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RESUMEN

El estudio y la aplicacion de nuevas técnicas para la propagacion de las especies
vegetales, hoy en dia poseen mucha importancia, debido a que mejoran de manera
eficiente la propagacion y la obtencion de nuevas plantas con caracteristicas deseables;
es aqui donde la biotecnologia vegetal juega un papel importante e innovador para
aguellas empresas que se dedican a la produccion masiva de especies vegetales; debido
a que el uso de cultivo de tejidos vegetales in Vitro, viene a ser una técnica muy atractiva
para la produccion masiva de plantas; el cual consiste en el aislamiento de un explante,
que es cultivado en un medio de composicibn quimica definida e incubado bajo
condiciones controladas. El Ingenio Magdalena, dentro del departamento de biotecnologia,
posee un laboratorio de meristemos, el cual es llamado “Biofabrica”, dentro de la cual se
lleva a cabo toda una cadena de produccion de plantulas de cafia de azucar (Saccharum
spp.), orquideas y algunas especies ornamentales a través del uso de la técnica de

micropropagacion.

Uno de los principales propdsitos de la biofabrica es la produccién de plantulas de cafa
de azlcar a través de la obtencion de meristemos y la propagacion sexual in vitro de
orquideas, dentro de las cuales pueden mencionarse algunos géneros como: Catleya,
Phaleanopsis, Cimbidium, Dendrobium, Oncidium y Lycaste; para conocer la situacion
actual del laboratorio, se realizé un diagnéstico para la elaboracion de un andlisis FODA y
su posterior andlisis a través de una matriz comparativa. Asi mismo se reportaron tres
investigaciones realizadas durante el ejercicio profesional supervisado comprendido del
periodo febrero a noviembre del afio 2012; dos de ellas realizadas en cafia de azucar y

una realizada en Anturio (Anthurium andreanum).

Se evaluaron medios de cultivo para la propagacion in Vitro de Anturio (Anthurium
andreanum)”. La investigacion se dividio en dos fases, en la primera fase se estudio la
induccion de callos a partir de explantes de hoja, evaluandose dos modificaciones del
medio basal MS, y diferentes concentraciones de 2,4-D (0.1 mg/l y 0.5 mg/l), BAP (0.5
mg/l y 1 mg/l) vy Kinetina (0.5 mg/l y 1 mg/l); y en la segunda fase se estudi6 la

regeneracion de brotes en callos, se utilizd el medio basal MS, un tratamiento con 1 mg/I
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de BAP y tres tratamientos con 0.05 mg/l de IBA combinado con diferentes dosis de BAP
(0.6, 1 y 3 mg/l). Los resultados se analizaron descriptivamente y fueron comparados en
base al porcentajes de induccion de brotes; para la variedad estudiada, el mayor
porcentaje de induccion de callos se obtuvo utilizando el medio basal MS con 200 mg/l de
NH4NO3z y 950 mg/l de KNOs combinado con 0.1 mg/l de 2,4-D mas 0.5 mg/l de BAP.
Alcanzando un desarrollo grado tres (3) segun la escala de Santana (1982) con el medio
basal MS con 200 mg/l de NH4NO3y 950 mg/l de KNO3 combinado con 0.1 mg/l de 2,4-D
mas 1 mg/l de BAP. Con el medio MS, 0.05 mg/l de IBA y 3 mg/l de BAP en el 100% de
los callos se estimul6 la produccion de brotes, verdes, robustos y bien desarrollados.

Dentro de los servicios realizados se reportaron dos investigaciones en cafia de azucar,
una de ellas estuvo enfocada en la reduccion de contaminacion en meristemos para el
establecimiento de la propagaciéon in vitro, determinado que actualmente no se cuenta
con una metodologia adecuada para la obtencion de meristemos libres de contaminacion y
es posible mejorar los resultados debido a que el laboratorio cuenta con unidades

termicas internas para la desinfeccién de yemas por termoterapia.

En la segunda investigacion se determin6 que el medio de cultivo MR, el cual es utilizado
actualmente para la etapa de enraizamiento de brotes de cafia de azucar, puede ser
sustituido por el medio MS adicionando 20 ppm de Calcio, debido a que se determiné que
este nutriente puede actuar como un regulador de crecimiento, ayudando a la induccion y

formacién de raices y brotes.



CAPITULO I. DIAGNOSTICO DEL LABORATORIO DE PROPAGACION IN VITRO DEL
INGENIO MAGDALENA, SAN PATRICIO, LA DEMOCRACIA, ESCUINTLA,
GUATEMALA, C.A.



1.1 PRESENTACION

El Ingenio Magdalena S.A. es una empresa agroindustrial que se dedica principalmente a
la produccion e industrializacion de la cafia de azdcar (Saccharum spp.); sin embargo
como empresa reconoce a la investigacidbn como un proceso importante en la generacion
de conocimiento, desarrollo y adopcion de tecnologia como factores tendiente a la

eficiencia.

Actualmente el Ingenio Magdalena se encuentra dentro de las principales empresas
productoras de azUcar y sus derivados, ademas de ser uno de los distribuidores
principales de plantulas de cafia; ya que dentro del departamento de biotecnologia el
ingenio cuenta con una Biofabrica que se dedica a la produccion de plantas in vitro, de las
cuales el 80% es de cafia de azucar.

Con el propoésito de conocer y describir las actividades que se llevan a cabo dentro de la
Biofabrica, se realiz6 el presente diagndstico. Obteniendo informacion realizando
entrevistas al personal administrativo, como a los operadores que laboran dentro del
laboratorio; con la informacion obtenida se realiz6 un analisis FODA que benefici6 como

base para la propuesta de toma de decisiones futuras.

Se identific6 que el cultivo con mayor importancia dentro del laboratorio es la cafia de
azucar, debido a que representa un 80% de la produccion total, sin embargo existen otros
cultivos de importancia ornamental; una de las principales debilidades encontradas dentro
del laboratorio es la falta de una certificacion que garantice las buenas practicas en la
empresa para alcanzar la produccibn masiva y comercializacion de vitroplantas (ISO
9001), sin embargo se propone la busqueda de dicha certificacion para poseer un aval de

la calidad de las plantas obtenidas.



1.2 MARCO CONCEPTUAL
1.2.1 Consideraciones basicas para el establecimiento de un laboratorio de cultivo

de tejidos vegetales

En la planeacion y organizacion de un laboratorio de cultivo de tejidos vegetales deben
tomarse en cuenta, principalmente, las condiciones de asepsia en las que se trabaja, asi
como su funcionalidad, por lo cual se puede dividir en areas segun las funciones que se
desarrollen (Figura 1). Un laboratorio de cultivo de tejidos vegetales no es muy distinto de
cualquier otro laboratorio de investigacion; la diferencia principal estriba en las condiciones
de asepsia que se requieren (Tejidos, 2009).
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Figura 1. Areas de un laboratorio de cultivo de tejidos. (Roca & Mroginski, 1993).

Aunqgue los principios son basicamente invariables en todos los laboratorios de cultivo de
tejidos vegetales, su aplicacién puede presentar variaciones en magnitud y complejidad,
dependiendo de los objetivos del laboratorio; asi, mientras que un laboratorio de
investigacion puede ser pequefio en tamafio pero muy especializado en equipos e
instalaciones, uno de produccion comercial tiende a ser grande y simple. Un laboratorio de

investigacién puede también tener un rol de ensefianza y, en este caso, es frecuente que



se asignen en él areas especiales para la ensefianza y la demostracion (Roca &
Mroginski, 1993).

El laboratorio de cultivo de tejidos debe disponer de un area destinada al establecimiento,
crecimiento y multiplicaciéon de las plantas producidas; esta area es especialmente
necesaria en los laboratorios de investigacion y desarrollo y en los de produccion
comercial. Aquellos laboratorios que se dedican a la produccion y distribucion de
materiales de sanidad certificada, por ejemplo, deben incluir ademas facilidades para la

cuarentena y para la evaluacion fitosanitaria (Roca & Mroginski, 1993).

Existen recomendaciones para la planificacibn de ciertos tipos de laboratorio; como
ejemplos se pueden mencionar, la propagacion masiva de fresas (Boxus et al., 1984), la
produccién de semilla basica de papa (Van Uyen et al., 1983), con los estudios de fijacion
de Nitrogeno in vitro (Rupela et al., 1984), y con otros aspectos relacionado con el

establecimiento del laboratorio (Bonga, 1982).
1.2.1.1 Organizacion del laboratorio

Un laboratorio de cultivo de tejidos se puede dividir esquematicamente en areas
separadas para las diferentes funciones que se desarrollan en él (Figura 1); en la préctica,
sin embargo, algunas de las funciones pueden desarrollarse en un mismo ambiente (Roca

& Mroginski, 1993). Las areas o secciones principales son:
A. Area de preparacion

Se utiliza principalmente para preparar los medios de cultivo que seran utilizados en las
diferentes fases de desarrollo, debe proveer también un espacio para almacenar el
material de vidrio o plastico, ademas de los reactivos quimicos. Debe contar con equipos
como: balanzas analiticas y semianaliticas, crondmetro, potencidmetro (medicién de pH),
refrigerador, congelador, destilador de agua e instalacion de gas. También puede contar

con incubadora o camara de crecimiento (Tejidos, 2009).



B. Area de lavado y esterilizacion

Puede estar constituida por dos areas conectadas entre si, o por un solo ambiente,

localizado dentro del area general de preparacion (Roca & Mroginski, 1993).

En la sala de lavado se lleva a cabo la limpieza de la cristaleria y material de plastico, que
puede incluir ademas de una lavadora de cristaleria, una estufa u horno para el secado de
la misma, o en su defecto un fregadero amplio. Debe tener agua caliente y fria, y es
aconsejable que posea agua de muy buena calidad, puede ser de desionizador y/o
destilador. En esta sala se puede instalar el autoclave para esterilizacion y también puede
contar con un lavadero destinado solamente para el material contaminado, el cual se lleva
a la zona de lavado una vez ha sido pasado por el autoclave de material contaminado
(Tejidos, 2009).

El area de esterilizacion debe tener espacio para el autoclave vertical u horizontal, el cual
puede ser pequefio (olla de presion) o grande (de carga frontal y de enfriamiento lento y
rapido), segun sea el volumen del material que se procese (Roca & Mroginski, 1993).

C. Area de transferencia

En esta se realiza el trabajo de excisién, inoculacién y transferencia de los explantes a los
medios de cultivo. (Roca & Mroginski, 1993); se deben tener los maximos cuidados de
asepsia, para lo cual se emplean cadmaras de flujo laminar de aire (Figura 2), utensilios
estériles, cubrebocas (mascarillas), cubrecabezas y aire filtrado en la sala; estereoscépico,
lupa con lampara, instrumentos de diseccion, lampara de luz ultravioleta. Las camaras de
flujo laminar deben ubicarse en un lugar alejado de las puertas, con un minimo de

corriente de aire, para prolongar la vida util de los filtros (Tejidos, 2009).
D. Area de incubacion

Los cultivos se incuban en un cuarto apropiado, en gabinetes o camaras de crecimiento;
éstas pueden ser mas eficientes en cuanto al control ambiental, pero son mas costosas. El

area de incubacién o crecimiento in vitro debe proporcionar un buen control de la



temperatura (20 a 28°C), de la iluminacion (variable, segun las necesidades: 1000 a 5000
lux) y de la humedad relativa (70 a 80%) (Roca & Mroginski, 1993).

Ventiladores centrifugos de alta

eficacia

2 Prefiltro de entrada de aire
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4 Filtro absoluto HEPA

5 Zonade trabajo

Figura 2. Camara de flujo laminar y sus partes (Pierik, 1993).

En el cuarto de incubacién se instalan estanterias metalicas o de madera para colocar los
cultivos; pueden tener dimensiones variables: el ancho entre 0.3 m y 1.00 m el largo de
acuerdo al tamafio del cuarto, la altura total de 1.80 a 2.20 m; la distancia entre
entrepafios es de 0.2 a 0.5 m. El area debe incluir, ademas, un espacio para cultivos en

agitaciéon y para cultivos estaticos en oscuridad (Roca & Mroginski, 1993).

Debido al calor generado, pueden necesitarse algunos ventiladores en el cuarto o sala.
Las areas de siembre e incubacion idealmente son las mas alejadas de la entrada y del

flujo de personas para tratar de evitar contaminaciones (Tejidos, 2009).



E. Area de observacion y examen

Generalmente los microscopios (estéreo, compuesto, invertido y otros) se localizan tanto
en el area de incubacion como en la de transferencia, pero opcionalmente pueden estar en
un area separada. El objetivo de esta area es realizar observaciones periddicas de los
cultivos, tanto en medios semisoélidos como en liquidos (Roca & Mroginski, 1993).

Las areas descritas anteriormente se pueden considerar como el nucleo del laboratorio de
cultivo de tejidos. Los laboratorios de investigacion y desarrollo y los de produccion
comercial deben contar, ademas, con las siguientes instalaciones (Roca & Mroginski,
1993):

F. Areade crecimiento

Las plantas que se regeneran en el area de incubacién se pueden acondicionar o
aclimatar y luego trasplantar en macetas, bandejas o camas apropiadas. Estas
operaciones se pueden llevar a cabo en tinglados, casas de malla o invernaderos,
dependiendo de las condiciones climaticas del lugar donde esta ubicado el laboratorio y
de los requerimientos de aislamiento de los materiales por razones fitosanitarias (Roca &
Mroginski, 1993).

Después del trasplante, las plantas generalmente necesitan un acondicionamiento gradual
a las condiciones de campo, lo cual se puede lograr usando nebulizaciébn, camaras

hamedas de plastico, etc. (Roca & Mroginski, 1993).
G. Areas de cuarentenay de control fitosanitario

Cuando la funcion del laboratorio es la produccion de materiales élites de sanidad
certificada, se hace necesario contar con un area para la recepcion de las muestras o
plantas destinadas a la limpieza, generalmente protegida contra insectos; debe estar
separada del resto del laboratorio pero cercana al area de control fitosanitario (Roca &
Mroginski, 1993).



En el area de control sanitario se realizan las pruebas necesarias para comprobar la
sanidad del material vegetal, especialmente de enfermedades causadas por Vvirus,
bacterias y hongos. La mayor o menor complejidad del equipo usado para realizar estas
pruebas depende del conocimiento de la patologia de la especie y del grado de garantia
fitosanitaria que se demanda o se desea ofrecer con el material vegetal (Roca &
Mroginski, 1993).

H. Area de oficina

En ésta se deben ubicar en el mobiliario de oficina como escritorios, archivos y
almacenamiento de datos, los libros de referencia y de control del laboratorio, los
catadlogos y otros documentos. También se coloca en ella el equipo de calculo o
computacion (Roca & Mroginski, 1993).

La seguridad fisica del personal del laboratorio es importante; por esta razdn se deben
tomar precauciones para ubicar estratégicamente en el laboratorio equipos de primeros
auxilios, extintores de incendios y frazadas contra fuego, asi como duchas para bafios del
cuerpo entero y de los ojos. Lo mas indicado es prevenir los accidentes con medidas de
seguridad como el uso de compartimientos especiales para almacenar reactivos
peligrosos (solventes organicos, acidos, alcohol, Nitrégeno liquido) ubicados en el area
general de preparacion y en otras areas del laboratorio; la capacitacion del personal en las
técnicas de manipulacion y uso apropiado del equipo, material de vidrio, reactivos y otros
elementos es la mejor forma de prevenir accidentes en el laboratorio (Roca & Mroginski,
1993).

1.3 MARCO REFERENCIAL

El Laboratorio de propagacién in vitro, generalmente conocido como laboratorio de
Meristemos, forma parte del departamento de Biotecnologia “‘BIOMAG” del area de

Investigacion y Desarrollo Agricola del Ingenio Magdalena.

El departamento de Biotecnologia cuenta con diferentes areas productivas, dentro de las

cuales es posible mencionar el programa de produccion de entomopatdgenos utilizados



para el control biolégico de plagas especificas que afectan la cafia de azlcar, la
produccion in vitro y aclimatacion de plantulas de cafia de azlcar, orquideas y especies

ornamentales.

En el 2008, el laboratorio de Meristemos aumenta su capacidad de produccion
convirtiéendose en una Biofabrica (Figura 3) con una capacidad instalada de produccién
artificial de plantas, a través de la técnica de multiplicacion de tejidos vegetativos o
micropropagacion de 2, 500,000 plantulas por afio. El 80% de su produccion es la cafia de

azucar y el 20% a otros vegetales (Historia, 2013).

Figura 3. Vista aérea de la biofabrica e invernaderos del departamento de Biotecnologia.

(Fuente: Ingenio Magdalena S.A.)
1.3.1 Ubicacion geogréafica

La finca San Patricio del Ingenio Magdalena se encuentra ubicada en el municipio de La
Democracia Escuintla (Figura 4), dentro de las coordenadas geograficas: Latitud
14°7°40.51” Norte y Longitud 90°57°51.41” Oeste, a una altitud de 57 metros sobre el nivel

del mar.
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Figura 4. Ubicacién geografica finca San Patricio (Fuente: Ingenio Magdalena S.A.)
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1.3.1.1 Colindancias

La finca San Patricio colinda al Norte con la Finca Santa Cristina; al Sur con Santa Rita y
Las llusiones; al Este con la Finca Buganvilla y al Oeste con la finca La Flor (Flores Tecun,
2012).

1.3.2 Caracteristicas edafoldgicas

Segun el mapa de suelos del Ingenio Magdalena, los suelos de la finca San Patricio son
suelos Entisoles, descritos como no evolucionados, muy permeables y de textura gruesa.
(Flores Tecun, 2012).

1.3.3 Condiciones climéticas

Segun el Instituto Nacional de Sismologia, Vulcanologia, Meteorologia e Hidrologia
(INSIVUMEH), las caracteristicas climéaticas de la region contemplan una temperatura
media anual entre 25 a 28 grados centigrados, con una precipitacién promedio de 2500 a
3000 mm/afio. Siendo los meses con mayor precipitacion de Mayo a Octubre, y los meses

con menor precipitaciéon de Noviembre a Abril.
1.3.4 Zonas de vida

Segun el sistema de clasificacion de zonas de vida de Guatemala, realizado por de la Cruz
(1982), la finca San Patricio se encuentra ubicada en la zona de vida Bosque Humedo
Subtropical célido (bmh-S (c)), que se caracteriza por mantener una precipitacion anual

promedio de 1696 milimetros, con una temperatura promedio entre 15y 38 °C.
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1.4 OBJETIVOS
1.4.1 General

Conocer la situacion actual del laboratorio de meristemos “Biofabrica” del

departamento de Biotecnologia del Ingenio Magdalena.

1.4.2 Especificos

a. ldentificar las especies o cultivos que se manejan actualmente y la importancia de
cada uno de ellos.

b. Describir el control preventivo de contaminacion utilizado dentro de la Biofabrica.

c. Realizar un analisis FODA y una matriz de forma analitica para conocer la situacion

actual del laboratorio y su entorno.

1.5 METODOLOGIA
1.5.1 Recoleccién de lainformacién

1.5.1.1 Definicion del estudio

El diagnéstico se realizd en la Biofabrica del Ingenio Magdalena S.A. ubicado en la finca
San Patricio, La Democracia, Escuintla.

1.5.1.2 Tiempo y espacio

Fue realizado durante 10 meses, comprendido de febrero a noviembre de 2012; la
informacion obtenida se analiz6 y documentd en el departamento de Biotecnologia del

Ingenio Magdalena.

1.5.1.3 Observacion y entrevistas

El uso de la técnica de observacion y la realizacion de entrevistas sirvieron para conocer la
infraestructura y las actividades realizadas dentro del laboratorio, ademas de identificar los

cultivos que se manejan. El personal que labora en el area ayudé a la identificacion de las
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condiciones del establecimiento de los cultivos y la importancia de la produccion de cada

uno.

Para conocer los requisitos de prevencion y contrarresto de la contaminacion, se
consultaron las normas internas del laboratorio, las cuales dan a conocer las restricciones
de ingreso. Conjuntamente se identificaron las acciones que se llevan a cabo para
determinar el grado de contaminacion de las diferentes areas, las acciones que se
efectian para reducir dicha contaminacion (en caso de que existiera); ademas de
identificar la problematica existente dentro del laboratorio y la determinacion de las causas

y efectos.

Posteriormente se procedio a identificar las lineas de investigacién, tratando de conocer
las necesidades que se tienen actualmente para el enriquecimiento de informacion vy

posterior implementacion de investigaciones.
1.5.2 Andlisis de lainformacion

Se realizé un andlisis de la informacion obtenida en fuentes secundarias (revision
bibliografica) sobre las consideraciones basicas para el establecimiento y el manejo de un
laboratorio de cultivo de tejidos vegetales; analizando aspectos en cuanto a la
organizacion y distribucion de areas y actividades dentro del laboratorio.

1.5.2.1 Realizaciéon de un anéalisis FODA

Se realizé un analisis FODA (Fortalezas, Oportunidades, Debilidades y Amenazas) de la

informacion obtenida durante el diagndstico.
Este andlisis fue realizado en cuatro pasos:

e Analisis Externo
e Andlisis Interno
e Confeccion de la matriz FODA

e Determinacion de la estrategia a emplear
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1.6 RESULTADOS

16.1

1.6.2

Propositos del laboratorio

Produccién de plantulas de cafia de azucar a través de la obtencion de
meristemos.

Propagacion sexual in vitro de orquideas, dentro de las cuales pueden mencionarse
algunos géneros como: Catleya, Phaleanopsis, Cimbidium, Dendrobium, Oncidium
y Lycaste.

Micropropagacion y produccion de diferentes especies ornamentales con el fin de
enriquecer el area ornamental de BIOMAG.

Asegurar la calidad de plantas obtenidas a través de la propagacion in vitro.
Obtener plantas libres de virus, plagas y enfermedades.

Incrementar la tasa de multiplicacion de los cultivos manejados.

Estructura organizacional

La Biofabrica forma parte del departamento de Biotecnologia del area de investigacion y

desarrollo agricola del Ingenio Magdalena, area que se encuentra dentro de la gerencia de

recursos humanos, la cual tiene destinado a un gerente que transmite la autoridad y

responsabilidad correlativa, estableciendo una relacién de subordinado entre el jefe del

departamento de Biotecnologia “BIOMAG?”, el encargado de la Biofabrica, seguido por los

técnicos y operadores del area de multiplicacion in vitro y de elaboracion y distribucion de

medios de cultivo.

En la Figura 5 se muestran la estructura organizacional en diferentes jerarquias del

departamento de Biotecnologia “BIOMAG”, enfocado directamente al laboratorio de

meristemos “Biofabrica”.

Las actividades que cada jerarquia tiene a su cargo son:

Jefe del departamento de biotecnologia: se encarga de la planificacion,
programacioén y supervision de las actividades realizadas dentro de las diferentes

areas productivas del departamento de Biotecnologia.
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e Encargado de Biofabrica: se encarga de la supervisién general de las actividades
realizadas dentro del laboratorio y principalmente de la toma de decisiones para el
logro de los objetivos y metas planteadas para la produccion de plantas. Los
objetivos y metas son formulados junto con el jefe del departamento de
Biotecnologia.

e Técnico de multiplicacion: este técnico tiene a su cargo el area de multiplicacién
in vitro, area en donde se realiza la siembra y division de material vegetal, dandole
las condiciones de asepsia y ambientales necesarias para el buen crecimiento.

e Técnico de elaboracion de medios de cultivo: este técnico tiene a su cargo el
area de preparacion y distribucion de medios de cultivo, area de esterilizacion y
area de lavado; las actividades principalmente se enfocan a mantener la calidad de

los medios de cultivo utilizados dentro del &rea de multiplicacion in vitro.

Ingenio Magdalena S.A.

Gerencia de recursos
humanos

Gerente de area de
investigacion y desarrollo
agricola

Jefe del departamento de
Biotecnologia

Encargado de
Biofrabrica

JEHBE Técnico de elaboracién
multiplicacion In

Vitro de medios de cultivo

Operadores Operadores
Figura 5. Estructura organizacional del departamento de Biotecnologia.
1.6.3 Organizacioén del laboratorio

El Laboratorio de propagacion cuenta con areas separadas para las diferentes funciones

qgue dentro de él se desarrollan, cabe mencionar que algunas de las funciones pueden
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desarrollarse en un mismo ambiente. Las areas principales con las que cuenta el

laboratorio:

° Preparacion y distribucion de medios de cultivo
° Esterilizacién de medios de cultivo y cristaleria
° Multiplicacién de plantas

° Lavado de cristaleria

° Entrada y salida de material vegetal

° Desarrollo de plantas

°  Almacenamiento de cristaleria
Ademas el laboratorio cuenta con las instalaciones:

° Recepcion de personal
°  Comedor

° Sala de reuniones

° Oficinas

° Dos pasillos

° Tres bafos (dos de ellos con sus respectivas duchas)
Segun lo mencionado, la Figura 6 presenta la distribucién de areas dentro del laboratorio.
1.6.3.1 Descripcion de labores

a. Area de preparacion y distribucién de medios de cultivo

Se utiliza principalmente para preparar los medios de cultivo, que posee repisas aéreas
para el almacenamiento de cristaleria y reactivos quimicos en uso. Cuenta con mesas de
trabajo para la preparacién de los medios, balanzas analiticas y semianaliticas para el
pesado de reactivos, una plancha eléctrica con agitador magnético, un potenciometro, un
sistema de destilacion del agua, una maquina de distribucion de medios y un refrigerador

para el almacenamiento de soluciones stock.
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1 Recepcion 12 Area de multiplicacion

2 Comedor 13 Bafio interno

3 Sala de reuniones 14 Bodega interna

4 Bafio de oficina 15 Area de preparacion y distribucién de medios de cultivo
5 Bafio de hombres 16 Area de Lavado

6 Bafio de mujeres 17 Area de entrada y salida de material vegetal
7  Pasillo principal 18 Bodega externa

8 Pasillo secundario 19 Unidad térmica 1

9  Oficina principal 20 Unidad térmica 2

10 Oficina de encargado 21 Area de desarrollo de plantas 1

11 Area de esterilizacion 22 Area de desarrollo de plantas 2

Figura 6. Croquis de las instalaciones de la Biofabrica del Ingenio Magdalena.
a. Area de esterilizacion

Se utiliza para la esterilizacion de medios de cultivo, cristaleria y utensilios utilizados en la
trasferencia de plantas dentro del area de multiplicacion. Esta area posee un autoclave
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vertical y 6 estantes para el almacenamiento del medio de cultivo. La cristaleria y

utensilios esterilizados son almacenados en el area de almacenamiento (Ver inciso d)
a. Area de multiplicacion

En esta area se realiza el trabajo de escision, inoculacion y transferencia de los explantes
a los medios de cultivo; cuenta con camaras de flujo laminar para la manipulacién del

material vegetal en condiciones de asepsia.

La micropropagacion de los cultivos manejados generalmente comprende de cuatro

etapas en el area de multiplicacion:

e FEtapaO:
Es una etapa preparativa del material vegetal, el objetivo es obtener buenas
condiciones higiénicas y fisiologicas del material vegetal inicial. Comprende la

desinfeccién, siembra y posterior seleccion de material no contaminado.

e FEtapal:
Etapa de iniciacion de cultivos, se pretende obtener un comienzo estable; se
selecciona el material vegetal no contaminado y con caracteristicas deseables

provenientes de la etapa O.

e FEtapa 2:
Se da la multiplicacién de brotes; la funcion primordial en esta etapa es incrementar
y mantener las variedades o material. Las macollas o grupo de renuevos

provenientes de la etapa 1 generalmente se fragmentan en dos.

e FEtapa 3:
Se pretende la elongacion de brotes, induccion y desarrollo de raices; a través de la

suplementacion de diferentes reguladores de crecimiento en los medios de cultivo.
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b. Area de lavado

Area donde se realiza el lavado del material y cristaleria utilizados para la preparacion y
distribucion del medio de cultivo; cuenta con una maquina de lavado a vapor, un lavadero

y basureros adecuados para el material vegetal, inorganico y de vidrio que se desecha.
c. Areade entraday salida de material vegetal

Area en la que se selecciona y dispone la salida del material vegetal para su posterior
aclimatacion en el area de crecimiento del invernadero; ademas se realiza una

desinfeccidn previa al material vegetal antes del ingreso al area de multiplicacion.
d. Area de almacenamiento

Dentro del laboratorio se cuenta con dos bodegas una interna y otra externa. En la primera
se almacena la cristaleria y reactivos utilizados en el area de preparacion y distribucion de
medios de cultivo. En la externa se almacena principalmente equipo de limpieza y otros

materiales como Cloro, alcohol y recipientes de reactivos vacios.
e. Area de desarrollo de plantas

Esta se encarga de proporcionar un control de la temperatura (20 a 28°C), de iluminacion
(1000 a 5000 lux) y de humedad relativa (70 a 80%) a las plantas en crecimiento, las
plantas se encuentran ubicadas sobre estantes de metal, y para cultivos en agitacién se
poseen dos mesas de agitacion. Actualmente dentro del laboratorio se esta
implementando la etapa de desarrollo de plantas en biorreactores de inmersién temporal
(BIT).

El laboratorio posee dos salas de desarrollo, en la sala uno se ubica principalmente el
cultivo de cafia de azucar, en la sala dos se ubican otros cultivos, principalmente

orquideas.



20

1.6.4 Cultivos manejados

Principalmente los cultivos que se manejan dentro del laboratorio de propagacion son:
Cafia de Azucar (Saccharum spp.), Orquideas, Gusnay (Spathiphyllum sp) vy, Vetiver

(Chrysopogon zizanioides).

La cafia de azucar es el cultivo que en mayor porcentaje se produce dentro del laboratorio,
puesto que es el cultivo que genera la principal actividad productiva del Ingenio
Magdalena, el resto de cultivos (Orquideas, Vetiver y Gusnhay), no representan una alta
proporcidn en comparacion a la cafla de azlcar, sin embargo generan ingresos
econdémicos al laboratorio. Por lo que cada uno de los cultivos es propagado en diferentes

proporciones, dichas proporciones de produccion se muestran en la Figura 7.
1.6.5 Principales medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados dentro del laboratorio son modificaciones del medio
Murashige y Skoog (MS) para cada una de las variedades de cafia de azUcar trabajadas;

modificaciones que la empresa considera irrevelables.

3% 2%
f.-'ﬂ:’J .f'J ".f'::’ﬂ.f.-'.r
”'ijf W, = Cafia de azlcar

® Orquideas

G Gusnay (Spathiphyllum

G D)
e p
e
< Vetiver (Chrysopogor
o e izanioi
G f?% zizanioides)
S
S
"JF’.I'S'? -_I{I.l:f‘.r.r

Figura 7. Proporciones de plantas que se producen dentro de la Biofabrica.
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1.6.6 Manejo de contaminacioén

Dentro del laboratorio se tienen ciertas normas para prevenir la contaminacion, algunas de

ellas son:

a. Prohibido el ingreso con zapatos que sean ajenos al laboratorio, para cada una de

> @ &

las zonas (controlada y no controlada) se cuenta con un par de zapatos disponibles
a utilizar en cada zona.

Antes de ingresar a las zona controlada, es obligatorio ducharse y el uso de
uniforme especifico de trabajo.

Dentro del area de multiplicacion, es obligatorio el ingreso utilizando bata, gorro y
mascarilla.

No ingresar al laboratorio si con anterioridad se trabaj6é en area de campo, evitando
contaminacion cruzada.

Obedecer las rutas de movilizacion dentro del laboratorio (Figura 8).

Eliminar frascos con plantas que presenten contaminacion.

Eliminar frascos con medio de cultivo que presenten contaminacion.

Evitar la apertura de frascos con presencia de hongos y/o bacterias en cualquiera

de las areas.

Para determinar si existe contaminacion en las areas del laboratorio, semanalmente se

realiza un plaqueo, catalogando los resultados como alto, medio o bajo, segun sea el

grado de contaminacion de hongo o bacteria.

En caso de que exista contaminacion en alguna de las salas, se debe realizar una limpieza

mecanica a fondo, seguidamente se realiza una desinfeccion con un desinfectante

fungicida (Clinafarm®) que ademas se ha demostrado que elimina cocos y bacilos gram

(+) (Clinafarm, 2013); de igual manera se realizan aplicaciones de formol para eliminar

cualquier otro contaminante.
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< Ruta utilizada sin uso de uniforme especifico de trabajo.
> Ruta utilizada con uso de uniforme especifico de trabajo.

D
Ruta utilizada por personas aue laboran dentro del area de multiplicacién.

Figura 8. Rutas de movilizacion de las personas dentro del laboratorio.
1.6.7 Anélisis FODA

Se realiz6 un andlisis FODA, para conocer la situacion actual del laboratorio y su entorno,
el Cuadro 1 muestra las Fortalezas, Oportunidades, Debilidades y Amenazas que afectan

el desarrollo de las actividades dentro del laboratorio de propagacion.
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Cuadro 1. Analisis FODA sobre el laboratorio de propagacion de plantas.

FORTALEZAS

DEBILIDADES

Personal con experiencia para la
aplicacion de las técnicas de cultivo
in vitro, asepsia, esterilizacion y
preparacion de medios de cultivo.
Instalaciones en buen estado y aptas
para el desarrollo del trabajo.

Manejo de normas internas para
evitar contaminacion en areas de
trabajo.

El laboratorio cuenta con equipo
adecuado para la realizacion de
procesos.

Implementacion de nuevo sistema de
Biorreactores para producciéon de
cafa de azucar.

El laboratorio pertenece a una
empresa con solidez y prestigio, tanto
nacional e internacionalmente.

No se cuenta con area de control de
calidad de plantas.

Los procesos de control de calidad de
plantas son deficientes.

No se cuenta con area de control de
calidad de medios de cultivo.

No existen procedimientos
estandares para la aplicaciéon de las
técnicas de cultivo in vitro, asepsia,
esterilizacion y preparacion de
medios de cultivo.

Baja organizacion en distribucion de
tiempos de trabajo.

Uso inadecuado de distribucion de
mensajes.

El laboratorio no posee certificacion
gue garantice las buenas practicas en
la empresa para alcanzar la
produccion masiva y comercializacién
de vitroplantas (ISO 9001)

En periodo de lluvias intensas existia
poca capacidad de drenaje de las
instalaciones.

OPORTUNIDADES

AMENAZAS

Realizacion de investigaciones para
el mejoramiento de procesos.
Planificacion de futura ampliacion del
laboratorio.

Existe la capacidad y la disponibilidad
de obtener nuevas tecnologias.

El cultivo de cafia de azucar ha sido
caracterizado con lider en la
agroindustria nacional, generando
empleos y apertura de mercados
para la comercializacion de azucar.

Dafios a la infraestructura provocados
por fendbmenos climaticos en su
mayoria en invierno.

Por altitud sobre el nivel del mar y su
cercania a las costas del Pacifico,
durante el afio 2013 el area presentd
alertas de tsunami.

Expansion de otras corporaciones
productoras de cafia de azUlcar.
Expansion de otros laboratorios
productores de vitroplantas.
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1.6.7.1 Analisis de la matriz FODA, de forma analitica
A. Estrategia FO:

El laboratorio cuenta con personal capacitado, instalaciones y equipo adecuado para el
mejoramiento de los procesos realizados, ademas con la implementacion del nuevo
sistema de Biorreactores la capacidad de produccién de cafia de azUcar aumentara, por lo
que la creciente demanda del mercado podra abarcarse en un mayor grado; por otro lado,
la futura ampliacion del laboratorio daré la oportunidad de obtener nuevas tecnologias y la

realizacion de investigaciones para hacer mas eficientes los procesos existentes.
B. Estrategia FA:

Con la implementacion del sistema de Biorreactores la empresa sera mas competente en

cuanto a otras productoras de cafia de azUcar.
C. Estrategia DO:

El control de calidad es fundamental para la obtencion de productos competentes en el
mercado, por lo que al obtener una certificacién para la produccién de vitroplantas y la
adquisicién de nuevas tecnologias, el laboratorio podra enriquecer esas areas deficientes;
asi mismo al reorganizar el tiempo de trabajo de cada uno de los técnicos y operadores
daré la oportunidad de enriquecerse con la realizacion de nuevas investigaciones para

mejorar los procesos de propagacion.
D. Estrategia DA:

Mejorar manejo de drenajes para evitar dafios provocados dentro del laboratorio por
causa de las fuertes lluvias, por otro lado el control de calidad en los procesos es
primordial para la obtencion de buenos resultados y con esto serd posible optar a algun

tipo de certificacion de calidad de productos para mejorar su grado competente.
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Lo descrito se muestra en la matriz FODA de forma analitica (Cuadro 2), recomendando

decisiones estratégicas para el aprovechamiento de las Fortalezas y Oportunidades y

reduciendo las Amenazas y Debilidades.

Cuadro 2. Matriz FODA de forma analitica.

Factores
Internos
Factores
externos

FORTALEZAS

DEBILIDADES

OPORTUNIDADES

° Aprovechar los

recursos
disponibles para el
mejoramiento de los procesos
realizados.

Aumentar la produccién de
cafia de azucar, abarcando en
mayor grado la demanda del
mercado.

Obtener nuevas tecnologias y

la realizacion de
investigaciones para
eficientar los procesos
existentes.

° Adquirir nuevas tecnologias para
el mejoramiento de areas
deficientes en control de calidad.

°Optar a un proceso de

certificacion para la produccion
de vitroplantas.

° Reorganizar tiempos de trabajo

AMENAZAS

Mejorar el grado de
competencia en cuanto a otras
productoras de cafia de
azulcar.

° Mejorar manejo de drenajes para
evitar dafios provocados por
lluvias.

°Mejorar control de calidad en
procesos, optar por
certificaciones de calidad para
mejorar el grado competente del
laboratorio.
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1.7 CONCLUSIONES

a. Los cultivos que se manejan actualmente son Cafa de AzUcar (Saccharum spp.),
Orquideas, Gusnay (Spathiphyllum sp.), Vetiver (Chrysopogon zizanioides), siendo

el mas importante la Cafia de AzUcar con un porcentaje de produccion de 80.

b. ElI control preventivo que se maneja dentro del laboratorio para disminuir la
contaminacion es primordialmente el seguimiento de las normas establecidas

durante los procesos de trabajo, evitando asi el riesgo de contaminacion.

c. Con la realizacién del analisis y la matriz analitica FODA (Cuadro 1 y Cuadro 2,
respectivamente) se logré identificar y nombrar los principales problemas técnicos
dentro del laboratorio; por lo que se recomienda tomar en cuenta el analisis de las

Fortalezas, Oportunidades, Debilidades y Amenazas.
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CAPITULO IIl. EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PROPAGACION IN
VITRO DE ANTURIO (Anthurium andreanum) EN LA FINCA SAN PATRICIO, LA
DEMOCRACIA, ESCUINTLA, GUATEMALA, C. A.
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2.1 PRESENTACION

A nivel mundial el Anturio es una planta ornamental que se comercializa como flor de
corte, globalmente existen tres mayores consumidores en el mercado de flores, estos son
Europa, Japon y Estados Unidos. En Guatemala, por su ubicacion geografica y su
diversidad de zonas ecoldgicas, es posible producir el Anturio para el mercado nacional y
de Estados Unidos. Hasta hoy el Anturio representa empleo y divisas, aunque en poca
escala, contando con muy poca area sembrada en el pais distribuida en los

departamentos de Retalhuleu y Guatemala (Chiroy, 2002).

En Guatemala hay areas potenciales para producir el Anturio por lo que las perspectivas
son buenas y para ello se debe contar con métodos modernos de propagacion; por lo que
las técnicas de reproduccion in Vitro han sido ampliamente utilizadas, con vistas a
incrementar las tasas de multiplicacion en menor tiempo. Debido a la necesidad de
establecer una metodologia de propagacion se propuso la “Evaluacién de medios de
cultivo para la propagacion in Vitro de Anturio (Anthurium andreanum)”, y asi mismo poder

proporcionar una alternativa eficiente y para la propagacion masiva en Guatemala.

El cultivo in Vitro de Anturio fue desarrollado inicialmente por Pierik en 1974 vy
posteriormente ha sido abordado por otros investigadores (Kunisaki, 1977, 1980; Geier,
1982; Teng, 1997), en donde se han utilizado diferentes tipos de explantes y variedades
en diferentes medios de cultivo, utilizando frecuentemente el medio descrito por Murashige
& Skoog (1962) con modificaciones, suplementado con diferentes concentraciones de

auxinas y citocininas para la induccion de callos.

En el laboratorio de Biotecnologia del Ingenio Magdalena, a partir de la utilizacion de
explantes de hoja y el uso de dos modificaciones del medio de cultivo MS suplementado
con 2,4-D, BAP y Kinetina, se logro la induccion de callos y la posterior produccion de
brotes.
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2.2 MARCO CONCEPTUAL
2.2.1 Establecimiento de cultivos vegetales

El cultivo de tejidos, en su acepcion amplia, puede ser definido como un conjunto muy
heterogéneo de técnicas que presentan en comun el hecho de que un explante (una parte
separada del vegetal que pueden ser protoplastos, células, tejidos u 6rganos) se cultiva
asépticamente en un medio artificial de composicion quimica definida y se incuba en

condiciones ambientales controladas (Garcia Olmedo & Et.Al, 2010).

Se basa en el principio de totipotencia, Habertlandt (1902), indica que cualquier célula
vegetal contiene una copia integra del material genético de la planta a la que pertenece sin
importar su funcién o posicién en ella, y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una

nueva planta (Calva & Vargas, 2005).

En segundo término, los objetivos perseguidos con la utilizacion del cultivo in Vitro de
tejidos vegetales son numerosos y diferentes. Brevemente, las posibilidades de aplicacién
de tales cultivos se pueden resumir asi: a) estudios basicos de fisiologia, genética,
bioquimica, y ciencias afines; b) bioconversion y produccién de compuestos Utiles; c)
incremento de la variabilidad genética; d) obtencién de plantas libres de patégenos; e)
propagacion de plantas; y f) conservacion e intercambio de germoplasma (Roca &
Mroginski, 1991).

2.2.1.1 Factores que intervienen en el cultivo de tejidos
A. Elinoculo o explante

Es el organo, tejido o fragmento de tejido o células, extraido del material parental para
iniciar el cultivo in Vitro. La eleccidn del explante adecuado constituye el primer paso para
el establecimiento de los cultivos, éste variard de acuerdo al objetivo perseguido. En
general, factores como el genotipo, edad de la planta y su estado fisiolégico son

importantes de considerar (Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994).
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B. Factores fisicos

e pH: El grado de acidez o alcalinidad (pH) del medio de cultivo es importante y
especifico para cada tipo de plantas, al igual que ocurre en el suelo, por los que se
hace necesario ajustarlo a los requerimientos de la especie en estudio. Sin
embargo, el pH adecuado para las plantas estara en un rango de 4.5 a 7.

e Intercambio gaseoso: los gases mas corrientes O2 (Oxigeno), con CO:2 (diéxido de
carbono), y C2Has (Etileno).

e La humedad: en condiciones in Vitro la humedad dentro de los recipientes es casi
100%. Por eso la planta en general no desarrolla adecuados sistemas de regulacion
hidrica tales como cera, estomas, cuticula, etc.

e Laluz: en condiciones in Vitro clasicas, la intensidad y calidad de la luz es muy baja
(10 W/m? en comparacién de condiciones naturales donde la luz puede representar
hasta 900 W/m?). La calidad de luz también es muy baja y se recomienda mezclar
diferentes tipos de luz en una misma sala para tener diferentes longitudes de
ondas. El espectro (til para los vegetales es de 400 a 700 nanometros. Dos
fendbmenos importantes dependientes de la luz son: fotosintesis y fotomorfogénesis.

o Fotosintesis: es el proceso por el medio del cual las plantas en la presencia
de luz, agua y en los cloroplastos incorporan el diéxido de carbono para
formar los compuestos organicos que le permitiran crecer y reproducirse.

o Fotomorfogénesis: la luz es un factor importante en la morfogénesis. La
morfogénesis funciona con la presencia de pigmentos susceptibles a
radiacion azul y roja. Las funciones mas conocidas son las del pigmento
susceptible al rojo: fitocromo (rojo 660 nm y rojo lejano 730 nm); expansién
foliar, elongacion de entrenudos, diferenciacion de estomas, sintesis de

clorofila, etc.
C. Medio de cultivo

Un medio de cultivo puede ser definido como una formulacién de sales inorganicas y
compuestos organicos requeridos para la nutricion y manipulacion de los cultivos (Garcia

Olmedo & Et.Al, 2010), sobre o dentro del cual crecen los explantes (indculos). Para su
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uso, el medio de cultivo se esteriliza ya sea en autoclave o por filtracidén a través de filtros

de papel miliporosos.

Existen numerosas formulaciones, cada una de las cuales comprende entre 6 y 40

compuestos. En el Cuadro 3 se presentan tres medios que son muy usados en la

actualidad. Bésicamente, los medios de cultivo se componen de compuestos que

suministran:

Carbono: Préacticamente todos los cultivos son heterotrofos (comparativamente
unos pocos son autotrofos) y por ende necesitan del suministro de una fuente de
carbono. La sacarosa, en concentraciones de 2 al 5%, es el azicar més utilizado.
En algunos medios se le reemplaza por glucosa. En casos particulares se cita el
empleo de maltosa o galactosa. También myo-inositol (100 mg/l) suele ser
incorporado a los medios resultando un mejor crecimiento de los cultivos (Roca &
Mroginski, 1991).

Nutrientes minerales: Los medios de cultivo deben suministrar los mismos macro
y micronutrientes que son esenciales para el crecimiento de las plantas enteras. En
general se destacan las concentraciones relativamente altas de Nitrogeno y
Potasio. El Nitrogeno es suministrado en forma de amonio y/o nitrato. También se
pueden utilizar urea, glutamina y caseina hidrolizada. Es fundamental que el hierro
sea incorporado juntamente con un agente quelante (Na2EDTA), lo que lo hace
disponible es un amplio rango de pH (Garcia Olmedo & Et.Al, 2010).

Vitaminas: Si bien los medios de cultivo contienen comunmente varias vitaminas,
es probable que en forma general sélo sea esencial la incorporacién de Tiamina
(Roca & Mroginski, 1991).

Reguladores de crecimiento: En algunos casos se obtienen en los cultivos in Vitro
las respuestas deseadas mediante el empleo del medio basal sin reguladores de
crecimiento; sin embargo, en la mayoria de los casos se hace necesario agregar al
medio sustancias reguladoras de crecimiento, generalmente del tipo de las auxinas
o las citocininas (Roca & Mroginski, 1991). Estas intervienen en la elongacion vy
division celular, formacion de brotes y raices y en la germinacion de las semillas.

Entre las auxinas mas utilizadas en el cultivo de tejidos se encuentra: acido
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indolacético (AlA), acido naftalenacético (ANA), 2,4-D, picloram. Entre las
citoquininas se encuentra: benzilaminopurina (BAP), la kinetina y zeatina. Las

giberelinas y el acido absicico son también utilizadas en algunos casos.

Cuadro 3. Composicion de tres medios basicos usados en el cultivo in Vitro de tejidos.

Compuestos Medio basico’

B5
NH4NOz 1.650 - —
KNO 3z 1.800 2.830 2.500
KHzPO4 170 400 ——-
CaClz.2Hz=0 440 166 150
(NH4)2S04 — 463 134
MgS04.7TH20 370 185 250
NaH zP0Oa4.4H=0 —— —— 150
Kl 0,83 0,80 0,75
MnS0O4.H=0 - - 10,00
HaBO3 6,20 1,60 3,00
MnS04.4Hz0 22,30 4.40 -
ZnS04.7Hz0 8,60 1,50 2,00
NazMoQOa4.2Hz0 0,25 —— 0,25
CuS0a4.5H=0 0,025 —— 0,025
FeS04.7H=0 27,80 27,85 27,80
NazEDTA 37,30 37,25 37,30
CoClz.6Hz20 0,025 —— 0,025
Glicina 2,00 2,00 ——
Tiamina -HCI 0,10 1,00 10,00
Piridoxina-HCI 0,50 0,50 1,00
Acido MNicotinico 0,50 0,50
1,00
Mioinositol 100,00 — 100,00
Sacarosa 30.000,00 50.000,00 20.000,00
PH a,7 5,8 2,5

n Composicion en mg-L A

MS = Medio de Murashige y Skoog (Physiol. Plant. 15: 473 - 97.
1962)

NE& = Medio de Chu,C.C., Wang,C:C., Sun,C.S., Hsu, C., ¥in, K,C.,
¥ Chu, C. (Sci. Sinica 18: 6 59- 668. 1975)

B5 = Medio de Gamborg, O.L., Miller,R.A. y Ojima, K. (Exp.Cell
Res. 50: 151 - 158. 1968)

Fuente: (Garcia Olmedo & Et.Al, 2010)

e Agente gelificante (en el caso de medios semisélidos): El agar (entre 0,6 y 1%)

es el compuesto mas utilizado. Tambiéen pueden emplearse Agargel (0,40 a 0,60%),
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Transfergel (2,0-2,60%), Phytagel (0,25- 0,40%), agarosa (0,80-0.90%) y Gelrite
(0,10 a 0,20%) (Garcia Olmedo & Et.Al, 2010).

e Otros compuestos: Muchas sustancias, de variada composicidon quimica, suelen
ser adicionadas a los medios bésicos. Ademas de la glicina, otros aminoacidos se
pueden agregar a los medios. Es el caso de L-tirosina, asparagina y cisteina,
aunque hay que tener presente que en dosis altas pueden inhibir el crecimiento de
los cultivos. EI Carbon activado (0,1 a 5%) suele ser incorporado al medio, dado
gue es probable que absorba metabolitos téxicos para los cultivos (Garcia Olmedo
& Et.Al, 2010). Una gran variedad de sustancias de composicion indefinida han sido
utilizadas para enriquecer los medios de cultivo. Entre ellas se menciona: extracto
de malta, agua de coco, extracto de levadura, pulpa de banano, caseina hidrolizada

y jugo de naranja y tomate (Calva & Vargas, 2005).
a. Preparaciéon del medio de cultivo

Debido a que el medio de cultivo es uno de los factores mas trascendentales en el éxito
del proceso es importante trabajar con cuidado y despacio al principio para poder anticipar
las consecuencias de cada accion y familiarizarse con el equipo, cristaleria, etc.
(Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994).

e Preparacién de soluciones madre

Por lo general, la preparaciéon del medio de cultivo se inicia preparando soluciones
concentradas (madre) de uno o mas compuestos. Determinado volumen de cada una de
estas soluciones se mezclara mas tarde para preparar el medio de cultivo final. Es
recomendable preparar las soluciones madre en cantidades relativamente altas y con
antelaciébn para ahorrar el tiempo y el trabajo que implica pesar cada uno de los
ingredientes cada vez que se prepara un medio de cultivo. Ademas, muchos de los
componentes (microelementos, vitaminas, hormonas) son requeridos en pequefas
cantidades, si se multiplica esa cantidad por un determinado numero de veces para
preparar la solucibn madre, la labor de pesado sera mas facil y mas precisa. La

concentracion de la solucion madre debe ser un factor a considerar. Soluciones muy
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concentradas tienden a formar precipitados. En algunos casos estos precipitados son el
resultado de mezclar sustancias incompatibles, por ejemplo, Calcio y fosfato o sulfato,
Magnesio y fosfato. Es recomendable que la solucion madre no sea mayor de 100 veces
(100X) la concentracion final del medio, sin embargo, el volumen de medio a preparar por
semana en el laboratorio dara una pauta para considerar el grado de concentracion de la
solucién madre. Si la solucibn madre presenta precipitados es mejor descartarla ya que no
poseera el balance adecuado de sustancias, alguna proporcion de éstas estara en el

fondo con el precipitado (Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994).

e La calidad del agua: otro punto importante de tener en cuenta es el uso de agua
desmineralizada, destilada o bidestilada para la preparacion de los medios de
cultivo.

e Almacenamiento de las soluciones madre: las soluciones madre deben
almacenarse en el refrigerador. No se puede dar un dato exacto de cuanto tiempo
pueden permanecer almacenadas sin que sufran deterioro, como regla general, los
compuestos inorganicos son mas estables que los organicos, por lo que se ha
recomendado almacenar auxinas y citocininas por un maximo de dos semanas y los
otros componentes por dos meses, sin embargo, si se observa un precipitado la

solucién debe descartarse inmediatamente.
2.2.1.2 Tipos de crecimiento in vitro
A. Crecimiento organizado

Se refiere al cultivo de explantes diferenciados (especializados) que contindan su
crecimiento in Vitro, manteniendo su estructura normal durante el tiempo de cultivo.
Evidentemente, los explantes que presentan esta forma de crecimiento son los 6rganos
(primordios de frutos, yemas vegetativas, yemas florales, raices, primordios foliares, etc.),
no obstante, cualquier otro tejido (como un fragmento de pétalo) puede dar origen a una
forma organizada, como un embriéon (Medina, 2011).
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B. Crecimiento desorganizado

Este tipo de crecimiento se caracteriza porque a partir de fragmentos de tejidos u érganos
se produce un tejido sin estructura especifica que contiene un numero limitado de algunos
tipos de células especializadas encontradas en una planta intacta. Un tejido
desorganizado (o callo) puede crecer con subcultivos y puede ser mantenido en medio
sélido durante varios meses 0 afos. Puede ser usado para iniciar suspension de células y

protoplastos (Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994).

Los callos pueden surgir a partir de cualquier tipo de explante, sobre todo cuando se

exponen a altas concentraciones de hormonas del tipo auxinico (Medina, 2011).

Las células del explante, por ejemplo, del parénquima de la hoja, comienzan a dividirse de
manera acelerada y desorganizada formando una masa de células denominada callo.
Estas células no son ya células parenquimatosas en virtud de que han sufrido una
desdiferenciacién parcial o total. Los callos pueden ser mantenidos en este estado por
largos periodos y transferirseles en forma periddica a medios de cultivos frescos (Garibay,
Ramirez, & Munguia, 2004).

2.2.1.3 Técnicas de propagacion in Vitro
A. Cultivo de 6rganos

Corresponde al cultivo de un érgano de la planta con el fin de propagar la planta. Cultivo

de meristemos o de apices, microestacas, cultivo de embriones.
B. Callos

Corresponde a un conjunto de células procedentes de la desorganizacion de un tejido o de
una suspensién de células. El callo tiene la peculiaridad de presentar células no
diferenciadas para su ultima funcién pero que conservan el poder de dividirse (célula

meristematica o embriogénica).
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C. Suspension de células

Las suspensiones celulares consisten de células libres y microagregado de células en

medio liquido en movimiento.
D. Cultivo de protoplastos

Es el cultivo de células sin pared pectoceluldsica. Es decir, células con componentes vivos
rodeados solamente por la membrana citoplasmica. Debido a la ausencia de pared celular
los protoplastos son adecuados para trabajos en manipulacion genética que no serian
posibles con plantas o células intactas, ademas son muy utilizados para estudios

fisiologicos, bioquimicos y biofisicos.
E. Cultivo de anteras

Consiste en el cultivo de anteras enteras con polen inmaduro, el polen se divide para
formar embriones o callo. Cuando éstos se transfieren a los medios de regeneracion se
forman plantas. Por lo general el cultivo de anteras se utiliza para la obtencion de plantas
haploides. Estas se regeneran por medio de la embriogénesis somatica a partir del polen,
directamente o por la via de organogénesis a partir de un callo. Algunas veces se cultiva el

polen una vez aislado de la antera y se llama cultivo de polen o de microesporas.
2.2.2 Morfogénesis

La embriogénesis somética y la organogénesis son dos procesos morfogénicos muy
frecuentes en el cultivo in Vitro de especies vegetales. La embriogénesis somatica es el
proceso por el cual se obtiene una estructura similar a un embrion cigoético sin que medie
la fertilizacion de las gametas, mientras que por organogénesis pueden obtenerse tallos,
raices o flores. Estos 6rganos son inducidos a partir de una célula o de un grupo de
células que, segun las condiciones de cultivo, tienen la propiedad de mantenerse en activa
division (Garcia Olmedo & Et.Al, 2010).
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2.2.2.1 Morfogénesis directa o indirecta

Los procesos de morfogénesis son directos cuando los tallos, raices, flores o embriones
se producen directamente a partir de los tejidos de partida (explante inicial), y es indirecta
cuando la regeneracion de tallos, raices, flores o embriones se produce tras un
crecimiento desorganizado del tejido que es denominado callo. En la embriogénesis es
mas frecuente el proceso indirecto pero también puede ocurrir de manera directa (Gisbert
Doménech, 2011).

2.2.2.2 Embriogénesis somatica

La embriogénesis se refiere a la formacion de un embribn soméatico a partir de células
somaticas que no son el producto de la fusion de gametos. Esta terminologia fue utilizada
por Tokin (1963) para describir la formacién de un individuo a partir de una o varias células
somaticas. Sin embargo, este fendmeno no debe confundirse con la organogénesis.
(Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994). La embriogénesis somatica se puede obtener
directamente a partir de células aisladas o utilizando callos (Medina, 2011).

Todos los tejidos vegetales tienen capacidad para formar callos in Vitro; sin embargo,
relativamente pocos explantes tienen la habilidad para producir callos embriogénicos.
Comunmente se han usado como explantes partes de plantulas como cotiledones,
hipocotilos y embriones; adicionalmente, se han usado apices caulinares, segmentos de
tallos, hojas, raices e inflorescencias inmaduras; segan Ammirato (1983), estos explantes
se han usado con éxito para obtener callos embriogénicos en varias especies de la
mayoria de las familias de plantas (Roca & Mroginski, 1991).

Los embriones cigdticos inmaduros ha resultado el explante mas favorable para inducir la
embriogénesis somatica en la mayoria de los cereales. En general se puede admitir que
entre mas joven sea el tejido utilizado (estadio juvenil poco diferenciado) mas facil sera
desviarlo de su programa genético y asi obtener la desdiferenciacién hacia la formacion de
embriogénesis somatica (Abdelnour-Esquivel & Escalant, 1994); sin embargo, Banks

(1979), observo que los explantes obtenidos a partir de plantas maduras de Hedera helix
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formaba callos embriogénicos, mientras que ello no ocurria con explantes de plantas

jovenes.

De acuerdo con Evans et al. (1981) la mayoria de los sistemas embriogénicos requieren,
para la induccién de los embriones, de una concentracion alta de auxina (generalmente
2,4-D) en el medio. (Roca & Mroginski, 1991).

Las citocininas como el BAP, la kinetina y la zeatina son a veces utilizadas en el medio de
induccién de la embriogénesis somatica. Sin embargo son mucho mas utilizadas en la fase
de diferenciacién y maduracién del embrion somatico. (Abdelnour-Esquivel & Escalant,
1994)

2.2.2.3 Organogénesis

En contraste con la embriogénesis somatica, la organogénesis comprende el desarrollo de
yemas o de meristemos radicales a partir de los explantes directamente o a partir de los
callos (Roca & Mroginski, 1991).

La organogénesis se desarrolla por inoculacion de tejido meristeméatico estéril (yemas
axilares o adventicias) en un medio suplementado con niveles éptimos de sales, de
compuestos organicos y de reguladores de crecimiento. La calidad y cantidad de los
componentes del medio dependera de la especie y del explante que se quiera cultivar in
Vitro dado que la induccién de un tipo especifico de érgano involucra sefiales aln poco
conocidas (Medina, 2011).

La micropropagacion es la tecnologia mas difundida de propagacién masiva de plantas via
organogénesis. Consiste en un conjunto de procedimientos aseépticos de cultivo de
organos, tejidos o células que permitan la produccién de poblaciones de plantulas

idénticas a la planta original de la que se derivan (Krikorian, 1991).

Los cultivos diferenciados son mas estables genéticamente que los cultivos
indiferenciados. A su vez, los cultivos de yemas axilares que provienen de meristemos

preexistentes presentan menores indices de variacion genética que el cultivo de yemas



41

adventicias que se originan de nuevo a partir de tejidos somaticos con desarrollo directo o
indirecto a través de la formacién de callos (Paniego, 1995; Rice et al., 1992).

2.2.3 Generalidades del cultivo de Anturio (Anthurium sp.)

2.2.3.1 Clasificacion taxonémica

El Anthurium pertenece a la familia de las Araceas la cual es muy compleja, estando
compuesta por mas de 3,000 especies, clasificadas en 107 géneros que a su vez se
engloban en 8 subfamilias. El Anthurium es el género mas grande de ésta familia siendo
originario de los bosques lluviosos de Colombia, Ecuador y Centroamérica. Se trata de
plantas herbaceas y perennes, varian en su habito de crecimiento en funcion de la
especie, pude ser terrestre y/o epifito. Este género comprende mas de 1,000 especies de
las cuales las mas conocidas y con mayor interés comercial son: A. andreanum, A.

scherzerianum, A. watermaliense, A. crystallium y A. clarinerviun (Anthura, 1998).
Taxonomia del Anturio (Anthura, 1998):

REINO: Plantae

SUBREINO: Embryobionta
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsida

SUBCLASE: Arecidae

ORDEN: Arales

FAMILIA: Araceae

GENERO: Anthurium

ESPECIE: Anthurium andreanum.

2.2.3.2 Caracteristicas botanicas.

Segun la descripcién de Murguia (1996) las raices de Anturio son fibrosas, cilindricas, de
consistencia carnosa y no son muy profundas, blancas y produce varias raices adventicias
(Mejia, 2007).

Las hojas de Anturio son alternas, con un peciolo banalmente envainado y una lamina
expandida, simple y entera, de borde liso. Lo que se conoce comercialmente como flor es

en realidad una hoja modificada llamada espata.
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El tallo de Anturio es caulinar, simple y herbaceo cuando la planta es joven y semilefioso
cuando la planta es adulta.

El Anturio posee una inflorescencia en una espadice que se yergue sobre la base de la
espata, y que contiene las flores verdaderas; estas son muy numerosas, pequefas,
hermafroditas con un ovario, dos carpelos y cuatro anteras. En el momento en que las

flores maduran y estan listas para ser polinizadas el espadice aparece humedo y brillante.

Los frutos del Anturio se presentan como unas protuberancias verrugosas sobre el
espadice y son unas bayas globulosas amarillas o rojas que contienen una o dos semillas

pequefias de color amarillo.
2.2.3.3 Propagacién

El Anturio se puede propagar tanto por semilla como por métodos vegetativos. La
reproduccion por semilla no es muy eficiente para el Anturio, ya que es muy lenta y tarda
unos 9 meses en madurar y las semillas pierden su poder germinativo en cuestion de dias.
Esta forma de reproducir el Anturio se puede practicar durante todo el afio pero requiere
de un sustrato de alta porosidad como el musgo o la hierba (Peat Moss), con temperaturas
entre 20 y 25 °C y humedad relativa entre 90 a 95% la germinacion es lenta y los primeros

brotes se observan a los 2 meses después de sembrarla (Anthura, 1998).

Dentro de la reproduccién vegetativa que es otro método de multiplicacion del Anturio se

encuentran los métodos (Arces, 1997):

e Esquejes apicales: consiste en remover lo que se llama popularmente la copa de
la planta, la cual no debe tener flores, deben cosecharse con equipo desinfectado y
sembrarse a mediana profundidad.

e Division de las plantas: método util método de reproduccion, especialmente en el
caso de A. scherzeranum, consiste en dividir las plantas, separando estacas o
rizomas de 5 a 7 centimetros o comunmente denominados hijuelos que brotan de

las plantas madres.
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e Acodo aéreo: es la induccién del crecimiento de raices aéreas y tallos laterales a
partir de plantas bien desarrolladas que se han levantado del suelo y tienen las
raices expuestas. Las raices se envuelven con sustrato con alto contenido de
materia organica, de manera que cuando las raices aéreas comienzan a
desarrollarse en el medio propagativo, se puede proceder a separar el acodo que

sera en realidad una planta enraizada.

2.2.3.4 Distribucién geografica del Anturio

De acuerdo con el taxonomista Engler, quien vivié alrededor del afio 1900, habiendo
coleccionado y descrito un gran numero de variedades. Las variedades de Anturio son
comunes a través de Centro y Sur América, el limite del area de distribucidén termina cerca

de México en la ciudad de Orizaba.

Las variedades de Anturio pueden ser encontradas en areas muy diversas y con amplias
diferencias climatologicas. Desde las regiones secas del Oeste de México hasta los
bosques lluviosos tropicales de América del Sur. La Altitud estd relacionada con las
especies, el rango va desde el nivel del mar hasta una altura de 3,000 metros. El mayor
desarrollo de los géneros ha tomado lugar en Los Andes, Centro y Sur América entre 10
grados de Longitud y 5 grados de Latitud con una temperatura minima de 10°C (Anthura,
1998).

2.3 MARCO REFERENCIAL

2.3.1 Cultivo in Vitro de Anthurium andreanum

Segun Puchooa, (2003) el método para la produccién in Vitro de plantulas de Anthurium
andreanum fue desarrollado en principio por Pierik et al., (1974); la micropropagacion de
Anthurium ha sido llevada a cabo con la utilizacion de varios explantes, los cuales son

resumidos en el Cuadro 4 (Mejia, 2007).
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Cuadro 4. Origen de los explantes y respuestas obtenidas en el cultivo in Vitro de

Anthurium andreanum (Mejia, 2007)

REFERENCIA
Chen, (1997)
Adelhied, (1992)

TIPOS DE EXPLANTE RESULTADO
Raiz Regeneracion de plantas completas
Embriones somaticos primarios Embriones somaticos secundarios
Cortes de raiz trasformada con A. Plantas completas resistentes a

tumefaciens
vector binario pCaZ2Att
Semillas maduras completas
Semillas germinadas
Embriones zigéticos

transmitiendo

el

kanamicina

Embriones zigéticos
Callos
Protoplastos

Callos embriogénicos
Callos y brotes

Chen, (1997)

Matsumoto, (1998)
Vargas et al., (2004)
Adelhied, (1997)

Brotes adventicios Callos Te-Chato et al., (2006)
Callos Embriones Adelheid et al., (1992)
Regeneracion directa Te-Chato et al., (2006)
Callos organogénicos Adelheid et al., (1992)
Hojas Pierik, (1990)

Adelhied et al., (1992)
Geier, (1986)

2.3.1.1 Regeneracion directa e indirecta

La regeneracion directa excluye cualquier tipo de desdiferenciacion celular, es decir, no se
observa en ningiin momento la formacién de callo produciendo plantas completas o casi
completas (embriones). La regeneracion indirecta tiene como caracteristicas el crecimiento

y desarrollo desorganizado y la posterior formacion de callo.

En el Cuadro 5 se muestran los diferentes tipos de explantes desde los cuales se ha
logrado la obtencién de plantulas completas a través de la regeneracién directa e indirecta.
Este tipo de proceso es comun con los resultados de diferentes estudios in Vitro realizados
por un gran numero de investigadores; sin embargo los explantes de hoja son el punto de
convergencia de muchos investigadores, es decir, con ellos se ha corroborado en mayor

namero la produccion de plantulas completas (Mejia, 2007).

La Figura 9 representa tres rutas a partir de la desdiferenciacion para obtener plantulas
mediante la regeneracion indirecta, dos de los procesos relacionan embriones somaticos
desde fuentes diferentes: células y callos embriogénicos; la ultima ruta recurre con los

procesos de organogeénesis.
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Cuadro 5. Explantes utilizados para la regeneracion directa e indirecta de plantulas de

Anthurium sp. (Mejia, 2007)

Explante
Brotes axilares
Brotes adventicios
Haojas

peciolos

Plantulas cultivadas in vitro
Yemas

Mudos e internudos

Tallos

Semillas

Ezpadice

Ezpata

Raiz

Cultive de callos embricgénicos desde

Embriones somaticos dervados de cortes
de explante de hojas cultivadas in witro

Referencia
Te-Chato et al., (2008) Adelheid ef al., (1992)
Vargas et al., (2004); Aldelheid, {1992)
Musa, (1997); Geier, (1986); Aldelheid, (1992)

Te-Chato et al., (2006); Chen, (1297)
Puchooa, (2003); Adelheid et al., (1991)

Adelheid et al_, (1992); Geier, (1986)

Musa, (1997)

Chen, (1997); Aldelheid, (1992)
Te-Chato et al., (2006); Adelheid et al., (1992)
Te-Chato et al., (2006)
Te-Chato et al., (2006)

Chen, (1997)

Adelheid et al., (1992)

Chen, (1997)
Chen, (1997)

Callos
embriogénicos

Embriones
somaticos

Explante

'

Desdiferenciacion
celular

Callos organogénicos

.

Protocormes, brotes y
yemas adventicias,
hojas, raices, esquejes
de tallo
(En Anthurium)

v

Callos

Pl fiables [P

Agregados
celulares

.

Células
individuales

Embriones
somaticos

Planta completa [+

A J

Protoplastos

Figura 9. Diagrama de regeneracion indirecta en Anthurium (Te-Chato et al., 2006; Chen,

1997; Adelheid et al., 1992).
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Ensayos realizados para la propagacién in Vitro de Anturio

En el Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila lograron la
formacion de callos por medio del uso de segmentos de hojas jovenes de plantas
de un afio de edad utilizando el medio de cultivo desarrollado por Murashige y
Skoog (1962), modificado con 0.950 g/L de KNO;3 y 0.825 g/L de NH4NOs, se han
obtenido los mejores resultados con la combinacion de 0.08 mg/l de 2,4-D y 1 mg/l
de BAP. En la regeneracion y multiplicacién de plantas el mejor resultado se logré
con 3 mg/l de BAP. (Reinaldo Trujillo SGnchez, 2000).

En el Instituto de Biotecnologia, Villa Clara, Cuba han estudiado la embriogénesis
somatica indirecta en Anturio var. Lambada, los explantes utilizados provenian de
plantas in Vitro obtenidas por organogénesis indirecta; los medios de cultivo
empleados fueron Murashige & Skoog y Nitsch y Nitsch modificados y
suplementados con tiamina 0.4 mg/l, mio-inositol 100 mg/l y sacarosa 3%. Para la
induccion de callos se han obtenido los mejores resultados con la combinacién de
6.79 uM de 2,4-D mas 2.32 uM de Kinetina; para la formacién y diferenciacion de
embriones somaticos han logrado los mejores resultados con la combinacion de 4.4
MM de BAP. (Bautista, Pefalver, Rodriguez, Camacho, & Peralta, 2008).

Del mismo modo en el Instituto de Biotecnologia, Villa Clara, Cuba, también se ha
logrado la induccion de callos en segmentos de hoja de tres variedades de Anturio;
Lambada, Tropical y Sonate, el medio de cultivo utilizado fue el MS. En el caso de
la variedad Lambada se obtuvo la mejor formacion de callos con la combinacién de
0.18 mg/l de 2,4-D mas 1.1 mg/l de BAP, la variedad Tropical con 0.13 mg/l de 2,4-
D mas 1.1 mg/l de BAP y en la variedad Sonate la callogénesis se favorecio con
0.18 mg/l de 2,4-D més 2.2 mg/l de BAP (Bautista, Pefalver, Rodriguez, Camacho,
& Peralta, 2006).

d) Te-Chato et al., (2006) citado por Mejia (2007). realizaron cortes a manera de

laceraciones en explantes de tallos de tres variedades de Anturio los cuales fueron

cultivados sobre el medio Murashige y Skoog a la mitad de concentraciéon
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suplementado con 3% de sacarosa, 0.5 mg/l de TDZ y 0.5 mg/l de BA; entre las
variedades estudiadas Valantino tuvo un 83.73% en induccién de callos, Sonat con
78.67% y Plew Phuket con 45.60%.

Pierik, (1990) citado por Mejia (2007) determind que si los callos de Anthurium
andreanum se cultivan en medio liquido, solamente se forman raices adventicias en
contraste con su cultivo en medio solido donde se observan fendmenos de

organogeénesis.

Aspectos considerados para la evaluacion de callos

Ademas de la evaluacién de induccion o formacién de callos en los explantes, también es

importante considerar caracteristicas tales como color, forma, tipo (embriogénico u

organogénico) consistencia (friable o compacta) y desarrollo de los mismos, entre otras.

Para la evaluacion del desarrollo de los callos, se ha utilizado como referencia la escala de

Santana (1982), la cual clasifica los callos en tres diferentes grados:

234

Grado 1 = ligera formacion del callo (observacion de una débil proliferacion en

zonas del borde del explante).

Grado 2 = formacion del callo (hay proliferacién de células por todos los bordes del

explante, sin llegar a formar una masa).

Grado 3 =abundante formacién del callo (formacién de una masa voluminosa de

callos)

Lugar y condiciones del lugar

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia del Ingenio Magdalena

(BIOMAG), ubicado en la finca San Patricio km 99.5 carretera a Sipacate, La Democracia,

Escuintla (Ver Capitulo 1)
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La investigacion se llevo a cabo bajo condiciones controladas de laboratorio, dentro del
cual se manejan dos salas de desarrollo de plantas con diversos cultivos, dentro de los
cuales es posible mencionar: Cafia de Azlcar (Saccharum officinarum), Orquideas,
Gusnay (Spathiphyllum sp.), Vetiver (Chrysopogon zizanioides); cada sala de desarrollo de
plantas posee iluminacion artificial controlada (3,000 lux por 16 horas luz), y temperatura
de 25%2 °C.

2.4 OBJETIVOS
2.4.1 General

Regenerar in Vitro plantas de Anturio (Anthurium andreanum) bajo las condiciones

del laboratorio de Biotecnologia del Ingenio Magdalena, La Democracia, Escuintla.
2.4.2 Especificos

a. Evaluar dos concentraciones de 2,4-D, dos de BAP y dos de Kinetina en dos
modificaciones del medio MS en la induccion de callos a partir de explantes de hoja
de Anturio, a las 18 semanas después de la siembra.

b. Determinar el medio de cultivo que induzca mayor porcentaje de callos en grado de
desarrollo tres utilizando la Escala de Santana.

c. Evaluar los reguladores de crecimiento BAP e IBA en el medio de cultivo MS en la

produccion de brotes a partir de callos de Anturio.

2.5 HIPOTESIS

a. A partir de explantes de hoja de Anturio la combinacion de reguladores de
crecimiento 2,4-D, BAP y Kinetina en el medio de cultivo MS, inducen la formacion

de callos con un grado de desarrollo tres (3) de la Escala de Santana.

b. A partir de callos, la combinacion de los reguladores de crecimiento, BAP e IBA, en

medio de cultivo MS, inducen la produccion de brotes de Anturio.



2.6 MATERIALES Y METODOS

2.6.1 Materiales y equipo

A continuacion se presentan los materiales y equipo utilizado dentro de la metodologia

llevada a cabo:

° Agua destilada

° Tubos de ensayo

° Hipoclorito calcio

°  Papel aluminio

° Soluciones madre
°  Alcohol

° Pinzas

° Frascos de vidrio

° Bisturis

2.6.2 Metodologia

Jabon Tween 20®
Tijeras de podar
Autoclave
Potenciometro
Marcadores
Balanza analitica
Reguladores de
crecimiento

Beackers

2.6.2.1 Fases de lainvestigacién

La investigacion se desarroll6 en las siguientes fases:

Probetas
Reactivos

Agua esterilizada
Atomizadores
Camara de flujo
laminar

Cinta adhesiva
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° Fase I: induccién de callos, etapa de iniciacion que consistié en la siembra de los

explantes, constituidos por segmentos de hojas jovenes, en los diferentes medios

de cultivo; esta fase se desarrollé en condiciones de completa oscuridad a 25+2 °C

dentro de la sala de desarrollo.

° Fase llI: formacién de brotes, se inicid a las 24 semanas de haber iniciado la

investigacién; consistié esencialmente en sembrar secciones de callos provenientes

de la fase | en diferentes medios de cultivo, en condiciones de luz artificial ((3,000

lux por 16 horas luz) a 25+2 °C.
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A. Fase I: induccién de callos
a. Descripcion de tratamientos
Los componentes de los tratamientos evaluados fueron:

° Medio basal MS con dos diferentes modificaciones (Cuadro 12A y Cuadro 13A):
o Macronutrientes reducidos al 50%
o NH4NOs reducido a 200 mg/l y KNOs reducido a 950 mg/l
°© Ocho combinaciones de reguladores de crecimiento, dos diferentes
concentraciones de 2,4-D (0.1 mg/l y 0.5 mg/l), cada una de ellas combinadas
con dos diferentes concentraciones de BAP (0.5 mg/l y 1 mg/l) y dos
concentraciones de Kinetina (0.5 mg/l y 1 mg/l); el Cuadro 6 muestra las

combinaciones realizadas:

Cuadro 6. Combinaciones de reguladores de crecimiento para la induccion de callos.

0.5 mg/l BAP

1 mg/l BAP

0.1 mg/l 2,4-D
0.5 mg/l Kinetina

1 mg/l Kinetina

0.5 mg/l BAP

1 mg/l BAP

0.5 mg/l 2,4-D
0.5 mg/l Kinetina

1 mg/l Kinetina

Los tratamientos estuvieron conformados por la combinacién del medio basal MS y
reguladores de crecimiento (Cuadro 7); es decir, cada una de las modificaciones del medio
basal MS, se combinaron con las ocho diferentes composiciones de reguladores de
crecimiento; es asi que 8 de los tratamientos obtenidos contenian el medio basal MS con
los Macronutrientes reducidos al 50%, de los cuales, 4 poseian 0.1 mg/l de 2,4-D mas
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BAP o Kinetina (segun la combinacion correspondiente) y los otros 4 poseian 0.5 mg/l de
2,4-D més BAP o Kinetina (segun la combinacion correspondiente); de igual manera se
realizd con el medio basal MS con NH4NOs reducido a 200 mg/l y KNOs reducido a 950
mg/l, obteniendo asi un total de 16 medios de cultivo, cada uno con un medio basal mas

auxina (2,4-D) més citocinina (BAP o Kinetina).

Cuadro 7. Medios de cultivo evaluados en la fase de inducciéon de callos.

No. Medio de Cultivo

1 0.5 mg/l BAP
2 0.1 mgl/l 1 mg/l BAP

3 2,4-D 0.5 mg/l Kinetina

MS (Macros T

4 reducidos al 1 mg/l Kinetina
5 50%) 0.5 mg/l BAP
6 0.5 mgl/l 1 mg/l BAP

7 2,4-D 0.5 mg/l Kinetina
8 1 mg/l Kinetina
9 0.5 mg/l BAP
10 0.1 mgl/l 1 mg/l BAP
11 MS (200 mg/l | 2,4-D 0.5 mg/l Kinetina
12 de NHaNOsy 1 mg/l Kinetina
13 950 mg/l de 0.5 mg/l BAP
14 KNO:s) 0.5 mgl/l 1 mg/l BAP
15 2,4-D 0.5 mg/l Kinetina
16 1 mg/l Kinetina

b. Variables respuestas

° Porcentaje de formacién de callos por tratamiento.
° Desarrollo de callos

° Consistencia de callos

B. Fase ll: formacion de brotes

a. Descripcion de tratamientos

Los componentes de los tratamientos evaluados fueron:
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° Medio del cultivo MS

° Mejor tratamiento en desarrollo de callos de la fase I.

° Cuatro combinaciones de reguladores de crecimiento: en una de las
combinaciones solamente se utilizé 1 mg/l de BAP, tres combinaciones
utilizando 0.05 mg/l de IBA con tres diferentes dosis de BAP (0.6, 1 y 3 mg/l);

dichas combinaciones se muestran en el Cuadro 8:

Cuadro 8. Combinaciones de reguladores de crecimiento para la induccion de brotes.

1mg/l BAP

0.6mg/l BAP
0.05mg/l IBA| 1mg/l BAP
3mg/l BAP

Los tratamientos estuvieron conformados por la combinacion del medio basal MS vy las
cuatro composiciones de reguladores de crecimiento (Cuadro 9), haciendo un total de 4

medios de cultivo.

Cuadro 9. Medios de cultivo evaluados en la fase de regeneracion de brotes.

No. Medio de Cultivo
1 1mg/l BAP
2 . 0.6mg/l BAP
Medio basal MS
3 0.05mg/l IBA | 1mg/l BAP
4 3mg/l BAP

b. Variables respuestas

° Porcentaje de formacion de brotes.
°  Numero promedio de brotes por callo.

°  Tamarfo de brotes
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2.6.2.2 Elaboracion, distribucion y esterilizacion de medios de cultivo

Se procedié a preparar soluciones stock de Macronutrientes, micronutrientes, vitaminas,
FE-EDTA y compuestos organicos; seguidamente se agrego la cantidad necesaria de

cada solucién para la elaboracion de los diferentes medios de cultivo a evaluar (Cuadro 7).

Posteriormente el medio de cultivo fue distribuido en frascos de vidrio, agregando 30 mL
de a cada frasco de 250 ml; los frascos debidamente tapados se esterilizaron en autoclave
durante 20 minutos a una temperatura de 120 °C y 15 libras por pulgada cuadrada de

presion.
2.6.2.3 Recoleccion y desinfeccion del material vegetal

Para el montaje del ensayo (fase I) se recolectaron hojas jovenes de plantas sanas de
Anturio variedad White Bauty (Figura 10), las cuales se encontraban bajo condiciones de
invernadero; ya ingresadas al laboratorio fueron sometidas a un proceso de lavado con
agua corriente durante 10 minutos; posteriormente, haciendo uso de una camara de flujo
laminar, las hojas se sumergieron en una solucién de hipoclorito de calcio al 2% mas 4
gotas de Tween 20®/L, manteniendo agitado durante 15 minutos, finalmente se procedia a

un triple lavado con agua destilada estéril.

Figura 10. Hojas jévenes seleccionadas para la propagacion in Vitro de Anturio.
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2.6.2.4 Siembra e incubacioén

Inmediatamente después de realizada la desinfeccion del material, cada una de las hojas
se colocaron sobre papel filtro estéril cortando segmentos de aproximadamente 1 cm?, con

ayuda de pinzas y bisturi esterilizados.

Posteriormente, se realizé la siembra en cada uno de los medios de cultivo; el explante se

coloco de forma vertical con un tercio del mismo sumergido en el medio.

Seguido a la siembra de los explantes, los frascos fueron colocados en la oscuridad a

25+2 °C, para inducir la formacion de callos.

Después de transcurridas 18 semanas, los frascos fueron trasladados a un estante sin luz
artificial (luz natural) dentro del laboratorio; después de haber transcurrido seis semanas
en esas condiciones, fue seleccionado el mejor tratamiento en cuanto al desarrollo de

callos; el desarrollo de los callos fue evaluado por medio de la escala de Santana (1982).

El tratamiento con mayor porcentaje en desarrollo de callos en grado 3, fue seleccionado
para proceder a la fase Il; los callos obtenidos fueron fraccionados uniformemente (se
obtuvieron fracciones aproximadamente de 2 cm?) y seguidamente se transfirieron a los

diferentes medios de cultivo para la fase II.
2.6.2.5 Toma de datos

Transcurridas 18 semanas después de la siembra de los explantes (fase ), se obtuvo el
porcentaje de formacion de callos por tratamiento evaluado, este se obtuvo de la siguiente
manera:

Explantes con formaciOn de callos
=100

Explantes sembrados

La consistencia de los callos fue catalogada como friable o compacto; ademas se

consideraron aspectos como color, presencia de brotes y contaminacion.
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Después de 3 meses de inicio de la fase Il, se obtuvo el porcentaje de formacion de brotes

en los callos, este porcentaje se obtuvo con la siguiente ecuacion:

Callos con presencia de brotes

- - *100
Numero de callos por tratamiento

Ademas se obtuvo el numero de brotes por callo, para esto se tomd una muestra del 25%
de los callos existentes por tratamiento, en el Cuadro 10 se muestra el nimero de callos

existentes y el tamafio de muestra correspondiente para cada tratamiento.

Cuadro 10. Callos existentes y tamafio de muestra obtenida por tratamiento.

Medio de Cultivo Callos existentes | Tamafio de muestra (25%)
MS més 1 mg/l de BAP 22 5
MS con 0.05 mg/l de IBA mas 0.6 mg/l de BAP 31 8
MS con 0.05 mg/l de IBA mas 1 mg/l de BAP 38 9
MS con 0.05 mg/l de IBA mas 3 mg/l de BAP 24 6

La seleccion de la muestra se realiz6 aleatoriamente y se procedié a contar el nimero total

de brotes por callo, obteniendo un nimero promedio de brotes por tratamiento.

Es importante mencionar que se consideraron como brotes aquellos que presentaban al
menos 5 mm de altura y que poseian un minimo de dos hojas formadas (Figura 11).

Figura 11. Parametro estimado para el conteo de brotes.
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El tamafio de brotes se clasifico en tres categorias, las cuales son:

e Categoria A: brotes no mayores de 1 cm.
e Categoria B: brotes mayores de 1 cm y menores de 2 cm.

e Categoria C: brotes mayores de 2 cm.

Posteriormente se obtuvo el porcentaje de brotes en cada una de estas categorias (Figura
12).

Figura 12. (1) Brotes no mayores a 1 cm, (2) brotes mayores a 1 cm y menores de 2 cm,

(3) brotes mayores a 2 cm.

La metodologia que se utilizé durante la investigacién se resume en la Figura 13.

Elaboracion ,
distribuciony

Recolecciony

4 L desinfeccion W Siembrae 2
esterilizacion de - - e Seleccion de Formacion de
d del material incubacion I
medios de vegetal. callos brotes (Fasell)
cultivo. (Fasel)

Figura 13. Metodologia utilizada para la propagacion in Vitro de Anturio.
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2.7 RESULTADOS Y DISCUSION

2.7.1 Fase |: Induccioén de callos

A partir de la cuarta semana de haber realizado la siembra se observaron cambios en la
estructura de los segmentos de hojas; en los bordes en donde se realizaron los cortes se
pudo observar pequefias aberturas (ligera formaciéon de callo) y en las nervaduras
pequefios engrosamientos como una pequefia masa de células traslicidas; a partir de las
10 semanas ya fue posible observar la formacién de callos en la mayoria de los bordes de
los explantes, en algunos ya existia una abundante formacion de masa voluminosa de
callos (Figura 14). Los callos presentaban un color amarillo claro, unos con apariencia

espumosa, trasllcidos y poseian estructuras nodulares.

[ -

Figura 14. Explantes con proliferacion de callos en bordes (izquierda); callos con
abundante formacién de masa de células (derecha).

Al finalizar la fase | y consecuentemente el calculo de los porcentajes de formaciéon de
callos para cada medio de cultivo, el 71.43% de los explantes formaron callos en el medio
basal MS con 200 mg/l de NH4NO3s y 950 mg/l de KNOs combinado con 0.1 mg/l de 2,4-D
mas 0.5 mg/l de BAP; el segundo valor en porcentaje obtenido fue de 64.29% en el
medio basal MS con 200 mg/l de NH4NO3 y 950 mg/l de KNO3 combinado con 0.1 mg/l de
2,4-D mas 1 mg/l de BAP. El menor valor obtenido corresponde al uso del medio basal MS
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con los Macronutrientes reducidos al 50% suplementado con 0.5 mg/l de 2,4-D méas 1 mg/|

de BAP con un 10.71%; en la Figura 15 se presentan los resultados obtenidos.

80.00

70.00

60.00

S wn
o o
o o
o o

Porcentaje de Callos Formados
(o8]
o
Q
Q

20.00

10.00

0.00

71.43

39.29 39.29

0.5 1mg/l 0.5 1mg/l

MS (Macros reducidos al 50%)

0.5 1mg/l 0.5 1mg/l

mg/l BAP mg/l Kin | mg/l BAP mg/l
BAP Kin BAP Kin
0.1mg/12,4-D 0.5mg/12,4-D

0.5 1mg/l
mg/l BAP mg/l
BAP Kin

Kin

0.1mg/12,4-D

Medio de Cultivo

0.5 1mg/l

Kin

0.5
mg/|
BAP

MS (200 mg/L de NHANO3 y 950 mg/L de KNO3)

1mg/l 0.5 1mg/l

BAP mg/l Kin
Kin

0.5mg/12,4-D

Figura 15. Porcentaje de formacion de callos en segmentos de hojas de Anthurium

andreanum para cada uno de los medios de cultivo utilizados.

La induccién de callos en cada uno de los tratamientos se vio afectada por la

contaminacion microbiana existente y la muerte de explantes; durante la fase de induccion

de callos, se obtuvo un 38.62% de contaminacion acumulada para los tratamientos. En la

Figura 16 se muestra la curva de contaminacién en el tiempo, esta contaminaciéon pudo

provocarse por factores como ambiente, manipulacion, desinfeccion, entre otros.
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Figura 16. Porcentaje de contaminacion acumulada obtenida durante la fase I.

Para cada uno de los medios de cultivo evaluados se obtuvo el grado de desarrollo de los
callos formados, esta variable se midié por medio de la escala de Santana; en la Figura 17
se observan los tres diferentes grados de formacion de callos, en la imagen 1 se
encuentra sobre los bordes del explante una ligera proliferacion de callo (grado 1), en la
imagen 2 la formacion de callo es un poco mas abundante, llegando a cubrir la totalidad de
los bordes del explante (grado 2) y por ultimo en la imagen 3 la formacién de callo es
abundante, llegando a formar una masa de células, cubriendo parcial o totalmente el

explante (grado 3).
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Figura 17. Grado de desarrollo de los callos formados segun escala de Santana: (1) ligera
formacién de callo, grado 1; (2) formacion de callo, grado 2; (3) abundante formacion de

callo, grado 3.

Se realizo la clasificacion de los callos formados en cada uno de los medios de cultivo,
obteniendo el mayor porcentaje (88.89%) con un grado de desarrollo 3, corresponde al
medio basal MS con 200 mg/l de NH4NO3s y 950 mg/l de KNOs3 suplementado con 0.1 mg/l
2,4-D mas 1 mg/l de BAP, medio de cultivo que presenté un 11.11% de callos en grado de

desarrollo 2 y un 0% en grado de desarrollo 1.

En cuanto a los explantes que generaron callos con un grado de desarrollo 2 (90%) fue el
medio basal MS con 200 mg/l de NH4NO3z y 950 mg/l de KNO3 suplementado con 0.1 mg/I
2,4-D mas 0.5 mg/l de BAP.

En el Cuadro 11 se muestra la clasificacion de los callos obtenidos para cada uno de los

grados de la escala de Santana por tratamiento.
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Existe una notable diferencia entre la cantidad de callos formados y su grado de
desarrollo, debido a que no existe una relacion directa entre la formacion vy el desarrollo
de los mismos, puede ocurrir una formacion de callos en donde el 100% sean de grado 1,
0 viceversa, obteniendo un bajo porcentaje de formacién de callos pero la mayoria sean

de grado 3.

Los mejores resultados obtenidos en cuanto al desarrollo de callos corresponden al uso
del medio basal MS con 200 mg/l de NH4NO3 y 950 mg/l de KNOs. En la Figura 18 se
observan las diferencias obtenidas para los mejores cuatro tratamientos de grado de
desarrollo 2y 3.

mGradol mGrado2 mGrado3

100.00 -+
90.00 88.89
90.00
80.00
70.00
60.00
50.00

40.00

Porcentaje de Callos

30.00

20.00 -

10.00 -
0.00 0.00

0.00 ~

0.5mg/l 6-BAP 1mg/1 6-BAP 0.5mg/I Kinetina 1mg/1 6-BAP

0.1mg/l2,4-D 0.5mg/l2,4-D

MS (200mg/Lde NH4ANO3 y 950mg/Lde KNO3)
Medio de Cultivo

Figura 18. Porcentaje de desarrollo de callos segun escala de Santana.

La composicion del medio de cultivo utilizado pudo causar las diferencias encontradas en

cuanto a la formacién y desarrollo de los callos; segin Ogawa (1999) en la composicion
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del medio de cultivo, el nutriente, particularmente la fuente de Nitrégeno, afecta la
formacién de callos en monocotiledéneas; asi mismo Lee et al. (Lee, Jeon, & Kim, 2002)
indicaron que la formacion de callos estuvo influenciada por el genotipo, medio de cultivo y
el tipo de explante y por sus interacciones. En cuanto al medio de cultivo empleado,
Neumann (1995), menciona que existe una selectividad preferencial de las células por la
forma amino del Nitrdgeno en las sales inorganicas MS. En estas mismas sales el amonio
como forma reducida de Nitrégeno es facilmente utilizado para la sintesis de aminoacidos
y permite el crecimiento de un callo friable (disgregable) (Bautista, Pefialver, Rodriguez,
Camacho, & Peralta, 2008).

Otro factor importante es la interaccidon existente entre el medio de cultivo utilizado y las
diferentes concentraciones de 2,4-D; en este caso los mayores valores en la induccién de
callos se obtuvieron utilizando una concentracion de 0.1 mg/l, ademas de la interaccion
existente entre auxinas y citocininas ya que los mejores porcentajes se obtuvieron

utilizando BAP como regulador de crecimiento.

Segun Medina (2011) la forma mas usual para obtener callos in Vitro es exponiendo a un
explante a altas concentraciones de auxinas; en esta evaluacion, esta teoria no es
aplicable, debido a que generalmente se obtuvieron mejores resultados utilizando 0.1 mg/l
de 2,4-D comparado con el uso de 0.5 mg/l. Segun Pefalver (2008) el mayor porcentaje
de induccion de callos en Anturio var. Lambada se obtuvo utilizando 1.5 mg/l de 2,4-D,
Pierik (1976) logré la induccion de callos utilizando 0.08 mg/l de 2,4-D, Warner (1993)
obtuvo mayor porcentaje de induccion de callos en peciolos de Anthurium cubense
utilizando una concentracién de 0.5 mg/l de 2,4-D; esto revela que el medio de cultivo y la

reaccion de los explantes difiere para cada variedad vegetal evaluada.

No es posible generalizar metodologias o protocolos de trabajo debido a que los medios
de cultivo, asi como las condiciones de cultivo seleccionados, deben ser especificos para
cada situacion en particular. Un ejemplo de ello es el protocolo empleado por Stamp vy
Meredith en diferentes cultivares de Vitis vinifera. En cuatro de ellos fue posible la
obtencion de embriones somaticos a partir de embriones cigéticos, pero estos resultados

no se repitieron con el cultivar "Pinot Noir" (Garcia Olmedo & Et.Al, 2010).
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Otro aspecto que se pudo observar fue la consistencia de los callos, los cuales
generalmente presentaban una consistencia compacta, se obtuvieron callos friables en un
bajo porcentaje (21%) para el total de los tratamientos; los callos compactos no
presentaban disgregacion al momento de realizar algun corte o al momento de tomarlos
con las pinzas, a diferencia de los callos friables que se disgregaban facilmente (Figura
19).

Figura 19. Callos friables (1), callos compactos (2).
2.7.2 Fase ll: formacion de brotes

Durante el desarrollo de la fase I, los callos ya permanecian bajo condiciones de luz y ya
se iniciaba la formacion de clorofila y pequefios brotes, los cuales al transcurrir el tiempo
empezaban a formar sus primeras hojas verdaderas, de color verde brillante y de forma

acorazonada.

Después de transcurridos 3 meses, los callos sembrados presentaban formacion de
brotes; todos los medios de cultivo evaluados en esta fase provocaron la formacion de
brotes, alcanzando un maximo del 100% en el medio MS suplementado con 0.05 mg/l de
IBA mas 3 mg/l de BAP, seguido por un 96.77% con el medio MS suplementado con 0.05
mg/l de IBA mas 0.6 mg/l de BAP. En la Figura 20 puede observarse el porcentaje de
formacién de brotes para cada uno de los medios de cultivo evaluados.
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Figura 20. Formacion de brotes para cada medio de cultivo evaluado.

Es importante sefalar que los callos que no presentaban formacion de brotes
generalmente eran de consistencia friable, los callos compactos obtenidos en su totalidad

mostraban formacién de brotes.

Los brotes obtenidos en cada medio de cultivo presentaban pequeias diferencias

cualitativas, las cuales se describen:

e EIl medio de cultivo MS méas 1 mg/l de BAP dio origen a brotes pequefios, los callos
presentaban una alta poblacién de brotes, por lo que eran delgados, poco
desarrollados y de coloracion verde palido, ademas de existir un alto porcentaje de
brotes albinos y muertos (imagen 1 de Figura 21).

e Los brotes obtenidos en el medio de cultivo MS suplementado con 0.05 mg/l de IBA
mas 0.6 mg/l de BAP eran medianos, con un alto porcentaje de brotes grandes,
respecto a los demas tratamientos; bien formados, delgados, desarrollados,
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poseian una apariencia vigorosa y una coloracion verde oscuro brillante (imagen 2
de Figura 21).

e Al utilizar el medio de cultivo MS suplementado con 0.05 mg/l de IBA mas 1 mg/l de
BAP, se obtuvieron brotes medianos, bien formados, con tallos gruesos y de
coloraciéon verde oscuro brillante, algunos de los callos presentaban alta poblacion
de brotes pequerios (imagen 3 de Figura 21).

e Por ultimo los brotes obtenidos en el medio de cultivo MS suplementado con 0.05
mg/l de IBA mas 3 mg/l de BAP eran medianos, bien formados, de coloracion verde
oscuro, con apariencia robusta y alta poblacion de brotes pequefios no

desarrollados (imagen 4 de Figura 21).

En la Figura 21 se muestran cuatro diferentes imagenes correspondientes a los brotes

obtenidos en cada medio de cultivo.

Figura 21. Brotes obtenidos en la fase Il en cada medio de cultivo evaluado.

El mayor promedio de brotes obtenidos por callo fue de 78, obtenidos al utilizar el medio
MS més 1 mg/l de BAP, seguido por 41 con el medio MS con 0.05 mg/I de IBA mas 3 mg/l
de BAP, luego por 38 con el medio MS con 0.05 mg/l de IBA mas 1 mg/l de BAP y por
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altimo 26 con el medio MS con 0.05 mg/l de IBA méas 0.6 mg/l de BAP. En la Figura 22

puede observarse el promedio de brotes obtenidos por callo.

90
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Figura 22. Numero promedio de brotes por callo para cada medio de cultivo.

En cuanto a la clasificacion de brotes segun su tamafio, el mejor porcentaje para la
categoria A se obtuvo en el medio MS con 0.05 mg/l de IBA mas 1 mg/l de BAP con un
64.32%, para la categoria B en el medio MS mas 1 mg/l de BAP con un 46.30% y para la
categoria C en el medio MS con 0.05 mg/l de IBA mas 0.6 mg/l de BAP con un 10.31%. En
la Figura 23 se muestra la clasificacion de brotes en cuanto a su tamafio para cada medio

de cultivo evaluado.
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Figura 23. Clasificacién de tamafio de brotes para cada uno de los medios de cultivo

evaluados.

Como observa en los resultados planteados, en los cuatro medios de cultivo evaluados se
obtuvo la formacién de brotes, debido a que en todos los medios se utiliz6 como regulador
de crecimiento BAP, citocinina que provee la divisién celular, la organizaciéon de callos,

diferenciacion de yemas y brotes adventicios en callos y érganos.

En cuanto a los medios de cultivo suplementados con 0.05 mg/l de IBA, se logré la
formacién de brotes, segin Skoog y Miller, la interacciéon auxina—citocinina provoca la
formacion de brotes inducidos previsiblemente de callos de tabaco usandose
relativamente bajos niveles de auxina y altos niveles de citocinina en el medio de

propagacion.
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Skoog et al, (1957), demostré la importancia de las proporciones de auxina:citocinina en la
determinacion de la respuesta morfogenética in Vitro. Una proporcion alta de auxina
comparada con la de citocinina favorecia la formacion de raices, mientras una proporcion

baja favorecia la formacion de yemas (Roca & Mroginski, 1991).

El uso de 0.05 mg/l de IBA combinado con 0.6 mg/l de BAP presentd los mejores
resultados en cuanto a las variables respuestas, debido a que obtuvo un alto porcentaje en
la formacion de brotes (96.77%), y a pesar de que el promedio/planta fue bajo, los brotes
eran bien desarrollados y con apariencia vigorosa, respecto a los demas tratamientos;
ademas obtuvo el mayor porcentaje de brotes mayores a 10 cm. En general, los brotes
obtenidos en los medios de cultivo que contenian IBA eran cualitativamente de mejor
calidad que las obtenidas en el medio de cultivo sin IBA, debido a que las brotes eran mas

vigorosos, mas gruesos y robustos.

La obtencién de brotes se logro a través de la formacion de callos y posteriormente la
organogénesis; debido a que durante la investigacion no fue posible identificar la
presencia de embriones somaticos que dieran lugar a una embriogénesis somatica; mas

sin embargo este proceso obtenido llevara a la produccion de plantas completas.
2.8 CONCLUSIONES

1. La induccién de callos en porciones de hojas de Anthurium andreanum variedad
White Bauty es posible mediante el uso del medio basal MS con 200 mg/l de
NH4NO3 y 950 mg/l de KNOs, suplementado con 0.1 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l de
BAP.

2. El mayor desarrollo de callos inducidos de Anthurium andreanum variedad White
Bauty se logra utilizando el medio de cultivo compuesto por el medio basal MS con
200 mg/l de NH4NOs3 y 950 mg/l de KNOs, suplementado con 0.1 mg/l de 2,4-Dy 1
mg/l de BAP.

3. La induccion de brotes en callos de Anthurium andreanum variedad White Bauty, se
obtiene al utilizar el medio MS suplementado con 0.05 mg/l de IBA mas 3 mg/l de
BAP.
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2.9 RECOMENDACIONES

1. Es importante considerar el estado de madurez de las hojas, debido a que el estado
muy joven o0 adulto, puede presentar cambios en los resultados esperados en
cuanto a la formacion de callos.

2. Cabe resaltar que esta metodologia utilizada y los resultados obtenidos pueden ser
no funcionales para otras variedades de Anturio.

3. Al momento de la siembra, es importante considerar que el explante no quede
totalmente sumergido en el medio de cultivo, ya que segun observaciones
realizadas, estos presentaban mayor incidencia de muerte.

4. Para la induccion de callos se recomienda el uso de 2,4-D combinado con una
citocinina, en este caso el uso de BAP produjo mejores resultados.

5. Después de transcurridas las 18 semanas en fase I, los explantes deben exponerse
a la luz, es recomendable no hacer este cambio repentinamente, debido a que los
explantes pueden sufrir un shock por los cambios bruscos de luminosidad.

6. Para la regeneracion de brotes se recomienda el uso de bajas concentraciones de

auxinas combinado con citocininas.
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2.11 ANEXOS

Cuadro 12A. Medio MS modificado con los macroelementos reducidos al 50%

MACROELEMENTOS mgq/I
NH4NOs 825
KNOs 950
CaCl2.2H20 220
MgS0O4.7H20 185
KH2PO4 85
MICROELEMENTOS

MnS0O4.4H20 22.3
ZnS04.7H20 8.6
Kl 0.83
NazMo00O4.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeS04.7H20 27.85
Na2EDTA.2H20 37.25
ORGANICOS

Glicina 2
Acido Nicotinico 0.5
Pyridoxina.HCI 0.5
Thiamina.HCI 0.1
Myo-Inositol 100
Sacarosa 30 gr/L

pH 5.7-5.8



Cuadro 13A. Medio MS modificado con 200 mg/l de NH4NO3zy 950 mg/l de KNOs3

MACROELEMENTOS mg/l
NH4NOs 200
KNOs 950
CaCl2.2H20 440
MgS0O4.7H20 370
KH2PO4 170
MICROELEMENTOS

MnS0O4.4H20 22.3
ZnS04.7H20 8.6
Kl 0.83
NazMo004.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
FeS04.7H20 27.85
Na2EDTA.2H20 37.25
ORGANICOS

Glicina 2
Acido Nicotinico 0.5
Pyridoxina.HCI 0.5
Thiamina.HCI 0.1
Myo-Inositol 100
Sacarosa 30 gr/L
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CAPITULO lIl. SERVICIOS REALIZADOS EN LA BIOFABRICA DEL DEPARTAMENTO
DE BIOTECNOLOGIA DEL INGENIO MAGDALENA, S.A., LA DEMOCRACIA,
ESCUINTLA.
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3.1 PRESENTACION

La cafia de azUcar es un cultivo de las zonas tropicales y su explotacion ha constituido una
de las principales actividades econdmicas de Guatemala, debido a la diversidad de

productos finales que de ella se derivan.

En Guatemala, CENGICANA, ha desarrollado programas para aumentar el rendimiento de
cafia de azucar, sin embargo, la obtencion de materiales con resistencia genética a
enfermedades es muy importante para alcanzar indirectamente el incremento en el
rendimiento de azlcar. La obtencién de variedades resistentes implica el desarrollo y
aplicacion de métodos adecuados de seleccidn y diagndstico para las principales
enfermedades que afectan al cultivo. Ademas, algunas de estas enfermedades son
sistémicas y requieren ser eliminadas eficientemente en el establecimiento de semilleros,
pues la reproduccién de la cafia de azucar se realiza a través de semilla vegetativa
(Molina, Maddaleno, Sut, Ovalle, & Garcia, 2012).

Sin embargo, existe la técnica de propagacion in vitro a través de la obtencion de
meristemos y uso de termoterapia para la eliminacion de patégenos, dicha técnica ha
resultado ser muy eficiente en cuanto a la obtencién de materiales libres de patdégenosy la

multiplicacion masiva de plantas con caracteristicas deseables.

Dentro de los servicios prestados en la biofabrica, se realizaron dos investigaciones, una
enfocada a la evaluacion de concentraciones de Calcio para estimular el enraizamiento de
brotes de cafia de azucar, fue posible determinar que el Calcio actia como regulador de
crecimiento, estimulando tanto el desarrollo de raices y nuevos brotes. Ademas se evalud
el efecto de tres diferentes métodos de desinfeccion para la eliminacién de contaminacién
a nivel de laboratorio en brotes meristematicos “toletes” de cafia de azUcar para la
posterior extraccion de meristemos, dentro del cual se determiné que el método de
desinfeccion utilizado actualmente puede ser sustituido por el método 2 obteniendo el
mayor porcentaje de meristemos libres de contaminacion; por lo que también se plantean
varias recomendaciones para la mejora de los resultados y asi disminuir la contaminacion

en la extraccion de meristemos, garantizando la obtencion de plantas libres de patégenos.
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3.2 MARCO CONCEPTUAL
3.2.1 Generalidades del cultivo de cafia de azUcar (Saccharum spp.)

3.2.1.1 Clasificacion taxondémica
La cafia de azlcar se ubica en la siguiente clasificacion botanica (FAO):

REINO: Vegetal

TIPO: Fanerégamas

SUBTIPO: Angiospermas

CLASE: Monocotiledéneas

ORDEN: Glumales

FAMILIA: Gramineae

TRIBU: Andropogoneas

GENERO: Saccharum

ESPECIES: Spontaneum y robustum (silvestres), edule, barberi,
sinense y officinarum (domesticadas)

La S. officinarum corresponde a las cafias cultivadas hoy en dia y se considera que fue
domesticada a partir de S. robustum. Cada una de las especies mencionadas tiene sus
propias caracteristicas que la identifican de manera especifica. El niumero de cromosomas
es variable dentro de cada especie, lo cual ha incidido en una variacién genética amplia en

sus progenies, cuando ellas han sido utilizadas en cruces entre las especies (FAO).

Los clones comerciales de cafia de azUcar son derivados de las combinaciones entre las

seis especies anteriores (FAO).
3.2.1.2 Caracteristicas botanicas

El Centro Guatemalteco de Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Azucar

(CENGICANA 1994), describe la morfologia de la cafia de aztcar de la siguiente forma:

El sistema radicular se presenta de dos formas, los primordios radiculares que tienen un
periodo de vida de 30 a 40 dias, y las raices permanentes, que brotan de los tallos o

macollos, que se forman a partir de los esquejes.

El tallo es la parte aprovechable donde se almacena la sacarosa, se presenta un numero

de tallos de 10 a 18 por metro lineal, lo cual da una poblacién de 60 a 70 mil tallos por
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hectarea. Flores (1976) indica que el tallo esta formado por una serie de nudos separados
por los entrenudos donde se localizan las yemas.

Las hojas se originan de cada nudo y esta distribuidas en forma alterna en el tallo, la hoja
esta formada por la lamina foliar y por la vaina, ambas unidas por el cuello en el cual se
ubica la ligula. Cuando la vaina tiene buen deshoje se facilita la cosecha de la cafa y se

lleva menos impurezas en la cafia (CENGICANA 1994).

La inflorescencia es una panicula espigada sedosa, constituida por un eje principal donde
se insertan las espiguillas, dispuestas por pares en cada articulacion, donde se encuentra
la flor, la cual es hermafrodita con tres anteras y un ovario con dos estigmas (CENGICANA
1994).

3.2.1.3 Propagacion
A. Método convencional

El método convencional para la propagacion de la cafia de azlcar es a través del uso de

esquejes de tallo.

Los esquejes de los tallos constituyen en material que se utiliza para la reproducciéon del
cultivo de la cafia y es lo que se denomina semilla. Para asegurar el establecimiento de
una buena plantacion comercial debe partirse de la confeccion del semillero, este debe
considerarse una etapa especial en el programa operacional de la siembra, porque
permite obtener material de buena calidad, facilita una rapida germinacion, buen vigor y
macollamiento, una mayor homogeneidad en la plantacion; una mayor vida del cafal y
altas posibilidades de tener una plantacion con elevada capacidad productiva (Subiros
Ruiz, 2000).

B. Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos es otro método disponible para la obtencion de subclones, lo que
permite el desarrollo de nuevos materiales genéticos, dejando de lado los problemas

relacionados con el cruzamiento sexual, ademas de permitir la obtencion de plantas
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sanas, libres de enfermedades como la roya, el virus del mosaico y el raquitismo del
retofio (Subirés Ruiz, 2000).

Estos desarrollos biotecnologicos permiten a los patélogos disponer de una serie de

ventajas al aplicar este método, tales como:

e Aumentar las oportunidades para obtener variedades resistentes a las
enfermedades.

e Seleccionar clones resistentes a enfermedades y mutantes con buenas
caracteristicas agronémicas.

e Realizar cultivo de meristemos y procedimientos inmunolégicos para obtener

materiales vegetales libres de patégenos como medida de cuarentena.

También se han realizado estudios para obtener callos, regenerando plantas de cafia a
parir de cultivos de protoplastos, asi como para seleccionar lineas de plantas resistentes a
antimetabolitos; esto significa la obtencion de variedades resistentes a ciertos productos

quimicos como herbicidas y otras sustancias.
3.2.1.4 Zona cafiera en Guatemala

Segun la caracterizaciébn de la zona cafiera en Guatemala, realizado por el Centro
Guatemalteco de Investigacién y Capacitacion de la Cafia de Azicar (CENGICANA) La
Agroindustria Azucarera de Guatemala esta conformada por 13 ingenios azucareros, los
cuales se encuentran distribuidos geograficamente de la siguiente manera (Villatoro &
Pérez, 2014):

e Diez de ellos se ubican en la planicie costera del océano Pacifico o costa sur de
Guatemala y ocupan casi la totalidad del area sembrada con cafia (99%). Estos
ingenios son: Tulula, Palo Gordo, Madre Tierra, La Union, Pantale6n, Concepcion,
Magdalena, Santa Ana, Trinidad y El Pilar.

e Los otros tres ingenios se localizan en diferentes lugares de la republica y ocupa
areas relativamente pequefias. En el municipio de Villa Canales del departamento

de Guatemala se encuentra el ingenio Santa Teresa, y en el departamento de
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Santa Rosa se encuentra el ingenio La Sonrisa. El ingenio Chabil Utzaj que esta en
fase de establecimiento se localiza en la parte norte del pais, en el departamento de

Alta Verapaz.
3.2.2 El Calcio en las plantas

El calcio es un elemento muy importante y esencial para la formacion y desarrollo inicial de
todos los 6rganos y tejidos de las plantas, ya que es indispensable para la formacién de
cada una de las células y su multiplicacion, se requiere para la conformacioén de las
paredes celulares y para la regulacion de la integridad de las membranas, de forma tal que
su carencia genera fuertes malformaciones, necrosis de hojas, aborto de flores, muerte de

los puntos meristeméaticos de algunos cultivos (Yafiez Reyes, 2002).

Segun Sam E. Feagley y Lloyd B. Fenn, durante su investigacion sobre el uso de Calcio
soluble para estimular el crecimiento vegetal, fundamentan que el Calcio aumenta la
absorcién de amonio, Potasio y Fésforo, estimula la fotosintesis y aumenta el tamafio de

las partes comerciables de la planta (Fenn, s.f.).

3.2.2.1 El Calcio (Ca) como un regulador

Existen estudios que hacen claro que la concentracion de Calcio tanto en células
vegetales como animales es baja, y que las plantas son capaces de responder a diversos
estimulos provocados por cambios en las concentraciones de Calcio. Por esta razon los
bi6logos no necesitan mayores datos para sugerir que el Calcio es un traductor potencial
de sefales dentro de la planta. A mediados de los afios 70°s muchos cientificos trabajaron
en diferentes aspectos del desarrollo y crecimiento de las plantas con lo que venian a
reconocer la importancia potencial del Calcio como agente de sefializacién intracelular.
Aunque fueron varias las inferencias que se realizaron en cuanto a la funcion del Calcio
dentro de la planta, a continuacion se describen las que vienen siendo las mas

importantes.
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A. El calcio y la divisién celular

Rasmussen (1970), fue enormemente estimulado y logro proporcionar a través de un
amplio recorrido, sobre un papel del Calcio en diversos procesos de transduccion de
sefiales, quizds especialmente incluyendo una relacion entre Calcio y el citoesqueleto.
Pero el momento que define verdaderamente las funciones del Calcio relacionadas a la
division celular, ocurrié con la publicaciéon por Weisenberg (1972), que mostré que una
baja concentraciéon de Calcio (1,0 mM) fue necesario para alcanzar microtubulos de
polimerizacion in vitro. Otros estudios con EDTA y especialmente EGTA, establecieron
claramente que era Calcio y no Mg el responsable de la despolimerizacion de microtiubulos
(Weisenberg 1972).

En la Figura 24 se representa un sistema de Calcio que contiene el reticulo
endoplasmatico que se extiende desde los polos del huso de los cromosomas a lo largo de
los microtabulos del cinetocoro. Se sugirid que durante la etapa de anafase, se libera
Calcio desde el reticulo endoplasmico lo que activa procesos moviles (por ejemplo, la
despolimerizacién de microtibulos) y por lo tanto facilita el movimiento de los cromosomas
a los polos del huso. En apoyo de este modelo, se ha observado que el Calcio ha
estimulado la despolimerizacion de los microtubulos y la facilitacion del movimiento
cromosoma (Zhang et al., 1992). Aunque se ha reportado mediante el indicador de
absorbancia Arsenazo Ill (Hepler y Callaham, 1987), que existe un aumento endégeno en
la concentracién de Calcio durante la anafase, esto no se ha repetido con un colorante

fluorescente mas eficaz.

/I/f‘ln- @R !
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Figura 24. Movimiento del Calcio en el reticulo endoplasmatico (Hepler et al., 1981)
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3.2.2.2 El Calcio y los reguladores de crecimiento

Ademas de una posible interaccidén entre acido giberélico y Calcio, las conexiones entre
este ion y otros reguladores del crecimiento de las plantas estaban surgiendoa mediados
de los afios 70’s. Asi, se observé que el Calcio ayuda a mejorar la capacidad de la
citoquinina para retardar la senescencia (Poovaiah y Leopold, 1973b) y abscisién de la
hoja (Poovaiah y Leopold, 1973a) y para promover la expansion de los cotiledones
(Leopold et al., 1974). El Calcio también fue encontrado para inhibir la estimulacion de

citoquinina de antocianina (Elliott, 1977) y la sintesis de betacianina (Elliott, 1979).

Sin embargo, otros estudios identifican una conexion entre Calcio /citoquinina/ etileno, y
aunque hubo desacuerdo entre publicada informes sobre la naturaleza de la interaccion,
Lau y Yang (1975), en estudios realizados en segmentos de hipocétilo de frijol, informaron
de que la captacion de kinetina fue estimulada en gran medida por la accion del Calcio,
ademas el Calcio estimuld la captacion y el metabolismo de kinetina. Cabe destacar que
tanto Calcio y kinetina provocaron un aumento notable en el etileno (Lau y Yang, 1975).
Por el contrario, Poovaiah y Leopold (1973a), en los estudios de abscision foliar en
explantes de peciolo de frijol, encontré6 que Calcio inhibe la produccién de etileno. Por
tanto, se postula que la citoquinina estimula la disponibilidad y absorcién de Calcio,

promoviendo asi el metabolismo (LeJohn et al., 1973).

Aungue una idea temprana sobre una interaccion Calcio /auxina ya ha sido discutido y
menospreciado, especialmente en la medida en que estos agentes afectan a la estructura
y expansion de la pared, sin embargo, hubo procesos fisiolégicos que sugieren una
posible coordinacion en su actividad. Por ejemplo, transporte de auxina se redujo por una
baja en la concentracion de Calcio (EDTA) (De la Fuente y Leopold, 1973), mientras que la
induccion de auxinas por la secrecidbn de protones fue estimulada por el Calcio
(Rubinstein et al., 1977).

La omnipresencia del Calcio, actividad dirigida por Leopold (1977) lo impulso a abrir un
articulo resumen con la siguiente afirmacion “Acciones de cada una de las hormonas del

crecimiento de plantas pueden ser alteradas por sales de calcio...".
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Ademas, segun Burstrom, 1968; Hepler y Wayne, 1985, el calcio esta involucrado en la
divisién y elongacion celular, por lo que es muy importante en el desarrollo de las raices.

3.2.3 Multiplicacién in vitro de meristemos de cafia de azucar

El cultivo de meristemos es la técnica mas utilizada para el saneamiento de plantas
infectadas, se basa en el supuesto de que no todas las células de un meristemo apical
estan infectadas con el patdgeno, pues no llegan los haces vasculares y que por lo tanto
es posible disectar una region no infectada y regenerar una planta sana (Molina,
Maddaleno, Sut, Ovalle, & Garcia, 2012).

Este sistema permite, ademas de la destruccion por termoterapia de los patégenos, una
rapida multiplicacion del material. El desarrollo de una metodologia para el cultivo de cafia
de azucar in vitro, surgié como respuesta a la necesidad de erradicar enfermedades de
tipo sistémico, y para mantener y multiplicar materiales de escasa disponibilidad (Victoria
& Calderon, 1995).

El proceso de multiplicacion in vitro exige unos manejos adecuados de los tallos, que una
vez cortados, se lavan con jabon y se sumergen en agua caliente a 50 °C durante 1 hora;
posteriormente se cortan en trozos con una yema y se siembran en vasos con suelo
estéril. Después de la emergencia, las plantas se mantienen aproximadamente 20 dias en
una cadmara de termoterapia a una temperatura constante de 41 ° C y un fotoperiodo de 12
horas (Gémez y Piza 1992; Moreno 1991). Los tallos de las plantas, una vez que se tratan
con termoterapia, se cortan en trozos de 7 a 10 cm; se lavan con jab6n y agua corriente;
luego se escurren y se sumergen, primero, en alcohol al 96% durante 10 segundos vy,
después, en hipoclorito de calcio al 4% durante 15 minutos. Para recolectar las yemas, los
tallos se secan con un papel filtro estéril; y en un estereoscopio con la ayuda de una pinza,
un punzon y un bisturi estéril, se hace la diseccion y extraccion del meristemo, que mide
entre 1 y 2 mm y contiene dos primordios foliares. El meristemo se establece y desarrolla
en un medio de cultivo MS de etapa inicial durante 10 dias en la oscuridad y 5 dias en la

luz (Moreno y Victoria 1991).



84

En CENGICANA, los segmentos de tallo con una yema son tratados con agua caliente a
51 °C durante 1 hora, luego son colocadas en una bandeja plastica con papel absorbente
humedecido, a temperatura ambiente y oscuridad durante 10 dias, para favorecer la

brotaciéon de las yemas (Figura 25).

Figura 25. Brotacion de yemas para la obtencién de meristemos (Molina, Maddaleno, Sut,
Ovalle, & Garcia, 2012).

Posteriormente realizan una desinfeccion superficial con una solucién de hipoclorito de
sodio al 2 por ciento v/v durante 20 minutos y luego son lavados tres veces con agua
esterilizada dentro de la camara de flujo laminar. Posteriormente se extraen los
meristemos apicales con un diametro aproximado de 0.2 — 0.5 mm a partir de los brotes
desinfectados (Figura 26) y son inoculados en un medio MS, los meristemos son
incubados a 25 °C durante ocho dias bajo condiciones de oscuridad con el objetivo de
disminuir el dafio causado por oxidacion y posteriormente son trasladados a condiciones
de luz con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad y la misma temperatura (Molina,
Maddaleno, Sut, Ovalle, & Garcia, 2012).
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Figura 26. Detalle del meristemo apical utilizado como explante (Aumento 15X) (Molina,
Maddaleno, Sut, Ovalle, & Garcia, 2012)

De acuerdo con lo anterior, a partir de un tejido meristematico Unico cultivado in vitro, se

pueden obtener 1600 plantas en 3 meses (Victoria & Calderén, 1995).

3.3 MARCO REFERENCIAL

3.3.1 Lugar y condiciones del lugar

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del Ingenio Magdalena
(BIOMAG), ubicado en la finca San Patricio km 99.5 carretera a Sipacate, La Democracia,

Escuintla (Ver Capitulo I).

La investigacion se llevo a cabo bajo condiciones controladas de laboratorio, dentro del
cual se manejan dos salas de desarrollo de plantas con diversos cultivos, dentro de los
cuales es posible mencionar: Cafla de Azucar (Saccharum officinarum), Orquideas,
Gusnay (Spathiphyllum sp.), Vetiver (Chrysopogon zizanioides); cada sala de desarrollo de
plantas posee iluminacion artificial controlada (3,000 lux por 16 horas luz), y temperatura
de 25+2 °C.
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3.4 EVALUACION DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO Y CONCENTRACIONES
DE CALCIO EN LA EMISION DE RAICES PARA CANA DE AZUCAR (Saccharum
spp.).

3.4.1 Objetivos

3.4.1.1 General

Evaluar dos diferentes medios de cultivo y seis diferentes concentraciones de Calcio para
la induccién de raices en cafia de azucar (Saccharum spp.), en el area de Biotecnologia

de la finca San Patricio.
3.4.1.2 Especificos:

a. Determinar el medio de cultivo que presente una mayor emision de raices en
plantas de cafia de azucar.

b. Determinar la combinacion de medio de cultivo y Calcio que induzca el mayor
porcentaje en formacion de raices en cafa de azlcar.

c. Demostrar que el Calcio puede ser utilizado como regulador de crecimiento para la
induccion y formacion de brotes y raices en cafa de azucar.

d. Identificar un sustituto del medio de enraizamiento actualmente utilizado en la

biofabrica.

3.4.2 Metodologia

3.4.2.1 Descripcioén de tratamientos

Se evaluaron 18 tratamientos, dos medios de cultivo con seis diferentes concentraciones
de Calcio (12 tratamientos) y seis tratamientos con agua destilada y las diferentes

concentraciones de Calcio.

Los medios de cultivo utilizados fueron el MS (Murashige & Skoog) y una modificacién del
medio MS, utilizado como medio de enraizamiento dentro de la biofabrica, llamado MR, el
cual contiene basicamente las sales brindadas por el medio MS, enriquecido con IBA 1
mg/L y 40 gr/L de sacarosa. En el Cuadro 14 se presenta la descripcion de cada uno de

los tratamientos evaluados.
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Cuadro 14. Descripcion de tratamientos para la induccion de raices en plantas de cafia de

azucar.
Tratamiento Medio de | Concentracion
cultivo! | de Calcio (ppm)

1 H20 0

2 H20 20
3 H20 40
4 H20 60
5 H20 80
6 H20 100
7 MS 0

8 MS 20
9 MS 40
10 MS 60
11 MS 80
12 MS 100
13 MR 0

14 MR 20
15 MR 40
16 MR 60
17 MR 80
18 MR 100

3.4.2.2 Elaboracion, distribucion y esterilizacion de medios de cultivo

Para la elaboracion de los medios de cultivo, se utilizé la metodologia que se lleva a cabo
actualmente dentro del laboratorio de BIOMAG; para esto se utilizaron soluciones madre

de macroelementos, microelementos y vitaminas; segun lo requerido de cada medio de

1 La composicion de cada uno de los medios de cultivo (MS, MR) son detallados en anexos.
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cultivo (detalles en anexos) y utilizando el sulfato de calcio (CaSO4) como fuente de calcio

en las concentraciones requeridas segun los tratamientos.

Seguidamente el medio de cultivo se distribuy6 en frascos de vidrio, agregando 25ml de
medio por frasco; y posteriormente se sometieron a un proceso de esterilizacion en un
autoclave durante 20 minutos a una temperatura de 120 grados centigrados y 15 libras por

pulgada cuadrada de presion.
3.4.2.3 Siembra e incubacion

Las plantas que se utlizaron para la evaluacibn se encontraban en medio de
multiplicacion, las cuales se dividieron con el fin de sembrar tres brotes definidos por
frasco de medio de cultivo; este proceso se realizé en una camara de flujo laminar,

utilizando pinzas y bisturis debidamente esterilizados.

Figura 27. Division y siembra de brotes de cafia.

Posteriormente a la siembra las plantas fueron trasladadas a la sala de desarrollo, en
donde las condiciones de incubacion se encontraban alrededor de 25°C de temperatura y
un fotoperiodo de 16 horas.
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3.4.2.4 Tamafo experimental

La evaluacion estuvo conformada por 18 tratamientos y 4 repeticiones, en donde cada
repeticion estuvo conformada por una unidad experimental (un frasco con tres plantas);

haciendo un total de 72 unidades experimentales.
3.4.2.5 Variables respuestas

° Porcentaje de induccion de raices

°  Numero promedio de raices emitidas
°  Numero promedio de brotes emitidos
° Tamafo promedio de brotes (cm)

° Numero promedio de plantas finales
° Largo promedio de raices

° Peso promedio de raices (Q)
3.4.2.6 Toma de datos

La estimacion de las diferentes variables propuestas se realiz6 a partir de las 2 semanas

de la siembra de explantes.
3.4.2.7 Andélisis de la informacion

A los valores de las variables evaluadas se les aplicé un analisis descriptivo con base en
porcentajes y medias obtenidas, para la posterior elaboracion de cuadros y figuras,

obteniendo una mejor ilustracién de las respuestas obtenidas.
3.4.3 Resultados y discusién

A partir de la segunda semana después de la transferencia de los brotes de cafa de
azucar a los diferentes tratamientos evaluados, se empez0 a notar la presencia de raices
adventicias en la mayoria de los tratamientos (Figura 28); por lo que se procedio a la toma

de datos.
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Figura 28. Formacion de raices adventicias en cafia de azucar

En el Cuadro 15 se muestran los datos obtenidos para cada una de las variables
respuestas en cada repeticion; cabe resaltar que aquellas repeticiones que estén
identificadas con una “c” nos indican que la unidad experimental se encontraba en estado
de contaminacién y debido a las condiciones de asepsia que se tienen dentro del
laboratorio, la toma de datos de dicha unidad experimental fue imposible. De igual manera
aquellas repeticiones que se encuentran identificadas con una “x” nos indican perdida de

la unidad por muerte del explante.
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El porcentaje de induccion de raices para cada uno de los tratamientos se determind en
base a porcentaje, los porcentajes obtenidos para cada uno de los tratamientos se
observan en la Figura 29, observando los mejores resultados en la utilizacién del medio
MS y MR con un 100% de induccion de raices en la mayoria de las concentraciones de

Calcio utilizadas.
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100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Oppm 20 100 O ppm 20 100 Oppm 20
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Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca
H20 MS MR

Tratamiento

Figura 29. Porcentaje de induccion de raices en brotes de cafia de azlcar para cada uno

de los tratamientos evaluados.

Aungue algunos de los tratamientos obtuvieron un 100% de induccién de raices en sus
explantes, cabe resaltar que también existieron unidades experimentales que presentaban
contaminacion, por lo que al obtener un explante contaminado inmediatamente es

desechado dentro del laboratorio (Figura 30).

En el Cuadro 16 se muestra el numero de unidades experimentales contaminadas por
hongo o bacteria, observando que el mayor porcentaje de unidades experimentales
contaminadas por bacteria se obtuvo en la utilizacién de agua destilada y Calcio, de igual
manera se observé contaminacion por bacteria y hongo en cuatro de los tratamientos con



93

medio de cultivo MR, a diferencia de los tratamientos con medio de cultivo MS, que en su

totalidad estaban libres de contaminacion (Figura 31).

En aquellas unidades contaminadas por bacteria, si fue posible la toma de datos, sin
embargo se evitd el uso de pinzas y bisturis para evitar la contaminacion de otros

explantes.

Cuadro 16. Unidades experimentales contaminadas y tipo de contaminacion.

Tratamiento Contaminacion Tlpo_ de -
contaminacion
0 ppm Ca 1 Bacteria
20 ppm Ca 2 Bacteria
40 ppm Ca 3 Bacteria
60 ppm Ca 3 Bacteria
80 ppm Ca 4 Bacteria
H20 | 100 ppm Ca 4 Bacteria
0 ppm Ca 0 Ninguna
20 ppm Ca 0 Ninguna
40 ppm Ca 0 Ninguna
60 ppm Ca 0 Ninguna
80 ppm Ca 0 Ninguna
MS 100 ppm Ca 0 Ninguna
0 ppm Ca 0 Ninguna
20 ppm Ca 0 Ninguna
40 ppm Ca 1 Hongo y bacteria
60 ppm Ca 1 Hongo y bacteria
80 ppm Ca 1 Hongo y bacteria
MR 100 ppm Ca 1 Hongo y bacteria
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Figura 30. Unidades experimentales contaminadas por presencia de hongo y bacterias.
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Figura 31. Porcentaje de unidades experimentales contaminadas para cada tratamiento
evaluado.
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La contaminacion obtenida en el medio de agua destilada mas Calcio, se atribuye a la falta
de nutrientes minerales para el buen desarrollo de los explantes, por lo que los tejidos
empiezan un proceso de descomposicion y putrefaccion, dando lugar al desarrollo de

bacterias en el medio.

Para cada variable respuesta se obtuvo un promedio de las cuatro repeticiones por
tratamientos, dichos promedios obtenidos se muestran en el Cuadro 17. Para cada una de
las variables respuestas se realizd un andlisis comparativo de cada uno de los
tratamientos, identificando para cada medio la concentracion de Calcio que indica el mayor

valor obtenido.

En la Figura 32 se observa el comportamiento de cada uno de los tratamientos evaluados
en el nimero promedio de raices obtenidas por explante, se identificé que en agua con 20
ppm de Calcio se obtenia un promedio de 2 raices por explante, sin embargo en el medio
MS con 20 ppm de Calcio el promedio de raices por explante correspondia a 39.5, asi
también en el medio MR con 60 ppm de Calcio el nimero promedio de raices por explante
fue de 78.7.
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Figura 32. Numero promedio de raices adventicias obtenidas para cada tratamiento

evaluado.

El alto nimero de raices obtenidas por explante en el medio de cultivo MR con 60 ppm
puede atribuirse a la combinacién del Calcio y la auxina IBA; sin embargo, cabe mencionar
que en dicho tratamiento se obtuvo un 25% de contaminacion de los explantes.

En la Figura 33 se muestra la diferencia que existe en cuanto al nimero de raices por
explante, en la imagen 1 se observan las raices adventicias obtenidas en agua con 20
ppm de Calcio, la imagen 2 representa al medio MS con 20 ppm de Calcio y la imagen 3

representa al medio MR con 60 ppm de Calcio.



98

Figura 33. Raices adventicias obtenidas en brotes de cafia de azucar. Agua con 20 ppm
de Calcio (1); MS con 20 ppm de Calcio (2); MR con 60 ppm de Calcio (3).

En la Figura 35 se muestra una comparaciéon del niumero y largo promedio de raices
obtenidas para cada tratamiento, identificando que en la mayoria de los tratamientos
existe una relacion directa entre estas dos variables, es decir que el medio de cultivo que
es capaz de inducir un mayor numero de raices, también es capaz de inducir un buen

desarrollo en ellas.

Figura 34. Representacion del largo de raices adventicias.
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Figura 35. Comparaciéon del numero y largo promedio de raices obtenidas.

En la Figura 36 se puede observar el comportamiento de la induccion de nuevos brotes
para cada uno de los tratamientos, se identificaron los mejores valores obtenidos para
cada medio; en el caso del tratamiento de agua con 0 ppm de Calcio, se obtuvo un
promedio de 7 brotes por explante, esto puede ser parte de una respuesta de
supervivencia de la planta, debido al estrés que se le estaba provocando al no

suministrarle ningun tipo de nutrientes al medio.

En el caso del medio MS, el mayor valor obtenido corresponde a la adicion de 20 ppm de
Calcio con un namero de 12 brotes promedio; en el medio MR el mayor valor obtenido

corresponde a 11 brotes promedio con la utilizacion de 100 ppm de Calcio.
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Figura 36. Numero promedio de brotes inducidos.

La relacién obtenida entre el nimero y largo de raices es similar a la relacion obtenida
entre el nimero y tamafio de estos, debido a que los brotes presentan un mayor tamafio
en aquellos tratamientos que presentan un mayor numero de brotes, dicha comparacion

puede observarse en la Figura 38.

Figura 37. Nuevos brotes obtenidos en cafia de azUcar.
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Figura 38. Comparacion del niumero y tamafio de brotes obtenidos.

Las diferentes concentraciones de Calcio en agua no presentaron ningun efecto en cuanto
a la formacion de brotes, debido a que el mayor nimero y tamafio de brotes se obtuvo con
la utilizacién de agua sin Calcio, sin embargo como se muestra en la Figura 39, los brotes

presentan poco desarrollo y una coloracion amarillenta.

Figura 39. Brotes obtenidos en agua con 0 ppm de Calcio.
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Sin embargo, en la utilizacion del medio MS con 20 ppm de Calcio, se obtuvo un nimero
promedio de 12 brotes, brotes que presentaban un tamafio promedio de 15cm. En la

Figura 40 puede apreciarse la calidad de brotes obtenidos, debido a que son brotes bien

definidos, presentan un buen desarrollo y una buena formacién de macolla.

Figura 40. Brotes obtenidos en medio MS con 20 ppm de Calcio.

En el medio MR con 100 ppm de Calcio se obtuvo un numero promedio de 11 brotes,
tomando en cuenta que una repeticion se perdioé por contaminacion (representa al 25% del
tratamiento). En la Figura 41 pueden observarse que las macollas presentan un alto
namero de brotes, sin embargo, comparados con los brotes obtenidos en el medio MS,
estos son menos desarrollados y vigorosos.
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Figura 41. Brotes obtenido en el medio MR con 100 ppm de Calcio.

Segun los datos obtenidos y las comparaciones realizadas para cada variable respuesta,
el medio de cultivo MS en combinacion con Calcio es capaz de la induccién y formacion de
raices en brotes de cafia de azucar, obviamente en cuanto al numero de raices formadas,
el medio MR presentdé una mejor respuesta debido a que este medio se encuentra
enriquecido con IBA, mas sin embargo en ausencia de IBA, el Calcio podria ser un

sustituyente.

En el medio de cultivo MS, los mayores valores se obtuvieron con la adicion de 20 ppm de
Calcio; por lo que este medio podria ser un ideal sustituto del medio MR para la etapa de
enraizamiento, debido a que el calcio presenta una buena respuesta en la formacion de

brotes y raices.

Para conocer el medio de cultivo que presenta mejor respuesta, sin influencia de Calcio;
se tomaron en cuenta los tratamientos con 0 ppm de Calcio.

Los datos se muestran en el Cuadro 18, observando que para cada una de las variables

respuestas el medio MR con 0 ppm de Calcio presenta los valores mas altos con respecto
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a los otros dos tratamientos; y esto posee una explicacion logica, debido a que este medio

de cultivo esta enriquecido con 1 mg/L de IBA.

Cuadro 18. Resultados obtenidos para cada medio de cultivo con 0 ppm de Calcio.

o Largo Tamafo Ndmero
Descripcidn . ) . ) ) Peso
. NUumero promedio NUumero promedio | promedio )
Tratamiento de . ) _ promedio
. promedio | deraices | promedio | de brotes | de plantas .
tratamientos ) . de raiz (g)
de raices (cm) de brotes (cm) finales
1 H20 2.33 2.27 6.50 6.98 10 0.01
7 MS 20.25 0.98 9.00 12.30 12 0.11
13 MR 69.25 2.48 9.50 12.40 13 0.24
3.4.4 Conclusiones

a. El medio de cultivo que presenta una mayor emision de raices en cafia de azucar
es el medio MR.

b. El medio de cultivo MR con 60 ppm de Calcio, presenta un mayor porcentaje de
formacion de raices en cafia de azucar.

c. Los medios de cultivo suplementados con Calcio, presentaron una mejor respuesta
en cuanto a la formacién de brotes y raices adventicias, por lo que demuestra que
el Calcio actia como un regulador de crecimiento.

d. El medio MS con 20 ppm de Calcio es capaz de sustituir el medio MR, debido a que

presenta los mayores valores obtenidos en cada una de las variables respuestas.
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3.5 EFECTO DE TRES METODOS DE DESINFECCION EN YEMAS DE CANA DE
AZUCAR (Saccharum spp.) PARA LA EXTRACCION DE MERISTEMOS.

3.5.1 Objetivos

3.5.1.1 General

Evaluar tres métodos de desinfeccion en yemas de cafa de azlcar para la extraccion de

meristemos.
3.5.1.2 Especificos

a. Determinar el método de desinfeccibn que presente mayor porcentaje de
contaminacion y muerte de meristemos.

b. Determinar el método que presente mayor porcentaje de meristemos libres de
contaminacion.

c. Plantear recomendaciones para la mejora de los resultados en la obtencion de

meristemos de carfia de azUcar.

3.5.2 Metodologia
3.5.2.1 Descripcion de tratamientos

Los métodos de desinfeccion que fueron utilizados durante la evaluacion son detallados a

continuacion:
A. Método 1

Este método es el que se utiliza tradicionalmente para la desinfecciéon de yemas de cafa
de azucar dentro del laboratorio; dicho proceso se lleva a cabo en dos diferentes areas, en
el area de recepcion de material vegetal (Cuadro 19) se realiza una desinfeccion previa al
corte de los brotes meristematicos (comunmente llamados “toletes” (Figura 42)) y la
eliminacién de los foliolos externos; los cuales, posteriormente son sumergidos en una

solucién desinfectante.



106

Cuadro 19. Método tradicional para la desinfeccion y limpieza de toletes de cafia en el

area de recepcion de material vegetal.

Tiempo |Solucién-Concentracidon |Observaciones

Seguidamente se realiza un lavado con
35 min Cloro al 33%+Tween20 agua corriente y el corte de los brotes

meristematicos.

Posteriormente son eliminados al menos
15 min Cloro al 20%+Tween20 dos foliolos que envuelven los brotes

meristematicos.

10 min Cloro al 16%+Tween20

Posterior a recibir una desinfeccién previa, los toletes son ingresados al area de
multiplicacion (Cuadro 20), en donde son desinfectados en una camara de flujo laminar y

preparados para la extraccion de meristemos.

Cuadro 20. Método tradicional para la desinfeccion de toletes en el &rea de multiplicacion.

Tiempo |Solucién-Concentracion |Observaciones

Al final de la desinfeccion dentro de la
5 min Alcohol al 75% camara de flujo laminar se realiza un triple

lavado con agua destilada estéril.

10 min Cloro al 33%+Tween20

10 min Cloro al 33%+Tween20

B. Método 2

En este método el agua corriente fue sustituida por agua destilada y se redujeron los
tiempos de desinfeccién en solucion de Cloro, tanto en el area de recepcion de material

vegetal (Cuadro 21), como en el area de multiplicacion (Cuadro 22).
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Cuadro 21. Método 2 para la desinfeccidon y limpieza de toletes de cafia en el area de

recepcion de material vegetal.

Tiempo Solucién-Concentraciéon |Observaciones
' Seguidamente se realizo el corte de los
20 min Cloro al 25% ' .
brotes meristeméticos.
Posteriormente  son eliminados al
Agua destilada menos dos foliolos que envuelven los
brotes meristematicos.
5 min Cloro al 20%

Cuadro 22. Método 2 para la desinfeccion de toletes en el area de multiplicacion.

Tiempo Solucién-Concentracion |Observaciones
Al final de la desinfeccion dentro de la
5 min Alcohol al 75% camara de flujo laminar se realiz6 un
triple lavado con agua destilada estéril.
15 min Cloro al 35%
C. Método 3

En este método se realiz6 un lavado profundo de las yemas con agua corriente y

solamente un tiempo de desinfeccion con hipoclorito de Calcio en el area de recepciéon de

material vegetal (Cuadro 23), en el area de multiplicacion también se sustituy6é el Cloro

comercial por hipoclorito de Calcio (Cuadro 24).

Cuadro 23. Método 3 para la desinfeccion y limpieza de toletes de cafia en el area de

recepcion de material vegetal.

Tiempo |Solucion-Concentracion |Observaciones
_ ) Seguidamente se realizo el corte de los
20 min Agua corriente ] .
brotes meristematicos.

Agua destilada Posteriormente son eliminados al menos

£ mi Hipoclorito de calcio al dos foliolos que envuelven los brotes
min
10% meristematicos.
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Cuadro 24. Método 2 para la desinfeccion de toletes en el &rea de multiplicacion.

Tiempo Solucién-Concentracion |[Observaciones

Al final de la desinfeccion dentro de la
1 min Alcohol al 75% camara de flujo laminar se realizé un
triple lavado con agua destilada estéril.

10 min Hipoclorito de calcio al 5%

Figura 42. Brotes meristematicos de cafia de azucar (toletes).

Figura 43. Toletes después de la eliminacién de foliolos externos.
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3.5.2.2 Siembra e incubacion

Posteriormente a la desinfeccion de los toletes en el area de multiplicacion (Figura 44), se
procedio a la extraccion de meristemos (Figura 45); los cuales fueron sembrados en tubos

de ensayo con medio de cultivo MS.

Figura 44. Toletes desinfectados, listos para la extraccion de meristemos.

Figura 45. Extraccion de meristemos en cafia de azUcar.



110

Después de la siembra las plantas fueron trasladadas a la sala de desarrollo, en donde las
condiciones de incubacién se encontraban alrededor de 25°C de temperatura y un

fotoperiodo de 16 horas.
3.5.2.3 Variables respuestas

° Porcentaje de contaminacion provocada por bacterias.
° Porcentaje de contaminacion provocada por hongos.
° Porcentaje de mortalidad.

° Porcentaje de meristemos libres de contaminacion.
3.5.2.4 Toma de datos

Para cada uno de los tratamientos, se realizaron cuatro lecturas a cada cinco dias,
eliminando inmediatamente, después de cada lectura, aquellos tubos de ensayo

contaminados.
3.5.2.5 Anélisis de la informacién

A los valores de las variables evaluadas se les aplico un analisis descriptivo con base en
porcentajes y medias obtenidas, para la posterior elaboracion de cuadros y figuras,
obteniendo una mejor ilustracion de las respuestas obtenidas.

3.5.3 Resultados y Discusion

Después de que los meristemos permanecieran 20 dias en el medio de cultivo, se realizo
la ultima lectura, determinando para cada uno de los métodos evaluados el porcentaje de

contaminacion total provocada por bacterias y hongos.

En el Cuadro 25 se muestra el nimero y el porcentaje de meristemos contaminados por
bacterias, los cuales fueron identificados por presentar una consistencia lechosa en el
medio de cultivo; es posible observar que en todos los métodos utilizados existen valores
muy elevados de contaminacion por bacterias, sin embargo el método 2 presenta el menor

porcentaje de contaminacion con un 62.24%.



Cuadro 25. Numero y porcentaje de meristemos contaminados por bacterias.

Método NUmero Porcentaje
1 68 69.39 %
2 61 62.24 %
3 83 88.30 %

En el Cuadro 26 se muestra el nimero y el porcentaje de meristemos contaminados por
hongos, los cuales fueron identificados por presentar micelio en el medio de cultivo; dentro
de los métodos evaluados el método 3 presenta un mayor porcentaje de contaminacion
con 7.44 %.

Cuadro 26. Numero y porcentaje de meristemos contaminados por hongos.

Método Numero Porcentaje
1 4 4.08 %
2 4 4.08 %
3 7 7.44 %

En el Cuadro 27 se muestra el nUmero y porcentaje de mortalidad de meristemos para
cada uno de los métodos evaluados, es posible observar que el método 3 presentd un

menor porcentaje con 3.19 %.

Cuadro 27. Namero y porcentaje de mortalidad de meristemos.

Método NUmero Porcentaje
1 17 17.35 %
2 16 16.33 %
3 3 3.19%

La mortalidad en el método 1 y 2 pudo ser influenciada por las altas concentraciones de
Cloro utilizadas, lo que pudo haber provocado quemaduras o muerte del material vegetal,
ya que en el método 3 se utilizaron bajas concentraciones de hipoclorito de Calcio con

menores tiempo de inmersién, los dafios provocados fueron menores.

En el Cuadro 28 se presenta el niumero y porcentaje total de meristemos libres de
contaminacion, en donde el método 2 obtuvo un mayor porcentaje de meristemos libres de

contaminacion, con un 17.35 %.
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Cuadro 28. Numero y porcentaje de meristemos libres de contaminacion.

Método NUmero Porcentaje
1 9 9.18%
2 17 17.35%
3 1 1.06 %

En la Figura 46 es posible observar el comportamiento de cada una de las variables en
cada método de desinfeccién evaluado, siendo el método 2 con menor porcentaje de
contaminacion provocada por bacterias, hongos y un mayor porcentaje de meristemos

libres de contaminacion.
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Figura 46. Porcentaje de contaminacion, mortalidad y meristemos libres para cada uno de

los métodos evaluados.

Considerando el método 2 como el mejor método para la obtencion de meristemos libres
de contaminacion, mas sin embargo este posee un alto porcentaje de mortalidad de
meristemos sembrados (16.33 %), es posible suponer que los meristemos permanecieron
mas tiempo de lo recomendado en el medio de cultivo, por lo que la mortalidad puede
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verse afectada por la oxidacion de los explantes, liberacion de bacterias endogenas, falta

de nutrientes, entre otros factores. Por lo que en la

Figura 47 se representa el comportamiento de contaminacion-muerte acumulativa de los

meristemos comparada con la obtencion de meristemos libres.

Contaminados-muertos Libres de contaminacion

DIiAS

Figura 47. Numero de meristemos contaminados-muertos vs. meristemos libres de

contaminacion.

Es posible observar que la contaminacién y muerte de meristemos aumenta en el tiempo,
por lo que seria recomendable tener mayor control de calidad en el area de invernadero,
antes de ingresar las yemas al laboratorio o bien implementar un tratamiento térmico
dentro del laboratorio, ya que existen dos unidades térmicas que provee las condiciones

adecuadas para un tratamiento térmico y que actualmente no estan siendo utilizadas.

Por otro lado se recomienda el uso de la técnica de extraccion de meristemos, descrita por
CENGICANA (Molina, Maddaleno, Sut, Ovalle, & Garcia, 2012), debido a que en la
metodologia de extraccion utilizada actualmente los meristemos aun son sembrados con
foliolos de gran tamafo (1 a 2 cm de largo) mientras que lo recomendado es obtener

meristemos con un tamafno de 1 a 2 mm con dos primordios foliares.
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Conclusiones

El método 3, en el cual se utilizaba hipoclorito de calcio como sustituyente del cloro

comercial, presenté un mayor porcentaje de contaminacion y muerte de meristemos
con un 98.94%.

El mayor porcentaje de meristemos libres de contaminacion se obtuvo al aplicar el

método 2, obteniendo un 17.35% de meristemos libres.

Recomendaciones para la obtencién de mejores resultados:

El proceso de estimulacion de brotaciébn de yemas podria realizarse en las
unidades térmicas interiores de la biofabrica, debido a que estas se
encuentran en la capacidad de proveer las condiciones de termoterapia para
la eliminacion de patégenos.

Reducir los tiempos de desinfeccion en cloro, ya que los brotes
meristematicos pueden verse afectados por la concentracion y tiempo que
permanecen dentro de la solucion.

El método 2 podria ser un buen sustituyente del método utilizado
tradicionalmente.

Realizar la extraccion de meristemos como lo recomienda CENGICANA,
dejando solamente el meristemo, debido a que una mala extraccion de

meristemos no presentara ventajas en la propagacion in vitro.
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