Mediumy cuva principal diferencia sonsiste en Ia reduccion de sales v en la

sustitucion del nitrato de amomo  por o nifrato de calcio como fucite de narogeno {ver apendice 1), por io

gue ambos fucron ohjcie Jo anabsis on o preseote irabao,
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3.4. Elaboracion de los Medios:

[as soluciones concentradas tueron  claboradas en base a las conceniraciones descritas tanto para
medios NS como WP\ para macroclementos. microelementos, arvo-inositel. v solucion de hierro (ver
apendice 1). De las soluciones concentradas se extrajeron los volumenes deseados para la elaboracion de
fas mezelas v ose adicionaron fas dosis hormonales o evajuar para lox distinies iratamientos conternplandose
para o] GA3 un 907 do desnaturalizacion al sor autocineads {205 posteniormente se agregd 1a sucrosa en
fas dosis descritas para cada incdie vose batanceo o pITa S para b madios de desaroilo se agregd agar
al 0.6%. Posleriormente se transtrio o los tubos de ensave o frascos de vidrio con la caniidad de medio
utilizada por unidad experimemal v s¢ autoclavearon a una temperatura de 130 grados centigrados v 17.31

Lilogramos por centimetro cuadrado. durante 15 minutes,

3.5, Procedimiento v época de siembra:

D¢ fa misma manera que ocurre en el caso de la injertacion @ ver inase 3.1.63 s¢ pudo observar
durante of desarrolle de pruchas preliminares duranie Jos meses de agosio v oseptiembre de 19935 que ¢l
desarrolio  del explanic  duranie la época de precipiiacion  achiva s¢ v seriamente himitado por la alta
concentracion de latex dentre del tepdo. la baja concentracion de carbohidratos v Ta mavor incidencia de
plagas v enfermedades. que como resujtado de la crecienie previpiiacion. temperatura v humedad relativa
flenden 4 eslar presenics on mayor grado en forma de esporas sebre la pubesconcia de los meristemos.
Para solventar ese problema se decidic realizar ¢f estudio dwrante enero v uavo ded presente afo que
comviden con ol mice de o absiion de las hojas v b indcio de o nao e broiavion, gue de acuerdo a
revision bibliografica son das dpocas mas adecuadas para la propagacion veaciaiiva.

La siembra o realiss on i camara de Bujo lammar, la ceal fee Jesinfeciada una hora antes de cada
sesion Je trabajo. desindectandola con aleohol etilice al 7o, Pars of sanae dol wjido se uiilizo probetas.
frascos. agua esicnl v cajas petrl previamente autoclaveadas. ademis de asa. pinzas v bisturt los cuales

seran flameados en ef mechero cada vez que se trabaio un explante.
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5.5.1. Subcultivos:
Tanio para los merisiemos como para los explanies de hoja sc realizaron 3 subcultivos con un

intervaio de oche dias entre Ta siembra v cada subcultivo,

5.5.2. Condiciones del cultivo:
I.as siembras en los medios de culiivo se mantuvieron ¢n <l cuarto de incubacion con un fotoperiodo
de 16 horas de luz. La fuente de luz Tueron lamparas fluorescentes de fuz blanca de LOO0 lux de mtensidad

I a temperatura media fuc de 22 erados centigrados.

5.6. DESINFECCION:

[ a teenica de desmibceoiim del tejido cmpleado miluve no solo sobre la contanunacion  del explante
sine wwmbidn on fa capacidad de regeneracion del mismo por dafios causados al teyido. {203 (6}

Se utilizaron prucbas preliminares para la desinfeccion de cxplantes. los resultados de las cuales se
muesiran en ¢l apéndice 2. Se limpio ¢l material vegetal con cepilio dental v detergente 5 veces para
climinar 1a suciedad: removiendo la corteza del allo para climinar la pubescencia. se corto el mismo. se
climind 1a pubescencia remanente v s sumereleron los expianies en las distiniag sofuciones desinfectimtes
{ver apeéndice 2). de las vuales se seleocionaron aquellas en las que se presento ¢l menor numero de
explanies confaminados v oxidados.

Pavs fa desinfecsion de bos menstemos e atilizd aleohol al 70% por un nunute mas hipoclorite Je
2

sodic al {133 9 por dicy minuios o hipodlorito de sadio al 106 24 por guinde minwos. elecruando tres

lavados. sumergiendo Jos cxplantes on una solucton de acido citrice 2 130 mg it v agregande 1000 mib de
carbén activado al medio de cultivo. (ver apéndice 1. cuadro 20 ).
[as hofas entre 2 v 4 om. do largo fueron desinfectadas con alochol af 0% por Tominuio mas

hipoddorito de sodio al 1.06% por dicz minugos o alconol al 70% por 2 minuios mas pociorito de sodio a

1.06% por 10 minutos. (ver apendice 1 cuadros 21,22




5.7. TRATAMIENTOS:

S7L MERISTEMOS:

2711, Respuesta de fos meristemos a dos diferentes medios basales, con dos tipos
de reguladores del crecimiento en diferentes concentraciones,

Para conocer la respuesta de ios menstemos a o elongacion v desarrello se realizo un ensavo
veneral en el cual se uaiilizd bencilaminopurina (BAP) en 3 niveles de concentracion {0030 20 v 5 mgl)
alternados con dos concentraciones de acido giberdleico (A3 (01 v 0.5 me ) en dos diferentes medios de

culve © NS v WPND fos cuales s desertben en of cuadro 2.

5.7.1.2. Respuesta de los meristemos termunales v las puntas meristemaiticas a
medios de induccion con dos niveles de dcido giberelico (GA3) vy medios de desarrollo
suplementados 5.7.1.2. Respuesta  de los meristemos v las puntas meristematicas a
medios liquidos con dcido naftalenacético (ANA), bencilaminopurna (BAP) y acido
giberelico GAJ.

Se estudio la respuesia que dos diferentes tamanos de explanies podiian tener sobre ¢l desarrolio del
mismi. estudiando a s ves o cfecto que un medio hgquido de induccion con carbon aciinvade agitado en un
agitades Borizontat o G rpm ducanie chie Jias v dos conceniraciones de A podiian fener para un
mgcior favado de los fenolos producidos, una Siongacion ntaal v una mujor absorcion de ios componentes
Jdei medio. Finalinente se ovaluo un madios solidos de desarrollo suplementados con auxinas, cilloguininas.

v oiberclinas en simiiares droporaiones. (ver cuadre 3)




Cuadro 2: Tratamientos utilizados para el estudio de la respuesta de los
en dos diferentes tipox de medios basales con dos diferentes clases de hormona en

diferentes concentraciones.

16,

\L
NS,
MNES.
NS,
NS
ALS.
NS,
MLS,
ALS.
NS,
ALS.
NLS.
WPAL
WPA
WPA
WPAL
WPN
WPA
AANEAN:
WPAL
WAL
WPAL
WPA
WM

S DAPG

BAP 2me |
BAP Smg L
BAP 03mel
BAY 2ing i
BAP 3m
BAP .3mg |
BAP 2mei

BA dmig i

i
i

(@

BAP 0.5mgl
BAP Zmgl
BAP Smal
BAP 0.5mg
BAP 2ma!
BAY Sma
BAP .3mg !
BAP 2ma !

BAP *mg

GARUIme]

(A3 0Imgl
GA3 Clmgld
(13303 mgl
GAI U I mel

ALY me ]

meristemas,



Cuadro 3: Tratamientas utilizados para el estudio de la respuesta de los meristemos v
las puntas meristemiticas en medios liguidos de iniciacion:

Mediu [iguido

No o ipo de Explante Iatamiento _cn Medio basal MS

1 Nenstemeo 03 mgitde Gradia; o
:2_ I Nderstemo O mg it de G (b _
3 - Punta mensiemanca . o3 mg lide (YAl @ o
4 4 Punta Menstematica 0.1 mg It de Gl ih) i
} i __ Medio Solido IR
No __ |tipodeExphnte  Tratamiento en Medio basat MS
| | AMemstemo @) (0. 3me AN S Smg HBAY 0.5me k GA3) |
2 ANdersierno. (b)) (0. 5mg I A NAOSmeg T BRAP - G 5mg lt (JU)
Ao PuntaMenstemaiica - () (0.5mg JIANA G.3me I BAP - 0.53me it GA3)
Ao PunwMesenatica | (b) (0.3mg it AN 0.5my HBAP -0.5mg It GA3)

3.7.1.3. Respuesta de las puntas meristemiticas de zapote a2 dos medios basales de
iniciacion con cuatro niveles de acido giberélico (G A3) v dos medios basales de
desarvollo  con  tres tipos de rezuladores del crecimiento en  diferentes
concentraciones:

Con base a o observado en ¢l segundo cstudio  se  determine T vespucsta que las puntas
merislemaiicas ietan sobre  dos difercates tipos de medios basaies  de mducaon con cuatro diferentes
concentractones de (A3 v sobre  dos diferentes medios basales do desarrolio suplementados con tres tipos

de hormonas ( auxinas, citocininas v giberelinas) en diferentes conceniraciones { Ver cuadros 4 v 5)




Cuadro 4: Medios basales de iniciacion con 4 niveles de GAJ3 utilizados sobre

puntas meristematicas,

1 IS
2 ALS
3 AS
4 NS
5 WPAI
6 WPAL
7 WP
8 WP

Img Tt de (GA3

U.8mg M de (GAS3

0. 3mg Tt de (A3
0.2mg1t de GA3
Imglt de GA3

0.8mgt de GA3

4. 3mg/lt de GA3

0.2mg'lt de GA3

Cuadro 5: Medios basales de desarrollo con tres diferentes tipos de hormonas
en diferentes concentraciones usados en las puntas meristematicas:

16

MS

MS
MS
MS
MS
WA
YWPA]
WPM
WPM

WPM

Sin Hormonas

1 mg/lt de BAP + 0.5mg/lt de GA3 + 0.5mg/lt de ANA

2 mg/it de BAP + 0.5mg/lt de GA3 + #.5mg/lt de ANA

1 mg/it de BAP + 0.5 mg/lt de ANA

2 mgfit de BAP + 0.
Sin Hormonas

1 mg/lt de BAP + 0.
2 mg/it dé BAP + 0,
1 mg/it de BAP + 9.

2 mg/it de BAP + 0.

5

=

2

4

5

mg /It de ANA

mg/it de GA3 +0.5 mg/lt de ANA
mg/lt de GA3 + 6.5 mg/lt de ANA
mg/lt de GA3

mg/it de GA3



5.7.1.4. Unidades Experimentales:

Para ¢l caso de las puntas meristematicas la unidad experimental consistio en un menstemo o punta
meristematica  cultivada en un wbo  de ensavo de 30 ml agregando 13 mib de medio al wbo. con 16
repeticiones para ¢l priumer ensayvo, 15 repeticiones para ¢l segundo. v 3 repeticiones para ef tercero . Ll
nimero de repeticiones  uitlizado para cada ensavo en cada tratamiento estuvo en funcion del numero de

tratarmicntos v la disponibilidad de material vegetal.

5.1.7.5 Variables Respuesta:
a. Numero v porcentaje de mensiemos no oxidados sm {ormacion de brote
b. Numeroe v porcentaje de menstemos que lormaren brotes o callos.
¢. Numero de brotes por meristemo,

d. Tamanfo del brote o callo en cm. a las 10 semanas.

2

. Color v consistencia del callo o brote.
5.7.2. Hojas:

5.7.2.1. Respuesta de los explantes de hoja a ia aplicacion de acido naftalenacético
{ANA) ¥y bencilaminopurina (BAP) en diferentes concentraciones:

Para determinar [a respuesta de las hojas a la organogénesis directa se evaluaron hojas jovenes ¢n
crecimiento entre 2 v 4 em de large con tres  diferentes niveles de BAP ( L 3 v 3 me ). aliernados con tres

diferentes niveles de ANA (2.5 5Y 7 mgl) en medio basat MS (ver cuadre o),




5.7.2.2. Respuesta de explantes de¢ hoja en medios liguidos de induccion con
diferentes concentraciones de acido naftalenacétice 1ANN\) v bencilaminopurina
(BAP).

En el segundo cnsave se evaiug o respuesta de os eaplantes on un mnedio Hguido de iniciacion MS
suplementaddos con BAP v AN A en dos dilerentes concentraciones v trastadados a medios solidos MS de

desarrollo sin hormoenas ¢ V'er cuadie 73

Cuadro 6: Tratamientos hormonales utilizados para cf estudio de la respuesta de los explante
de hoja a ia aplicacion de ANA v BAP en diferentes concentraciones.

2. ANA 2SS0 e

3 ANASOLD e

4. ANATOD e

5. ANA 250 BAP .00
0. ANA N0 BAP L.00
7. ANA 7.00 BAP T.04
8. ANA 230 BAP 3.00
Q. ANA SO0 BAP 300
i, ANA 7400 BAP 3.0
1. ANA 2.3 BAP .00
12, ANA 308 BAP 5o
13. ANA 700 BAP 3.00
4., e HAP 1.00
s, - BAP 3.00

[
o

'

1

1

:
o
LA
P
=



Cuadro 7: Tratamientos utilizados para evaluar la respuesta de las hojas en medios liquidos
de induccién con diferentes concentraciones de ANA v BAP .

1 2.5 mg/lt de ANA

2 05 mg/lt de ANAL
3 25 mg/dt de ANA+ 1 me/lt de BAP

4 053 mg/lt de ANA + 1 me/it de BAP

h
[E"]

Smg/tde ANA + S mg/ltde BAP

=}
o

S mg /It de ANA + 5 mg/lt de BAP
7  1mg/it de BAP
8 05 mg/lt de BAP

9 Tesligo

5.7.2.3. Respuesta de explantes de hoja a la suplementacion de acido naftalenacético
(ANA) v bencilaminopurina (BAP) en diferentes concentraciones, reduciendo la
concentracion de los desinfectantes ¥y aumentando la concentracion de acido citrico »
el namero de lavados:

Debido aia coloracion que 2D agua presentaba duranie Sos ivados on o astdies antenores, so
frate de determimar st o ne respuesta del explante estaba boady sl rotenaon doi desindeciante en ke
pubescenaia de las hojas, por lo que se e aplicaron entre sers + sicte lavados hasta gue se observo que o
agua cra meolora. A su vey se aiilizaron los brotes recien emergrdos despucs doe la estacion de 1eposo v st
utitizé solamente 30 scpundoes on aicohol v TS mmutos on fapeclorite de <odio al 0%%0 para finalmente

colocarlas en una selucion do anbioadante Gue comtema aadoe ainee o 200 mg i




Cuadiro §; Tvalamientos evaluados duranie o tercer estudiv pava la respuesta de

explantes de hoja a distintas concentraciones de ANA v BAP.
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5.7.2.4. Unidad Lxperimental:

En el caso de Jos explanies de hoga Ja unidad experimental consistio en 4 exnlanies de un centimetrn

Kl

cuadrado jos cuales fueron sembrados en un frascos de vidrio de 100 ml a los cuales se fes agregd 20 mi de

medio,

5.7.2.5. Variables Respuesta:

H

H P Ry USSR S e v eeman e .
A5 VATTADICS TUSPUICSTA TOIMaaas TUCTON ids SISHICTHes !

A Narmpero v norcentaie de explantes no oxidados.



b. Numero de callos o brotes producidos por explante.
¢. Tipo de organogenesis.

d. Tamafio de las brotes o callos mducidos a fas 10 semanas.

5.8. TOMA DE DATOS:
Tanto para ¢l caso de los meristemos como  de las hojas se considero la presencia o no de oadacion

dos semanas después de la siembra, v ol resio de variables se mudio después du la décima semana.

£.9. ANALISIS DE LA INFORNACION:

Dada las caracteristicas descriptivas del  trabajo. que no pretendia entre sus objetives evaluar ni
establecer  diferencias entre los distintos tratamientos cstudiados. sino solo conocer la respuesta de los
distintos tipos de explantes a los distintos medios de cultivo utilizados  para determinar cuales podrian ser
promisorios para ¢f desarrollo de la propagacion n1 virro del zapote.  se planted un andlisis descrplivo en
base a frecuencias. medias v porcentajes de las variables respuesta.  Dada la amplia gama de variables
respuesta, ¢l nimero de factores v niveles estudiados. ¢l bajo numero de repeticiones por fratamiento que
mostraron respuesia v las caracteristicas particulares que estos estudios tenen en cuanlo a - su respuesta
allamente irregular como se puede apreciar en los resultados no fue factible aplicar estadisticos
parametricos.

Se desecho la aplicacion de pruebas no paramétricas debido a que en los tratamientos que
manifestaron la respuesta descada. os decir clongaron v desarrollaron . las variables respuesta presentaban

consistencia, es decir todos los brotes producidos fueron verdes v vitrificados. Ver cuadro 12,




6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Meristemos

6.1.1. Respuesta de los meristemos 2 los medios basales Murashigue y Skoog (MS) ¥
Woody Plant Medium (WPM) de cultivo con beacilaminopurina (BAP) v acido
giberélico (GA3) en diferentes concentraciones:

De los 24 tiatammienios que fucron evaluados  dwanic o primer ensave andcainente 6 manifestaron
algun tipo de respuesta (ver cuadro 9 ). Ta respucsta observada  consistio on una hgera elongacion del
meristemo v la apeirtura de los primordios foliares que hablan quedade remanenies, sin embargo: al cabo de
4 semanas de realizada la siembra los menstemos empezaron a oxidarse v murieron entre la quinta v sexta
semana de sembrados después de vealizados 3 subcultivos. 8¢ pudo observar ol ealizar los subeultivos ¥
extraer el menstemo. gue  la parte del mensiemo  donde se realizo el corle s¢ cncontraba necrosada v
obscura 1o (ue podiia esiar asociado o la acumulacion de sustancias sobic la zona pese a la aplicacion del
carbon.  Por otro lado la escasa respuesta de elongacion del meristemo podria cstar asociada a  que el
tamaiio del ineiisicinos linitaba ¢l potoncial de desarollo. va gue como indican 1as referencias bibliograficas
el tamano del explante incide en Ta capacidad de desarrrollo del mismo (ver inciso 3.1.10.1).

Eai los tratarmicnios et los que se adiciond (TA3 en conceniraciones de 1 v 0.5 mgdt mids BAP en
concentraciones de 2 v 3 melt se manifesto 1a respuesta inicial. por fo yue se puede inferir que actuando
conjuntamente posen cfeciv sobre la clongacion inicial del micrisicme como vewie en especies de os
9enetos Kolodendrom: = Hoxe {19y (4)

Contrario a o sucedido voi einbriones de zapote (Porieria sepoiw. 1. Cronguist 7 la aplicacion de
BAP solo no manifesto ef tipo de respuesta esperada en nineuno de los niveles cvaluados para el desarrollo
do cinbriones maduros sobire medios de cultivo @ viro {5

L.a mavor respucsia cn los medios basales se observé en of medio NS con un 7% de respuesta en

la CIONZACION ¥ GEsairouo Got inonsicine sonta soo o 2% del medio WAL (VT \.—Lh!(.i:\_} 23
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6.1.2. Respuesta de los meristemos v las puntas meristematicas a un medio liquido de
induccion Murashigue y Skoog (MS) con dos diferentes concentraciones de acido
giberélico (GA3) y un medio de desarrolio con acido naftalenacético {ANA),
benciaminopurina (BAP) ¥ dcido giberélico en similar concentracion :

) Eﬁstﬁ:‘:.mlii mayor respuesia del explanic cuando se utiliza I punia wmenstomaticn gue molive
omenstemo v 5 mm de tallo. que  cuando sdlo ‘se utiliza el meristemo el cual se oxida rapidamente. Un
total de 23 caplantes oquivalentes al 67% del total on los que se utilizo la punta apical permanecicron
vives v sin oxidarse conira solo 4 equivalentes al 13% en fos que se utilizo el merstemo después de doce
dias de estar en el medio Hquido de ipduccién (ver cuadro 10 v figura 1 ). En tanto un 30% de las puntas
meristematicas trasladadas al medio de desarrollo produjeron callos micentras que ninguno para el caso de
los  meristemos. effo relleja que ¢ tamano del explanic influve en ¢l potencial de respuesia del mismo. |
Ver cuadro 11 v fisura 2

S¢ pudo obsevar twnbien que fanto os weristemos como las punias mersteinaticas adciadas sobre
tos medios liquidos de induccién tenian una menor acumulacion de sustancias sobre la region del corte por
1o que presentaban  una inejor apariencia en su estado general, lo que indica que dichas sustancias son
lavadas de la 7ona por efecto de la agitacion del medio v el carbom.

En cuatito a la regulacion hormonal los resultados demostraron que  concentraciones de 0.5 mg it
de GGA3 en medios liquidos de induccion promovieron tanto para el caso de los meristemos, como para el
de fas puntas meristematicas una sJongacion inicial, contrario a lo sucedido cuando se aplicd 0. lmglt de
(743 donde no se obsenva ninglin tipo de respucsta.

fn el medio de desarrollv concentraciones sguales de ANAL BAP 3 GA3 de 0.5 my, it PIOmMOVIETON
¢l cncallamiento de las puntas meristematicas . Tas puntas iniciadas sobre medios de induccion gue
conteman 0.5 mg/li de GA3 fueron de  un color crema, una consistencia fiiable. un iargo de 1.72 cmi. sin
presencia de puntos de crecimicnio. obteniéndose dicha respuesta en un 45% de los explantes trastadados
al medio de desarrollo. Las puntas indciadas sobre medios de mduccion con 0.1 me/t de (3A3 mosiraron un
menor tamafio promedio (1.1 ¢m) v un menor pnrcenfaje de respuesta (17%) que las iniciadas con 0.5 mg/lt

de GA3. (ver figuras 1y 2 v cuadros 10v 11)
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6.1.3. Respuesta de las puntas mervistematicas a dos medios basales de iniciacién con
cuatro niveles de acido giberélico y dos medios basales de desarrolio con tres tipos

s
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Partiende de lo mas gencral en cuanto a lo que es ¢l medio basal deindoccion v desarrollo se
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Cieeabservado. en um total e 27 eaplanics equinvalentes ab 27% ded total s abservo alean ipo de resnuesta
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tipe de respuesta en ¢l medio WPAL Cabe resaltar que un total del 34%0 de los explantes cultivados en ¢l

medio MS penimanccionon vivos  despucs de fa décima semana do realizada ko sicimbra, en comparacion ded

19% que fueren culivados en of medio WPNL {(Ver figura 3 v cuadio 12)

N ) . [ 1 el s oY ey 1 enngy 14
ii

Fnocuanio ai mcdio dooaiciacion se obsend que faeron {os mcdios suploraeniades con b omg. T de
(1A3 Tos que presentan mavor respuesta ianto para ¢ medio MS como para <l medic WPAL Un total de
11
[

cplantos cguivaienios 3 un $4% del wial de explantes scinbrados para of medio MBS con

T ma It de (7A3 exhibieron algun tino de respuesta: mientras gue un fotal de § explantes equivalentes a un

Yo lo huvieron paia of miodicc WPM con ol nusno atamidento, Los imtamienios fambdn ‘iciu,‘;.‘j‘in Hud

se utilice. iver figura + v cuadro 123
Finalmente en cuanto a los medios de desarrollo se observa gue o tratamiento con 2 mg it de BAP
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v desarrollo del mieristeme con 13 axplanies para un porcentaje del 35.5% del wial (e explantes evaluados
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ILos brotes mis grandes sc registraron en medios basales MS que contenian img it de GA3 en el

e M TP S oo T TR A D sea s Y %
HivLig U0 Tl JitTs v | Y D AL Ay U

] s
LOTE

Lo S O U ST S S
LSTIE AU SAUNSY CHE O ITECUS

- “

HERVE N S H e

3 4T in - 14
1O Gl Y i.9
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0.8 mpdt de GA3 en o medio de induccion v 2 mg de BAP mas 6.5 me H de ANA en ¢ medio de
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me 1t de (143 en el medio de desarrollo. con 0.8 em de longitud,
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En el medio basal MS con Imelt de GAZ en of medio de induccion v 2mg de D AP més 0.5 my de

- 5 U i 4. 1 R L P PN P ST -
ANA en el wiedio ae desarollo sc GOTUVICTiIN (OIS C{v.,

sneuentren on

sl e 1 pvees,1E 3 ATY eaie {15 peanlE 2 AN A
TRIUCCIUED ¥ 1 11 H GO D AD ds vl I i1 4G AANA

respuesta en un brote .

menor famano que i medio basal WP que conicnia 1

me

PO [ TS SO S,
VID OO OITHCAE0 LU QiU

5 S Y s N L -
ad JUTTGUL SR BU ITOITIRGAID 8¢

ode (0 on medio de

+1 + B3

1 1 : TP
HET LLUFIAL S B DDIUYO

En general Ia ausencia de GA3 en los medios de desarrolle favoreee la formacion de brotes en
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1.os callos se desarrollaron enire i tercera v la cuarta semana de realizada la sicmbra. T.os mciores
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color verde v purrtos verde obscuros con crecimiento tembroides). se registraron sobre los iralamienios en
medio basal MS que contenian 0.8 g It de GA3 on medio de induccion v 1 mat de DAP més 0.3 gt do

ANA mas 0.3 mglt de GA3 en of medio de desarrolto. obteniéndose dicha respuesta en un 602 de Tos

£1 1 T oo yreactiey e tviclise ey o0 Y sao 3 da T2 ATY LAy T I PO S .
JOUTHITICUD GO ULl 8 L HErEan L RNy e WA FA R B S it 1}7 i UC AN A

T o o ATlA A
ek GBGiUn GO A i‘[l" fHde (i

mas (.5 me 't de GA3 en medio de desarrolio indujo ala formacion de callo en un 0%, similar porcentaje
de respucsta se obtne al aplicar .5 me Bt de GA3 en mdio do inducdidn v 2 mg K de BAP s O,
de ANA mas 0.3 mglt de GA3 en i medio de desarrollo.  Tie-la misma manera en cuanto al tamano del

calio s¢ retiere jos ;ilC;Ui\n resuliados s¢ observaron para oy irafamdenilos mencionados oon Eiﬁ'g(}:‘i dec 1.5
Como s¢ puede aprectar en los Hpwas 8 v 9 oxiste sna mavor respuesta del explanie en cuanio af
norcentaje de brofes que forman callo v el tamafio de los mismos en of medio basal MS que sobre el medio

[T N 1 AL T o
| miedio de induccion v 2 mp 't de BAT mids

pasai Weoh Bl fratamiento que

0.3 mg it de ANA en ef medio basal de desarrollo produjo  callo en un 6% de los explantes tratados. sm
smbargo: <l fatmafie de fos mismos fud do 0.8 am en promedio. sobie ol medio WPM.
os tratamientos con 1 mgit de (GA3 en ¢l medio de induccion v sin hormonas en el medio de
""" ron caitos pequeiios de consisiencia fHable v de color croma,
lo que indica que la suplementacion de BAP v ANA puede ser necesaria para un mejor tamafio. color v
conststencia de los callos producidos.
En ambos medios la supiementacion “dc 0.3 mg de (GA3 en medios de desarrollo promueve ia

formacion de callo como s¢ obseiva on los fratainientos von | g de BAP mds 0.5 mg de ANA mas 6.3

mg de GA3:v 2 mg de BAP mas 0.3 mg de ANA mas 0.5 mig de GA3 . Vercuadro 14.
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6.2. HOJAS:

6.2.1. Respuesta de ios explantes de hoja a Ia aplicacion de icido naftalenacético
{ANA) vy bencilaminopurina (BAP) en diferentes concentracicnes

Como se pnedé apreciar en el cuadro 15 unicamente 3 de los 16 tratamientos evaluados
manifestaron  algin tipo de respuesta. La respuesta observada consistié en hinchamiento v amugado del
limbo similar al que se produce antes del encallamiento normal del explante. sin embargo pese a que las
hojas permanecieron verdes por mas de 7 semanas no se produjo ningin tipo de respuesta ulterior después
de tres subcultivos. Tas hojas con respuesta se oxidaron entre la octava v décima semana después de la
siembra. Ver cuadro 15

T.os explantes que mostraren el tipo de respuesta anterior fueron los tratamientos gue contenian 2
mglt de ANA, Smglide ANAv I mglt dc BAP méas 5 mg /It de ANA.

Los tratamientos que solo contenian BAP no mamifestaron  algiin tipo de respuesta inicial al igual
que los watamientos sin reguladores del crecimiento.

Se pudo apreciar también que concentraciones de ANA de 7 mg/lt producian un rapida oxidacion

del explante.

6.2.2. Respuesta de explantes de hoja a medios liquidos de induccion con diferentes
concentraciones de iacido naftalenacético (ANA) y bencil aminopurina (BAP):

No existié ninglin fipo de respuesta para los tratamientos evaluados . Las hojas no mostraron
nihgun tipo de respuesta tanto en el medio de induccion que estaba suplementado con hormonas, como en

¢l medio de desarrollo, oxidandose entre 1a tercera y cuarta ssmana despuds de la siembra. Ver cuadro 16.



Cuadro 15: Estudio de Ia respuesta de explantes de hoja jﬂfgr_égl_geg_ concentraciones de
ANAY BAP. ' ' a

[ 88}
[oe
e

1 25 mgde ANA 18 90 - 20 Limbo hinchado y armugade

Limbo hinchado y arrugade _ 3 . 15

o
Ch
T
ot
tn

2 SmgdeANA 17

3 7mg deANA 20 160 0 §  Ninguna _ _ 0 g

4 imgde BAP+25mgde ANA 20 100 0 0 Ninguna | ' 0 0

mg de ANA 199 1 5 Limbohikadoy arugado i

_imgde BAPy

cin

6 1mgdeBAPy7medeANA 20 100 0 0 Ninguna 00

AmgdeBAPy23mgde ANA 18 95

7 5oL 5. Ninnguna 0 o

.8 ?mgdeBAP v Smg de ANA 20 Wy 0 0 Ninguna 0 0
o9 ‘msde BAPy7mgde ANA 20 100 U 0 Ninguna R T
10 SmedeBAPy2SmgdeANA 3 100 O 0 Nigwms oo
11 ,.?.5%.@3&3?‘5_%% ANA 20 '100§ 00 Negwa 0 0

12 5mgdeBAPyTmgdeANA © 20 1000 © 0 Ninguna B S

[
=
>

| 14 25mgdeBaP 8 s 2 Ninguna SO S

200 100 0 0 Ninguma [

16 80 4 20 Nmgwma g 1oog
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Cuadro 16: Estudio de la respuesta de explantes de hoja a medios liquidos de
induccion con diferentes concentraciones de ANA y BAP.

1 2.5 mg de ANA 3 64 2 40 Ninguna 0 S0
2 Smgde ANA 4 L IUN | 20 :Ninguna 0 0
3 25mgde ANA y1mg de BAP 4 80 1 20 Ninguna 0 .0
4 Smgde ANAY lmgdeBAP 5 100 - 9 0 Ninguna _ R I
3 253mgde ANAy Zmg de BAP 4 30 1 20 Ninguna _ oD
6 Smgde ANAy 2mg de BAP 5 w0 4 Ninguna _ o 0
7 1mgde BAP 4 . 80 1 20 - Ninguna 0 &
§ 2mpdeBAP 5 00 0 0 Ninguna | o 0
otomaL w8 i RespussiA

6.2.3. Estudio de la respuesta de explantes de hojas a la suplementacion de acido
naftalenacético y bencilaminopurina en diferentes concentraciones.

El aumento del nimero de lavados a los explantes, la adiciéon de mavor cantidad de antioxidante v la
reduccion de la concentracién del hipoclorito de sodio para la desinfeccidon de 1.06% a 0.8% durante 15
minutos v del alcohol al 70% de dos minutos a 30 segundos, no redujeron la oxidacion del explante. Los
explantes de hoja s¢ oxidaron entre la octava y décima semana de sembrados luego de una respuesta
wnicial que como en ¢l caso del primer estudio consistio en un hinchamiento v arrugado del imbo.

Los tratamienios que mostraron ¢ tipo de respuesta indicada fueron: 1 mg/it de BAP mds 0.5 mg/it

de ANA, Smg/lt de ANAY 2 mg/lt de ANA. Vercuadros 15v 17
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Cuadro 17: FEstudio de la respuesta de explantes de hojas a la suplementacion de ANA A
BAP en diferentes concentraciones.

I ImgdeBAP 12 €0 8 40 Ninguna 0 0
2 SmgdeBAP 13 o0 2 10 Ninguna ] 0
3 Imgde BAP + 6.3 mg de ANA L= 33 3 13 Ninguna 0 i1
4 Imgde BAP -+ 2 me de ANA 1= 83 3 13 Hinchamiento y armgado del Hmbo 2 19
5 TmgdeBAP + 5ing de ANA 19 95 | 3 Ninguna 0 0
6 3mgdeBAP + 0.5 mg de ANA 20 oo U 0 Ninguna 0 ¢
T Amgde BAP + 2 mg de ANA 20 100 G 0 Ninguna 0 i
§  Smgde BAP -+ i mg de ANA 20 o0 ii 0  Ninguna 0 i
9 Smgde ANA 1z 60 8 40 Hinchamiento v arrugadoe del limbo 5 30
16 2me de ANA 18 90 2 10 Hinchamiento y arugado del limbo 2 10
il 0.3 mg Jde ANA 20 104} 0 0  Ninguna ( 1}
il Testige . : 14 70 6 30 N_i.nguna & 0
. totaL 1w s 3 14 RESPUESTA 82

MHILEC T




7. CONCLUSIONES

7.1 El tamafio del explante para ¢l caso de los meristemos influye en ¢l potencial de desarrollo del mismo,
va que los resultados mostraron una mayor respuesta de desarrollo sobre la punta apical que incluye el

meristemno v unos 5 mm. de tallo, en comparacion comn el culiivo de sélo ¢l meristemo.

7.2.  Los meristemos como las  punias meristematicas  iniciadas sobre medios lquidos de induccion
presentan una menor acumulacion de sustancias fenolicas sobre el area de corte por lo que présentan una

MGjor apariencia en cuanto a su coloracion v menor oxadacion.

7.3. El medio basal MS tanto en medios de induccion como en medios de desarrollo presenta un mayor

porcentaje de respuesta sobre ¢l crecimiento del explante que el medio basal WPM.

7.4. Los medios demnduccion liquidos suplementados con 1 mg/lt de GA3 presentan una mayor respuesta

a la clongacion v desarrollo del menistemo tanto para ¢l medio basal MS como para ¢l WPM.

7.5, Las punias meristeindticas respondicron a la elongacion y desarrollo de brotes en diferentes
fratamientos, el mejor en cuanto a porcentaje de respuesta v tamafio del brote fue el tratamiento gue
mcluye un medio liquido de induccion suplementado con 1 mg/lt de GA3 v un medio solido de desarrollo

- suplemeng@do con 2 mg/'lt de BAP v 0.5 mg/lt de ANA en medio basal MS.

7.6 Todos los brotes producidos poseian hojas vitrificadas lo gue limita la elongacion v desarrolle de los

mismos ¢ impidio la regeneracién v multiplicacion de plantas.

7.7. Callos semicompacios de color verde con embrioides son producidos  ¢n medios basales MS, que
incluye: 1n medio liguido de induccién suplementado con 0.8 o 0.5 me/lt de GA3 v un medio solido de

desarrolio suplementado con 2 mg/tt dc BAP mas 0.5 mg'lt de ANA mds 0.5 mg/dtde GA3. o

~



7.8. Los explantes de hoja no mostraron respuesta organogenética cuando fueron cultivados en medios con

ANA vy BAP en diferentes concentraciones con medios basales MS |




9. BIBLIOGRAFIA

1. AREVALO MORALES, A.D. 1993. Evaluacion de la respuesta a la induccion de callo de
gipsotilia (Gipsofilia paniculata.). utilizando diferentes explantes v fratamientos de
auxinas y citocininas en condiciones diferentes de tuz, Tesis Ing. Agr.  Guatemala, Universidad
de San Carlos de Guaternala, Facultad de Agronomia. 66 p.

t2

AZURDIA, C.; AYALA, H.; TAMBITO, E. 1995, El Zapote una especie de importancia en el
bosque humedo subtropical calido. Boletin de Recursos Fitogeéneticos (Gua.) no 9:5

3. BIDWELL R, G.S. 1979. Fistologia vegetal. Trad. Guadalupe Cano. México, AGT. 772 p.

4. BURGARIN, M.; LOZOYA, H. 1992. Propagacion in-vitre del protainjerto rosa
Noisettiana. a partir de yemas axilares. Revista Champingo (Méx.) 78 (12): 39-43

5. COCKSHUTT, B. et al. 1991, Pantains mamey, new mameys cultivars. Tropical Fruit World
(EE.UU.) 2 (1): 36-101

6. DODDS. H.; ROBERTS. L. 1986. Experniments in plant tissue culture. 2 ed. EE. UL, Canbridge
University Press. 232 p.

7. ESCALANT, J.V.; ASTROGA,C. 1995. Desarrollo de métodos de propagacion in virro de
zapote ( Pouteria sagpota L.Cronquist). Intorme bianual 1994-1995. Turrialba, C.R., CATIE,
Arrea de Agnicultura Tropical Sostenible, Unidad de Biotecnologia. s.p.

8. EVANS, D. etal. 1983, Handbook of plant and cell culture. EE.UU, Macmillan Publishing.
vol. 2,3,4v 5. 2,000p. '

D

. FAO (ltalia). 1992. Cultivos marginados, otra perspectiva de 1492,
Milan, Italia. 323 p.

10. GARCIA TELLO, W.E. 1993. Estudio de la respuesta del pinabete (dbies guatemalensis) asu
reproduccion vegetativa /i vifro, usando 2 medios de cultivo, 2 tipos de explante v 6
combmaciones hormonales. Tesis Ing. Agr. Guatemala, Universidad de San Carlos de
Guatemala, Facultad de Agronomia. 66 p.

11. HARTMAN, H.T.; KESTER, D.T. 1989, Propagacion de plantas. Trad. Antonioc Marino.
Mexico, Continental. 760 p.

12. ICA (C.R.). 1987. Tecnologta del cultivo de tejidos en café. Costa Rica. wvol1y 2 p. 36-85.

13. JONES, S. 1988. Sistematica vegetal. 2 ¢d. Trad. Maria Huesca. México, Mc Graw Hill.
481 p.

14. LEON, J. 1987. Botanica de los cultivos tropicales. Costa Rica, IICA. 445 p.

73



10. APENDICE.

75




APENDICE .1.

CUADRO 18:  Componentes de los medios M.S. vy WPML
Grupo . Compuesto ' MS. WPM
Al 56 | NH,NO, 165 mg/l. 40mg/l
KNGO, 190 mg/l -—--
Ca(NO:.4H,0O 55.6mg/
5 K.SO, = 99mg/l
B. MgS80,.7TH,0 37mg/ 37mg/
MnSO,.H,O 1.69mg/l 2.23mg/l
nS50,.7H,O 6.86mg/l 9.86mg/
CuS0,.5H,0 0.0025mg/i 0.0025mg/l
NH,S0, ——m- -
CaClL.21L0 T damg1 9.6mg/!
C. KI i 0.083mg/l ---
CoCL.61L,O 0.0025mg/1 e
KH,PO, L 17mg/l 17mg/l
D. H,BO; 0.62mg/]1 0.62mg/l
Na-MoO.2H,O O.025mg/l 6.025mg/
N33H3PO4.H20 ' —— ———
FeSOy, 2.78mgil 2. 78mg/l
E. Na,.EDTA 3.724mgA 3.73mg/l
Tiamina HCIL 0. 10mg/t 4.10mg/1
Acidonicotinico $.05mg/1 6.05mg/i
F. Piridoxina HCL 0.05mg/ 0.05mg/1
Glicina. 0.20mg/l 0.20mgA
G. Mioinositol I 10mg/l 16mg/
H. Agar 0.6% I berl 6ar/l
I. Sucrosa. i 30 gr/t 30gr/l.

Fuente: Hartman; Propagacion de Plantas (10)




APENDICE 2

Cuadro 19: Resultados de desinfeccion de hojas:

“TRATAMIENTOS 1 # DE EXPLANTES [“NO CONTAMINADOS L+ g ool NO OXIDADQS 1 i o
Peguefas i
1 3 0 L0 2 50
2 4 3 ! 75 4 100
3 4 3 ¢ 75 4 100
4 4 3 75 2 50
TOTAL 15 g 56.25 12 80
Medianas !
1 4 2 75 4 100
2 4 2 50 3 75
3 4 0 O O 0
4 4 4 100 4 100
TOTAL 16 g 58.25 11 88.75
Grandes !
1 4 0 0 1 25
2 4 2 50 3 75
3 4 1 [ 25 3 75
4 4 0 0 1 75
TCTAL 16 3 1 18.75 8 50
Peguenas li
1 4 3 75 4 100
2 4 3 75 4 100
3 4 2 50 4 100
4 ’ 4 4 100 4 130
TOTAL ] 16 12 75 16 100
Medianasil |
1 4 2 50 3 75
2 4 g 0 1 25
3 4 G 0 1 23
4 4 3 75 4 100
TOTAL 16 5 31.25 g 56.25
Grandesll
i 4 1 25 2 50
2 4 0 0 i 1 25
3 4 1 25 a 0
4 4 0 a g 0
TOTAL 16 2 12.5 3 18.75
Pequenas |l
1 4 2 50 1 25
2 4 3 75 2 50
3 4 2 50 1 25
4 4 3 75 2 50
TOTAL 16 10 62.5 6 375
Medianas i
1 4 2 i 50 1 25
2 4 0 0 1 25
3 4 3 75 1 25
4 4 2 50 3 75
TOTAL 16 7 43.75 o] 375

PRI IV

LR
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| TRATAMIENTCS

i PequefaslV

Continnacion cuadro 19,

Crandes [l
1

I
4
TOTAL

1
Z
3
4
TOTAL
Medianas IV |
1
2
3
4
TCTAL
Grandes iV

TOTAL
GrandesV

1

2

3

4
TOTAL .

Pequehas Vi

# DE EXPLANTES

AR BN SbhbBEs

-k
(93]

ShobE ShRRhAE GRAME Foonin

—
ok

—
Pl e

NG CONTAMINADOS

GNWE R ONWOW

W N WWw

WwWR W T

P N N

—_—
oy B b

Pl N Y

o B R

!

100

100
75
50

| 81.25

75
75
50
75

| 68.75

75
20
75
73

| 68.75

100
120
100
100
100

100

100
100
100
100

160

100

100
100
100

100
100
100
100
100

NO OXIDADOS

© -4 WWN JNHSOW THaWwHD ONRNO=S ZNOWRN DWOWE ~-NR

—
W B s

| 43.75

- 75

19375

%

50
50
50

75
75
75
75
75

3Q
75

25
825

25

50
50 |
31.25 |
75
100

100
875

73
75
100
50
75

50
75
75
25
56.25

100
100
100
73




Continuacion cuadro 19,

TRATAMIENTOS
Medianas V!
1
2
3
4
TOTAL
Grandes V!

# DE EXPLANTES

e SN

EEE A Y

PR
(o))

NO CONTAMINADOS

Y
o

Y
P> wWh e

100
100
100
100
100

100
1C0
75
100
93.75

NO OXIBADOS

WWRN W o RO

—
-3

%

100
75
75

100

87.5 |

75
50
75
75
68.75
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