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l. INTRODUCCION

En Guatemala el cultivo del izote pony (Beaucarnea recurvata R.) contribuye al ingreso de
divisas, pues ha cobrado gran importancia por la gran demanda y alto precio que tiene a
nivel internacional. Su produccién se exporta a diferentes paises, especialmente del
mercado europeo, en donde se somete a un proceso de extraccion; de sus aceites y resinas,

o simplemente se utiliza como planta ornamental.

El izote pony, es un recurso fitogenético de gran valor econdmico en nuestro pais, y
hoy se cataloga como un importante producto no tradicional de exportacion, dentro del
rubro de las plantas ornamentales y especificamente en el area de los follajes, tanto por los
volimenes que se exportan como por los precios que alcanza en el mercado internacional
(15).

A inicios de la década de los 80’s, en Guatemala se principia a manejar la
exportacién de izote pony como planta ornamental, y es en esa misma época que se generan
las primeras técnicas para darle al producto las caracteristicas que lo hacen atractivo a los

ojos de los consumidores, al igual que se consiguen plantas de buena calidad y sanidad.

El comercio de esta especie cobra importancia en un principio en la parte norte del
pais, luego se establecen centros de acopio en la region nor-oriental, por los precios
favorables que se estaban obteniendo por pulgada cuadrada del bulbo, y porque los
pobladores locales la obtenian de forma silvestre y sin darle ningun tipo de manejo. Sin
embargo, es de suponer que las poblaciones silvestres sin manejo no son sostenibles a largo
plazo por lo que luego surgieron plantaciones. Han existido fluctuaciones en el mercado

pero a partir de 1998 la demanda se ha incrementado, siendo Holanda el principal mercado.

Actualmente salen del puerto Santo Tomas de Castilla 4 contenedores diarios; cada pulgada
lineal se paga a 2.05 dolares, y tallos los ramificados 4 dolares la planta, con lo que generan

divisas para el pais(17).



El presente estudio evalud el efecto de tres concentraciones diferentes de BAP
(bencilaminopurina) y GA; (acido giberélico) a partir de plantulas originadas por semilla
botéanica. Basados en la investigacion realizada por Samyn en 1993, donde logré brotes
aplicando 0.5 mg/l de BAP (bencilaminopurina) (10). Para el enraizamiento se evaluaron
tres concentraciones de ANA (acido naftalenacético)basado en la investigacion de
Lepoivre en 1977 (2). Encontrandose que los diferentes tratamientos evaluados producen

brotes y enraizamiento.



IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El izote pony (Beaucarnea recurvata) es una especie endémica en peligro de extincion,
debido a extraccion y exportacion en altos volumenes. Ademas de esto en su reproduccion
se tienen problemas de baja germinacion y contaminacion por patdgenos de las nuevas

plantulas.

En las plantas de pony se presenta la dificultad de obtener semilla con buen porcentaje de
germinacién, segun productores de semilla el porcentaje de germinacion esta entre 40% y
50%. Por otro lado, los productores de semilleros tienen el problema, de desconocer el

origen y pureza de la semilla.

Las plantas utilizadas para la produccién de pony para exportacion provienen generalmente
de plantas encontradas en forma silvestre o en su defecto de una reproduccion asexual del
material, ya sea por hijuelos o por estacas. Si la nueva planta proviene de una planta con
una enfermedad no visible en ese momento, los sintomas se pueden presentar
posteriormente, provocando el rechazo de estas, y con esto se esta afectando el rendimiento

normal.

Otro problema que aqueja a este cultivo es la dificultad de adquirir semilla pues la
recoleccion se realiza una vez al afio, y su demanda es alta, ademas, su costo es elevado,
Ilegando a un precio de Q.150.00 por libra, muchas veces s6lo se vende a los asociados de
las diferentes cooperativas. Ademas como ya se sefialo, el porcentaje de germinacion esta
por debajo de el 50% lo que hace mas dificil su reproduccion masiva, ya que necesita de
una gran cantidad de semilla (20,000 semillas aproximadamente por manzana.), para

producir una cantidad considerable de plantas sanas para el trasplante.

Por esta razén se debe hacer uso de técnicas, de reproduccion masiva que aseguren una

cantidad adecuada de plantas y con la calidad requerida.



El cultivo in vitro podria ayudar en la solucién de estos problemas, ya que se propagaria
las plantas en forma masiva y de mejor calidad y sanidad, ya que por esta técnica se
propaga el tejido de las plantas en un ambiente aséptico, con un medio elaborado con
nutrientes y en las condiciones favorables para que el mismo se desarrolle y forme una
planta con todas las caracteristicas de su progenitora y libre de enfermedades que afecten su

desarrollo.

Por lo anterior en el presente trabajo se pretende producir plantas sanas y de buena calidad
a través de la micropropagacion, ya que de esta manera se producirdn masivamente

plantulas a partir de semillas que han sido seleccionadas de plantas madres sanas.



I1l. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1. 1IZOTE PONY

3.1.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Plantae

Subreino Embryobionta

Division Magnoliphyta

Clase Liliopsida
Subclase Lillidae

Orden Liliales

Familia Liliaceae

Género Beaucarnea
Especie B. recurvata Rose.

3.1.1.2. Descripcion Morfoldgica

Se considera que las plantas pertenecientes a esta especie son arboles
pequefios con tallos altos, limpios, con la base gruesamente bulbosa, poco
ramificados y estas pocas ramas son densamente frondosas en los extremos; con
alturas que van de los 3 a 12 m, y con didmetros comprendidos entres los 0.20-
0.45 m. Pero las plantas pequefias son ideales como especies de interiores, ya que
debido a su lento crecimiento, mantienen un tamafio conveniente por muchos afos
(11). Poseen hojas relativamente delgadas con longitudes que alcanzan algunas
veces un metro o menos; teniendo de 2 -3 cm de ancho, con los bordes lisos o

rugosos, siendo la superficie de las hojas asperas al tacto (11).



Las flores se encuentran agrupadas en paniculas ovoides alargadas,
abundantemente ramificadas, siendo las ramificaciones de las paniculas de 30 cm de
longitud, teniendo las flores un perianto segmentado aproximadamente de 3 mm de
largo; fruto eliptico y ovado de 15-18 mm de longitud y 13 — 15 mm de ancho,
marginado en la base y el apice, semillas de 5 mm de diametro, irregularmente

trilobados y lisos.

3.1.1.3. Especies y su distribucion geogréfica

Standley (11), sefiala que son conocidas cerca de 9 especies de plantas
pertenecientes al género Beaucarnea, distribuidas tanto en Guatemala como en
México. Este autor reporta tres especies para Guatemala: ~ Ameliae Lundel,
guatemalensis Rose, y Petenensis Lundell, aunque existen dudas en cuando a que

ameliae sea distinta a petenensis.

Todos los miembros de este género son endémicos y se encuentran
distribuidos en forma natural en los departamentos de El Petén, Alta y Baja
Verapaz, Huehuetenango, Jalapa y Chiquimula (11). Pero a partir del inicio del
proceso de exportacion de esta planta, ya se cultiva en la mayor parte de la
Republica.



3.1.1.4. Importancia econémica

3.12

El izote pony ha tenido un gran impacto entre lo que se ha denominado
follajes para interiores esto ha incidido en forma directa en los voliumenes de este

producto que han sido exportados.

MICROPROPAGACION

Originalmente, la micropropagacion se defini6 como cualquier procedimiento
aséptico que comprenda la manipulacién, en las plantas, de drganos, tejidos o
células que produzcan poblaciones de plantulas y que permitan el desvio tanto del

proceso sexual normal, que es practicamente una multiplicacién masiva in vitro (7).

3.1.2.1 DEFINICION DE CULTIVO DE TEJIDOS

Para Aguilar (1) y Villalobos (14) el cultivo de tejidos combina las
técnicas corrientes de fitomejoramiento con métodos biotecnologicos y ofrece la
oportunidad de reducir el tiempo requerido para la produccion de variedades
mejoradas. En la mayoria de los cultivos de importancia econémica se necesita de
siete a diez afios, después del cruzamiento, para saber si se ha obtenido una variedad
mejorada, mientras en cultivo de tejidos las mutaciones que parecen prometedoras
pueden identificarse en un afio 0 dos. Esto ofrece la ventaja de reduccion del tiempo

y volumenes de siembra en campo requeridos por los métodos convencionales.

De estas consideraciones surge que el establecimiento de cultivos de tejidos,
es decir, la separacién del explante y las operaciones relacionadas con su incubacion
in vitro, dependera en gran medida del tipo de explante y del sistema de cultivo que
se emplee, los que a su vez dependerd del objetivo perseguido. La respuesta

obtenida con el cultivo in vitro de un determinado explane decidira sobre su utilidad



para el logro de un objetivo propuesto. Es necesario recalcar que, para su aplicacion
en la agricultura, cualquier sistema de cultivo in vitro debe lograr como producto

final la regeneracion de plantas enteras (1)(14).

3.1.2.2.EXPLANTE

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos; en primera instancia, dicha eleccion esta
determinada por el objetivo perseguido y la especie vegetal utilizada (8). Si el
objetivo final es la produccién de callos, es factible la utilizacion de una vasta
gama de explantes cultivados en condiciones apropiadas, permiten la proliferacion
callosa. Cualquier explante que contenga células nucleadas vivas se puede emplear
potencialmente para la obtencidn de callos (8).

Es muy frecuente la utilizacion de apices o meristemos caulinares, hojas,
entrenudos, cotiledones, raices, anteras e inclusive tejidos altamente diferenciados
como los provenientes de los frutos. Esta facilidad para la proliferacion callosa
puede hacerse extensiva a células y protoplastos, con el empleo de técnicas y
medios de cultivo mas elaborados. EIl establecimiento de cultivos que persiguen

determinados objetivos pueden limitar ain mas la eleccion del tipo de explante (8).

3.1.2.3 TAMANO DEL EXPLANTE

El tamafio del explante es otro aspecto que se debe tener en cuenta para el
establecimiento de los cultivos; cuanto mas grande sea, mayores son las
posibilidades de obtener proliferacion callosa, aunque ello trae aparejadas mayores
probabilidades de heterogeneidad y contaminacién con microorganismos. Existe un
tamafio minimo del explante, variable segun el material vegetal, por debajo del cual

no se obtienen proliferacion callosa u otras respuestas deseables.



Se debe tener en cuenta la incidencia de otros factores que a menudo pueden alterar
las respuestas de los explantes cultivados; entre estos factores estan la época del
afio en que se realizan los cultivos, especialmente cuando los explantes se obtienen
de plantas de invernaderos o campo. Otro factor seria los pretratamientos a los
explantes y las condiciones de crecimiento de las plantas donantes de los mismos
(12).

Segun Villalobos (1982) (14), el tamafio del explante no tiene mayor influencia.
Solamente en el caso de que se pretenda obtener plantas libres de virus, los
meristemos (sin primordios foliares) tienen una alta probabilidad de diferenciar
plantas libres de estos patogenos; sin embargo, es mas dificil regenerar de ellos

plantas completas.

3.1.2.4 ASEPSIA DEL EXPLANTE

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se
incuban los cultivos conforman un ambiente propicio de microorganismos
(bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos, competir con el
explante por el medio de cultivo o modificarlo. Evitar las contaminaciones con
microorganismos es un aspecto basico que se debe tener en cuenta para el éxito, no
solamente en el establecimiento de los cultivos sino en su ulterior incubacion y

manipulacion (8).

Es dificil lograr cultivos completamente estériles en el estricto sentido de la palabra.
Para establecer cultivos asépticos es conveniente 0 necesario: a) trabajar en
ambientes adecuados; b) esterilizar los medios de cultivo; c) desinfectar
superficialmente los explantes, liberandolos de bacterias y hongos exdgenos; y d)

realizar cultivos respetando ciertas normas de asepsia (8).
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3.1.2.5 MEDIO DE CULTIVO

Hurtado y Merino (5) y Villalobos (14) indican que el éxito del cultivo de tejidos de
plantas, esta influenciado por la composicion de los medios de cultivo. Se ha
determinado que utilizando las sustancias quimicas necesarias y las condiciones
apropiadas de nutrientes asi como su forma quimica adecuada se ha establecido

cultivos para casi todas las partes de una planta en diversas especies vegetales.

Villalobos (14) indica que para el crecimiento adecuado de las plantas se necesita
que las mismas tomen del suelo cantidades importantes de macro nutrientes lo son:
las sales de nitrogeno, potasio, calcio, fésforo, magnesio, cobre, molibdeno y
cobalto. Un medio de cultivo contiene estos elementos y carbohidratos,
normalmente sacarosa, este Ultimo compuesto sirve para reemplazar el carbono que
la planta normalmente fija por medio de la fotosintesis. Se sabe también que se
obtienen mejores resultados al incluir compuestos organicos en pequefias cantidades

tales como vitaminas, aminoacidos y reguladores de crecimiento.

3.1.2.6 COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO

En la actualidad existen innumerables formulaciones cada una de las cuales contiene

15 y 35 compuestos quimicos que suministran (8):

a) Agua (agua de intercambio idnico destilada)

b) Sales inorganicos (macro nutrientes y micro nutrientes)
C) Fuentes de Carbono

d) Vitaminas

e) Agente Gelificante (en el caso de medios semisolidos)
f) Sustancias reguladoras del crecimiento

9) pH (exponente del i6n hidrogeno)

h) Otros compuestos
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3.1.3. REGULADORES DE CRECIMIENTO

Los reguladores de las plantas se definen como compuestos organicos que en
pequefias cantidades, fomentan, inhiben o modifican de alguna manera cualquier
proceso fisioldgico vegetal. Las hormonas de las plantas o fitohormonas, son
reguladores producidos por las mismas plantas que, en bajas concentraciones, regula
los procesos fisioldgicos de aquellas y por lo general se desplazan de un lugar de

produccion a un sitio de accion (16).

Es muy dificil definir el término hormona vegetal con toda precision.
Muchas sustancias del tipo hormonal pueden actuar en su lugar de sintesis, actuar al
parecer de modo no especifico o actuar a nivel genético como inductores o
represores. A menudo se prefiere el término fitorregulador, refiriéndose a
compuestos naturales o sintéticos que inducen respuestas en el crecimiento,

desarrollo o metabolismo (1).

3.1.3.1.AUXINAS

Timan, citado por Mendoza (6), define a las auxinas como sustancias
organicas que promueven el crecimiento a lo largo del eje longitudinal, en
concentraciones aproximadas de 0.003 molar. Todos los compuestos que tienen
actividad auxinica poseen hidrégeno y oxigeno en proporciones y disposiciones
diferentes, y algunos de ellos contienen, ademas, nitrogeno y cloro; tienen

estructuras simples, pero la mayoria son complejos (16).

Ha sido confirmado en gran cantidad de investigaciones que las auxinas
naturales, aplicadas artificialmente, son un requerimiento para la iniciacion de raices
adventicias en tallos, ademas, se ha demostrado que la division de las primeras

células iniciales depende de la presencia de auxinas, ya sea aplicadas o endégenas

(4).
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OH

Estructura molecular

acido 3 indolacético (I1AA)

3.1.3.1.1. ACIDO INDOLBUTIRICO (AIB)

Entre los reguladores de crecimiento que cominmente se utilizan, uno de los
mejores estimulantes del enrraizamiento es la auxina AIB. Este tiene una actividad
auxinica débil y los sistemas de enzimas destructores de auxinas lo destruyen en
forma relativamente lenta, por lo que resulta muy eficaz como estimulante de raices.
Debido a que el AIB se desplaza muy poco, se retiene muy cerca del sitio de
aplicacion. Los reguladores de crecimiento que se desplazan con gran facilidad
pueden causar efectos indeseables de crecimiento en la planta propagada (16).

El AIB presenta ventajas sobre otras auxinas sintéticas formadoras de raices
como el ANA (&cido naftalenacético), ya que este compuesto es mucho mas toxico
que el AIB y deben evitarse las concentraciones excesivas de ANA por el peligro de
provocar dafio a la planta, y las dos auxinas anteriores resultan méas activas en la
induccién de enraizamiento que el AlA (acido indolacético), ya que este es mas
inestable en las plantas y se descompone rapidamente en presencia de la luz solar
(16).

El AIB produce sistemas radiculares fuertes, fibrosos, mientras que otros
reguladores de crecimiento, como los &cidos fenoxiacéticos, a menudo producen

sistemas de raices atrofiados y matosos, compuestos de raices dobladas y gruesas

(7).
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EFECTO DE LAS AUXINAS

Las auxinas intervienen en numerosos fenémenos fisioldgicos, su accién
depende de su concentracion y sus interacciones con los otros reguladores.
Al estudiar por separado los diversos efectos es posible observar lo

siguiente (15):

Una clara accién sobre el crecimiento celular: este efecto se debe al
aumento consecutivo de la plasticidad en la pared esquelética y a la
penetracion de agua en la célula; la resistencia de la pared disminuye y la

celula se alarga.

Modificacion de la permeabilidad de la membrana (membrana plastica) que
se entiende por un rechazo de iones H*, lo que provoca una acidificacion
responsable de la disminucion de la resistencia de la pared y absorcion de

iones K*

Estimulacion de la division celular en las células de origen cambial (esta
accion ha posibilitado los primeros éxitos de los cultivos in vitro). Este
efecto se ha calificado como “histogeno”, ya que conduce a numerosas

células, todas ellas semejantes, que forman un callo.

Las auxinas, acido indolbutirico (AIB) y el &cido indolacético (AIA) son

usadas en rango que varia de 0.1 a 10 mg/l, el acido naftalenacético (ANA) y el

acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) se usan en un rango de 0.001 a10 mg/I.
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3.1.3.1.3 BIOSINTESIS DE LAS AUXINAS

Para que un compuesto cumpla el papel que una hormona desempefia, debe hacer
que su propia concentracion tiene que estar regidamente controlada. El control de la
concentracion auxinica en las varias partes de la planta es complejo, envolviendo
multiples procesos. Un medio de regulacion de los niveles de aucina es el control
de la biosintesis in situ.

El aminoéacido triptofano es cominmente considerado como el precursor para la
biosintesis auxinica (AlA) en plantas y las rutas biosintéticas que ha sido estudiadas
son ilustradas en la figura 1. Por una ruta, el triptofano es convertido a acido-
indolpiravico via una reaccién a una enzima. EIl &cido indolpiravico luego es
decarboxilatado a indolacetaldehido en una reaccion que requiere de carboxilasa y
pirofosfato tiamina. Un dehidrogenasa aldehido, para la cual la nicotinamida,
adenina, dinucleotida es la coenzima mas efectiva, oxida el indolacetaldehido a
AlA.

La segunda ruta principal involucra una decarboxilacion inicial de triptéfano para
formar triptamina. La catélisis por una auxina oxidasa luego convierte triptamina a
indolacetaldehido, el cual es oxidado a AIA. En unos sistemas de plantas, una u
otra de éstas rutas aparentemente ocurre con la exclusion de la otra, en otros

sistemas ambas rutas son operativas (16).

3.1.3.1.4 MECANISMOS DE ACCION DE LAS AUXINAS

Las auxinas parecen tener dos efectos principales en el proceso de alargamiento
celular; aumentan la plasticidad de la pared y participan directa o indirectamente en
las reacciones mediante las cuales se depositan nuevas moléculas de celulosa dentro
de las paredes; sin embardo, el efecto de las auxinas en el desarrollo de la pared
celular se considera en la actualidad no como un efecto directo sino como una
posible expresion final de un proceso metabolico condicionado o regulado por la
hormona.

Hay pruebas abundantes de que las auxinas actlan primariamente como agentes

cataliticos o reguladores en alguna fase del metabolismo de los carbohidratos.
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3.1.3.2 ACIDO GIBERELICO

Luego de su aislamiento a partir del hongo Gibberella fujikuroi, el acido giberélico

(AG) se ha convertido en un tema de intensa investigacion, aunque la adicion de
este compuesto a los medios de cultivo de tejidos ha sido ocasional a pesar de sus
efectos fisiologicos tan amplios. Se sabe que hay varias giberelinas, relacionadas
con el AG, que son productos complejos del metabolismo del hongo o de plantas
superiores, y que son capaces de intervenir el crecimiento de muchas plantas

ocasionando especialmente un alargamiento celular (7).

El 4cido giberélico (Gas) puede provocar cambios a nivel genético que
estimula a su vez la sintesis enzimatica en las células, también provoca la

estimulacion de la sintesis de ARN en las capas de aleurona (16).

Una de las teorias sostiene que el acido Giberélico tiene relacién con la
sintesis del ARN mensajero dirigido por el ADN en el nicleo. En la actualidad se
cree que el &cido Giberélico modifica el ARN producido en los nucleos y asi puede
éste ejercer su control sobre la expansion celular, asi como sobre otras actividades

de crecimiento y desarrollo vegetal (16).

El &cido giberélico puede provocar la expansion celular, mediante la
induccion de enzimas que debilitan las paredes celulares. Con frecuencia el &cido
giberélico incrementa el contenido de auxinas, transportandolas a su lugar de

accion (16).

Los efectos bioldgicos del &cido giberélico, segin Stowy y Yamaki en 1,959,
citados por Mendoza (6), el efecto mas sorprendente de asperjar plantas con acido
Giberélico es como estimulante del crecimiento, los tallos de las plantas asperjadas
se vuelven generalmente mucho mas largas que lo normal, se estimula el
crecimiento de los entrenudos individuales, mientras el nimero de entrenudos

permanece sin cambios.
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La aplicacion de acido Giberélico a los tallos produce un incremento
pronunciado de la division celular en el meristemo subapical y provoca el

crecimiento rapido de muchas plantas arrosetadas (16).

Las giberelinas tienen un efecto directamente inductor en la floracion y su
aplicacion puede suplir efecto de horas frio haciendo florear a plantas con termo
periodo frio aunque el invierno sea templado, igualmente puede inducir la floracion
de varias plantas de dias largos en foto periodos cortos, con lo que suple a las horas
luz (9).

Estructura molecular

OH
HO

SN
//

Acido geberelico (GA3)
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3.1.3.2.1 EFECTO DE LAS GIBERELINAS

Se utilizan para inducir el desarrollo de embriones adventicios. En la mayoria
de los casos se usa AGs, entre varias giberelinas existentes (12). La actividad
fisioldgica, aplicado a plantas en general, AGs, pueden influir en el crecimiento y
desarrollo de una variedad. Varios de los efectos del AG; en todas las plantas son
causados por el selectivo crecimiento o disminuciéon en la biosintesis y en la
actividad de las enzimas. Otro posible resultado es un cambio en la disponibilidad
de auxinas enddgenas. El acido giberélico es descubierto para suprimir la sintesis
de la fosfatasa y enzimas que tienen que ver con la produccion de algunos productos
secundarios; y las sintesis de oc-amilasa y maltasa son estimuladas, por ejemplo

durante la germinacién de semillas de cereal (3).

El cultivo de tejidos de plantas puede ser generalmente inducido a crecer y
diferenciarse sin geberelinas, aunque el acido giberelico puede llevar a ser un

ingrediente esencial del medio para el cultivo de células en una baja densidad.

Cuando el AG; es adicionado al medio de cultivo, a menudo produce un efecto
que es de similar naturaleza que las auxinas. Altas concentraciones de AG; (1-8
mg/l.) induce el crecimiento de células indiferenciadas de callos, y puede promover

el crecimiento de callos en combinacion con auxinas y bajos rangos de citocininas

(3).

Un factor de crecimiento, que es probablemente una geberelina, es producido
por la germinacion de embriones de algunas especies de plantas y debe ser
transmitido al endospermo antes que el tejido prolifere para formar callos en el
cultivo. Donde la presencia tanto de auxinas y citocininas en un medio de
crecimiento aventaja para el acallacimiento rapido en la superficie del corte de un
explante. La nueva adicion de una cantidad de AGs (0.1 mg/l.) o la reposicion de la
auxina por AG3 realmente inhibe el desarrollo de callos (4).
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3.1.3.3 EFECTO DE LAS CITOCININAS

Las citocininas se descubrieron en forma accidental en un cultivo in vitro. Se
sabia que en los medios de cultivo, la adicion de leche de coco provocaba un
efecto favorable en la multiplicacién celular y en la formacién de yemas. Las
investigaciones que intentaron descubrir el factor responsable de este efecto
condujeron al aislamiento de un complejo activo de naturaleza purica, el cual no
pudo identificarse. Esto permitidé hacer investigaciones con las purinas y en
1956 Skoog aislo, a partir de ADN desnaturalizado, una sustancia muy activa.
Las citocininas son muy activas y al igual que las auxinas, presentan numerosas

acciones siendo las principales (16):

e Un efecto en la division celular; en este proceso son indispensables, pero
ineficaces en ausencia de auxinas; las dos se complementan, la auxina
favorece la duplicacién de los &cidos desoxiribonucleicos (ADN) y la
citosina hace posible la separacion de los cromosomas.

e Un papel muy claro en la organogénesis, en la que brindan estimulacion

considerable a la formacion de yemas.

e Las citocininas (5), promueven la division celular y la organizacion de
callos. Es decir promueven la diferenciacion de yemas y brotes adventicios

de callos y 6rganos.

Estructura molecular /\//\ . OH
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INTERACCION AUXINA-CITOCININA

Segun Skoog y Miller (1957) (3), encontraron la formacion de brotes puede ser
inducido previsiblemente de callos de tabaco usando relativamente bajos niveles de
auxinas y altos niveles de citosina en el medio de crecimiento. Desde este
descubrimiento muchos aspectos de diferenciacion celular y organogénesis en el
cultivo de tejidos y o6rganos han sido encontrados por una interaccion entre
concentraciones de citocininas y auxinas. EI balance entre estas dos clases de
reguladores que usualmente son requeridos para el crecimiento de iniciacion o

diferenciacion en tejidos de cultivos.

Un balance entre estos reguladores del crecimiento es mas con frecuencia
requerido para la formacion de brotes adventicios y meristemos de raiz. La
concentracion necesaria de cada tipo de regulador difiere mucho de acuerdo a la
especie de planta, la condicion del cultivo y los componentes usados en la
interaccion entre dos clases de reguladores; es a menudo complejo, y mas que una
simple combinacion de substancias es probablemente para producir resultados
optimos (8).

A pesar de la frecuencia necesaria tanto de auxinas y citocininas en el cultivo de
tejidos, la naturaleza de las interacciones entre dos tipos de reguladores es rara vez
comentado sobre como se da dicha interaccion. Todavia hay mucho que aprender,
aunque sobre las auxinas y citocininas son normalmente requeridos para el
crecimiento y morfogénesis, las auxinas pueden inhibirse durante la acumulacion de
citocininas, asi como las citocininas pueden inhibir a mas de algin proceso de las

auxinas (8).
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V. OBJETIVOS

41. OBJETIVO GENERAL

» Evaluar la respuesta del izote pony (Beaucarnea recurvata R.) a la micro

propagacion.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Evaluar el efecto de tres niveles de Bencilaminopurina, en combinacion con tres

niveles de acido giberélico, sobre la induccion de brotes.

«» Evaluar el efecto de tres niveles de acido naftalenacético sobre el enraizamiento

de brotes.
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V. HIPOTESIS

v' Con cualquiera de las diferentes combinaciones de Bencilaminopurina y Acido

giberélico se obtendra brotacion in vitro a partir de semilla botanica de pony.

v’ El efecto de la utilizacion de ANA en tres diferentes concentracion, provocara

un enraizamiento ideal para el izote pony.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Localizacion del experimento

6.1

El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Biotecnologia del el
Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), ubicado en el kilémetro 21.5

carretera hacia Amatitlan, Barcenas, Villa Nueva, Guatemala.

Manejo del Experimento

6.1.1. Preparacion del Medio de Germinacion

Previo a la preparacion de los medios de cultivo se precedi6 a la elaboracion
de soluciones madres o concentradas, esto para reducir los pasos en la preparacion

de los mismos.

Las soluciones orgénicas como las citocininas, se conservan a temperatura ambiente

y las auxinas se en el refrigerador y se utilizaron antes de dos semanas.

La preparacion del medio para la germinacion se realiz6 de acuerdo a las facilidades
brindadas por el laboratorio de biotecnologia. Para esta investigacion se requiri6 de
10 litros de medio MS (Murashige y Skoog, 1962).

6.1.1.1. Elaboracién de Medios de Cultivo

Las soluciones concentradas fueron elaboradas con base en las concentraciones
descritas para el medio basal MS (Cuadro 2 del Anexo). De estas soluciones se
extrajeron los volumenes deseados para la elaboracion del medio de acuerdo la
concentracion del regulador AGs. Se filtr6 por medio de una bomba de vacio y

luego se agregd al medio cuando la temperatura fue menor a los 60 °C, todo esto,
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dentro de la campana de flujo laminar, previamente desinfectada con alcohol al
70%. De igual manera se manejo para el regulador ANA. Posteriormente se
transfirio a los tubos de cultivo (esterilizados en un autoclave a 121°C durante 20
min, a una presion de 103.4 kp (15 Ib/pul®) (6)), en una cantidad aproximada de 10
mililitros del medio y se taparon con papel aluminio, para ser llevados al cuarto de

crecimiento, para que el medio se gelifique.

6.1.1.2 Procedimiento de Desinfeccion

A las semillas del izote pony previamente recolectadas en el campo, se le hicieron
aplicaciones productos quimicos para desinfestarlas, y evitar contaminantes,
aplicando una solucion de Agrimicin® (10 g/l) y Bavistin® (8 g/l), en donde se

sumergieron las semillas.

6.1.1.3 Siembra de la Semilla

La siembra de la semilla en el medio de cultivo se realiz6 en la camara de flujo
laminar, tomando para el caso, las medidas de desinfeccidn de todo el instrumental

y cristaleria.

6.1.1.4 Incubacion de los Cultivos

Las siembras en los medios de cultivo se mantuvieron en el area de incubacion. El
cuarto de crecimiento est4 equipado con una fuente de luz proporcionada por
lamparas fluorescentes de luz blanca de 1,000 a 3,000 lux de intensidad
aproximadamente. La temperatura media durante el experimento fue de 25°C, con

un fotoperiodo programado de 16 horas de luz.
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6.1.2 Fases de la Investigacion

El estudio se dividié en dos fases; a) la induccion de brotes y b) enraizamiento.

6.1.2.1 Fase de Induccion de Brotes
Esta fase consistio en la evaluacion de la formacion de brotes a partir de las semillas, en los

diferentes tratamientos evaluados.

6.1.2.2 Fase de Enraizamiento de Brote

La distribucion del material propagado se realizé de manera al azar, colocando una
planta por tubo en el medio MS de enraizamiento. Para evaluar el enraizamiento en
el izote Pony, se procedio a plantar brotes en medio de cultivo preparado con tres

niveles de ANA, en donde se tomaron datos a los 30 dias de las variables respuestas.

6.2  Variables respuesta
6.2.1 Fase de Induccion de Brotes
6.2.1.1.Longitud de Brotes

Para la toma de datos de esta variable se procedid de la siguiente manera: 25 dias
después de la germinacidn, se trasladaron a los diferentes medios para brotacion y se
procedié a medir la distancia en centimetros que existe entre la base del tallo y la

parte mas alta de la planta.

6.2.1.2.NUmero de brotes

Se procedio a realizar un conteo del numero de brotes por planta, cuando las

plantulas se encontraban dentro del tubo de cultivo.
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6.2.2. Fase de Enraizamiento de Brotes

6.2.2.1.NUmero de raices

Para la toma de datos de esta variable se procedi6 a realizar un conteo del nimero

de raices primarias de la planta.

6.2.2.2.Longitud de raices

La evaluacion de esta variable se realizé por un promedio de las longitudes de las

raices primarias de cada planta.

6.2.2.3 Peso seco de raiz

Para la toma de datos de esta variable se procedio al secado de las raices extraidas

de las plantas muestreadas, en un horno a 55°C por una hora.

6.3  Disefio experimental

Para la fase de brotacion se utilizo el disefio Completamente al Azar con arreglo

Factorial 3x2, con diez repeticiones, ademas, se realiz6 analisis de regresion.

Cuadro 1. Distribucion de niveles de reguladores de crecimiento utilizados en la fase

de induccion de brotes del izote pony.

B AP (mg/l)
NIVEL 0.25 0.5 0.75
0.05 1 2 3
GA; 0.10 4 5 6
(mgl/l) 0.15 7 8 9
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El modelo utilizado en el experimento de propagacion:

Y=M + BAP +GA; +BAPXGA; +E
Donde

Y = Variable respuesta

M = Efecto de la media general

BAP = Efecto del tratamiento con bencilaminopurina

GA; = Efecto del tratamiento con &cido giberélico

BAPXGA; = Efecto de interaccion entre la bencilaminopurina y el acido
giberélico.

E = Error experimental

Para la fase de enraizamiento se utilizd un disefio completamente al azar. Se
utilizaron 3 niveles de &cido naftalenacético (ANA), en medio de MS, los niveles fueron:
0.062 mg/l, 0.125 mg/l, y 0.186 mg/Il, esto basado en lo expuesto por Lepoivre, citado por
Edwin F.(2) realizado en izote pony.

Cuadro 2. de distribucién de tratamientos en la fase de enraizamiento.

TRATAMIENTO ANA (mg/l)
1 0.062
2 0.125

3 0.186
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Modelo estadistico utilizado para medir el efecto del enraizamiento:

6.3.2

6.4

6.5

Yii=M + T + Ej
Donde:

Y= Variable respuesta
M = Efecto de la media general
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento

Eij= Error experimental.

Unidad experimental

Como unidad experimental se utilizd un tubo de ensayo de 25x150 mm, el cual
contenia, en el caso de propagacion, una semilla cada uno y en el caso de
enraizamiento una planta.
Analisis de la Informacion

Los resultados obtenidos de cada uno de los tratamientos se describe de forma
descriptiva detallando de manera precisa cada uno de los pasos realizados para
poder cumplir dicho objetivo.
Presentacion de los Resultados

Con los resultados a obtenidos se elaboraron tablas y figuras para una mejor

ilustracion de los resultados, y se generaron diagramas para un mejor entendimiento.

Finalmente se elaboraron resiimenes con los eventos mas sobresalientes.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Germinacion de semillas de pony in vitro

En el analisis de varianza realizado para la variable semillas de pony germinadas in vitro
hubo diferencia significativa (p< 0.05). El coeficiente de variacion fue de 13.1%, Cuadro 2.
De acuerdo a estos resultados, existe influencia del medio de cultivo con la adicion de los

reguladores de crescimiento GA3 y BAP.

Cuadro 2 Resultados del analisis de varianza para la variable germinacion de semillas in
vitro, ICTA 2000.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Fc. Probabilidad para F
Tratamientos 216.1666667 9 24.01851852  19.35820896  1.64912E-07 2.456282289
Blogues 15 2 7.5 6.044776119  0.009810949 3.55456109
Error 22.33333333 18  1.240740741
Total 253.5 29
Existe significacia (p< 0.05).

C.V.=13.10 % con un nivel de significancia del 0.05%.

En la comparacion de medias para la misma variable, con la prueba de Tukey (p< 0.05),
hubo conformacién de 5 grupos Cuadro 3. En el primer grupo, aparecen los tratamientos
donde se obtuvo el mayor numero de semillas germinadas y corresponde a los aquellos
donde fue aplicado 0.1 de acido giberélico mas 0.5 de bencilaminopurina, al igual que los
tratamientos con 0.15/0.25, 0.1/25, 0.1/0.75 y 0.05/0.25 de GA3/BAP, respectivamente.
Con el uso de estas concentraciones de reguladores de crecimiento, se obtuvo un promedio
de 11.667 semillas de izote pony germinadas de un total de 25 que fueron utilizadas, esto
equivale a 47% de germinacion. Los otros tratamientos con medias iguales dentro del
mismo grupo oscilaron entre 45.33% a 40%. El grupo con menor ndmero de semillas
germinadas oscilo entre, 26.68%, cuando fue utilizado 0.15 de GA3 y 0.75 de BAP a 14.66
% de germinacion con la utilizacion de 0.15 y 0.5 de GA3 y BAP respectivamente. Al
analizar estos resultados, parece que el incremento de la concentraciones de BAP
disminuye el porcentaje de germinacion de esta especie in vitro. De acuerdo a estos
resultados, uso de 0.1 e 0.5 de BAP fueron las combinaciones ideales para lograr los

mejores porcentajes de germinacion de izote pony in vitro.
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En lo que se refiere a las semillas que no germinaron y por ende no existié una respuesta
favorable a la brotacion, se puede explicar a la baja capacidad de germinacién que por
naturaleza tiene esta especie. El porcentaje de germinacion reportado por los cultivadores
en forma convencional, esta entre 60 y 75 %. Por lo que se puede indicar que el cultivo in
vitro aparentemente no mejora este porcentaje de germinacion, por lo que es necesario

Ilevar a cabo otras investigaciones tendientes a mejorar el porcentaje de germinacion.

Cuadro 3 Comparacion de medias Tukey (p< 0.05) para la variable semillas de izote pony
germinadas in vitro, con la adicion de diferentes combinaciones de acido giberélico y
bencilaminopurina, ICTA, 2000.

Tratamiento (mg/l) Promedio semillas Grupo Tukey
Acido giberélico Bencilaminopurina germinadas
0.15 0.25 11.667 A6
0.1 0.5 11.333 A4
0.05 0.75 10.667 A B5
0.01 0.25 10.667 A B2
0.05 0.25 10.000 AB1
0 0 8.000 BC3
0.05 0.5 7.667 B CD10
0.15 0.75 6.667 CDE7
0.1 0.75 4.667 DE
0.15 0.5 3.667 E

Valores seguidos por la misma letra en la vertical no difieren entre si (p< 0.05).

7.1.2 Anadlisis de la produccion de brotes in vitro

En el analisis de varianza realizado para la variable de produccion de brotes in vitro, no
hubo diferencia significativa (p< 0.05) entre los tratamientos evaluados. En todas las
combinaciones de AG3 y ABA y en el tratamiento testigo (sin reguladores de crecimiento)
se observo formacion de brotes. EI mayor niamero de brotes fue obtenido con la utilizacion
de 0.10 de GA3y 0.5a0.75 mg/l de BAP. En el Cuadro 4, se presentan los resultados de
la generacion de brotes producidos de acuerdo al tratamiento utilizado. En el tratamiento
testigo, en donde no se adiciono reguladores de crecimiento, se obtuvo ocho brotes y fue el
menor. El hecho de que no hubo diferencia significativa en el estudio, la adicion de

reguladores in vitro si aumenta la brotacion del izote.
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En lo que se refiere al nimero de hojas producidas por los diferentes tratamientos, se

observo la formacion de dos 2 hojas por brote (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de la concentracion de reguladores del crecimiento en la formacion de
brotes y hojas en Beaucarnea recurvata, a las 7 semanas de cultivo, ICTA,

2002.
Tratamiento Variable analizada

GA3 BAP Brotes Hojas por planta
(mg/l) (mg/l)

0.0 0.0 8 2
0.05 0.25 15 2
0.05 0.5 12 2
0.05 0.75 15 2
0.10 0.25 14 2
0.10 0.5 16 2
0.10 0.75 16 2
0.15 0.25 14 2
0.15 0.5 12 2
0.15 0.75 11 2

Referencia GA; = Acido giberélico; BAP = Bencilaminopurina.

Pérdidas de brotes y que no llegaron a generar una respuesta en dichos tratamientos no
fueron contemplados en el analisis. Las pérdidas fueron debido a contaminacion del medio.

Las giberalinas y el regulador bencilaminopurina en este cultivo, tuvieron interacciones que
coadyuvaron a generacion de plantulas sanas vigorosas, formando todos sus érganos, lo que
permite indicar que més de una combinacion de sustancias fue necesaria para producir

resultados en las plantas de pony Beaucarnea recurvata.

Durante el desarrollo del experimento, se pudo observar adecuado crecimiento de los
brotes. Se muestran caracteristicas morfoldgicas convenientes para el fin de la

investigacion. La progenie obtenida en la reproduccion in vitro, present6 caracteristicas
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fenotipicas idénticas a la planta madre. Algunas ventajas y desventajas de la técnica de

reproduccion in vitro para esta especie se presentan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Ventajas y desventajas observadas en la reproduccion in vitro de izote pony,
ICTA, 2000.

Ventajas Desventajas

Perpetuacidn de caracteres agrondmicos Trasmision de caracteristicas no deseadas

Eliminacion de la fase juvenil Riesgo de alguna mutacion

Obtencion de plantas uniformes Mayor susceptibilidad a fitopatogenos por

provenir de plantas generadas por

reproduccion in vitro.

7.1.3 En relacion al andlisis de la variable nimero de plantulas producidas in vitro, como
se puede ver en el cuadro 6, no existe diferencia significativa (p< 0.05) entre los
tratamientos evaluados.

Cuadro 6. Analisis de varianza para la variable nimero de plantas in vitro, ICTA, 2000

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 9 128.533203 14.281467  1.0313 0.454
BLOQUES 2 28.066895 14.033447  1.0134 0.385
ERROR 18 249.266602  13.848145

TOTAL 29 405.8566699

CV:28.48%

No existe diferencia significativa entre tratamientos.
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7.1.4. Andlisis de enraizamiento de brotes de izote con acido naftalenacético.

El nimero de raices producidos por tratamiento oscilo entre 1 a 6, siendo el menor para el
tratamiento testigo o sea, aquellos brotes cultivados en medio donde no fue adicionado
ANA. Al analizar estos resultados se observa que si existe algun efecto la produccién de
raices. Para futuras evaluaciones es conveniente ampliar las concentraciones de producto o
combinaciones con otros reguladores de crecimiento. En el cuadro 6 se presenta los datos

obtenidos segun tratamiento evaluado.

Cuadro 7. Caracteres de raices de plantulas de izote pony con diferentes concentraciones

de acido naftalenacetico in vitro, ICTA, 2000.

Dosis de Promedio de Raices Peso seco
TRATAMIENTO ANA (mg/l) raices en cm (promedio) de Raices
(mg)
0 0 0.8 1 0.885
0.0 0 0.0
1.0 2 0.832
2.2 6 1.256
1 0.062 2.3 6 1.347
2.6 7 1.568
2 0.125 2.0 6 1.245
2.0 6 1.279
2.2 6 1.356
3 0.186 1.9 6 1.298
1.8 5 1.284
2.0 6 1.314

REFERENCIA: GA; = Acido giberélico; BAP = Bencilaminopurina.
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7.1.5. En la variable peso seco de raiz, en la reproduccion in vitro, de izote pony, se puede
ver en el cuadro 7, que mostro diferencia significativa entre tratamientos, En la
comparacion de medias para la misma variable, con la prueba de Tukey (p< 0.05),
hubo conformacion de 2 grupos Cuadro 8 . En el primer grupo, aparecen los
tratamientos donde se obtuvo el mayor peso seco en mlg/repeticion y corresponde a

los aquellos donde fue aplicado 0.186 y 0.125 de acido naftalenacético

Cuadro 7. andlisis de varianza para la variable peso seco de raices, en la produccion invitro,

del izote Pny, Beaucarnea recurvata, ICTA, 2000.

FvV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 3 1.399862 0.466621 8.2298 0.016
BLOQUES 2 0.179894 0.089947 1.5864 0.280
ERROR 6 0.3410194 0.056699

TOTAL 11 1.911995

C.V.=20.93%

Cuadro 8. Comparacion de medias Tukey (p< 0.05) para la variable peso seco de raiz de izote
pony in vitro, con la adicién de diferentes combinaciones de &cido naftalenacético, con un alfa 0.05
%, comparador de 0.6736.

Tratamiento Media de raices Grupo Tukey
2 1.3857 A
4 1.3330 A
3 1.2833 A
1 0.5497 B

Si existe diferencia significativa (P<0.05%)en las dosis de ANA utilizadas. Por lo tanto el
tratamiento con mayor concentracion de ANA mostro una respuesta esperada, puesto que
por tener una mayor concentracion se esperaba una mayor longitud de las raices, sin

embargo, esto se presentd en las concentraciones menores 0.062 y 0.125.
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7.1.7. En el cuadro 9 de la variable longitud de raices se puede observar, En el andlisis de
varianza realizado para la variable longitud de raices de pony in vitro hubo diferencia
significativa (p< 0.05). El coeficiente de variacion fue de 20.87 %, Cuadro 9.

De acuerdo a estos resultados, existe influencia del medio de cultivo con la adicion acido
naftalenacético, en observd que los apices de las raices solo crecen en longitud como lo
haria normalmente como parte de la raiz de la planta en el campo.

Vale la pena mencionar que en la fase de trasplante algunas plantas sufrieron oxidacion
severa, por lo que no fue posible lograr resultados.

En la comparacion de medias para la misma variable, con la prueba de Tukey (p< 0.05),
hubo conformacion de 2 grupos Cuadro 10. En el primer grupo, aparecen los tratamientos
donde se obtuvo el mayor longitud y corresponde a los aquellos donde fue aplicado 0.125
de acido naftalenacético, al igual que el de la concertacion de 0.186 Con el uso de estas
concentraciones de reguladores de crecimiento, se obtuvo un promedio de 1.38 cm, para lo
cual fueron utilizadas, el total de raices de cada plantula. Los otros tratamientos con medias
iguales dentro del mismo grupo se encuentra a 1.33 cm a . El grupo con menor longitud
1.28 cm, fue al que se le agrego la concentracion de 0.62 de ANA. Al analizar estos
resultados, parece que el incremento de la concentraciones de ANA aumentan la longitud

de raiz de esta especie in vitro.

Cuadro 9. anélisis de varianza para la variable longiud de raices, en la produccion invitro,

del izote Pny, Beaucarnea recurvata, ICTA, 2000.

FvV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS | 3 1.411869 0.470623 8.3344 0.015
BLOQUES 2 0.180611 0.090305 1.5992 0.277
ERROR 6 0.338804 0.056467

TOTAL 11 1.931284

C.V.=20.87%




35

Cuadro 10. Comparacion de medias Tukey (p< 0.05) para la variable longitud seco de raiz de izote
pony in vitro, con la adicion de diferentes combinaciones de acido naftalenacético, con un alfa 0.05
%, comparador de 0.6736.

Tratamiento Media de raices Grupo Tukey
2 1.3860 A
4 1.3370 A
3 1.2830 A
1 0.5477 B

En lo que se refiere a los resultados mostrados por el testigo, estas repeticiones produjeron
raicillas que no fueron funcionales ya que fueron demasiado delgadas y por lo tanto
fragiles. Entonces es necesario transferirlas a un medio con hormonas promotoras de raices
y al transplantarlas se observo que se evitd que las plantulas continuaran proliferando el
fortalecimiento de tallos y hojas, por ende las raices se engrosaron y alargaron.

En lo referente al nimero de raices, se puede ver en el Cuadro 6 que no existe una

diferencia significativa entre tratamientos.

Segun lo observado en el transcurso del experimento, el ANA, gue es una auxina sintética
que es formadora de raices, es conveniente para usarla en ese proceso, ya que produce
plantulas sanas y con vigorosidad.

En el testigo en algunas repeticiones se observaron raicillas, pero muy escasas y delgadas,
por lo que el efecto de las auxinas hicieron de forma general en las diferentes
concentraciones una estimulacion de la division celular en las células de origen cambial.
Por lo que se puede indicar que es un efecto histogeno, ya que conduce a numerosas células
semejantes a que formen un callo.

Como comentarios adicionales, se puede anotar que en este proceso, en el peso seco
influyeron las auxinas, puesto que esta hormona tiene una clara accién sobre el crecimiento
celular. Existe entonces una mayor cantidad de raices diferenciadas en su mayoria raices
secundarias lo que aumenta el peso del sistema radical.

Asi también se pudo observar durante el experimento que el ANA produjo, sistema radical
fuerte y fibrosos, ya que en el Cuadro 6 se puede comparar el testigo con el resto de

tratamientos.
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—@—promedio de Raices en cm. —ll——Numero de raices promedio Peso seco de Raices X mg.

NUmero de raices
S

T 7% T T T T T T T T T

0/1 0/2 0/3 0.062/1 0.062/2 0.062/3 0.125/1 0.125/2 0.125/3 0.186/1 0.186/2 0.186/3
Efecto de ANA en didtintos tratamientos

Figura 1. Respuesta al enraizamiento de plantulas de izote pony in vitro.

En la Figura 3, se observa claramente lo descrito con anterioridad tomando como base el
cuadro de resultados. Pero es claro que el ANA contribuy0 tanto al crecimiento como a la
produccion de raices por plantula producida, esto en comparacion con el testigo. También
es obvio que tanto el nimero de raices como el peso tuvieron un comportamiento uniforme

en el transcurso del experimento.



37

Cuadro 11 Precios unitarios de los insumos, cantidades y costos de la produccion de pony
in vitro, ICTA, 2000.

Insumo

Precio unitario Densidad o dosis Costo/tratamiento
-- USA$/Kg o ml -- --mg o ml/tratamiento --- USAS --
77.0 2.2 77.0
Semilla de pony
20.8 44.80 56,0
Macro elementos
. 33.0 386.50 30,0
Micro elementos
N 18.4 1200 32,8
Vitaminas
7 2 T
Mano de obra 375 50 39.75
33.75 2 67.50

Preparacion de semilleros

CUADRO 12. Diferencias en los costos parciales, entre lo convencional y lo obtenido en el

laboratorio
ALTERNATIVAS COSTO PARCIAL
USA$/ha---
Reproduccion in vitro 195.80
Semillero convencional
184.25
Diferencia 11.55

En los Cuadros 7 y 8, se presentan algunos datos econdmicos de la produccién de pony. En
el Cuadro 7, se especifica la diferencia de costo promedio entre lo investigado en la
produccion de pony in vitro y a través de la produccion de plantas por semilleros de manera
convencional. Se observa que la diferencia en el costo de las dos formas de produccion es

de 11.85 ddlares, siendo mayor el costo de produccién in vitro.
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Ese incremento en precio, se debe al uso de material y equipo de laboratorio, asi como, el
uso de compuestos organicos y reguladores de crecimiento. Sin embargo, a través de la
técnica in vitro, se tiene la ventajas de uso de mezclas con reguladores de crecimiento lo

que simplifica la reproduccion y uso en cualquier etapa de desarrollo del cultivo.

A partir de semilla pueden ser obtenidas plantas y posteriormente ser reproducidas in vitro,
esto es practico y aceptable. Puede ser elegidos materiales adaptados a la zona de
produccion y obtenerse resultados altamente satisfactorios que llegan a superar a los que se

producen en el campo de forma convencional.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Hubo respuesta de los explantes de izote pony Beaucarnea recurvata a producir
brotes bajo condiciones in vitro con la aplicacion de bencilaminopurina en
concentraciones de 0.25, 0.5y 0.75 mg/l y &cido giberelico en concentraciones de
0.05, 0.01 y 0.15 mg/I.

2. Ni hubo diferencia significativa en el nimero de raices, longitud y peso seco con las
dosis de acido naftalenacético utilizados.

3. Los mejores resultados obtenidos en la produccién de brotes y raices fue en las
dosis de 0.5 de BAP y 0.062 de ANA respectivamente.
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IX. RECOMENDACIONES

Continuar la evaluacion de fases posteriores a la reproduccién de plantulas in vitro.

Evaluar las dosis de 0.5 de BAP y 0.062 de ANA.

Observar la resistencia comportamiento de las plantulas de pony obtenidos in vitro,

en relacion a plagas y enfermedades en la fase de invernadero.
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Cuadro 1. Requerimiento del Medio de cultivo Basal de Murashige y Skoog

Compuesto Cantidad (1X)
(mg/lt)
NH;NO; 1650
KNO; 1900
CaCl,2H,0 440
KH,PO,4 170
MgSO,47H,0 370
Kl 0.83
Na;Mo00O42H,0 0.25
CuS0O45H,0 0.025
CoCl,6H,0 0.025
ZnS0O,47H,0 8.6
HsBO; 6.2
MnSO,7H,0 22.3
Na,EDTA 37.22
FeSO47H,0 27.6
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina-HCI 0.5
Tiamina-HCI 0.1
Glicina 2.0
Mio-inositol 100
Sacarosa 30000
Agar 7000
PH 5.7-5.8
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Cuadro 2. Procedimiento para la preparacion de soluciones concentradas de concentracion
conocida para el medio basal MS.

Soluciones componentes Cantidad Cantidad Cantidad
concentradas requerida requerida requerida
(mg/It) (para 1 1t) (diferentes
volimenes)
Macro “A” | NHisNO; 1650 1.65 Agregar
(1X) KNO; 1900 1.90 directamente
Macro “B” | CaCl,2H,0 440 4.4 1.1
(10X) KH,PO, 170 1.70 0.425 (250ml)
Macro “C” | MgSO,7H,0 370 3.7 0.925 (250ml)
(10X)
Micro”A” Kl 0.83 0.83 0.2075
(1000X) Na,Mo0,2H,0 0.25 0.25 0.0625
(250ml)
Micro “B” | CuSO,45H,0 0.025 0.125 0.0125
(5000X) CoCl,6H,0 0.025 0.125 0.0125
(250ml)
Micro “C” | ZnSO,7H,0 8.6 0.86 0.215
(100X) H3BO; 6.2 0.62 0.155
MnSO,7H,0 22.3 2.23 0.557
(250ml)
Solucién Fe | Na,EDTA 37.22 3.73 0.9315
(100X) FeSO,7H,0 27.6 2.76 0.69
(250ml)
Solucién | Acido 0.5 0.5 0.05
vitaminas | nicotinico 0.5 0.5 0.05
(100X) Piridoxina-HCI 0.1 0.1 0.02
Tiamina-HCI 2.0 2.0 0.20
Glicina (100 ml)
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Inositol
(100X)

Mio-inositol

100

10.0

25
(250ml)
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