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Evaluacidén de la'respuesta a la induccién de callo y

regeneracién de plantas de Gypsofilia, (Gypsophila paniculata

var. Bristol fine), utilizando varios explantes y tratamientos
- de auxinas-citocininas, en condiciones diferentes de 1luz.

Auxin and cytokinen treatment in callus induction and plant
regeneration of various explants of Gypsofilia, (Gypsophila
paniculata var. Bristol fine), under different light conditions.

RESUMEN
La micropropagacién in vitro es una técnica ampliamente
utilizada para 1la propagacién a gran escala de plantas con

importancia econémica.

Esta investigacidn tiene el objetivo de lograr la regeneracidn
de plantas a partir de callos provenientes de explantes de raiz,

tallo y de 1las hojas de plantas de Gipsofilia, (Gypsophila

paniculata var. Bristol fine.).

Gipsofilia es una planta ornamental utilizada en Guatemala

como flor de corte en jardineria, pero en otras partes de Europa se

aprovechan también sus propiedades medicinales. Debido a los usos

medicinal y ornamental de esta planta, la demanda de los mercados

extranjeros se ha incrementado, asi como también los agricultores

que se dedican a su produccién y posterior exportacién.
Los agricultores han logrado disminuir el tiempo de la

produccisén del cultivo al importar pléntulas del exterior. Para

evitar 1la importacién de este material los agricultores han

requerido estudios sobre micropropagacidn de esta planta y en los

trabajo fectuadoso anteriormente solo se obtuvo 2-3 plantas a
s e

partir de meristemos. sin embargo con esta técnica, se pierden las
em

unidades productivas que generan material valioso para ellos



Con la técnica de induccién de ”callo Yy posterior regeneracién
de plantas a partir de otros e"xplahtes; se resuelve el problema de
la pérdida de material valioso, y permite ademis obtener muchas
plantas de cada explante. Al evaluar esta técnica se abre un nuevo
campo en la micropropagacién in vitro, laﬁn no utilizado en 1la
Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos.

Para lograr un mejor resultado de este trabajo, el estudio se
dividié en dos fases; la primera contemplé la induccién de callo a
partir de explantes de hojas, raiz y tallo, y la segunda fase se
orienté a 1la regeneracién de plantas a partir de los callos
inducidos en 1la primera fase, utilizando para las dos fases
diferentes concentraciones de auxinas-citocininas. Como cada tipo
de explante requiere de condiciones variadas de fotoperiodo para su |
desarrollo, se hicieron tres experimentos en la primera fase, en
donde se colocaron los explantes en tres fotoperiodos diferentes Yy
en la segunda fase se colocaron.los. callos en dos condiciones
diferentes de fotoperiodo

Se llegé a la conclusidn de que los explantes hoja, tallo Y
raiz responden a 1la induccidén de callo en las relaciones de
concentracién de auxinas-citocininas en e) rango de 0.3 mg/1 a 5.0
mg/l de 2,4-D y de 0.5 a 0.6 mg/l de BAPp.

Los callos inducidos en la primera fase, respondieron a la
regeneracién de plantas .de acuerdo 4 lags combinaciones Y
concentraciones hormonales utilizadas dentro gel rango de 1.0 mg/l
a 9.0 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de AIA. |

El fotoperiodo de 1luz constante 1zg 24 horas fué el més

efectivo en la induccién de callo y regeneracién de plantas.




Se recomienda para futuros trabajos en la induccién de callo
Y regeneracidén de plantas de Gipsofilia, utilizar los explantes de
hoja superior, media, tallo y raiz y aplicar en ellos antes de
sembrar un pretratamiento con inmersiones en soluciones de alcohol
al 70% durante 2 minutos y en cloro al 0.75% durante 20 minutos; a
esta Gltima solucidén agregar 3 gotas de Tween 20.

Para la fase de induccién de callo, utilizar los tratamientos:
para hoja superior y hoja media, la relacién auxina-citocinina (0.5
mg/1 2,4-D--5.0 mg/1 BAP). Para tallo (0.3mg/l a 3.0 mg/l de 2,4-
D--0.5mg/l a 0.6 mg/l de BAP), y para raiz (3.0 mg/l 2,4-D-0.5
1mg/1l BAP).

Para la fase de regeneracién de plantas utilizar 1los
tratamientos: para callos generados en la obscuridad provenientes
de: tallo (1.0 mg/l de BAP), para hoja media (0.5 mg/l de ANA y
1.0 mg/l de KIN).

Para callos generados en luz constante provenientes de hoja
superior (0.5 mg/l de AIA y 3.0mg/l de BAP); para tallo (0.5 mg/l
de ATIA y 6.0 mg/l a 9.0 mg/l de BAP).

Para callos generados en fotoperiodo 12/12 provenientes de
raiz (0.5 mg/l de AIA y 1.0 mg/l a 6 mg/l de BAP).

Se recomienda establecer un procedimiento de desinfeccién del

explante raiz para eliminar la contaminacién del material vegetal
Yy volver a evaluarlos con los mismos tratamientos en la fase de

induccién de callo y regeneracidn de plantas, ya que este explante

produjo brotes masivos.



1. Introduccién

g La micropropagacidn in vitro es una técnica ampliamente

utilizada para propagar plantas cuya propagacidn sexual o asexual
es dificil por 1las caracteristicas del material o por que se
requiere condiciones ambientales especificas. Esta técnica también
es utilizada para la propagacién a gran escala de plantas con
importancia econémica, o bien para obtener cultivos libres de
patdgenos, mejoramiento genético, bioconversién de productos titiles
o metabolitos secundarios, formacién de hibridos interespecificos,
conservacién e intercambio de germoplasma, etc.

Para que el cultivo in vitro sea efectivo en cada uno de sus
aplicaciones es indispensable el desarrollo de varias técnicas

especificas de acuerdo a las particularidades ecofisiolégicas del

cultivo que se trate.

i i una
Gipsofilia (Gypsophila paniculata var. Bristol fine), es

planta ornamental y medicinal utilizada en Guatemala y otras partes

del mundo como flor de corte en jardineria. En Europa esta planta

terior
es muy Gtil en la farmacologia, por lo que su demanda del ex

se ha incrementado al igual que el nGmero de los agricultores que

se dedican a su produccién y exportacion.

Al cultivarse en una forma intensiva la disminucién del tiempo

de cultivo es un factor que se ha logrado disminuir mediante el uso

de plantulas producidas e importadasj estas se cultivan y al final

de su desarrollo se exporta el tallo floral y la flor en fresco O

en seco.



La respuesta de esta planta al cultivo in vitro ha sido buena,

Y se ha podido regenerar plantas a partir de meristemos apicales

del tallo, pero al utilizar esta técnica, se pierde 1a unidad

productiva; por cada meristemo usado, obteniéndose Gnicamente 2-3

plantas de cada uno.

La evaluacidén de otras técnicas de cultivo in vitro; como lo
es la regeneracidn de plahtas a partir de callo, que se pueden
inducir a partir de explantes de hojas, porciones terminales del
tallo y raiz, puede dar otra sélida al problema de la pérdida de
materiai valioso, ya que con esta técnica no se sacrifican unidadeé
reproductivas, por otro lado representa una alternativa para la
producciédn de una cantidad considerable de plantas por explante'
sembrado.

Este estudio permite abrir un nuevo campo en las técnicas de
micropropagacién atin no utilizadas en la Facultad de Agronomia de
la Universidad de San Carlos ( FAUSAC), y puede dar alternativas en
cultivos que no pueden ser propagados por meristemos.

Esta investigacién tiene el objetivo de lograr la regeneracién
de plantas a partir de callos provenientes de explantes de las
porciones terminales de raiz, tallo y las partes basales, medias Y
superiores de hojas de una planta que se encuentra al final de su
desarrollo vegetativo. E1l estudio contemplé dos fases principales;
la primera referente a la induccién de callo a partir de los

explantes y la segunda fase contempld la reg.eneracién de plantas a
partir de los callos inducidos en 1la ‘primera fase. Para las dos
fases se utilizé como medio de cultivo, el medio de Murashige-~

Skooge 1962, con diferentes combinaciones de concentraciones de

:
.
|
I
!
!
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;
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auxinas-citocininas.

Debido a que cada explante utilizado requiere de condiciones
especiales de luz-obscuridad tanto para la induccién de callo, como
para la regeneracidén de plantas, el trabajo presenta experimentos
en obscuridad, luz y fotoperiodo en la fase de induccién de callo,
Y luz y fotoperiodo en la fase de regeneracidn de plantas.

Las variables de respuesta tanto de la fase de induccién de
callo como dé la fase de regénefécién de plantas se analizaron
usando estadisticos que permiten relacionar los datos obtenidos con
los conceptos tebricos sobre micropropagacién, descartando un
disefio experimental, por lo complejo del montaje y andlisis de los
datos, debido al nGmero de factores estudiados: fotoperiodo,
explante, concentracién hormonal, induccién de callo, regeneracidn
de plantas, a la vez limitaria el andlisis de otras variables
obsevadas en el transcurso del experimento.

El experimento se efectud en el laboratorio de Cultivo de

Tejidos de FAUSAC, perteneciente al &rea tecnoldgica, sub&rea de

Manejo y Mejoramiento de Plantas.



_4tallos Y raices se extrae un compuesto quimico llamado saponina,

FAUSAC utilizando 1a técnica de cultivo de meristemos, logrando

2. Definicién del Problema

Gipsofila es una planta .ornamental Y medicinal usada
fundamentalmente en Guatemala como flor de corte para arreglos
florales y jardineria. A pesar de que en Europa esta planta es muay

requerida por sus propiedades medicinales, debido a que de 5“9:‘.{

muy Gtil en farmacologia. Los agricultores guatemaltecos que se
dedican a su reproduccién y exportacidédn, importan 1la pléantula
producida bajo condiciones especificas de invernadero, que para uha»
produccidén a gran escala representa inversiones de muchos recursos

fisicos y humanos.

La micropropagacién de este material se inicié en 1992 en

regenerar 2-3 plantas por meristemo. Sin embargo con esta técnica
Se pierde una unidad reproductiva por meristemo utilizado, lo que

Tepresenta pérdidas para los agricultores que importan la pla&ntula

Para su posterior exportacién.

El implementar otra técnica de micropropagacidén a través de la
cual se pueda obtener mayor cantidad de plantas a partir de
explantes provenientes de 6rganos vegetales que no sacrifiquen
material valioso para el agricultor, como lo son las hojas, tallos
y raices, puede contribuir a generar mayor cantidad de plantas sin

pérdidas.
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A través de la induccidn de callo se puede obtener una gran
cantidad de células que en un periodo corto puede generar una gran
cantidad de plantas iguales a la planta madre, de la cual se obtuvo

el material.



3. Marco Tebdrico
3.1 Marco Conceptual:
3.1.1 Caracteristicas Generaies de Gipsofilia (Gypsophila sp.):

Esta planta pertenece a la familia Caryophillaceae, es anual
Yy existe alrededor de 140 especies distribuidas en Estados Gnidos,
Asia, Norte de Africa fundamentalmente (2). Esta familia posee
alrededor de 80 géneros y un nfimero aproximado de 2,000 especies.
Se subdivide en tres subfamilias; alsinoidaea, silenoideae, y
paronychiodeae; gipsofilia pertenece a la subfamilia silenoideae,
conjuntamente con otros géneros como silene, melandriunm, dianthus,
agrostema etc.

Heywood 1985, menciona que cada uno de estos géneros son bien
distinguidos y ampliamente reconocibles i sin embargo dentro de cada
género g}/sreconocimiento taxonémico es difficil y controversial
(8).

Gipsofilia se desarrolla bien en climas cdlidos, templados y
frios en alturas que. oscilan entre los 2,000 Y los 9,000 pies, con
temperaturas de 15°C a 25°C. Esta planta se desarrolla en suelos
arcillosos con buen contenido de materia orgdnica y con un PH de

6.0 a 7.0 (5).

3.1.2 Anatomia y Morfologia del Cultivo:

Gipsofilia es una planta que alcanza lbs 60 cms. de altura.
Germina a los 10 dias con un porcentaje de germinacién de
aproximadamente 60%, aunque en condiciones controladas se logra un

70% de germinacién (5).
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Posee rizomas que se ramifican y se extienden por el suelo,‘de
cada extensién se forman brotes generativos o vegetativos. El
tallo posee vellocidades y es ramificado en su‘parte apical; el
largo de entrenudos es de 3.4 cms. 'Los nudos son rojos o verdes.

Las hojas son elipticas y puéden encontrarse de forma ovalada
o lanceolada, el &pice es puntiagudo. Posee tres nervaduras
principales, y sus mdrgenes son 4speros. Cada hoja mide de 7 a 10
cms. de largo y de 2-3 cms. de ancho, tienen poca vellocidad y son
de color verde tenue a verde obscuro.

Las flores son agradables, pequefias y numerosas, se disponen
en estructuras llamadas cabezuelas, pueden presentarse en la parte
terminal o lateral del tallo, pero se concentran mis en 1la parte
apical del mismo. Cada caliz presenta cinco dientes y generalmente
est4 unido, es de color verde o rojo. Posee 5 bracteas, 5 pétalos,

10 estambres, 2-3 estilos y el ovario posee muchos &vulos, las

corolas tienen colores de rosado fuerte a blanco, (2,7,)-.

Las semillas tienen forma de rifidn, se encuentran dentro de

una capsula de 1 camara. Las semillas miden aproximadamente de 1.8

a 2.2 mm de largo, 1.5-2 mm de ancho y .7 mm de altura; son

fuertemente aplanadas Y poseen abultamientos, son de color negro

romo(7).

3.1.3 Propagacién:

Es posible su Sropagaciéﬁ por semilla, necesitando 8, 10 hasta

15 Kg/Ha a una distancia de siembra de 50x40 cms. La propagacién
e

por semilla tiene mayores resultados si se utilizan semilleros.



A ke . T ammimden

Para la produccidn a nivel comercial es mejor la propagacién por
xizomas (7).

Para la propagacién vegetativa se pueden separar de las raices
los rizomas, los cuales seran los que se propagaran(7). Se puede
propagar vegetativamente también por injerto, utilizando como
patrdn plantas cultivadas 'a la interperie; 1las pGas sé toman de
ramas de 8-10 cms. producidas de planas en macetas, después de un
mes de colocadas en el invernadero. Del patrén se tomaran las
raices las cuales se cortardn 3 cms. abajo de la corona. En la

parte superior de la raiz se injerta la pGa y se amarra (6).

3.1.4 Usos de Gipsofilia:

Gipsofilia es una planta ornamental de gran utilidad en
jardines por su porte decorativo, por lo que es muy usada en
mercados de flores, floristerias etc. (5). Tanto gipsofilia como
otros géneros de Caryophyllaceae como Dianthus, Saponaria, son
cutivados en jardines en diversas formas y se han especializado en

los mercados como flor de corte (8).
.Gipsofilia también se encuentra dentro de 1la farmacopea
europea ya que tanto su parte foliar como su raiz son utilizadag’
ampliamente en la industria farmacéutica (11). De su raiz se
extrae la droga cuyo nombre comercial es Radix Saponariae Albae; y °
de la parte foliar la droga utilizada es Hierba Saponariae (7).
(Gypsophila panjculata L) y (Gypsophila arrosti Guess.) poseen
de 6 a 30% de saponinas siendo el componente fitogquimicoe mas

importante los saponinoglicésidos de los cuales el gue se encuentra




en mayor concentracidn es el compuesto ilamado Gypsosid (15).

3.1.5 Historia de la Micropfépagadiéﬁ:

La técnica de genér&r plantas nuevas en un medio de
crecimiento artificial y en condiciones aéépticas; se inicié con
investigaciones sobre fisiologia vegetal. Asi mismo estas
invstigaciones tomaron auge cuando Sacks en 1860 Y Knops 1861
observaron gque los principales nutrientes dé las plantas eran
compuesos orgénicos, para lo cual prepararon una soluciénA que
contenia una mezcla de ellos; esta mezcla se utilizé-posteriormente
por casi todos los investigadores que siguen este campo de estudio.
En 1878 Vockting aportd mis informacidén a este campo al estudiar el
comportamiento de la formacidén de nuevas-yemas Yy raices, o de yemas
axilares las cuales se colocaron en una céamara al vacio, (9).

Haberland en 1902 aisldé y cultivé tejido vegetal, utilizando

asepsia (6), mientras que Kotte en 1922 cultivé conjuntamente con

Haberland &pices radiculares de chicharo y maiz, utilizando medio

enriquecido con sales ogidnicas, glucosa, peptona ¥y varios

aminodcidos. Robinson por su parte suplementd este medio agregando

glucosa, agar y sales inorgéanicas, (9).

Para los aifos 1934-1939 Whité cultivé in vitro raices de

tomate y agregdé al medio extractos de levadura y vitaminas Y

conjuntamente con otros colaboradores, Gautheret y Nobecout

-]

indujeron el crecimiento de callo en un medio sintético (6).

En la década de los 50-60 Skoog identifica 1la cinetina y

reconoce su funcién como regulador en la iniciacién de la divisién
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celular. En 1962 Murashige y White desarrellan un medio nutritivo
con el que logran crecimiento ripido de tejido en tabaco. Este
medio es ampliamente utilizado'en cultivo in vitro (9).

'. Después de estos descubrimintos Y avances en las
investigaciones de cultivo de tejidos, se han llevado a cabo
innumerables trabajos aplicando diferentes técnicas de cultivo in
vitro, en muchas especies de plantas y utilizando diversos
explantes.i Todos estos trabajos se han orientados mas que todo a
la citologia, fusién de protoplastos, fitomejoramiento,
propagaciéh', mutagénesis, formacién de hibridos interespecificos

eté.

3.1.6 . Fases de la Micropropagacién:
Existen tres pasos importantes, que deben tomarse encuenta en

la micropropagacién, segtin lo propuesto por Murashige en 1974.

3.1.6.i Asepéia del cultivo:

| Los medios de cultivos pueden provocar la prolifaracién
de microorganismos en donde puden crecer y desarrollarse
compitiendo con el cultivo, es por eso gque es necesario que todos
los explantes estén debidamente limpios y desinfectados. Las
sustancias mds comunes para desinfectar los explantes son: el
hipoclorito de sodio o de cacio, el perdéxido de hidrégeno, el
nitrato de plata, el cloruro de mercurio, el. cloro comercial,

alcohol en diferentes concentraciones (12,13,16).
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3.1.6.2 Multiplicacién:

En esta etapa sucede la formacidn de nuevas células por
divisién, o por aumento en tamafio. Esta etapa esta influenciada
por las condiciones in vitro y la ganancia en peso seco y da como

resultado la diferenciacién de novo.

3.1.6.3 Enraizamiento de brotes y transplante:

Para que se de esta etapa, se debe trasladar el cultivo
a otro medio con menos cantidad de sales inorgénicas y cambios en
el balance hormonal, es décir disminuir las citocininas y aumentar
las auxinas. La Gltima etapa de la micropropagacién es el periodo
de endurecimiento o aclimatacién en la cual la planta deberé
colocarse en condiciones normales para su desarrollo total. Para
lograr esta fase se deberad lavar la planta y eliminar los restos
del medio de cultivo que pudieran quedar en las raices y luego
sembrarlas en suelo estéril, cubriéndolas con bolsas pléasticas a

las cuales se le abriran agujeros para irlas aclimatando poco a

poco a su nuevo habitat.

3.1.7 Factores que Influyen en la Micropropagacién:

3.1.7.1 Explante:

La eleccién de explante dependerd del estudio a realizar

Yy la especie vegetal analizada. Para 1a induccién de callo, muchas

partes de la plant; pueden ser utilizadas, ya que éstas poseen

numerosas células que permiten la proliferacién callosa. En otros

casos, pueden influir otros factores como, disponibilidad del
’
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material, facil manipuleo, homogeneidad, poca contaminacién, rapida

respuesta in vitro etc. (13) .

3.1.7.2 Medio de Cultivo :

Casi todos los medios de cultivo utilizaos hasta la fecha
contienen entre 15-35 compuestos que los podemos agrupar
dependiendo de su naturaleza quimica:

A: Sales Inorganicas, generalmente se incluyen mezcla de
macros y micronutrientes.

B: Compuestos Org&nicos, agrupados en carbohidratos de 1los
cuales la sacarosa es la mis utilizada; las hormonas gque
permiten aumento y crecimiento celular, las mis utilizadas son
1 las auxinas, las citocininas; las vitaminas de las cuales la

Gnica que ha respondido exitosamente es la tiamina; y por

Gltimo los amino&cidos, el inositol para complementar el

medio.

C: Complejos Naturales, los mis utilizados es la pulpa de '
pPlatano, agua de coco, emulsién de pescado, jugo de naranja,
extracto de malta, hidrolizado proteico (caseina), jugo de
tomate, extracto de levadura etc.

D: Materiales Inertes, el agar es el mas utilizado pues 7
proporciona un medio de sopote excelente para el indculo.
Otros medios se pueden formar con otros compuestos como 1la

poliacrilamida y la silicagel. cCuando el medio es liquido se

utiliza papel filtro como soporte (9). /
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3.1.7.3 Factores Fisicos:

Entre los de mayor impotancia estdn la 1luz y 1la
temperatura, ya que estos contribuyen al desarrollo de los
cultivos. La luz Jjuega un papel decisivo en lograr 1la
organogénesis debido a la acumulacidén de almidén en las células,
durante la fotosintesis. Berrios y Villalobos sefialan que la luz
en algunos procesos como diferenciacidn, involucran fotoperiodo que
afecta la formacién de yemas, periodo cortos o largos de 1luz
reducen la diferenciacién de yemas. El fotoperiodo puede estar
influenciado por cambios internos hormonales ( auxinas-citocininas).
Se encontréd que la intensidad luminica afectaba el tipo de
crecimiento del explante, asi se asocia la produccién de fenoles
con la inhibicién del crecimiento de callo con intensidades de luz
alta. Por Gltimo la longitud de onda es crucial para el cultivo in
vitro ya que los pigmentos asociados con la fotosintesis tienen sus
espectros de absorcién en las longitudes de onda de rojo y azul,

de ello proviene la diversidad de lamparas con luces apropiadas

para el cultivo in vitro (3).

3.1.8 Cultivo de Hojas:

El cultivo de érganos, cualquiera que éste sea, tiene por

finalidad reproducir ©6rganos con una estructura moxfo Y

fisiolédgicamente organizada. Steeves Yy Sunex inciaron 1las

investigaciones de ;ultivo in vitro utilizando primordios de hojas.

La mayoria de estudios utilizando hojas como explantes han dado

buenos resultdos cuando se emplean primodios de hojas, por ejemplo



14
con helecho canela (Osmunda cinnamonea), girasol (Heliants sp),
+ tabaco (Nicotiana sp). |
Los primodios de hojas requieren de un medio nutritivo muy
-Simple_ para completar su desarrollo, utilizando para ello un medio
rico en sales miperales y una fuente de carbohidratos que
generalmente es la sacaroa al 2% o 3%. El agar se ha utilizado
para cultivar primordios grandes, los pequefios generalmente se han
cultivado en medio 'iit';uido.

Las hojas se cultivan en luz, con un ciclo de luz-obscuridd.
Hurtado y Merino en 1988 reportan que en el cultivo de hojas, las
mismas poseen una forma tipica desde el inicio de la fase, hasta
que logran su desarrollo, pero que en el transcurso del proceso se
observa disminucién de tamafio y reduccién en el nGmero de células
(9).

‘Street en 1976 observé en explantes de un grupo de células que
estimulaban la divisién de células adyacentes. Las células de la
periferia crecen m&s 1lentamente, pues las del centro toman

nutrientes de ellas y les restan potencialidad para dividirse (12).

3.1.9 Cultivo de Raices:

Kotte y Robinson fueron los pioneros de esta técnica, ya que
en 1922 reportaron crecimiento limitado de los &pices provenientes
de raices de plantulas de trigo (Triticum sativum ). White en 1934

cultivé &pices aislados de raiz de tomate (Lycopersicum esculentum)
por un tiempo indefinido y utilizando un medio liquido (92).

Las contribuciones que se han obtenido del cultivo de raiz se
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han inclinado en nuevos descubrimientos a la fisiologia vegetal,
por lo que se conoce ahora miAs sobre el metabolismo de 1los
carbohidratos, el papel de iones minerales, vitaminas y hormonas en
lo que se refiere al crecimiento vegetal y en 1los procesos de

diferenciacién y desarrollo de raices.

3.1.10 Cultivo de Callo:

El cultivo de callo fué iniciado por Nobecourt, Gautheret y
White, que en 1939 observaron proliferacién de masas de tejido
desorganizado derivado de raices de zanahoria, y del procambium del

tallo de tabaco (Nicotiana sp.). Estos callos se mantuvieron

indefinidamente en un medio de cultivo adicionado con vitaminas y

sacarosa.

La induccién de callo puede suceder cuando una porcién del

vegetal (hoja, raiz, polen, embriones, semillas) esteril, se coloca

en un medio de cultivo, con la finalidad de que se induzca y se

mantenga un crecimieno y una division celular continua.  Es

recomendable utilizar plantas jévenes y con cr301miento.act1vo, sin

embargo se han obtenido buenos resultados al utilizar plantas
maduras.

Hurtado y Merino 1988, define el callo como un tejido obtenido

por medio del aislamiento de érganos O tejios diferenciados, éstos

posteriormente sufren desdiferenciacién celular formando una masa

amorfa, debido al crecimiento acelerado Yy desorganizado gque
4

presentan (9).

En las investigaciones realizadas, utilizando esta técnica se
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ha observado practicamente dos grupos de callos, los llamados
compactos, cuyas células se encuentran fuertemente unidas; y los
callos friables que tienen tejido més esponjosos y muchos espacios
intercelulares (9,1).

También se ha observado diversidad en la coloracidn de los
mismos que oscila entre los callos sin pigmentacidén hasta callos de
diferentes tonalidades de verde, amarillo, café o rojo. éste
fendmeno es ocasionado por factores tanto nutricionales como
ambientales (1).

El callo se caracteriza por la totipotencialidad de las
células que lo forman; debido a gque éstas pueden producir brotes,
raices, embriones Y hasta plantas, si son colocadas en un medio
nutritivo adecuado Y buenas condiciones ambientales.

Sin embargo el cultivo de calle trae como consecuencia la
variabilidad fenotipica en los clones diferenciados; generalmente
=€ pPresenta la variacién epigenética (cambio en la regulacidén de la
eXpresion de los genes, es una variacién dirigida, estable a nivel

celular, potencialmente reversible, Yy restringido al potencial

genético de 1a célula) (16).

3.1.11 " Regeneracidn de Plantas en cultivo de Tejidos:

La regeneracién de plantas que se cultivan in vitro, se pueden
lograr mediante dos caminos: directamente de los explantes y a
partir de callos. ge puede gener;':xr plantas a través de la
organogénesis que incluye el desarrollo de yemas o meristemas

radicales a partir de explantes directamente o bien a partir de
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callo; también se puede generér planta a partir de embriogénééis

sonatica, o sea la producc1on de embriones a partlr de células que

1

no derivan de fusion de gametos (12)

Existe un factor muy importante en 1$-régéneraéi6n de 1la
planta a pértir de callés, y ésta iés. la dél fenémeno de
habituacidén, en el cual los callos que se mantienen en condiciones
indiferenciados por 1argos' periodos, limitan su capacidad

morfogenética (12).

3.1.12 Reguladores del Creciﬁiento:

El crecimiento de las plantas esté controlado por procesos
fisiolbégicos éue a su vez se manejan por la intervencién de vgrios
compuestos org&nicos 1llamados hormonas que se producen en el

interior del vegetal.
En las Gltimas décadas se han Preparad° compuestos orgénicos

sintéticos con efectos reguladOres en los distintos procesos

fisioldégicos. A estos compuestos se les ha llamado “Reguladores

del Crecimiento", los que han sido utilizados en propagacién de

plantas.

tilizan
En el campo de la propagacién in vitro, también se u

los reguladores del crecimiento, fundanentalmente los denominados

promotores dél crecimiento (auxinas, c;tocininas, giberelinas) .

La funcién biolégica de las auxinas se orienta a la expansién

de las células de talloy colebdptilos, también cumplen funciones de

divisién celular Yy fomentan el desarrollo de callos, de los que Sé€

desprenden posterlormente crecimiento rad:culares. También se ha
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ﬁtilizado, para la iniciacién de raices de varias especies
vegetales. Una de las teorias de la accidén de las auxinas, indica
que las auxinas aumentan la plasticidad de las paredes celulares
(}'Ieyn 1931), al aumentar la flexibilidad de las paredes, disminuye
la presién de é&sta alrededor de la célula, y la presién de
turgencia causada por las fuerzas orméticas en la savia vacuolar,
hgce que el agua entre a las células, provocando su expansién
(17) . Las funciones fundamentales de las citocininas son: provocar
la divisién celular, y la regulacidén de la diferenciacidn de los
cultivos. Estas dos hormonas interactuan y dan como resultado
Nexpresiones diferentes de crecimiento (17).

En el campo de 1la propagacién in vitro, se utilizan
ampliamente 1los reguladores de crecimiento. Para Evans 1981,
citado por Litz, los sistemas embriogénicos requieren para la
induccién de sus embriones concentraciones altas de auxinas siendo
.’las més utilizadas 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) o bien
AIA (8cido indolacético). Para la organogénesis en la cual se
induce la formacién de callo se utilizan diferenes relaciones de
concentracién de auxinas-citocininas prefiriendo mayores
concentraciones de auxinas (12).

Las auxinas son utilizadas en la propagacién in vitro para
provocar agrandamiento y alargamiento celular y para promover la
,@ivisibén celular. Los compuestos mis utilizados son 2,4-p, ANA
(dcido naftalenacético) y el AIB (&cido indolbdtirico) . En general

el AIB se utiliza en concentraciones que varian entre 0.001 a 10

mg/L con un punto Sptimo de 0.1 a 10 mg/L; 2,4-D por su parte se
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utiliza en concentraciones que oscilan entre 0.1 a 10 mg/L siendo
su punto éptimo de 1 a 5 mg/L; ANA gerieralmente se ha utilizado en
concentraciones que varian entre 1;a 10 mg/L.

En relacidn a las citocininas la mas utilizada es la KIN (6-
furfuril-aminopurina), pero se ha demostrado que existen otras
substancias sintéticas que cumplen la misma actividad biolégica que
KIN, como lo son SEA Y BAP, las cuales se consideran mias potentes
que la primera. ‘BAP‘(G-bencilamino purina) es la més utilizada por
su disposicién en el mercado y'bajo costo. ZEA (6(4-hidroxi-e-meil
put-trans-2-erilamino)purina) se considera 10 veces mas potente que
KIN, pero es dificii su obtencién en el mercado. BAP tiene su

punto éptimo en cuanto a la concentracidn mas utilizada de 0.1 a 2

mg/L, similar a la de KIN.
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3.2 Marco Referencial:
3.2.1 origen del Material Experimental:
El1 material foliar de gipsofilia que fué utilizado en este

estudio se encuentra establecido en la Finca Manuela de San José
. Pinula, Guatemala. De acuerdo a la clasificacién de suelos dada
por Simons et al, los suelos de esta regién pertenecen a la clase
PLL. Pinula, se desarrollan sobre suelos volcénicos, tienen
: caracteristicas de fem]:;éve escarpado, buen drenaje, suelos de color
~ café obscuro, textura franco limosa, profundidad de 20-30 m,
-declive de 20-40% (11).

- Esta regién estd ubicada en la zona de vida Bosque HGmedo
Montano Bajo Subtropical, (bhMB) con un clima templado moderado
hGmedo con invierno benigno, 1lluvias de mayo a octubre. La
temperatura media anual es de 18°C con una mixima absoluta de 25° C

y una minima de 9°Cc. La precipitacién media anual para esta zona

es de 1,200 mm y una evapotranspiracién de 075. (4)

3.2.1 Estudios realizados sobre induccién de callo a partir de
explantes de hojas:

Raju et al. en 1970 presentd trabajos realizados a partir de
discos de hojas de Echeverria eledans, y demostrd que los tejidos
maduros, los parcialmnte maduros y los inmaduros producian a través
de esta técnica, raices y brotes (9).

Pierik et al. eh 1974 avanzé en las invéstigaciones e indujo
la formacidén de callos a partir de tejidos inmaduros. Merino en

1988 por su parte presenta la metodologia para inducir
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organogénesis a partir de explantes de hojas de violeta africana
(Saintpaulia jionatha )
En 1987 Berrios y Berthoully logran inducir embriogénesis
somatica a partir de lamina foliar en café (Coffea ardbica).
Mroginski, Roca reportan especies que han generado plantas a
partir de callos, los cuales se indujeron de diferentes explantes,

son ellas: tabaco, Nicotiana ‘tabacu ,- 2anahoria Daucus carota ,

cebada Medicago sativ ;trébol Trifgliﬁm repens,etc.

Sin embargo no todas las especies responden favorablemente a
la regeneracién de plantas a partir de callo, como es el caso del
mani Arachis hypogae, que no todos los explantes que producen callo
generan callo; o por ejemplo, la soya Glvcine max que tiene gran
facilidad de obtener callos por cultivo de diferentes explantes,
pero la regeneracidén se l1imita al uso de meristemos apicales

caulinares o laterales. Igual comportamiento presenta el frijol,

Phaseolus vulgaris, o la yuca Manihot esculepta etc.(13)
3.2.2 Trabajos realizados en el cultivo de Gipsofilia:

En el laboratorio de -cultivo de tejidos de FAUSAC se

efectuaron ensayos en cipsofilia. En 1992 se logré la induccién de

les, para lo cual se utilizdé un
1l

callo a partir de meristemos apica

medio MS (Murashige Y skooge ) ‘suplementado con 1 mg/l de IIA,

mg/1l de kinetina, sucrosa 3%, agar 0.8% a un pH 5.8. Los callos

fueron transferidogba an medio de enraizamiento MS suplementado con

100 mg/1 de IBA, 0.4 mg/1 de niacina, azGcar 3% y agar 0.8%. De
14 . 3

este cultivo se obtubo la regeneracidén de plantas.
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4. Objetivos

Evaluar la respuesta a la induccién de callo a partir de
explantes de hoja'basal, media, superior, tallo y raiz;
utilizando diferentes relaciones de concentracién de
auxinas-citocininas, en condiciones de obscuridad, luz y

fotoperiodo.

- Evaluar la respuesta -a la regeneracién de plantas a

partir de callos provenientes de los explantes de hoja,
tallo y raiz, utilizando diferentes combinaciones y
concentraciones de auxinas-citocininas, en condiciones de

luz y fotoperiodo.

5. Hipétesis

‘Los explantes de hoja, tallo y raiz responden a 1la

~induccién de callo y regeneracién de planta.




25
6. Metodologia
6.1 Area Experimental:
Este estudio se 1levd a cabo en ‘el 1aborat6rio de cultivo de
Tejidos de FAUSAC, el cual pertenece al Area Tecnoldgica, Subéarea

de Manejo y Mejoramiento de Plantas.

6.2 Etapas de Estudio:
6.2.1 Primera Etapa:

En esta etapa se evalud la respuesta de los explantes de hoja,
tallo y raiz a la induccién de callo. Debido a las necesidades de
cada explante para inducir callo, se montaron 3 experimentos:

1. explantes colocados en un fotoperiodo de 24 horas dé
obscuridad. '

2. explantes colocados en un fotoperiodo de 24 horas de
Juz.

3. explantes colocados en fotoperiodo de 12 horas 1uz;

12 horas obscuridadqd.

6.2.2 Segunda Etapa:
Se evalud la respuesta a la regeneracidédn de plantas en los

callos provenientes de la primera etapa. Los callos que en la

primera etapa fueron sometidos a obscuridad, fueron transferidos a
condiciones de luz. constante las 24 horas. Los callos que en la
primera etapa fueron sometidos a 1luz constante 24 horas, Y

fotoperiodo ,fueron colocados en la segunda etapa en las mismas

condiciones de luz.
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6.3 Definicién de los Tratamientos:
6.3.1 Medio de cCultivo:
Primera Etapa: Se utilizd para la induccién de callo el medio de
sales minerales de Murashige y Skooge 1962, suplementado con
vitaminas. La composicidn del medio se muestra en el cuadro 1. Se
utilizaron 6 concentraciones hormonales de auxinas-citocininas para
el experimento de obscuridad, y 8 concentraciones hormonales para
los experimentos de luz y fotoperiodo. Cuadro 2.
Segunda Etapa: Para la regeneracién de plantas a partir de callos,
se utilizé el medio de Murashige Skooge 1962 vitqminas y 5
combinaciones hormon‘ales auxinas (AIA,ANA)~citocininas (BAP~KIN) para
el experimento de la obscuridad, y 5 relaciones de concentracidn
auxinas (AIA)- citocininas (BAP) en los experimentos de luz y
fotoperiodo. La combinacién de hormonas y las concentraciones

utilizadas se muestran en el cuadro 3.

6.3.2 Material Vegetal:
Se analizaron los explantes siguientes: &pices de raiz y
tallo; hoja en posiciones basal, media y superior de la planta,

cuando ésta terminé la fase de su desarrollo vegetativo.

6.3.3 - Reguladores del Crecimiento:

Primera Etapa: Se utilizaron en esta etapa las hormonas siguientes:
auxinas: 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacétic03 y como citocinina
BAP (Bencil-amino purina) en diferentes relaciones. Cuadro 2.

Segunda Etapa: Se utilizaron en esta etapa las combinaciones de
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Cuadro 1. Composicién del medio basal ‘de Murashige-Skooge 1962
para el cultivo in vitro de tejidos.

CONTENIDO DEL MEDIO MS (mg/L)

COMPONENTES
NH,NO, 1650.00
KNO, 1900.00
KH,PO, ~170.00
cacCl,.2H,0 440.00
KI 0.83
H,BO, ) 6.20
MnSO, .7H,0 22.30
Znso, .7H0 8.60
Na,MoO, . 2H,0 0.25
Cuso4, .S5H,0 0.025
FeSO, .7H,0 27.80
Na,EDTA 37-30
CoCl, .6H,0 0.025
Glicina 2.90
Tiamina-HC1l 9.19
Piridoxina-HC1 9.50
Acido Nictinico 0.29
Mioinositol 109.00
caomrosa 30,000.00
- o 5.7

FUENTE: Mroginski et al.

1991.
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auxinas (AIA,ANA) y' citocininas (BAP,KIN) de 0.5 mg/l a 1.0 mg/l

para la fase de la obscuridad. Para la fase de luz 24 horas y

fotoperiodo 12/12 se utilizé diferentes concentraciones de BAP (1.0

mg/l, 3mg/l, 6 mg/l, 9.0 mg/l) con AIA 0.5 mg/l. Cuadro 3.

Relacién de las concentraciones de auxinas-
citocininas, utilizadas en el medio MS= Mu-
rashige-Skooge 1962, en la induccién de callo
~a partir de explantes de hoja, tallo, raiz,
en Gipsofilia.

: Cuadro 2.

e e - e
CONCETRACTION RELACION
2,4-D (mg/L) BAP (mg/L)

1

. 6.4.2 Unidad Experimenal:
Primera Etapa: Para la induccién de calio la unidad experimental la
) cénsﬁituyé un frasco de 100 ml con 4 explantes cada uno. A cada

frasco se le agregd 20 ml del medio de cultivo.

Segunda -Etapa: Para la regeneracién de plantas, 1la unidad
experimental estuvo constituida por un tubo de ensayo de 16x25 mm

al cual se le agregd 10 ml del medio de cultivo, colocédndo un callo

por tubo.
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Cuadro 3. Combinacién de auxinas-citoeininas utllizadas .en el medio’
de regeneracién de plantas a partir de callos de

Gipsofilia. :
e .'m
COMBINACION Y CONCENTRACIONES
DE AUXINAS-CITOCININAS (mg/l)
PARA LA INDUCCION ‘DE CALLO.
OBSCURIDAD LUz Y FOTOPERIODO
AIA.-ANA  BAP-KIN . BAP AIA
MURASHIGE A, = T 1.0 - . 1.0 0.5
Y B. 0.5 . -~ 1.0 3.0 0.5
SKOOGE ) Cc. , 0.5 1.0 6.0 0.5
D. 005 ) 1'0 900 0-5
E. 0.5 1.0
W
—

6.5 Manejo del Experimento:

6.5.1 Desinfeccién de los Explantes:

Para 1la desinfecciodn de los explantes se siguieron ‘dos
metodologias, una eﬁ~1a fase de induccidén de callo eh condiciones °
’ N
de obscuridad, y la segunda utilizada tanto en la fase de' luz
4
constante como de fotoperiodo.

Primera metodologia de desinfeccidn:

Se elimind el excesoO de tierra y cualquier otro material que

estuviera presente en 1as hojas, tallo o raiz con abundante agua.

Posteriormente se sumergié el material vegetal en un

pacio de 1 minuto; se lavé el material-una

a solucidén de

alcohol al 70 % por eS

vez con agua destilada y se colocé en una solucién de cloro al 0.75



30
% durante 15 minutos. En la cémara de flujo laminar se lavdé tres
veces con agua esteril antes de proceder a cortar los explantes y

sembrarlos en el medio de cultivo.

Ségunda metodologia de desinfeccién:
Y - Podo el material vegetal (hojas, tallo y raiz) se lavdé con
ag'%ua_ y' jabdén en abundancia, para eliminar el exceso de tierra y
otrc‘;s elementos que pudieran estar presentes. Se colocd el
material ya lavado en una solucién de alcohol al 70 % durante 2
minﬁtos, se lavé con agua destilada. Enseguida se colocd el
material vegetal en una solucién de cloro al 0.75 % durante 20
mi’mitos. A esta solucién se le agregé 3 gotas de Tween 20, y al

final del tiempo se lavd tres veces con agua esteril adentro de 1la

camara de flujo laminar, antes de ser sembrados en los medios de

cultivo.
6.5.2 Preparacidén y Siembra de los Explantes:
Explantes Foliares: Los explantes foliares se cortaron en

segmentos de 0.5 cm? y se les eliminé la epidermis del envéz; sobre
este lado se sembraron en el medio de cultivo (9).

Explantes de Tallo: Se cortaron tallos terminales de las plantas
de .gjpsofilia, &stos median aproximadamente 5 cms. de largo. Los
tallos .se desinfectaron segln’ 1o sefialado en la seccidén 7.5.1.
Posteriormente en la cémara dé flujo laminar, ¢ada tallo terminal
se cortd en segmentos de 0.5 cms. y se elimind la epidermis. cada

nuevo segmento se corté diagonalmente en dos secciones; cada
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seccién se colocd sobre el mediozdetéultivo con eiicambium hacia
arriba (12). | | | | | o
Explantes de Raiz: Se cortafon‘porciones de‘raiz del extremo
terminal, de aproximadamente 5 cms. de largo, ~éstos ~se
desinfectaron segGn lo seﬁalado en la secc16n 7.5. 1. En la c&mara
de flujo laminar se cortaron en segmentos més pequeﬁos, los cunales

se sembraron sobre el medio de cultivo del 1ado del corte

transversal.

6.5.3 Condiciones del Explante:

Se montaron tres experimentos en condiciones de luz-obscuridad

diferentes.
1. Condiciones de total obscuridad: todos los explantes después de

ser desinfectados y sembrados se colocaron en una incubadora sin

luz, a 25°C, durante .8 dias, posteriormente fqeron t?asladados a una

estanterfa con luz constante las 24 horas, por un periodo de 15

dias.

2. Condiciones de luz las 24 horas: los eXp;antgs después de su

\ to de
desinfeccién y siembra se colocaron en estanterias en un cuar

: i 500
crecimiento con luz blanca que proporciona aproximadamente 2,

lux las 24 horas durante 20 dias. ‘
2 horas de luz y 12 horas de

hrados

3. Condiciones de fotoperiodo de 1

sem
obscuridad: los explantes después de desn:fectados Y

ue
s °c con luz blanca 4
fueron colocados eh una incubadora a 25

proporciona aﬁroximadamente 2,500 lux.
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6.6 Variables de Respuesta:

,;6‘.6.1 Etapa de Induccién de Callo:

- Las variables de respuesta evaluadas fueron: a. ndmero total
de callos inducidos en cada tratamiento, b. consistencia de 1los
callos (fria}bles y duros), c. color de los callos (verdes, café,
.blancés) + d. peso promedio de los callos por tratamiento, e. peso

- del callo ma&s grande y mis pequefio, f. tamafio promedio de 1los

' callos por tratamiento, g. tamafio del callo m&s grande Yy méas

pPequefio; h. unidad experimental sin contaminacién. E1 promedio de
tamafio y peso de 1los callos por tratamiento se obtuvo,'tomando el
callo m&s grande y callo mas pequefio obtenido entre 1las cinco

unidades experimentales que constituia cada tratamiento.

6.6.2 | Etapa de Regeneracién de Plantas:

Se evaluaron las variables: a. unidades experimentales sin
" contaminacién del subcultivo, b. tratamientos que regeneraron
"brotes o, c. cantidad de brotes por callo.

Los pasos a seqguir desde la obtencién de los explantes hasta

la regeneracién de plantas de (Gypsophila sp.) se muestran en 1la
fig. 1/

6.6.3 Anédlisis de la Informacién:

Dado la complejidad de 1las variables y 1los factores que
infera'¢tuan en los experimentos, la interpretasidén de los datos se
hizo mediante un anilisis descriptivo, usandd estadisticos Y basado

en conceptos tebricos relacionados con el tena. Descartando un
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disefio experimental, debido a 1lo complejo del montaje del
experimento y anéilisis de 1los datos, al nGmero de factores
estudiados: fotoperiodo, explante, relac16n hormonal, 1nducc16n de
callo, regeneracidén de plantas, a la vez 11m1taria el andlisis de

otras variables observadas en el trancurso del experimento.
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Fases de la Micropropagacidén de (Gypsophila sp.)

DESINFECCION SIEMBRA
PREPARACION
DEL MATEIAL

1 1l

Alcohol 70%
1-2 minutos.
Cloro 0.75%
15-20 seq.

INDUCCION REGENERACION
DE CALILO DE PLANTAS
8~-20 20-30

Frasco 150 ml tubo de
(4 explantes ensayo
c/u) 1 callo
(400 u.e.) (645 u.e)
MS+ MS+
2.4-D y BAP KIN-ANA
KIN_AIA
P-ANA

BAP-AIA
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7. Resultados y Discusién

7.1 Fase de Induccidn de Callo:

Los resultados y su discusién se pfésentan en tres fases de
acuerdo al tratamiento de 1luz al. que ‘fueron sometidos los
explantes. Se . hace enseguida una discusidén de 1los resultados

finales del comportamiento de los éxplantes a la induccién de callo

v

en los tres experimentos.

7.1.1 Experimento en la obscuridad:
7.1.1.1 Desinfeccidén del material:

De las 150 unidades experimentales (u.e.) que contituyeron el
experimento, 49 de ellas o sea el 32.66%, lograron generar callo,
el resto sufrié contaminacién, debido a que algunos 6&rganos del
vegetal traen consigo restos de suelo y otros materiales que pueden

contaminar el medio de cultivo, y porque la netodologia de

2 ] ° . o ., . o " n
desinfeccién fue insuficiente para controlar dicha contaminacion.

El mejor explante fué& hoja superior ya que generd 89 callos de

23 u.e. logradas, la poca contaminacién observada en hoja superior

se debid a que el tipd de explante, © sea los primordios foliares

se encuentran protegidos por hojas externas de mayor tamafio.

' raiz
El resto de explantes perdieron mids de 15 u.e., mas aGn

' | ‘ratamiento
que perdid el 100% de ellas, lo que sugiere que el tra

> i » sario
dado a los materiales, no fué el suficiente, y que es nece

‘ ' r i antes de 1la
darles un pretratamiento adecuado a 1los materiales

} 1l y cloro
siembra, por ejemplo ampliar el tiempo de remojo en alcohol y

4 i i asos extremos
o lavar con agua y jabén en abundancia, ©O bien en cC
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dejar los materiales inmersos en soluciones fungicidas por horas.
FEl explante raiz por el tipo de estructura utilizada para
inducir callo, o sea los &pices radiculares, sufrieron mucha
contaminacién, debido a que éstos se encuentran muy profundos, lo
que impide un poco su extraccién, con el riesgo de dafiarlos. Otro
factor es que por estar en contacto con la tierra, poseen excesivos
microorganismos, que rapidamente proliferan en el medio nutritivo,

Cuadro 4.,Figura 2.

7.1.1.2 Regeneraciédn de Callo:

. De los 600 explantes sembrados en la 150 u.e., Ginicamente 178,
29.66% de ellos generaron callo, esto debido a la contaminacidén de
algunos explantes. Hoja superior y hoja media tienen los mas altos
porcentajes de regeneracién de callo dentro de sus u.e.logradas. A
pesar de que hoja media tiene un 100% de induccién de callo éste
explante logro Gnicamente 9 u.e., mientras que hoja superior logrd
23 u.e, por lo que se considera més significativo el andlisis en
hoja superior.

Los explantes de raiz, tallo y hoja basal debido a 1la
contaminacién, presentaron % m&s bajos que los dos explantes
anteriores, 1o que no permitié hacer un anilisis mas efectivo, sin
embargo con los callos obtenidos de las u.e logradas, se puede
inferir que al controlar la contaminacién es factible la induccién

de buen porcentaje de callo, Cuadro 4, Figura 2.
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Para los explantes de hoja, los mejores tratamientos fueron el

equivalente a (3.0 mg/l‘de-2,4-D y‘oié mg/i'dé BAP); vy (O;S‘mg/l.dé

2,4-D y 5.0 mg/l de BAP), respectivamente.

Cuadro 4

Unidades experimentales sembradas,
explantes sembrados y porcentaje de callo generado, en el

experimento en obscuridad.

logradas,

perdidas,

e ——— W
EXPLANTES u.e uv.e u.e explante explaato callos gencrados % callo gencrado
sembrada lograda perdida scmbrado sembrado por u.c por u.c lograda por u.e lograda
lograda
HOJA SUPERIOR 30 23 7 120 7] 89 96.7
HOJA MEDIA 30 9 .2 120 - 36 _ 3 _100.0
HOJA BASAL 30 13 17 120 52 40 76.9
RAIZ 30 0 30 120 0 9 il
TALLO 30 4 26 120 16 13 81.2
TOTAL 150 49 101 600 196 178
TOTAL (%) 100 32.6 67.33 100 100 $0.81

En hoja superior y tallo el requerimiento de citpcininas fué
menor debido a la naturaleza de las células meristemdticas que
constituyen el explante. Las cé&lulas meristematicas generalmente se

encuentran en continua divisién celular y en ellas es frecuente

encontrar citocininas endégenas (17)

Los explantes de hoja media, y basal respondieron mejor con

tratamientos con altas concentraciones de citocxnlpas. En estos

tejidos fundamentalmente los de hqjas basales es menos frecuente

encontrar células en divisién y por lo tanto 1a'presgnc1§ de

citocininas endégenas.
El requerimiengo de auxinas para todos los explantes, estuvo

en el rango de 0.3 mg/l a 3.0 mg/l que es suficiente para 1la

induccién de masas callosas.
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En este experimento en donde los explantes se colocaron en
total obscuridad se trabajo con un tratamiento que contenia

concentraciones muy bajas de auxinas-citocininas en el rango de

100
90
80
70
60
S0
40

30

CALLO GENERADO (%)

10

RAIZ

H. BASAL
. ‘ EXPLANTES

-~ e

Figura 2. Porcentaje de callos generados por explante en obscuridad
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0.3mg/1 de 2,4-D a 0.6 mg/lzde BAP.: En‘los_ekplaﬁﬁes de hoja este
tratamiento respondié favorablemente por lo que demuestra’ que con
bajas concentraciones de hormona sénpdéde estar asegurando tanto la
divisién como el alargamiento celular en adéeﬁdié-dé~luz;.éuédro 5.

Cuadro 5. NGmero de callés'generados'por tratamiento en
el experimento en obscuridad total.

TRATAMIENTOS
e s

EXPLANTES lo. 20. | 30. | 4o. 50
10:1 6:1 . | 1:1 1:6 1:10
(a) (b) (c) (d) (e)
HOJA SUPERIOR 16 20 ‘16 8 13
HOJA MEDIA - - -= - 20
HOJA BASAL -- K -- -= 16
RATZ - - — -= —-
TALLO - -- | 5 - | 4
a: 5.0 mg/1 2,4-D y 0.5 mg/1 BAP
b: 3.0 mg/1 2,4-D Yy 0.5 mg/l BAP
c. 0.5 mg/l 2,4-D y 0.5 mg/l BAP
d. 0.5 mg/l 2,4~D Yy 3.0 mg/l BAP
e. 0.5 mg/l 2,4-D Yy 5.0 mg/l BAP '
f. 0.3 mg/l 2,4-D Yy 0.6 mg/; BAP-
7.1.1.4 Consistericia de callo:

Todos los callos provenientes de explantes de hoja,

rebreséntaron un 100% de callo friable, es decir, ‘callos cuya

agrupacién de células es fragil y en el monmento de dividirlos se

' ke én’ ss  de
fraccionan con facilidad, generalmente poseén agrupaciones

" | g cada
células de color blanco o verde claro, encontréndose entre

. : tres
grupo de células nuchos. espaqios porosos. Para estos

jo callo fué (0.5mg/l de

explantes, el mejor tratamiento que indu

nes
2,4-D y 5.0 mg/1 de BAP) en donde se observa altas concentracio

de citocininas y bajas de auxinas.
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SegGn lo indica Weaber las auxinas provocan plasticidad en las
paredes de las células que hacen que pierdan presidn de turgencia
y se ' expandan, permitiendo el paso de agua (17)- Este fendmeno
podria estar sucediendo en las cé&lulas que forman la masa callosa,
Y que las minimas concentraciones de auxinas utilizadas,
inducirian la formacién de células mas grandes Y mds alargadas;
mientras que las altas concentraciones de citocininas podrian estar
provocando divisién celular, que sumado a 1la caracteristica
anterior, estaria dando los calles grandes Y friables qgque se
observaron en estos explantes.

El explante tallo también presenta callos de consistencia
friable en un 66.67%, dgenerando también un 33.33% de callo
semicompacto. Los callos semicompactos son agrupaciones de células
gque se encuentran mis entrelazadas, impidiendo la penetracidn de
aire entre ellos. En este explante fué dificil hacer una andlisis
mias detallado del comportamiento antes los diferentes tratamientos,

puesto que el ntGmero de ellos fué muy pequefio, Cuadro 6.

7.1.1.5 Color Predominante de los callos:

Todos los callos a los 8 dias eran blancos debido a la falta
de luz y la incapacidad de las células a fotosintetizar. logrando
‘agrandar sus células y producir masas callosas. Estos fueron
trasladados a condiciones de luz las 24 horas. A los 20 dias

tenian un color de verde claro en un 77.08%, por la influencia de

la 1luz.
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El explante que generélun'loo% ‘de callo verde fué hoja media,

los demas explantes produjeron'\in' 25_-30% de callo café& a café
amarillento. Estos callos al traéladaflos a'un_ambienteude luz
constante 24 horas no tuvieron la capacidad‘de fptosintetizar y al.

poco tiempo murieron, cuadro 6.

7.1.1.6 Pubescencia de los callos:. ,% _ Pericala

; £ \Zs o il
Al trasladar los callos a nuevas,condiciones de Tazs ~después

T

de 15 dias se inicid el crecimiento de estructuras pubescentes
blancas alrededor o por encima del callo. Hoja superior y hoja
basal presentaron esta caracteristica en un 50% de los callos ,

Cuadro 6.

7.1.1.7 Tamafio y peso del callo més'grande y mas pequeiio 7

El callo mAs grande se encontré en el explante de hoja
superior midiendo 4.5 cms.l En este explante se produjo callo en
los rangos 0.3 a 5.0 mg/l de 2,4-D y de 0.6 a 5.0 mg/l de BAP, lo
que provocd bastante proliferacidén callosa en algunos explantes.
el resto de ellos produjo callos arriba de 2.5 CmS.

Los callos mas pequeiios Erecieron hasta un ;ango de 0.35 cms. =

0.38 cms. encontrandose en hoja basal.

i

: con la
El crecimiento de los callos se relaciona un poco

: o se presenta
consistencia de los mismos, ya gue en este experimento P

© Oria de
un 91.67% de callo friable, en donde se encuentran la may

cé&lulas alargadas Yy expandidas, ocupando mids volumen.
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El callo mas pe‘sado se encontrd en el explante hoja media, con
ul'mpesg de 2.5 gr. que supera al callo mis pesado de hoja superior
y hoja basal. A pesar de que los tres callos generados por
explante de hoja produjeron callos friables, los callos generados
por hoja media parece ser que tenian mas agregados celulares y

Cuadro 6 Porcentaje de consistencia , color, pubescencia, de
los callos generados en el experimento en obscuridad.
e

VARIABLES EXPLANTES
Hs Hm Hb r t Total%
() () (e}  (d4) (e)
Consistencia fr fr fr - fr-sc. friable
(%) ( £) (9)
. 100 100 100 ~~- 66.6-33.3 91.67
- Color verde verde verde -—=- verde
(%) 83.3 100 75 - 50
Pubescencia 50 50 50 === 50
(%)
a= Hs =Hoja superior
b= Hm Hoja media e= t tallo

c= Hb Hoja basal f= fr friable
g= sc semicompacto

menos c_aséacio poroso. Esto puede relacionarse con el tratamiento
gue fu'nc‘ioné mejor en este explante cuyas concentraciones altas de
citocininas podria ocasionar mayor divisién celular. En hoja
s}lperior y basal se indujo callos a partir de otros tratamientos
con meno‘res concentraciones de cjtocininas Cuadro 5, mientras que
hoja mediav lo hizo con un tratamiento con altas concentraciones de
ella.

Los callos con menos peso se encontraron en hoja superior,
hoja basal y tallo, llegando a pesar entre 0.026 gr. hasta 0.21 gr.

que fué encontrado en hoja media. De acuerdo a los resultados hoja
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media podria estar produciendo mayor divisién celular debido a.las
altas concentraciones de citocininas?utilizad?s en el tratamiento
(0.5 mg/l de 2,4-D--5.0 mg/l de BAP; y hoja superior y 1.:allo
estarian provocando mas a'lafgax;nigntp ~-cg1u1ar, ya que ‘en estos
Gltimos se encontraron los‘céllos mas égqueﬁqs, Cuadro 7.

' ' des y mas
eso de los callos mas gran f dad.
cuadro 7 g:gzzgog generados en el experimento en_gggggf}da

e ) . = s
VARIABLES He  Hm b e T & Totals

(a) (b) (c) (4) (e?

Tamaho callo

mas grande 4.5 - 3.0 1.6
(emsy

Tamaho callo - ..

mas pequefio 0.4 ~0.8 0.38

Callo mas : ‘
pesado 1.28 2.5 0.38

Callo menos ,
pesado 0.058 0.21 0.05

= Hs =Hoja superior
= Hm Hoja media

c= Hb Hoja basal ' |
= r raiz )
= t tallo B

7.1.2 Experimento en Luz constante 24 horas. ...

7.1.2.1 Desinfeccién del material:

por cada

" uti . 25
En este experimento se utilizaron 125 u.e

.. Las u.e.
tratamiento y se sewmbraron un total de 500 explantes

tal.
logradas fueron 71 que constituyeron el 56.8% del to
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Debido a el gran porcentaje de contaminacién encontrado en el
experimento en la obscuridad, se utilizdé otra metodologia de
desinfeccién, la cual varié en el tiempo que el material estuvo
inmerso en las soluciones de alcohol y cloro, ademds de que se
utilizé jabdén para lavar los explantes y raspado de la epidernis
tanto de tallo como de raiz ; se utilizé Tween 20 agregado a 1la
solucién de cloro.

Hoja media fué el explante que nis u.e. logrd al final de 1la
primera fase, perdiendo finicamente 2 de ellas. Hoja basal y tallo
perdieron pocas u.e. 6 y 5 respectivamente. En este caso 1la
metodologia empleada para la desinfeccién de los materiales superd

"a la utilizada en el experimento en obscuridad. Sin embargo el
explante raiz, nuevamente al igual que el experimento en 1la
‘ obscuridad, presentd contaminacién casi en su totalidad, por las

mismas causas sefialadas anteriormente, Cuadro 8.

7.1.2.2 Regeneracién de Callo:

De los 500 explantes sembrados en todo el experimento
sometido a luz conétante las 24 horas, se logrd inducir callo en
274 de ellos que equivale a 54,8% del total sembrado. Sin embargo
tomando en cuenta las u.e. logradas, de 1los explantes alli
sembrados que fueron 284, se generaron 274 callos que equivale a
96.47%.

Los 5 explantes presentaron porcentajeé’ altos, de acuerdo a

los callos generados de los explantes sembrados en 1las u.e.

logradas. Los porcentajes estin arriba del 91.66%.
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El explgnte que mayor porcentaje de calld 4ndujo fué -hoja
media con un 97.82%,; ya que ée 92 %xbl‘ant'es ‘se logrdé la induccién
de 90 callos . : e
El explante raiz, a peéai de solo contar cofi'3 u.e. de su 12
explantes indujo callo en 10 de ellos) por 1o'gue se puede deducir
gue s8i se controla el pfobléma de contaminadién del material, puede
generar suficiente callo. Cu;drd 8, Figura 3. ‘

-

Cuadro 8. Unidades experimentales sembradas, logradas, perdidas,
explantes sembrados y porcentaje de callo generado, en el
experimento en luz constante.las 24 horas.

EXPLANTES u.e uv.e uv.e 'exphn!c : explante callos gencrados % callo generado
sembrada lograda perdida | | sembrado sembrado por 8.0 por u.c lograda por u.c lograda
. . lograda ’
HOJA SUPFRIOR 25 6 19 100 % \ n 9N
HOJA MEDIA 25 2 2 100 2 % 97.8
HOJA BASAL 25 19 6 100 76 7s | o868
RAIZ 25 3 n 100 12 10 ) 83.33
TALLO 25 20 5 100 80 ” %3
TOTAL 125 n 54 500 284 274
TOTAL (%) 100 56.8 432 100 100 96.47

mmmmw

7.1.2.3 Callos generados por tratamiento:

En hoja SuperiOf a pesar de la alta contaminacién, se generd

callo en 4 tratamientos, pero respondieron mejor los tratamientos

5 mg/l de 2,4-D y 5.0

(0.5 mg/1 de 2,4-D y 3.0 mg/l de BAP) y (O.
i o por la peca

mg/1l de BAP), con 8 callos cada uno. En este explante

cantidad de callos generados, solo se puede inferir gque el rango

. de
para inducirlos fué de auxinas, entre (3.0 mg/l a 0.5 mg/1) ¥

citocininas el rango entre( 0.5 mg/l a 5 mg/1l). Esto sugiere que el

alargamiento celular se produjo con concentraciones bajas de
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auxinas, Yy para 1la divisidn celular se utilizaron altas
cancentraciones. La luz podria estar influyendo en la primera fase
de desarrollo del callo para inducir més divisién celular y por eso
la necesidad de consumir m&s citocininas, Cuadro 9.

Hoja media presentd buena generacién de callo en 1los 5
. tratamientos, siendo los mejores los tratamientos (5.0 mg/l de

auxina y 0.5 mg/l de citocininas) y (0.5 mg/l de auxinas y 0.5 mg/

100

70
60
50
40

30

CALLOS GENERADOS (%)

20
10

H. BASAL RAIZ
. EXPLANTES

Figura 3. Porcentaje de callo generado por explante en luz
. ~constante 24 horas.
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Cuadro 9. NGmero de callos geheradoé por tratamiento en el
experimento de luz constante las 24 horas. .,

TRATAMIENTOS.

e —— e s
EXPLANTES lo. ‘20. | 30. | 4q.. | .50 | Total
10:1 6:1 1:12- | 1:6 |1:10 '
(a)l (D) | (c) | (3). (e)
HOJA SUPERIOR 0 3 3 8 8
HOJA MEDIA 20 18 16 16 20
I‘HOJA BASAL 20 16 16 15 8
RATIZ L adad - - 10 v D e -
TALLO 16 | 18 | ‘16 12 | 15
a: 5.0 mg/1 2,4-D y 0.5 mg/1l BAP l
b: 3.0 mg/1l 2,4-D y 0.5 mg/l BAP
c. 0.5 mg/l 2,4-D y 0.5 mg/l BAP
d. 0.5 mg/1l 2,4~D y 3.0 mg/l BAP
e. 0.5 mg/l 2,4-D y 5.0 mg/l BAP

de citocininas) ambos ¢on 100% de induccién de callo. Esto indica
que este explante responde bien a los rangos de auxinas Y
citocininas que se ensayaron, ya.que en todos los tratamientos se

obtuvo buena induccién de callo.

El mismo comportamiento mostraron los explantes hoja basal ¥y

tallo ya que indujeron callo en todos los tratamientos y en buen

- ron
nGmero . En estos explantes los mejores tratamientos fue

' fona ina 0.5
aguellos en donde se ensayaron bajas concentraciones de aux

' de
mg/l y concentraciones de 0.5 mg/l, 3 mg/l y 5.0 ng/l

) a s erior
citocininas. Al igual que el explante hoja media Y sup

. s induc ir
necesitaron concentraciones altas de citocininas para

callo, esto debido sindudablemente a la influencia de’la luz.
Los pocos callos inducidos por raiz, respondieron al

i ini iz
tratamiento (0.5 mg/l de auxina y 0.5 mg/1 de citocinina). En raiz,
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de los 12 explantes que se sembrarpp en la u.e. logradas, 10 de
ellos indujeron callo, equivalente a el 83.3% de esas u. e., lo que
hace suponer que si se controla la contaminacién, se puede inducir
buen porcentaje de callos. Este explante respondié a las minimas
ci';ncentraciones de auxina y citocininas, suficientes para provocar
aiargam‘ienﬁo y divisidén celular, Cuadro A9.

r . _ :
7.1.2.4 Consistencia de Callo:

. En este experimento se observé dos tipos de callos, los
friables y los semicompactos. En. los éxplantes de hoja superior,
media y basal, predomindé el callo semicompacto con un 88.54%,
57.78% y 52% respectivamente, mientras que en tallo y raiz
predomind el callo friable en un 100% y 56.58%, respectivamente.

Debido a que en este experimento los explantes de hoja
. 'respondieron a concentraciones altas de citocininas, es de
suponer que la hormona tuvo una influencia mé\yor en el proceso de
+ divisién celular. Estos explantes no formaron callos en la
.obscux;'idad come en el experimento anterior, por lo que tuvieron
menos posibilidad de que las células se alargaran. Las células
sufrieron desdiferenciacién conjuntamente con el proceso de
divisidén celular, puede ser &sta la causa de la formacidédn de masas
callosas mas compactas.

El explant_e tallo logrd callos de los dos'tipos, friables y
semicompactos, en mayor proporcidén los callos-friables, a pesar de

responder a tratamientos con menos concentracién de citocininas.
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En raiz no se puede hacer un anélisis detallado del comporta-
miento de sus callos ya que se generaron nuy pocos, sin embargo se
pudo observar que el 100% fueron friables debidc,sin duda a las
bajas concentraciones de auxinas y ;:;iigocininas’ ut‘iliz;adas en ese.

tratamiento, Cuadro 10.

7.1.2.6 Pubescencia de loé Cal'los poi' Explante;

En este experimento se obtuvo ;ej_l 20% de pubescencia en 108.
callos, fundamentalmente en 1los expi'antes de hoja media Yy basal,
con 40% cada uno. Esta Caracterisf-ica; 'ée asocia v'a' la pubescencia

presente en las hojas de este cultivo, Cuadro 10.

7.1.2.7 Tamafio y Peso del Callo mis Pequefio y mis Grande.

El callo mis grande y mis pesado fué encontrado en el explante
tallo con 3.2 cms. y 4.135 gr.. En general se obsérva en todos los
explantes, callos grandes que sobrepasan los 12 ¢ms Yy un promedio
de 2.3 gr. En este experimento se observé 1la presenéia de nés
cantidad de callos semicompactos y se asocia esta caracteristica
con el peso obtenido en algunos de ellos. Un callo semicompacto
supuestamente tiene menos espacxos porosos y mas masa celular por
estar las células fuertemente unidas, .(9,1),

Se observé que el comportamiento en ‘tamafio y peso de jos callos es

uniforme en este experimento, Cuadro 11.-

o
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Cuadro 10. Porcentaje de consistencia, color y pubescencia de
callos generados en el experimento en luz constante 24

horas.
W1

'VARIABLES EXPLANTES
. Hs Hm Hb r t Total%
(a) (b) (c) (4) (e)
Consistencia sc sc sc fr fr friable
(%) ( £) ' g)
88.54 57.78 52 100 56.58 51.65
Color verde verde verde verde verde verde
(%) . 60 80 60 100 60 72
Pubescencia 20 40 40 —— —— 20
(%) — MR
a= Hs =Hoja superior d= r ralz
b= Hm Hoja media e= ¢t tallo v
c= Hb Hoja basal f= sc semicompacto

g= fr friable

Cuadro 11..Tamafio y peso de los callos mis grandes y mas
pequefios generados en el experimento en 1luz constante

24 horas.

e e =
VARIABLES EXPLANTES
Hs Hn Hb x t Total
(a) (b) (&) (&) (e) X
Tamafio callo X
# mas gande 2.33 2.71 2.1 2.5 3.2 2.57

| Tamafio callo
mis pequefio

i Callo menos
pesado (cms)

a= Hs =Hoja superior Cr = raiz

b= Hm Hoja media e. t = tallo

c= Hb Hoja basal f. sc= semicompacto
g. fr= friable.
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Experimento en Fotoperfodo, 12 horas luz, 12 horas

obscuridad.

]

Desinfeccién del material:

. e

Al igual que en el expe'r'ime‘ntb"‘ de iluz constante 24 horas,

en este experimento se ensayaron 125 u.e. para evaluar los 5

tratamientos y los 5 explantes.

Unicamente 53 u.e. o sea el 42.4%

del total produjo callo. De las 53 u.e. logradas se indujQ callo

en un 85.85% que correspondé a 182 callos,. Cuadro 12.

Cuadro 12 Unidades experimentales sembradas, logradas,

perdidas,

explantes sembrados y porcentaje de callo generado, en el

experimento en fotoperiodo 12 horas 1luz,

12 horas

obscuridad. e
EXPLAN- | u.e u.eT u.e | ex- | explan- call;s ] ;:Elo '
TES sem- lo- | per-| pl- te - gene~ —
bra- | gra- | dida | ante | sembra- rados n::i?oe ;
da da. sém- | do por | por u.e | P aa |
bra- | u.e lograda | logra
do | lograda
HOJA 7
SUPERIOR | 25 18 7 | 100 72 72 100.0
HOJA '
) .0
MEDIA 25 10 15 | 100 40 26 | 65
HOJA
BASAL 25 21 4 1100
RAIZ :
25 2 23 | 100
TALLO o
25 2 23 | 100
TOTAL '
125 53 72 | 500
TOTAL
(%) 100 42.4 58 | 100
== T T e e S e L
.e e u,e-'
Hoja superior y hoja basal lograron mis del 70% 4d

mientras que de hoja media solo se logré el 40%.
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Tallo y raiz no perdidé todas sus u.e. por contaminacién, tallo

por ejemplo solo perdid 3 u.e. por contaminacién, mientras que raiz

perdid 13 u.e. De las 12 u.e. logradas en raiz, solo se generaron

2 géllos. Este experimento presentd un 50% de contaminacidén, lo que

‘i_rsx.diqa que la metodologia utilizada superd a la pradticada en el
‘experimento en obscuridad, pero que es indispensable mejorarla.

Cuadro 12.

7.1.3.2 Regeneracién de Callo:

§ En este experimento se sembraron un total de 500 explantes de
los cuales Gnicamente 182 formaron callo de 212 explantes sembrados
en la u.e. logradas

Hoﬁa superior y hoja basal son los dos explantes que generaron
mayor cantidad de callo con un 100% y 97.62% respectivamente. Hoja
‘media’ produjo callo en menor cantidad 65% comparado con los
explanteé anteriores.

| El comportamiento de tallo y raiz fue similar que en 1los
experimentos obscuridad y 1luz las 24 horas; generando pocas
cantidades de callo, debido fundamentalmente a la contaminacién del
material. En este caso la contaminacién de las u.e. fué similar a
-la de los otros explantes, pero estos dos explantes no llegaron a
'irif:h_xcir' callo. Solo se logré la formacién de 2 callos en el

explante de raiz, cuadro 12, Figura 4.

7-,1.3.3L Callos Generados por Tratamiento :
Hoja superior respondi6 a todos los tratamientos, obteniendo

52% de induccidn de callo que equivalen a 72 callos. En general se

=
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observa que hoja superior y hoja basal presentan bastante uniformi-
dad en la induccién de callo-en todos los tratamientos por lo que
es dificil analizar la influencia .de ‘las hormonas en los mismos,
Unicamente se puede inferir que estos'etpiantes'réSpthen bien a
concentraciones de auxinas y citocininas en el réhgo‘dev(O-S mg/1
a 5.0 mg/l, Cuadro 13.

Hoja media perdid muchas u.e., pero sus mejores tratamientos
se encuentran en los extremos de los tratamientos, es decir el
tratamiento (5.0 mg/l de auxinas y 0.5 mg/l1 de citocininas) y
el tratamiento (0.5 mg/l y 5.0 mg/1), por lo que se deduce que este
explante responde a los rangos de auxinas-citocininas ensayados.

Raiz produjo Gnicamente dos .callos en Jlos tratamientos
(3.0mg/1 de auxinas y 0.5 mg/l de citocininas) y el (0.5 mg/l de
auxinas y 3 mg/1 de citocininas). Por la poca cantidﬁd de callos
no se puede hacer un anélis;s sobre el comportamiento de 1las

hormonas, Cuadro 13

~

Cuadro 13. NGmero de callos generados por. tratamiento en cada
explante.

o T _. A ._ AM I .__ N ‘.. -.-,4,.__._ e

HOJA SUPERIOR ,
HOJA MEDIA 8 8 3 0 8

20 16 16
- 1 - am
: y 0.5 . BAP 0.5 mg 2,4-D Y
$ 3.0 mg/l 2,4-D y 0.5 mg/l BAP BAP
- 0.5 mg/1 2,4-D y 0.5 mg/1l BAP -
- 0.5 mg/1 2,4-D Yy 3.0 mg/l BAP
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7.1.3.4 ., Consistencia de Callo:

S Se. encontrd que los callos formados por hoja superior,
mecij.a y basal generaron callos semicompactos en un 100%, 100% y 80%
regpggtiyamente, sucediendo el mismo fenémeno que en el experimento
colocado en luz constante las 24 horas. Nuevamente raiz formd
callos friables en un 100% y 70%.

LEste, experimento indujo un 70% de callo semicompacto,
porcentaje mucho mayor que el ‘obtenido en el experimento de 1luz
constante 24 horas. sin duda la diferencia radica en que el
porcentaje de callos friables en este experimento es de 100% pero
sobre 2 callos Gnicamente, mientras que en el experimento anterior

el nGmero de callos friables fué de 87 callos, Cuadro 14.

7.1.3.5 Color predominante por explante:

El color pfedominante en todos los callos fué el verde en un
100% en hoja media, hoja basal y raiz. Solo hoja superior presenté
un 40% de callos de otro color, generalmente de color café. E1l
coior caf‘é esta asociado a la senecencia de los callos, pues se
observé que los callos que presentaron este color, al poco tiempo
murieron. Este fenémeno pudo suceder por excesos de hormona en
algunos tratamientos, ya que este explante funciond y generd callo

en todos los tratamientos, Cuadro 15

7.1.3.6 ° pubescencia de Callos por Explante:
"Nuevamente esta caracteristica se presentd en los explantes
de ho’jia: encont:.réndose en un 60% en hoja superior, 1los otros dos

explantes presentaron porcentajes de 25% y 40%, con un promedio de
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EXPLANTES

TALLO

Figura 4. callos generados por explante en
luz, 12 horas obscuridad.

fotoperiodo 12 horas

pubescencia de 41.66 % en todos los explantes.

© | : sta
Al igual que en los dos experimentos anteriores, €

de
caracteristica solo se manifesté en los callos provenientes

. nta
explantes de hoja, y se asocia a la pubescencia que ésta presenta,

)

Cuadro 14,

~

it emt AL APt Bt S e A, m—————— . . . _
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‘Porcentaje de consistencia , color, y pubescencia,
de los callos generados en el experimento en

v fotoperiodo 12 horas luz, 12 horas obscuridad.

. VARIABLES EXPLANTES
oo Hs Hm Hb r t Total%
(a) (b) (c) (d) (e)
Consistencia sc sc sc fr sc sc.
(%) ( £) (g9)
100 100 80 100 - 93.39
Color verde verde verde verde - verde
(%) 60 100 100 100 - 90
Pubescencia 60 25 40 40 - 41.66
(%)
Hoja superior e = t tallo
b= Hm Hoja media f = sc semicompacto
c= Hb Hoja basal g = fr friable

Cuadro 15 Tamafio y peso del callo m&s grande y callo méas
pequefio del experimento en fotoperiodo.

VARIABLES

EXPLANTES

b= Hm Hoja media
c= Hb Hoja basal

a= Hs =Hoja superior

e= t tallo

Hs Hm Hb r t Total%
(a) (b) (c) (d) (e) X
Tamafno callo X
mas grnade 2.7 2.8 2.08 2.18 -~ 2.61
(cms)
Tamafic callo |  __oTmmmTTTT
mas pequefio 0.87 0.44 1.0 ——— - 0.77
callomds | o TTTmTmETTTTTT X
pesado (grs.) 1.82 1.81  1.15 1.5 ~-—- 1.49
Callo menos T X
pesado (cms) 0.078 0.03 0.199 -——— —— 0.10
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7.1.3.7 Tamafio y Peso del Callo mis Grande y nis Pequefio:

El tamafio del callo para todos' Ios explantes fué bastante
uniforme alrededor de 2.61 cms. El callo mis grahde lo produjo
hoja media. Los pesos promedios también se énéﬁentran uniformes en
todos los explantes. Los explantes que indujeron callos m&s
grandes fueron hoja superior y hoja media; 2.7 y 2.8 cms. respecti-
vamente.

Los callos mas pesados los pf_ddujowtambién hoja superior con
1.52 gr. y hoja media con 1.81 gr. En este experimento estos dos.
explantes produjeron 100% de callo semicompacto, pero aGn asi estos
callos son menos pesados que los obtenidos en el expex;imento de luz

constante las 24 horas. Cuédro 15.

7.1.4 Resultados Finales de los: Tres Experimentos.
7.1.4.1 Desinfeccién de los mater:.ales.

El experimento en obscuridad obtuvo en esta primera fase
de induccién de callo, un nGmero considerable de u.e. perdidas,
pero al cambiar 1la metodolocﬁa :de désinfecdién' del material se
logrdé aumentar las u.e. tanto en el experixﬁento en luz las 24
horas, como en el dé fotop_erilodo 12 hqrés luz, 12 horas obscuridad,
Cuadro 16. o _ ‘

En toda la fase de induccién de callo se perdié el 57% de u.e.
lo que indica que el método de dgsinfeceién,utilizado, fundamental-
mente en el experimento de obscuridad no fué efectiva.

Los explantes que mejor funcionaron en cuanto a la desinfec-

cién fue hoja superior en obscuridad con un 76% de u.e. logradas;
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hoja media en el experimento de luz con un 92% de u.e. logradas; y

hoja ba,sal en el experimento de fotoperiodo con un 84% de u.e.
lqg:adas.

L‘os explantes de raiz y tallo tuvieron altos porcentajes de

.qcoﬁta_mina;cién fundamentalmente en los experimentos de obscuridad y

luz, por lo que es necesario aplicar un pretratamiento a 1los

materiales antes de ser sembrados, Cuadro 17.

Cuadro 16. Unidades experimentales logradas en los experimentos
. de obscuridad, luz constante 24 horas, y fotoperiodo 12

horas uz , 12 ras obscuridad.

EXPERIMENTOS
LUZ FOTO TOTAL TOTAL%

T

Cuadro 17. Unidades experimentales logradas y perdidas en los
tres experimentos, en cada uno de los explantes.

- VARIABLES TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO
OBSCURIDAD LUZ 24 HORAS FOTOPERIODO
‘ hs hm hs r ¢t hs hm hs r t hs hm hb r t
i U.e. logradas 23 9 13 - 4 6 23 19 3 19 |18 10 21 2 2

H oo om v o oo an oo on o on o o oo e - e - o .. e - e e -

| su.e.lograda |76 30 43 - 13 |24 92 76 12 76 |72 40 84 8 8

7 e o - o= - - -

U.e perdida 721173026 |19 2 622 6| 7 15 4 23 23
| $ U.e.perdida |23 70 57 100 76 8 24 88724 | 29 60 16 92 92
| 67

e e S L LT
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7.1.4.2 Induccién de Callo por Explante:

En 172 u.e. logradas en los 3 experimentos, se sembraron un
total de 668 explantes que generaron 634 callds o sea un 92.15%.

El explante que mayor cantidad de callos prbdujo fué hoja
basal con 197 de 212 explantes sembrados; ‘sin embargo fué& hoja
superior quien reporta los mis altos porcentajes de induccién de
callo, pues de 188 explantes sembrados} se obtuvo 183 callos con un
97.81% de induccién. En general todos' los explantes de hoja
generaron callos arriba del 90%. ‘Tallo presenté un 90% de

induccidn de callo pero sobre 25 u.e. logradas. Cuadro 18, Fig 5.

Cuadro 18 Unidades experimentales logradas, explantes sembrados Yy

porcentaje de callo generado, en cada explante y en los
tres experimentos. :

m
EXPLANTES u.e explante callos gencrados
lograda sembrado por u.c lograda
HOJA SUPRRIOR 47 188 183
HOJA MEDIA 42 168 152
HOJA BASAL 53 211 197
RAIZ [ 20 12
TALLO 25 100 90
TOTAL 172 688 634
TOTAL (%) 100 100 92.15
e e e e e T

Raiz fué el explante que menor caﬁtidad de callos produje
debido fundamentalmente a los porcentajés altos de contaminacién
obtenidos. Sin embargo el 60% de induccién sobre los explantes
sembrados, sugiere gue controlando la contaminacién del material

vegetal, se podria inducir buenas cantidades de callo.
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5.1.4.3 Callos generados por cada tratamiento en los tres
experimentos.

El tratamiento que mayor nGmero de callos formé fué el
t;atamiento (0.5 mg/l de 2,4-D y 5,0 mg/1l de BAP) con un total de
140 callos en todos los explantes.

El tratamiento ( 3.0 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l de BAP) y el
tratam_iento (0.5 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l de BAP) también
ggﬁeraron buena cantidad de callos de acuerdo a las u.e. logradas.

Los explantes de raiz y tallo funcionaron mejor con el

tratamiento 3 ( 0.5 mg/l 2,4-D y 0.5 1lmg/1l de BAP), pero debido a

100
90
80

70

50

30

CALLOS GENERADOS (%)

20

H.SUPERIOR H.MEDIA  H.BASAL RAIZ TALLO
. : EXPLANTES .

Figura 5. Callos generados por explante en los tres experimen-
tos.
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la pérdida de u.e. en algunos tratamientos, no es posible hacer un
an&lisis m&s confiable sobre el goiﬁi:o}taﬁxiénio de los traltamientos
en estos explantes, Cuadro 19. -

Cuadro 19. Callos generados en cada uno de los tratamlentos Yy en
cada explante en los tres experimentos.

TRATAMIENTOS

EXPLANTES lo. 20. 30 | 40. 50 60 TOTAL
(a) (b) |c (d) e (£)

HOJA SUPERIOR 32 35 35 32 33 16 183
HOJA MEDIA 28 25 19 16 | 48 16 152
HOJA BASAL 32 42 | 36 31 |40 |16 197
RAIZ 1 10 1| - - 12
TALLO 16 18 21 12 19 90

a- tratamiento 1 = 5.0 mg/1l - 2,4-D--0.5 1“97 BAP

b= tratamiento 2 = 3.0 mg/l 2,4-D--0.5 mg/l BAP

c= tratamiento 3= 0.5 mg/l 2,4-D--0.5 mg/1l BAP

d= tratamiento 4= 0.5 mg/l 2,4-D--3.0 mg/l BAP

e= tratamiento 5= 0.5 mg/l 2,4-D--5.0 mg/1 BAP

f= tratamiento 6= 0.3 mg/l 2,4-D--0.6 mg/1l BAP

7.1.4.4 Consistencia Predominante de los Callos en los 3

experimentos.

En relacién a la consistencia de l6s callos que predomind
en los tres experimentos efectuado, se observé un promedio de
57.77% de callo friable y un promedio de 42.23% de ‘callo semicom-—
pacto. Cuadro 20. Eh los promedios presentados, no se observa una
diferencia significativa, ya que en los experimentos de 1lusz R
fotoperiodo, la induccién de callo se mantuvo uniforme en todos 108
tratamientos, utilizando en algunos de ellos altas concentraciones
de auxinas y en ot;'as altas concentraciones de citocininas, est©
provocd casi igual nGmero de callos friables y semicompactos. Este

fenémeno se present6é en dos de 1los tres experimentos. s6lo en el
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Cuadro 20 Porcentaje de consistencia , color, pubescencia,
" los callos del los tres experlmentos.

VARIABLES OBSCURIDAD LUz FOTOPERIODO TOTAL%
Cnsistencia
Callo friable 91.67 51.65 30 $7.77
Callo sc. - 8.33 48.35 70 42.2
Color
Verde 77.08 71.0 : 90 79.69
Otro color - 22.92 28.0 10 20.30
Pubescencia |

(%) 20.0 20.0 " - 41.66 27.22

experimento de obscuridad se formé un alto porcentaje de callos

friables, lo que permite observar la influencia de las auxinas en

el alargamiento celular. Cuadro 20.

7.1.4.5. Color predominante en los 3 experimentos:

El color predominante en los 3 experimentos fué el verde,
presentando un promedio de 79.69% en los datos reportados de cada
experimento. El color verde se asocia tanto a la constitucién
ca;apteristica del callo friable, y también a las masas celulares
que son capaces de fotosintetizar. Los callos semicompactos
también presentan color verde en sus agregados, es por ello la
proporcidn alta de color verde presentada por estos callos.

Otros, colores de callo fueron notorios en esta fase de
induccién como por ejemplo el café, café amarillento y blanco. Los
dos primeros asociados a la senecencia de los callos pues sge
observé que &stos callos no crecieron y al pébo tiempo murieron.

Estos callos son incapaces de realizar fotosintesis Yy sequir

creciendo. Los calles blancos s6lo se obtuvieron en la primera
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fase del experimento de la obscuridad, Cuadro 20.

7.1.4.6 Pubescencia de los Callos en los tres experimentos:

Esta caracteristica se presenté en uh promedio de 27.22% de
los callos generados en los tres experimentos, presentindose mayor
cantidad de pubescencia en los callos sometidos a fotoperiocdo con
41.66%. Esta caracteristica de algunos callos, se encontrd en los
explantes de hoja fundamentalmente, ry estd asociada con 1la
pubescencia presente en ellas. Esta caracteristica no ‘influye en
el desarrollo de los callos, ya que. crece a lé par de ellos,
tampoco esta influenciada por los tratainientos, pues se observéd la

presencia de callos pubescentes en casi todos los tratamientos.

7-1.4.7 Promedio de Tamafio y Peso de los Callos Generados en
los Tres Experimentos
El promedio de callo mis grande inducido en los experi-
mentos fué de 2.69 cns, encontridndose el callo m&s grande en el
experimento en la obscuridad con un promedio de 2.9 cms. Este
tamafio se logrd ya que este experimento generd wmuchos callos
friables, en donde supuestamente las células se encuentran mas
expandidas y existen muchos espacios intercelulares entre ellas,
(1.19). '
El promedio de callo mis pesado se encontré en el experimento de
luz en donde se generaron callos tanto friables como semicompacto,
Cuadro 21. El peso de los callos no siempre est& relacionado con el

tamafio de los mismos, sin embargo en este. experimento se dié 1a
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tendencia de a mayor callo semicompacto mayores eran los promedios
de pesos encontrados. En el experimento de fotoperiodo se presenté
un 70% de callo se'micompactos,‘ pero el peso reportado por 1los
callos es menor que el reportado por los callos del experimento de
.léz las 24 horas, que obtuvo un 48.35% de callo semicompacto . En
general él analizar todos los datos de los tres experimentos, no es
pPosible sacar una relacién de peso-consistencia, ya que el nfimero
de callos en cada experimento fué diferente.

Cuadro 21 Promedio de tamafio y peso del callo mds grande y callo
mas pequefio obtenido en los tres _experimentos.

H VARIABLES OBSCURIDAD LUZ FOTOPERIODO TOTAL%
Tamafio callo '
més grande 2.9 2.57 2.61 2.69
(cms.)
Tamafio callo
mas pequefio 0.48 0.9 0.77 0.72
{cms.)
Callo mé&s
| pesado (gr ) 1.37 2.31 1.49 1.72
' Callo menos 0.09 0.13 0.10 0.32

pesado (gr.)

7.2 Fase de Brotaciédn:
7.2.1. Contaminacién:

En la segunda fase del estudio se subcultivaron un total
de 645 u.e., de las cuales se lograron 582 u.e. que equivale a un
90.23%. La contaminacidn de los subcultivos para esta fase fué
" solo de 10% para los tres experimentos, Cuadfg 22.

7.2.2 Regeneracién de Plantas por Explante:

De los callos provenientes del experimento que se sometid
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a obscuridad solo generaron planta 2 explantes; hoja media y tallo
con un 33.3% de regeneracién. |

Los callos provenientes del experimento sometido a 1luz
constante las 24 horas, regeneraron planta en 2 explantes; hoja
superior y tallo.. De este subcultivo se observé que el explante
respondié favorablemente en dos tratamientos, en donde broté el
100% y el 66%, mientras que en hoja superior solo broté una unidad
experimental.

Los callos provenientes del experimento sometido a fotoperiodo
12 horas luz, 12 horas obscuridad, generaron planta fGnicamente los
provenientes de raiz en tres tratamientos diferentes y con un
33.33% cada uno.

En total generaron planta los explantes hoja superior, hoja
media, raiz con un 33.33%; tallo con un 66.66% y 100%. Hoja basal
no presenté respuesta a la regeneracidn de planta en ninguno de 108

tratamiento ensayados, Cuadro 23..

Cuadro 22. Unidades experimentales y % de callo subcultivado en
la fase de regeneracién de plantas. .

VARIABLES OBS LUz FOT.

U. experimental -
subcultivada 225 228 192

U. e. sin .
contaminacién 193 222 167

- L TN .
- ———— —— - — — — —— —— - - o - e -

% callo .
subcultivado 85.77 97.36 86.98
%—‘
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7.2.3 Regeneracidn de Plantas por Tratamiento:
7.2.3.1 callos Provenientes del Experimento Obscuridad.

El callo proveniente del explante hoja media y que se indujo
en ;%_obscuridad, al ser subcultivado en medio de brotacién, Yy
;ol?éado en condiciones de luz constante 24 horas, gener6é brote con
el tratamiento C (0.5 mg/l de Ana y 1.0 mg/l de KIN). En este caso
el éxplante necesité altas concentraciones de citocinas y bajas de
auxinas para inducir callo, y para la brotacidn concentraciones

:@én?res de citocininas; mientras que las concentraciones de auxinas
se conservaron en 0.5 mg/1l tanto en la induccidén de callo como en
1a fase de brotacién. El callo proveniente del explante tallo, al
ser subcultivado en el medio A (1.0 mg/l BAP) logrd la brotacidn.

~ Este explante utilizé para inducir callo bajas concentraciones de
auxinas y citocininas con el tratamiento 6 ( 0.3 mg/l 2,4-D--0.6
mg/l. BAP), y para la regeneracidn de plantas, también bajas
concentraciones de BAP equivalentes a 1.0 mg/l

Parece ser que en la primera fase de desarrollo del callo en
hoja media es necesario mayores concentraciones de citocininas para
provbéar proliferacién callosa, mientras que en la fase de
protacién con una relacién estrecha de auxina-citocininas produce
1a brotacién. callo por el contrario funcioné con bajas concentra-

ciones de auxinas-citocininas, pudiendo desechar las auxinas en la

segunda fase. Cuadro 23.
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Cuadro 23. Porcentaje de regeneracién de plantas en los tres
experimentos, explantes y tratamientos que indujeron
callo y brote.

———

o e s e
Faso 4o
Fotoperiodo Bxplants tnduccida callo
(=)
OBSCURIDAD Hoja media 5 LUz C 1
Tallo 6 Luz A 1
LUz H.superior s LUz B 1
Tallo 3 LUz C 1
Tallo 4 LUz D 1
12hr LUZ, 12 Raiz 4 FOT A 2
OBS Raiz 4 POT B 3
Raiz 4 FOT C 3
—_— e e e

(a) FASE DE INDUCCION DE CALLO
tratamiento 3= 0.5 mg/l 2,4~-D --0.5 mg/l BAP
tratamiento 4= 3.0 mg/l 2,4-D --0.5 mg/l BAP
tratamiento 5= 5.0 mg/l 2,4-D --0.5 mg/1l BAP
tratamiento 6= 0.3 mg/l 2,4-D --0.6 mg/1l BAP

(b) FASE DE BROTACION

callos provenientes de experimento en obscuridad
tratamiento A 1.0 mg/l de BAP

tratamiento B 0.5 mg/l de AIA y 1.0 mg/l KIN
tratamiento C 0.5 mg/l de ANA y 1.0 mg.l KIN
tratamiento D 0.5 mg/l de AIA y 1.0 mg/l BAP 3
tratamiento E 0.5 mg.l de ANA y 1.0 mg/l BAP -

callos provenientes de experimento de luz y fotoperiodo
tratamiento A= 0.1 mg/l1 BAP
tratamiento B= 0.3 mg/l1 BAP
tratamiento c= 0.6 mg/1 BAP

tratamiento D= 0.9 mg/l BAP
Todos los tratamientos con 0.5 mg/l de AIA

7.2.3.2 callos Provenientes del Experimento en Luz Constante las
24 horas.
De 1los callos provenientes del experimento en 1uz
constante las 24 horas, los provenientes de hoja superior generaron
planta utilizando altas concentraciones de citocininas con el

tratamiento B que contenia 3.0 mg/l de BAP y 0.5 mg/1l de AIA. Este
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explante indujo callo con concentraciones altas de citocininas 5.0
mg/i y-0.5 mg/l de auxinas. En general este explante necesita
alﬁas‘concentraciones de citocininas para la induccién del callo,
ne'ce‘s_‘i_tandq menores concentraciéneé de la misma hormona en la
segdhda #ase. Las concentraciones de auxina utilizadas fueron de
0.5 ;g/l en las dos fase.

Elwexplante tallo generd brotes con dos tratamientos C (6.0
mg/1l de BAP), D (9.9 mg/l de BAP)‘o sea requiriendo altas concen-
tracioﬁ;é de citocininas. Uno de los callos fue formado a partir
del tratamiento (0.5 mg/l de 2,4-D & 0.5 mg/l de BAP) , y en 1la
segunda fase necesité 3 mg/l de BAP para generar brote; en este
caso las minimas concentraciones de auxinas-citocininas indujeron
callo, necesitando mayores concentraciones de citocininas en 1la
segunda fase. El segundo callo generd brote con el tratamiento D
que contenia las m&s altas concentracion de citocininas que se
evaluarén en este estudio, es decir 9 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de
AIA., sin embargo para la fase de induccién de callo utilizé
también altas concentraciones de citocininas, 3.0 mg/1 BAP. Las
concentraciones de auxinas de los dos callos provenientes de tallo,

utilizaron bajas concentraciones de auxinas en las dos fases,

Cuadro 23.

7.2.4. Callos provenientes del Experimento de Fotoperiodo 12
horas 1luz, 12 horas obscuridad. o
En el experimento con callos generados en fotoperiodo, solo

se indujo brote en el explante raiz. Raiz fué un material dificil
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de trabajar por la alta contaminacién que trae del campo, prueba de
ello fué gue en este‘experimento se indujeron 2 callos, pero estos
callos al subcultivarlos produjeron varios brotes, por unidad
experimental, fenémeno que no se presentd en otros tratamientos.
Raiz indujo sus callos a partir de altas concentraciones de
citocininas ( 0.5 mg/1 2,4-D y 3.0 mg/1 de BAP); en la segunda fase .
estos callos respondieron a tres tratamientos A, B y ¢ o sea
(1.0mg/1, 3.0mg/l y 6.0 mg/l de BAP). Este explante tolera altas
concentraciones de citocininas (BAP) en las fases tanto de
induccién de callo, como de regeneracién de plantas. |

En todos los tratamientos que generaron brote se observéd que
los requerimientos hormonasles que utiliza cada explante en la
primera fase de induccién de callo, tiende a conservarse en la
segunda fase de regeneracién de plantas.

Se observdé que cada uno de estos brotes al ser subcultiva-
do, puede generar 3-4 brotes gque posteriormente pueden ser
bPropagados a través de microestacas. Los brotes al dejarlos crecer
en ese mismo medio, se comportan de la misma manera, produciendo

varios brotes que pueden llegar hasta 5-6 de un mismo callo.
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9. Conclusiones

La respuesta de los explantes hoja, tallo y raiz a 1la
induccién de callo, vario seglGn las relaciones de concentracion de
aurinas-citocininas utilizadas, dentro del rango de 0.3 mg/l a 5.0

mg/l de 2,4-D y de 0.5 a 0.6 mg.l de BAP.

' 'La respuesta de los callos provenientes de los explantes de
hoja, tallo y raiz, generados en la primera fase, varié de acuerdo
a las combinaciones y concentraciones hormonales utilizadas dentro

del ‘rango de 1.0 mg.l a 9 mg.1l de BAP y 0.5 mg/l de AIA.

La metodologia de desinfeccién utilizada en los experimentos
de 1luz constante las 24 horas y fotoperiodo, disminuyé 1la

contaminacién de las unidades experimentales.

El 6rden de contaminacién de los explantes de mayor a menor
fué raiz, tallo hoja basal, hoja media y hoja superior.
El fotoperiodo de 1luz constante las 24 horas fué el msas

efectivo en la induccidn de callo y regeneracién de plantas.
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10. Recomendaciones

Para la desinfeccién de los explantes se recomienda lavar los
materiales con agua y jabén, y colocarlos en soluciones de alcohol
al 70% durante 2 minutos, lavar con agua destilada y colocarlos
nuevamente en una solucién de cloro al 0.75 % con 3 gotas de Tween
20, durante 20 minutos, lavar tres veces los -explantes con agua

estéril en la cémara de flujo laminar.

Utilizar los explantes de hoja superior, media, tallo y raiz

para la induccién de callo y regeneracién de plantas.

Para la fase de induccién de callo, utilizaf los tfatamientos
siguientes: |
Para hoja superior y hoja media, la relacién auxina-citocinina
(0.5 mg/1 2,4-D--5.0 mg/l BAP).
Para tallo utiljzar la relacién auxinas-citocininas en los rangos
de (0.3 mg/l a 3.0 mg/l de 2.4-D y 0.5 mg/l a 0.6 mg/1l de de
BAP) . .
Para raiz utilizar la relacidén auxina-citocininas de( 3.0 mg/l de

3
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Para la fase regeneracidn de plantas utilizar los tratamientos
siguientes:
Para callo provenientes de obscuridad:
Callos provenientes de tallo: la concentracidn de citocininas de
(1.0 mg/1l de BAP). .
Callos provenientes de hoja media: la relacién auxina-~citocinina de

( 0.5 mg/l de ANA y 1.0 mg/l de KIN)

Para callos provenientes de luz constante 24 horas:

Callos provenientes de hoja superior: la relacién auxina-citocinina

de ( 0.5 mg/l de AIA y 3.0 mg/l de BAP)

Callos provenientes de tallo: la relacién auxina-citocinina en el
‘rango de ( 0.5 mg/l de AIA y de 6.0 mg/l a 9 mg/l de BAP).

+ 1

Para callos provenientes de fotoperiodo 12 horas luz, 12 horas

obscuridad:

Callos- provenientes de raiz: la relacidén auxina-citocinina en el

rango de ( 0.5 mg/l de AIA y de 1.0 mg/ a 6 mg/l de BAP).

Establecer un procedimiento de desinfeccién del explante raiz para
eliminar la contaminacién y evaluarlo nuevamente en las fases de
induccién de callo y regeneracién de plantas, con los mismos
tratamientos, ya que fué el Gnico explante que produjo brotes

masivos.
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UNIVERSIOAD DE SAM CARLOS OF GUATEMALA
FACULTAD DE AGRONOMIA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES Ref . Sem.049-93
AGRONOMICAS —_—

LA TESIS TITULADA "EVALUACION DE LA RESPUESTA A LA INDUCCION DE CALLO Y REGENE-
RACICN DE PLANTAS DE GIPSOFILIA (Gypsophila paniculata var.
Bristol fine) UTILIZANDO VARIOS EXPLANTES Y TRATAMIENTOS
DE AUXINAS-CITOCININAS, EN CONDICIONES DIFERENTES DE LUZ"

DESARROLLADA POR EL ESTUDIANTE: ANA DOLORES AREVALO MORALES

CARNET No: 41125

HA STDO EVALUADA POR LOS PROFESIONALES: Ing. Agr. Héctor Ramazzini
Ing. Agr. Marco Vinicio Fern&ndez

El Asesor y las Autoridades de la Facultad de Agronomfa, hacen constar que ha cumplido
con las normas universitarias Y reglamentos de la Facultad de Agronomia de la Universi-

dad de San Carlos de Guatemala.
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