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PRUEBA PRELIMINAR DE PROPAGACION IN VITRO DE Chamaedorea elegans Martius MEDIANTE EL
CULTIVO DE EMBRIONES CIGOTICOS

PRELIMINARY [N VITRO PROPAGATION OF Chamaecdorea elegans Martius BY MEANS OF ZIGOTIC
EMEBRYOS

RESUMERN

En Guatemala la planta de shate Chamaedorea elegans Martius liene imporiancia debido a que la exportacion
de sus hojas representa al pais ingreso de divisas, las que principalmente se extraen de los bosques de E| Petén en
donde s& encuentran de manera natural, esta practica es dafiina desde varios puntos de vista ya que el hecho de gue
su recoleccion se haga en el campo donde se encuentran directamente repercute en el demérito de su valor,
agregado a esto se dafia a la flora circunvecina a las plantas de shate.

Esta especie por estas situaciones se a cultivado &n condiciones bajo invernadero, pero se han encontrado
ciertos problemas ya que su propagacion por medios sexuales es una tarea dificil, porque sus semillas presentan una
testa muy dura lo cual provoca un tipo de latencia mecanica lo que dificulta seriamente su germinacion llegandose a
obtener normalmente hasta un 16%.

Considerando la probleméalica de la baja germinacion y su largo periodo, en el laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Facultad de Agronomia se ha recurrido a hacer uso de las lécnicas de cultive de tejidos in vilro para
contribuir al desarrolle de una metodologia o procedimiento de propagacion; para éslo se usd como explants los
embriones cigdticos los cuales se sembraron en el medio artificial de Miller & Murashige y se agregaron los
reguladores del crecimiento 2,4-D v 2-ip ambos en 3 niveles resullando 9 tratamienios, mas un fratamiento adicional
en el que no se aplicd reguladores, con el objetive de producir tejido callose; |a distribucion de los tratamientos fue
mediante el disefio experimental completamente al azar. Analizando |os resultados de |a formacion de tejido calloso
mediante una prueba no paramétrica para proporciones independientes se observd gue entre los tratamientos no hubo
diferencia significativa, notandose que la combinacidn de los dos reguladores no estimularon Ia respuesta deseada,
Asi mismo es importante mencionar gue el tratamiento en el que no se aplicd reguladores del crecimiento formd brotes
verdes y vigorosos en un porcentaje de 50%.

En olra fase de estudio se trabajd con plantulas de shate obltenidas a partir de la siembra de embrones
cigoticos en el medio M&M, esto con el fin de inducir 1a formacién de brotes para lo que se ulilizd 3 concentraciones
combinadas de los reguladores del crecimienta GA; y BAP. A los dos meses de haber implementado el experimento
se opbservd que no se manifestd la respuesta deseada, por lo que se puede agregar de que |as concentraciones
evaluadas posiblemente no fueron a5 ideales para obtener el fin deseado.



1. INTRODUCCION

El shate Chamaedorea elegans Martius es una especie perteneciente a la familia Arecaceae cuya importancia
=dica en el aprovechamiento de sus hojas hacia el mercado de exportacion. Segun datos estadislicos del Banco de
Zustemala (12), para 1,998 se exportaron follajes omamentales (se incluye ésta planta) a los siguienies paises
Zsiados Unidos, El Salvador, Honduras, Micaragua, Alemania, Espafia, Francia, Ménaco, y Holanda; en una
-antidad de 486,294 kilogramos, lo cual representd para Guatemala el ingreso de US$462,010 en divisas, indicando
Jue este rubro agricola tiene importancia econdmica.

Seqin Sagastume Aldecoa (27), esta plania crece en forma natural en 4reas bascosas de la regién Morte del
pais que comprende los departamentos de Alta Verapaz y Petén. En Alta Verapaz, el shele nalural se desarrolla
mucho, caracteristica que afecta su uso comercial dado que e material exportable debe tener algunas dimensiones
pariiculares: en El Petén es donde mas se recolecta ya que su desarroflo cumple con los esldndares ideales para su
sxportacidn.  L.as hojas de esta planta son extraidas de los bosques naturales de El Petén lo que implica que se
dafie tanlo la misma planta como las plantas circunvecinas, aunado a esto los incendios forestales, el avance de la
frontera agricola, v la exraccion de madera contibuyen a que un fuluro no muy lejano desaparezcan algunas
especies. Las hojas colectadas a grandes distancias son transportadas al centro de acopio lo que causa demérnilo de
la calidad de las mismas, lo que repercute directamente en el precio de compra para su posterior exportacion.

La propagacion sexual del shate presenta dificultades, ya que las semillas presentan latencia, lo que genera
que su periodo a la gemminacion sea largo, ademas los porcentajes de germinacién son bajos(23). La germminacion
natural de las semillas de shate C. efegans es de 18% (34), y por medio de técnicas convencionales se incrementa
considerablemeants, habiéndose reportado en semillas de C. radicalis 55% de germinacion (16) y para C. elegans 52%
(34}, esto es un avance significativo. Las diferentes técnicas permiten obtener una planta a parfir de un embridn
cigdtico, pero el uso del cullivo de tejidos in vitro puede permitir que a partir de un solo embridn cigdlico se obiengan
varias planias, pasando este explante segin sea el objetivo, ya sea por la etapa de desdiferenciacion celular o
induccion de brotes a partir de una plantula. Las plantulas obtenidas por medio de propagacisn in vifro estarian libres
de todo fipo de microorganismo que pueda inhibir su crecimiento y desarrollo. Ademas el material obtenido puede ser
idéntico al material original debido a la propagacion clonal efectuada, con lo cual se crearian plantaciones
homogéneas en caracleristicas de interés. También se evilaria la exiraccion desmedida de material de los bosgues
naturales ya gue se usaria poco materal original para la reproduccidn con |o que se prolegeria las especies de
Chamaedoreas, por lo gue es muy importante realizar ensayos a manera de contribuir al desarrollo de una
metodologia de propagacion in witro. Por la problematica planteada, en la Facullad de Agronomia se a implementado
lineas de investigacion en propagacion in viro a manera de contribuir al desarrollo de una metodologia de
propagacion de la especie mencionada, para esto se eligid como explante los embriones cigéticos usando como base
el medio de Miller v Murashige combinando 3 concentraciones de 2.4-D y 3 concentraciones de 2-ip para obtener
callos. Ademas se trabajé con plantulas oblenidas a parir de |a siembra de embriones cigoticos en el medio M&M sin
aplicacion de reguladores del crecimiento, con el fin de generar brotes, para ello se usd la combinacidén de 2
cancentracionas de GAa y 3 conceniraciones de BAP,



Z. DEFINICION DEL PROELEMA

Por lo general 1as hojas de shate son extraidas de los bosgues de I S=tan 22! implica gue si no hay un

plan de manejo adecuado se afecte la vegetacion ya que se provocan dafos ‘=ni=s mencionadas y tambign a

las plantas vecinas, Las hojas se colectan a grandes distancias del ceniro o= 2copic oor 1o que el transporte es causa
del detrimento de la calidad, y por ende disminuye su precio para los merc=dcs —'=—=sconales. Esta practica de
extraccion de |a planta aunado a los constantes incendios forestales, &l savancs o= = “=~f=r= agricola, habilitacién de
areas para la ganaderia y |a extraccion de madera es una grave amenzza qus Doo- 2 t=oecutir en la posible extincitn

de Chamaedorea elegans, y en el futuro pueda ser dificil encontraria de manarz nz =

For estos molivos esta planta a sido propagada en viveros por m=dic c= —=ocos convencionales, pero se
han dado ciertos problemas, ya que en el caso de la reproduccién sexual por medc o= s=millas, las Chamaedoreas
s0n muy espaciales, su propagacion es una tarea dificil, ya que las semillas orese~=- ‘=i=ndiz, lo que significa que
naturalmente se mantienen en estado de reposo y que para que la germinason s= comoiz debe {ranscurmir un lapso
de tiempo considerable. Segin Moreno (23), en Chamaedorea elegans se & d=i===2C I=f=ncia lo que implica que
estas se lieven entre 3 a 9 meses para germinar. La lalencia segun Vasquez Yansz (33 = de tipo mecénico ya que
las semillas presentan cubiertas duras lo cual no permite el intercambio gaseoso ni Iz sosorcidn de aqua por pare del
embrion. Se a reportado que naturalmente las semillas presentan un 16% de germin==2- =l cual se considera bajo

(34).



3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 Germinacion

La semilla es una estructura en reposo, que por lo general estd deshidratada ya que puede tener entre 5 a
20% de humedad en relacion a su peso corporal, estd compuesta principalmente de tejido de reserva y rodeada por
una cubieria esencialmente impermeable. Los proceses metabdlicos estan suspendidos o tienen lugar muy
lentamente; |a semilla estd en una condicidn de vida interrumpida, debido principalmente a su carencia de agua y
oxigena.

El proceso de germinacion consisie en la absorcidn de agua, la reactivacion del metabolismo y la iniciacian del
crecimiento. La semilla contiene un embridn; uno de cuyos extremos, la radicula, formara la raiz de la planta; el ofro

extremno, la plimula, formara el tallo y las hojas (4),

3.1.2 Latencia
La latencia puede definirse como el estado de crecimiento y metabolismo suspendidos, Puede ser impuesto
por las condiciones desfavorables, pero |os tejidos en ese estado a menudo siguen sin crecer aunque se los ubique en

condicicnes ideales, Esto indica que |a latencia puede ser impuesto desde dentro y controlado por mecanismos del
tefidol4),

3.1.2.1 Tipos de latencia de la semilla.

Los principales mecanismos que causan latencia en la semilla o lo prolongan impidiendo la germinacidn son
los siguientes (4):

a) Factores ambientales:
i. Exigencia de luz para germinacidn: positiva o negaliva.
ii. Altas temperaturas,
iii. Ausencia de agua.

* by Factores internos:

i. Testa de la semilla: impide el intercambio gaseoso.
ii. Testa de la semilla: efectos mecanicos.
iii. Inmadurez del embridn,
iv.. Baja concentracién de etileno.
v.. Presencia de inhibidores.
vi. Ausencia de promotores del crecimiento,

¢} Mecanismos de cronometraje:
i. Postmaduracion

ii.Desaparicion de los inhibidores.



lii. Sintesis de promotores del crecimiento.

Efectos de la testa de |a semilla

En algunas semillas la latencia es impuesta por |a presencia de |a testa; si ésta se quita la semilla gemmina.
Fueden estar presentes dos tipos de mecanismos: uno bioguimico o fisioldgico y el otro puramente mecanico.
La testa es casi impermeable a la difusion de los gases y el embridn puede mantensrse en condicién de latencia por

falta de oxigeno. Esto podria funcionar de diversos modos. El oxigeno es necesario para el metabolismo (4).

3.1.3 Cultivo in vitro

Segon Pierk (25), define cullivo in wifro de planlas superiores como: El cultive en medio nutritive, bajo
condiciones estériles, de plantas, semillas, embriones, drganos, explantes, tefidos, células y protoplastos de plantas
superiores.

El término cullive in vitro es un témmino muy genérico que se refiere més bisn 2 Iz metodologia usada que al propio
objetivo de ese método. En senlido estricto, in vifro quiere decir "dentro de vidrio®, es decir, el cultivo de planlas o de
alguna de sus partes dentro de recipienies de vidrio en condiciones de ambisnte controlado.

El estudio de cualquier fendmeno bioldgico en condiciones de laboratoric =xigs reproducir de la forma més
aproximada posible lodos los factores que puedan incidir en el fendmene estudizdo cuando este sucede en la
naluraleza. Este principio general se aplica también al cultivo in vitro de plantas.

Reproducir en condiciones de laboratorio todos los factores que confarman el biotopo de la planta en la naturaleza es
técnicamente muy complejo.  Por esa razén se realiza una simplificacion de la realidad escogiendo aguellos factores
que se puedan mantener controlados.

Cuando no se realiza el estudio con todo el ser vivo sino con sdlo una parte de &l (explante), a la dificullad de
reproducir las condiciones nalurales se debe afadir la dificultad de suministrar a |2 parie todo agquello que antes
oblenia del sistema completo.

En resumen, &l cultivo fn vifro de plantas superiores es una técnica que exige un control absoluto del ambienta, tanio
fisico como quimico, en el que se sitia al explante. Conviene, por tanto, conocer cuales son los principales factores
que conforman el ambiente del explanie y que deberdn ser controlados,

Con finalidad puramente descriptiva se puede clasificar los principales factores no bioldgicos que afectaran al
desarrollo del cultive in vifro como: ambiente quimico (medio de cultive, pH), ambiente fisico (temperatura, luz

foloperiodo, aireacion).
3.1.4 Medio de cultivo

El medio de cullivo es la combinacién sélida o liquida de nutrientes y agua. Usualmente incluye sales
inorganicas, carbohidratos, vitaminas y amino4cidos. A menudo se denomina Medio basal y puede ser suplementado
con algan regulador de crecimiento y ocasionalmente con otras sustancias varias. Los nutrientes son esenciales para
el crecimiento y desarrollo de la planta: sin agua y nutrientes minerales una planta no puede vivir ni in vifro ni in vivo,



También se debe afiadir azdcares al medio de cullive, ya gue las plantas (o sus fragmentos) no son complelamente
autolrdficas cuando se desarrollan en estas condiciones(25).

CUADRO 1. Sustancias que pueden formar parte de los medios nutritives para inducir el crecimiento y
desarrollo vegetal

Agua
Sustancias organicas Macroelementos Microelementos

o Fe
Zn

Azlicares N B
Aminoacidos P Mn
Auxinas K Cu
Citoguininas Ca i
Giberelinas Ma Co
Acido abcisico S Al
Mo

|

Fuenie: Madilicado de Pierik (25)

Los requerimientos nutritivos para un crecimiento in vitro dptimo varian con la especie, e incluso son
especificos de acuerdo a la parte de la planta que se esté cultivando y a la respuesia que se desea obtener. Debido
a estas necesidades especificas se han desarrollado muchas formulaciones para los medios de cultivo,

3.1.4.1 Minerales

Una provisidn de elemenlos inorgdnicos: nitrégeno, fasforo, polasio, calcio, magnesio y azufre, es esencial
para el crecimiento de lejidos y Grgancs vegetales in vifro (13).

Segin Closal y Cueva (5), los elementos minerales son muy imporlantes para la vida de las plantas. Por
ejemplo: el magnesic es parie de |la molécula de clorofila, el calcio es constiluyente de la pared celular, el nilrégeno
forma parie de amincéacidos, vitaminas, proteinas y dcidos nucleicos. En forma similar, el hierro, zinc y molibdeno son
parte de ciertas enzimas. Ademds del C, H y O se conocen ofros 12 elementos esenclales para el crecimiento de la
planta: nitrégeno, fosfore, azufre, calcio, potasio, magnesio, hierro, manganeso, cobre, zinc, boro y molibdeno. Los &
primeros son requeridos en canlidades relativamente grandes y se los conoce como macroelementos, los 6 dllimos
son requeridos en cantidades pequefias (<de 0,5 mmol I') y se les denomina microelementos.



3.1.4.2 Carbohidratos

Se requiere en los tejidos y drganos vegetales ( excepto en embriones madures ). De ordinario se emplea

sucrosa del 2 al 4%, pero la glucosa es satisfactaria (13).

Segion Closal y Cueva (5), normalmente para el cultive in vifro de celulas, igfidos u drganos es necesario
adicionar una fuente de carbono en el medio, debido a que el crecimientc in viZro tene lugar en condiciones poco
apropiadas para la folosintesis o incluso en oscuridad. La sacaross es |z mas ulillizada para propositos de
micropropagacién,  Generalmente se usan concentraciones de 1-8% de szc=ross 2n el medio, aqul es convertida

£

rapidamente en glucosa y fruclosa; la glucosa es la que primere se uliliza seguics 22 13 fruclosa.
3.1.4.3 Vitaminas

La dnica vitamina que ha demostrado tener imporancia en cuftivos d= cSlulss vy Organos es la fiamina;

algunas otras se utilizan debido a que pueden estimular procesos de crecimisnio ssoecfoos (21).

Seqgin Closal y Cueva (5) la mayor parie de las plantas sinietizan c== 1odas 2s vilaminas esenciales, pero
aparenlemente lo hacen en cantidades infradptimas. Para lograr un bDuen crecmisnio es necesario a menudo
suplernentar al medio con una o mas vitaminas, La tiamina (B1) s l2 gus mas s= uiiliza y se la considera un
ingrediente esencial. Ctras vitaminas también han demostrado tener un efe=o pos=vo 20 =l crecimiento in vitro, como

son: pidiroxina (B6), 4cido nicotinico (B3), pantotenato cilcico (BS).

3.1.4.4 Reguladores del crecimiento

J.1.4.4.8 Auxinas

i. Biosintesis

Barceld v Rodrigo (2) mencionan gue el aumento de sintesis de AlA sr2 cons=cosncia del enrquecimiento del

medio en el aminodcido triptéfano que se converia en AlA.  Desde entoncss 3= = demoestrado claramente que el
Z=ncz obienida a partir de la

(1]
R

triptdfano es el precursor del AlA. Las vias de sintesis del AIA se basan en
presencia de intermediarios y su actividad bioldgica y el aislamienlo de enzimas cepzces gz converdir in vivo a eslos

inlermediarios. Asi se han podido establecer cuatro vias de biosintesis que son

Via del dcido indolpirivico. La primera etapa del proceso, es la formacidn del 2cdo indolpinhvico 2 partir del triptéfano
es catalizada por una aminotransferasa inespecifica, que también pusds uliizar 2cdos glulamico y asparlico ¥
aminodcidos aromaticos como donadores del grupo amino. La segunds enzime sariz 2cddo  indolpirdvico

descarboxilasa, aislada y purificada de varios materiales. La ultima enzima en &sts viz blosintstica que catalizard el

paso de indolacetaldehido a AlA no es siempre la misma, ya que hay diferentes snzimas ssgun lz especie (2).



Via de la fripfamina. La primera elapa en esla cadena de reacciones es la descarboxilacion del triptéfano a triptamina
calalizada por la triptofano descarboxilasa, es una enzima muy especifica que actla sobre la forma L-triptdfano v no
sobre la D-triptofano (2).

Via de la indolaceloxina. Esla via es caracteristica de la familia Brasicacea. En él genero Brassica se encuentra
indofacelonitilo, indolacetaldoxima y glucobrasicina. En iodas las plantas ensayadas la indolaceialdoxima se
convierte en AlA, mientras gue en olros casos indolacetaldoxima puede converlirse en deslioglucobrasicing y
glucabrasicina (2),

Vig del friptofol. Es una maodificacion de la via del indolpinivico, y el triptofol aparece comeo una reaccidn lateral
fransitora, es una via poco imporiante, ya Que aparece en muy pocas especies. Se a demostrado la transformacian
de friptdfano en triptofol v la conversidn de éste en AlA (2).

ii. Efectos biolégicos

Segun Closal vy Cueva (5), se relacionan con la elongacion, tropismo, dominancia apical, abscision,
enralzamiento y olios, En cultive in vitro a5 auxinas son ulilizadas principalmente para la diferenciacion de raices y la
induccion de callo. Las auxinas mas utilizadas son: IBA (&cido indol-3-butirico), ANA (4cido naftalenacético), AlA
{acido indolacético) y 2.4-D (4cido diclorofenoxiacético). El IBA y el ANA son usados frecuentemente para

enraizamiento. El 2,4-D es muy efectivo para la induccién de callos,

Segun weaver (35), 1as auxinas desempefian una funcidn importante en la expansién de las células de
tiallos v coledptilos. Estimulan la division celular, Las auxinas estimulan la dominancia apical, actividades cambiales y
pueden afectar los fenomenos de absicion y la diferenciacion de capas de absicion; aungue con frecuencia retardan

s desarrollo,

Segun Devlin (7)., las auxinas actdan de modo diverso en el crecimiento por alargamiento celular, como es
incrementando el conlemide osmotico de la célula y la permeabilidad al agua, reduciendo la presion de la pared o
aumentandao la sintesis de ARN, proteinas especificas y ain de la misma pared, lo que provoca un aumenlo en la
plasticidad de la pared celular, que trae como consecuencia su extension y con ello un crecimiento por alargamiento.

Segun Bidwell (4), el balance auxina-citocining es un factor muy importanie en |a reguiacidn del crecimienio
por alargamiento o por division celular,

Cuando la proporGion auxina-citocinina es relativamente alla, existe diferenciacion de las células hacia
primardios radicales. Una alta concentracidn de citocininas con respecto a las auxinas causa la formacitn de brotes.
For lo tanto si se provocan pequefios cambios en la proporcién de citocininas y auxinas puede obtenerse el inicio de
menstemos, tante radiculares como apicales, pudiendo controlarse asi la morfogénesis in vifro en gran variedad de
tejidos (15).



Segun Skoog y Miller (29), las citocininas interactlan con 1as suxinzs pars mostrar expresiones diferentes de
crecimiento.

A continuacion se presenta la esfructura quimica de algunas suxinzs gus son utilizadas més frecuentementie

en el cultivo de tejidos in vitro con el fin de la induccidn de desdiferenciacion celularn

CH; COOH

Figura 1. Acido Naftalenacético

BOH,CO0H

ci Gi

Figura 2. Acido diclorofenoxiacético

ili. Mecanismeo de acecién

Segln Weaber (35), la expansidn celular se da debido a gue cuando sz incremsnia la flexibilidad de las
paredes, disminuye la presion de ésta alrededor de la célula y la presién de turgenciz causada por las fuerzas

osmdticas en la savia vacuolar, lo que hace que el agua entre a las células, provocands su expansion.

La plasticidad es una deformacidn irreversible de las paredes provocada probztlemente por la ruptura de
enlaces cruzados entre las microfibrillas de celulosa de las paredes celulares (8).

El aumento del tamaiio de las células se produce en dos etapas:
Primeramente, ocurre un aflojamients de las paredes celulares { proceso que requisre Iz presasncia de auxinas y
oxigenos), seguido de una absorcién de agua y una expansion de las paredes.

La sintesis de proteinas: El ADN sirve de base a la sintesis de RNA mensajero, que se desplaza al interior del
ciloplasma vy a los ribosomas, donde comunica su informacion y controla la sintesis proieinica. Las moléculas de ARN
de transferencia relinen los aminoacidos y los llevan a los ribosomas, donde se conjuntan para formar proteinas, de
acuerdo con las indicaciones del ARMN rmensajero.

Para el caso especifico del 2,4-D, éste ya dentro de las células provoca una saturacion de auxinas y trastorna
las fluctuaciones de auxinas que requieren el crecimiento nommal y la diferenciacién. Muchas funciones de los



vegetales, como el transporte del floema, |2 absorcion v 1a fotosintesis se trastornan debido a cambios marfoldgicos y
bloquimicos que se producen al quebrantar el curso normal de desarrollo mediante la aplicacion de 2,4-D. El
compuesto impide que el citoplasma inmaduro se vuelva maduro. Incrementa el nivel del ARN y este proceso puede
conducir al crecimiento adicional y anormal de los tejidos (32).

3.1.4.4.B Citocininas

i. Biosiniesis

Segun Barceld y Rodrigo (2), se consideran tres posibilidades para la metabolizacién de las citoquininas:

8 Que sean melabolizadas durante su utilizacion al ser unidas o incorporadas a otras
maléculas.
0 Que sean destruidas por procesos cataliticos
0 Que sean convertidas a formas inactivas de almacenamiento de donde puede ser convertidas de nuevo en

formas activas.

Las citocininas parecen ser sintetizadas por la incorporacién de una cadena lateral, generaimente con cinco
carbonos en la posicion N6 de la base nitrogenada Adenina, Esta base nitrogenada liene la estructura idéntica a la
adenina que ocurre en los Acidos nucleicos (2).

Todos los dalos que se poseen hoy dia indican que las citoquininas se sinietizan en los apices radicales. Los

precursores en principio podrian ser adenina, adenosina y acido mevalénico (3).

ii. Efectos bioldgicos

Segun Hurtado y Merino(15), el nombre genérico de las cilocininas es empleado para aguellas sustancias
quimicas que pueden eslimular principalmente la divisién celular o citocinesis. Casi todas las citocininas conocidas,
tanto naturales como sintéticas, son derivados de la adenina (Figura.3), en ios cuales el grupo amino lleva
determinados sustituyentes en |la posicidn 6. Entre las citocininas sintéticas se puede mencionar el BAP y 2Z-ip (ver
Figura 4 y 5).

=0
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Figura 3. Adenina
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Figura 4. Bencil aminopurina

CH,
HMGH,—CH==E?"CH:_
7
| N
N, H

Figura 5. Zdsopentenil adenina

Estan implicadas en la divisién celular, modificacion de la dominancia apical cfs=n==25n0 de tallos y ofros.
En los medios para cullivo in vifra se incorporan citocininas para promaover |a divisidn c= 020 ¢ (= nduccion de yemas
adventicias en callos y drganos. Ademas se usan eslos compuestos para la proliferacion 22 1205 axlares por la

ruptura de la dominancia apical.

Las citocininas se conceniran en tejidos con crecimiento activo, ya que los niveles coosninicos son muy allos
en frutos jovenes en desarrollo, en semillas, embriones, hojas y predominantemente, en |25 raices. que parecen ser la
fuente principal de citocininas de las planias, desde las cuales son enviadas hacia los Drotes. Zsias promueven la
division celular y el efecto tiene lugar con concentraciones tan bajas como (5 x 10 e-11 M). inhic=n |z elongacion del
fallo, perc eslimulan el alargamiento; aclian en la dominancia apical y tienen un psps! fundamental en la
organogénesis, va qgue pueden ser inducidas yemas en tejidos in vifro de callo, hojas, raices, colilsdones o piezas de
tallo. Para que pueda tener lugar la divisién celular deben de sucederse una cadena de hzchos (sintesis de ADN,
mitosis y citocinesis), en los cuales la presencia de las cilocininas es necesaria para la mitosis(13)

Segun Miller (22}, en ocasiones |as citocininas afectan la germinacion. Las semillas de ciertas variedades de
lechuga, cuya germinacion requiere luz, pueden germinar en la oscuridad, cuando primeramente se les trata con

cinetina.
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Seqgun Rojas Garciduefias (26), las citocininas inducen la iniciacion del crecimiento en los tallos y ramas, en el

rompimiento del letargo de las yemas y semillas en muchas especies, y efecto sobre el fendmeno de dominancia
apical.

Segun Cordova (B), no se conoce muy bien a qué nivel actdan las citocininas en el proceso de la gemminacion,
aungque se ha indicado que el tratamiento homonal puede revertir la accidn de cierlos inhibidores naturales de
germinacion o iniciar proceso biosintélicos de proteinas,

ifi. Mecanismo de accion

Mo se conoce bien la accidn fundamental de las citocininas; fundamentalmente se supone que se adhiere al
ARM de transferencia v, cuando esto sucede en determinados sitios, provoca el funcionamiento de ciertos codones,
controlando asi la sintesis de algunas proteinas o enzimas (26). Segin Weaber (35), se sabe que las citocininas
pueden incorporarse a acidos nucleicos en |as células.

Segln Hurtado y Mering (15), para que pueda tener lugar la division celular deben de sucederse una cadena
de hechos (sintesis de ADN, mitosis y citocinesis), en los cuales la presencia de las citocininas es necesaria para la
mitosis; ademds, sila citocinina esid presente en concentraciones elevadas puede volverse limitante, por lo menos
en uno de los tres pasos necesarios para la division celular.

3.1.4.4.C Giberelinas

i. Biosinicsis

Son reguladores del crecimiento formados de diterpenos los que estan conformados por cuatro unidades de
isopreno, por lo comun formando tres anillos, ademas de presentar un puente de lactona (Figura. ).

[t

oty
]

Figura 6. Acido giberélico

Las giberelinas se pueden sintetizar a partir del Acido mevaldnico en semillas inmaduras de Cuctrbita
méaxima, fal sintesis procede por la ruta biosintética general de isoprenoides de NADPH. Siendo el dcido mevaltnico

el primer eslabén exclusivo de la ruta biosiniélica general de isoprenoides. Este compuesto es ahora aclivado hasta
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mevaldnico pirofosfato por una mevalonato kinasa, que produce mevalonato-P estando envuelto en la reaccidn un mal
de ATP, y después converlido en mevalonato-PP por una fosfomevalonato kinasa, Los isoprencides que
posteriormente van a ser sintelizados por esta via son moléculas complejas de 10, 15 20 ¢ 40 atomos de carbono,
formadas por adiciones suceslvas, hasta 20 C de una unidad basica de § C llamads isopentenil pirofosfato, Esle
compuesto deriva del mevalonato-PP por accién de un mevalonato-PP descarboxilasa que forma didxido de carbono a
expensas del grupo carboxilo libre, deshidralando al mismo liempo en una reaccidn dependiente de ATP. Una vez
conseguido el eslabdn de 5 C, el inlermediario 10 C se forma por condensacidn entre isopentenil pirafosfato y su
isdmera, fruto de la accidén de una isopentenil pirofosfato isomeradimetilalilpirofostato

La adicibn de una nueva molécula de isopentenil pirofosfalo al geraniol pircfosfato, producio de la primera
candensacion, daria famesol pirofosfalo, y una nueva condensacion formaria geranilgeraniol pirofosiato, intermediario
de 20 dtomos de carbono. El geraniol pirofosfalo es un punto de diversificacidn haciz dilerpenos, carolenos elc., por
una parte o giberelinas por otra (15).

ii. Efectos Biologicos

Las giberelinas tienen un amplic especiro de aclividad bicldgica pero su papsl principal es la regulacién del
crecimiento, ademdas son las responsables de la hidrdlisis de las reservas de almidon en el endospermo durante la

germinacién de las semillas (15). Las giberelinas pueden terminar con el reposo de las semillas de muchas
especies(35).

Seguan Bidwell (4), en resumen los efeclos de las giberelinas son: alargamiento celular (no por el mecanismo
de las auxinas), divisién celular, induccién de enzimas, contrarresta el letargo (antagoniza al ABA), induccidn de brotes
adventicios.

ili. Mecanismos de accidn

Las giberelinas se a sugerido gue aclian promoviendo la sinlesis de auxinas a partir de su precursor
triptdfano o triplamina, Este hecho, por si solo, no explica los diferenles efectos de Ias giberelinas, por lo que lo mas

probable es que éstas activen una mulliplicidad de eventos bioquimicos, incluyendo la conversion de triplofano a
auxinas (15).

Las giberelinas pueden provocar la expansion celular, mediante la induccion de enzimas que debiliten las
paredes celjulares. Oftro mecanismo medianle el cual las giberelinas pueden estimular la expansion celular es ia
hidrélisis del almiddn, resultante de la produccin de « -amilasa generada por las giberelinas, pudiendo incrementar la
concentracion de azicares y elevando asi la presion osmdtica en la savia cslular, de modo que el agua entra a la
celula, y tiende a expandira (35),
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3.1.4.5 Complejos organicos

Ei més Ofil de estos materiales es el agua de coco, en una concentracidn de 10 a 15% por volumen. A veces
se han empleado extraclos de levaduras o complejos de aminoacidos, por ejemplo, hidrolizado de caseina. En @l
cultivo de semillas de orguideas ha resultado util el puré de bananas (13).

3.1.4.6 Materiales inertes de soporte

El agar es el material de soporte mas ampliamente usado en el cultivo de tejidos, pues provee al medio de un
excelente gel hdmedo que sirve como soporte &l indeulo. Sin embargo, fisioldgicamente no es inerfe, puesto que es

una fuenie de cantidades variables de sustancias inhibidoras o estimulantes del crecimiento (15).

Segln Closal y Baldovino {5), medio sdlido es todo aguel que contiene un agente gelificante, y entre los méds

ulilizados en cultivo in vitro se pueden mencionar:

a. Agar: Es una mezcla de polisacaridos extraidos de un alga marina. Tiene una elevada masa molecular, liene la
capacidad de hidratarse y formar una red. La planta no puede digerido ni adsorberlo, ademds no interactoa con
los componentes nutritivos del medio. €l agar se funde a altas temperaturas (100°C), solidifica alrededor de los
40°C v no se degrada con la luz. Generalmente se utiliza a una concentracion de 0,6 - 1%. El principal problema

con este gelificante es su elevado costo,

b. Gerile : Es un heteropolisacdrido anionico natural producido por una bacteria, que forma geles semejantes al agar.
Se puede usar a una concentracion de 0.15-0.30%. Los geles de gelrita son notablemenie més claros que los de agar,

y también cuajan mas rdpidamente. El costo del gerite es menor que el del agar.,
3.1.4.7 El pH de la solucidn de los medios de cultive

Seqgun Martines Arroyo (19), el pH influye en la permeabilidad de la membrana celular; por lo tanto, su ajuste
tiene como objetive mantener un alto indice de asimilacidn de nuilrentes conlenidos en el medio de cullivo.  El ajusle
del pH del medio es concomitante con las caracteristicas fisicas del mismo; por regla general, para las formulaciones
liquidas el pH debe ajustarse de 4.8 a 5.5 y para las sélidas de 5.5 a 6.4. Sin embargo, el valor de pH y la farma de
ajustarse puede afectar las propiedades fisicas y nutitivas del medio, ya que a pH’s bajos |a solidificacidn del agar
puede ser un problema y a pH’s alios puede ocurrir precipitacion de algunos nutrienies,

Seqgun Hurlado y Merno (15), el ajuste del pH del medio al momento de su preparacidn se hace utilizanda
soluciones diluidas de HCl y MaOH 1.0 M para aumentaro o reducifo, respectivamente, y se hace el ajusie del pH
antes de que el medio sea diluido a su volumen final v antes de agregar el agar. El control del pH inicial del medio y

de su dinamica durante el cultivo tiene una gran impertancia en el desarmollo de cuzlquier proyecto de cultivo in vitro. &
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pesar de su importancia, en muchos experimentos este control se limita a fijar su valor inicial sin reparar en los

posibies efectos de su dinamica.

3.1.5. Micropropagacion

La micropropagacion es la 1écnica para lograr el desarrollo de nuevas plantas en un medio artificial, en
condiciones aséplicas, a partir de porciones muy pequefas de plantas, tales como embriones, semillas, tallos,

puntas de ramas, puntas de raices, callo, células individuales y granos de polen (13).

Segun Closal y Baldovino (58), micropropagar es el proceso de multiplicar plantas in vifro.
A través de la micropropagacion, a padir de un fragmenta {explante) de una planta madre, se obliene una

descendencia uniforme en condiciones de asepsia.
3.1.5.1 Cultivo de embriones cigoticos

El principio subyacente del método de embriones cigblicos in vitro es la excisidn aséptica dzl embrién y la
posterior siembra de éste en un medio conveniente para su desarrollo bajo condiciones dptimas de cultive. En general
este método es relativamente facil para obtener embriones libres de patégenos. El especio mas importante a tomar .
en cuenta en esta técnica es la seleccidn del medio necesario en el cudl serd colocado el embridn. Los nutrientes gue
se& deben usar en el medio no estan rigurosamente determinados, los embriones inmaduros necesitan combinaciones

~de nutrientes mas complejos en comparacion de embriones maduros,

Mientras relativamente embricnes maduros pueden ser cultivados en sales inorganicas, y SUCrosa como
fuente de energia, los embriones jovenes reguieren diferentes combinaciones de vitaminas. amincdcidos, hormonas y
en algunos casos extractos naturales coma leche de coco (30),

Entre las aplicaciones del cultivo de embriones se puede mencionar:

a. Vencimiento de la inviabilidad

Una de las mayores causas de que el embrién aborle es el incorreclo desarrollo del endospermo. El cullivo

aséptico del embridn en medios nutritivos puede solucionar este problema,
b. Vencimianto de la latencia en las semillas v problemas relacionados.

Las causas de la lalencia en las semillas son vanas e incluye |a presencia de inhibidores endogenos, luz,
femperatura, requerimientos de almacenamienio, y embriones inmaduros,
Entre los problemas relacionados a la latencia estd 1a presencia de parasitos obligados en las semillas, los cuales

pueden evitarse con la siembra de los embriones(30).
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3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 Descripcion del rea utilizada para realizar Ia investigacion

La investigacion se desarmolld en el Laboratorio de cullivo de tejidos de la Subdrea de Manejo y mejoramiento
de Plantas, Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos de Gualemala, lecalizado en la Ciudad Universilaria
zona 12,

3.2.2 Condiciones ambientales

Las unidades experimentales se colocaron en la cadmara de cullive, en la cual se contd con las siguientes
condiciones ambientales:
a. 16 horas luz y & horas de oscuridad.
b. Temperaiura, 25° C, con una oscilacion de 1 *C.
. Intensidad de luz de 2,000 Lux,

3.2.3 Clasificacion taxonomica de la especie en estudio.

Reino:  Plantae
Filo : Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Subclase: Aracidae
Orden:  Arecales
Familia: Arecaceas
Génera: Chamaedorea
Especie: elegans (31)

3.2.4 Descripcion de Chamaedorea elegans Martius

El shate es una planta muy delgada, cuando adultas tan altas como 2 metros o aun mas aitas, pero a
meanudo florecen cuando aan son tan pequefias como de unos 30 cms de allo; en cuyo caso son esencialmente
acaulescentes. i

3.2.4.1 Tallo
Ereclo o decumnbente, con 8 a 16 mm de diametro, verde densamente anillados con corfos entrenudos.
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3.2.4.2 Hojas

Pocas y peguefias, la vaina larga, delgada y abiertas cerca de la base. El peciolo delgado, 12-27 cm de
largo. El raguis muy delgado y palido defras. De 11 a 20 pinnas u hojuelas a cada lado del raguis, lineares
angostamente lanceoladas, largamente atenuadas en el Apice de 12 a 20 cms de largo y de 1-2 cms de ancho; &l
nervio central primario palido, prominente y brevemente elevado en el haz; nervios secundarios gensralmente menos
prominenies, y 2 en cada lado igualmente espaciadas; nervios terciarios numerosos vy finos.

3.2.4.2 inflorescencias

Erectas desde las vainas. El| pedinculo de 10-13 cm de largo o mas, sublendidzs por vainas tubulares
partidas hacia el apice; estas vainas en ndmero de 4-7 en inflorescencias masculinas y de -5 =n inflorescencias
ferneninas. Los espadices con pocos o NUMErosos raquis que pueden ser simples o ramificedos con delgada parte

dorsal. El raguis pistilado llega a ser anaranjado cuando maduran los frutos.

Flores Estaminadas: Sésiles, remotamente espiraladas, de 2 mm de largo, amanic-p2co, prominentements
nervadas cuando secas, € caliz de 0.75 mm de largo, suavemente trilobulados,; pétalos connsZos cerza de |as puntas,
el apice de la corola con upa aberdura td-angulada; con estambres con coros S=mescios y anteras, éslos

escasamenta visibles por debajo del apice hexa-angulado del pistilo.

Flores pistiladas: Al igual gue las eslaminadas, sésiles y remotamenie espiraladas. T= Z 3 mm de largo, con
nervaduras cuando secas. El cdliz 1 mm de largo y profundamente trilobulado; pétzics comnzcos excepto cuando la
apertura de las puntas es tri-angulada. Estaminedios ausentes. E| owvario globoso ceoimicz con estigmas sesiles;

fruto globoso, negro en la madurez y alrededor de 8 mm de didmetro (20).

3.2.5 Referencias en Chamaedoreas

Segun Mendoza (21), las palmas conslituyen un conjunto de recursos forssizies no maderables de uso

generalizado en el mundo. La importancia de la familia arecaceae en la composicon v e=truciura de diversas
comunidades bioldgicas tropicales es muy grande, eslo la hace susceptible de aprovechar 2ot

Segun Aguilar (1), especies del género Chamaedores han sido aprovechadas de leas m

i
(2]

versas formas, la

de mayor importancia econdmica es la de su comercializacion en el mercado dz |2 florculiurs n=consl & inlernacional,
Usualmente las poblaciones naturales de este género son cada vez mas escasas debido prncipalments al
aprovechamiento irracional de plantas, hojas y semillas, aunado a los incendios forestzles, svance de |z ganaderia en
su habitat natural y la explotacién de los bosques y selvas para extraccion de maderas.

Seqgln Saldivia y Cherbonier (28), las hojas o frondas de Chamaedores spp. se obtiensn de manera direcia,

de plantas que se desarrollan en su medio natural,
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Sequn Moreno (23), con respecio a la reproduccién de algunas especies del género Chamaedorea, se ha
detectado lalencia en sus semillas. Chamaedorea elegans Marl. tarda de 3 a 9 meses antes de llegar a su
germinacian.

Segun Loomis (18), los factores mas nocivos para las semillas de palma que inciden directamenle en su
viabilidad y gemminacién son: 1) Deshidratacion extrema, 2) Formacion de moho superficial 3) Edad excesiva. Sin
embargo, bajo las mejores condiciones, las semillas de palma son de vida corta, alounos meses a lo mucho.

Segun De Ledn (17), se debe considerar que las semillas de paima deben sembrarse después de la colecta,
tan pronto como sea posible, para obtener una rapida germinacion. En semillas viejas el embridn se encoge, por lo
que previo a la germinacién se requiere de liempo adicional para que ésle pueda absorber agua y recuperar sus
proporciones originates,

Segun Ellis (8), muchas de las semillas de Chamaedoreas pueden germinar entre 30-120 dias despues de su
siembra. El promedio de gemminacion depende de muchos faclores, como la calidad y frescura de las semillas,
temperaturas, varacion. C. elegans y C. Seifrizii pueden germinar en un periodo de un afio o mas.

Las semillas de palma tienen dificultad para germinar, para el caso de C. elegans Martius, las primeras
semillas empiezan a germinar a los cuatro meses en arena hiameda a 20 y 30°C. C. cblongata empieza a germinar a
las 40 dias en condiciones de invernadero (14),

Seqgun Vasguez Yanez (33), el tipo de latencia que las semilias de palmas presentan es de tipo mecéanico
debido a las cubiertas duras y fibrosas que presentan.

Segon Neugent K (24), las palmas desarrollan frulos camosos, y para la siembra de la semilla se hace
necesario quitare la cubierta mencionada. Las semnillas deben colectarse cuando esté madura la fruta.
Las semillas de la palma tienen viabiidad corta después de su maduracién, especiaimente si cualquier lipo de
sequedad estd implicado, Debido a esto las semillas deben sumergirse en agua durante 24 horas después de ser
recibidas. El endospermo es la porcién principal de la semilla y es alimento para la planta joven en el semillero.
Dentro del endospermo esta el embrion que en si es la misma planta. Si se permile que la semilla se seque el
endospermo se puede marchitar y perder conlacto con la capa de germen. Esto evita que el embrion absorba agua
del suelo. Las semillas secas germinan erralicamente o nada en absoluto. Algunas llevan semanas para empezar a
brotar, segun la especie asi serd la respuesta, Para una adecuada germinacion la semilla requiere temperaluras
altas enire 70 a 100° F, La canlidad de luz no es un factor determinante en la germinacion,

En la Universidad auténoma del estado de Tamaulipas, México hicieron un estudio sobre la induccidén de
germinacion de Chamaedorea radicalis Mart mediante tralamientos fisicos y quimicos, (editores Jorge Jiménez,
Enrigque Jurado).



En esle estudio se evaluaron mélodos fisicos, y quimicos; de los cuales el mejor método resultd ser la
aplicacion de acido giberélico ( GAs ) al 2% en el que se obluvo 55% germinacidn a los 34 dias de aplicado el
tratamiento (16).

Vohman (34), trabaj6 como tesis de maestria en la palma Chamaedorea efegans Martius y su estudio se hizo
con el fin de responder a la pregunta siguienle: zCudl es el efeclo de la escarificacién de las semillas sobre la
germinacion? Para inducir la germinacidn de las semillas se usaron métodos de escarificacion combinado con
temperaturas ambientales conlroladas, En promedio se obtuve un 16% de germinacién para el caso de semillas sin
escarificar y hasta un 52% con escarificacién. La temperatura dplima para la buena gemminacién se alcanz6 entre 27
y 28°C, a mayores o menores lemperaturas decrece la genminacion.

En la palma Chamaedorea coslaricana, se obluvieron callos usando como explantss los embriones en el
medio de cullivo Miller & Murashige a un Ph de 5.8, agregando las hormonas 2,4D y 2-ip 2 concentraciones de 100
mg/it y 1 mg/it respectivamente, ademas como antioxidante el carbdn aclivado (10).
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Contribuir al desarrollo de un procedimiento de propagacion in vitro de shale Chamaedorea elegans Marlius.

4.2 ESPECIFICOS

4.21. Establecer la respuesta de Chamaedorea elegans a la desdiferenciacion celular mediante la adicién
de los reguladores del crecimiento 2.4-D (auxinas) y 2-ip (cilocininas) en lres conceniraciones,
utilizando embriones cigdticos como tejido inicial.

4.2.2. Eslablecer |a respuesta de Chamaedorea elegans a la induccion de brotes mediante la adicion de los
reguladores del crecimiento BAP (citocininas) y GA; en 3 concenlraciones, ulilizando plantulas como

tejido inicial,



5.1.

5.2,

5. HIPOTESIS

La siembra de embriones cigdticos de Chamaedorea elegans Marlius en el medio Ma&M y iz adicidn de
los reguladores del crecimiento en tres concentraciones (2,4-D y 2-ip) induciran |z formacion de tejido

calloso.

La aplicacidn de los reguladores del crecimiento dcido gibérelico y bencilaminopuring 2 I2s pléntulas de

shate a tres niveles de concentracion induciran la formacion de brotes.
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6. METODOLOGIA

6.1 Induccidn a la desdiferenciacion celular

6.1.1 Descripcion de los tratamientos

Los factores que se consideraron en el experimento fueron los reguladores del crecirmiento 2,4-D y 2-ip con 3
niveles de conceniracién cada uno (Cuadro 2),

CUADRO 2. Factores y niveles a evaluar en el estudio.

FACTORES NIVELES (mg/lt)
24D 50 75 100
2ip 1 2 3

Los 9 tratamientos del arreglo combinatorio mas el testigo se muestran en el cuadro 3.

CUADRO 3. Descripcién de los tratamientos utilizados en la desdiferenciacion celular.

Reguladores (mg/lt) |
2,4-D 2ip
50
50
50
75
75
75
100
100
100

Tratamiento

(7= T = T T N 7 T O 6
[ TR 7 TR 5 B S S T N T S X R -

-
o
L=

La distribucién de los tratamientos en las unidades experimentales se hizo en base a un disefio
completamente al azar. En total se trabajd con nueve tratamientos oblenidos del arreglo combinatorio mas un estigo
absoluto al que no se le aplicd reguladores, estos tratamientos se repitieron 10 veces lo cudl hizo en total 100
unidades experimentales,
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6.1.2 Descripcion de la unidad experimental

Se usb como unidad experimental un recipiente de vidrio transparente de 4.3 cms de didmetro en la boca y de
5.5 cms de didmetro en el fondo y con capacidad de 100 ml, en donde se agregd 25 mililitros de medio Miller &
Murashige (MM) y se colocd un embridn de semilla de la planta en estudio,

6.1.3 Variable respuesta

6.1.3.1 Formacion de callo

La variable principal tomada en el estudic fue la formacidn o no formacidn de callo, considerandose un callo
como una masa amorfa sin indicios de diferenciacion celular.

6.1.3.2 Variables adicionales

Para verificar |3 calidad de los callos oblenidos se hicieron mediciones de variables como: consisisncia, color,

textura, y brillo. La consistencia se evalud haciendo presion con pinzas sobre el callo y si ésie s= desintegraba se |

clasificaba como friable y si no, como compacto. El color se midié visualmente segin colors

L1

reportados en olros
esludios, lales como verde, blanco y café, La texlura lambién se midid de manera visual, pudiends ser rugosa o lisa.
El brillo se midié visualmente, pudiendo tener o no brillo,

Ademas de estas variables se tomd también el nimero de brotes deformados y &l nomem d= brotes vigorosos
los que se consideraron de importancia para la discusién de resullados.

6.1.4 Analisis de los datos

La variable respuesta que se analizd fue la formacién o no formacion de callo 12 cuzl es una varable

cualitativa dicolémica, por lo que su anélisis fue especificamente no paramétrico, pars ==t

o 52 usd una prueba
para proparciones independientes. Esla variable fue codificada identificando la formacion d= cafio con el ndmero 1"y
la no formacidn, con el “0".

6.1.5 Manejo del experimento

6.1.5.1 Preparacion de ias soluciones patrén

Las soluciones patrén se hicieron para cada uno de los grupos que conforman el medio MM, el fin de éstas es
ahorrar pasos para la elaboracion del medio mencionado, ademas para incrementar la precisién en el pesado de los
diferentes componentes del medio.

A continuacion se describen las soluciones patrdn:
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6.1.5.1.A Solucidn patron de macro nutrientes M&M

Se prepard 500 ml de esta sclucién, para esto se llené un beaker de 1 It con 250 ml de agua destilada, luego
se agregaron los componentes descritos en el cuadro 4,

CUADRO 4. Macro nutrientes necesarios para preparar una solucion patrén.

Sustancia Peso {grs.) Concentracion
NHsMNO; 8.25 Se agrega directamente
KMNO 9.50 Se agrega directamenie
Mgs0.7TH.O 0.925 10X
KH:PO, 0.425 10X

Ya agregados los componentes, el contenido se pasé a una probeta de 500 ml, luego se aforé con agua
destilada hasta llegar 3 la medida, luego se agit6 Ia solucién y se guardd a una temperatura de 4 °C, previo a su
Identificacion. Por separado se prepararon otras dos soluciones patrén 10X de macronutrientes consistentes en
CaCl; 2H,0 y NaH,PO4 H;0. Para ambos se hicieron 500 ml de solucidn agregando 1.1 grs. de compuesto para el
primero y para el segundo 0.425 grs.

6.1.5.1.B Solucion patrén de micro nutrientes M&M

Se prepararon dos soluciones diferentes de 100 ml cada una, a las que se les nombré Micro A y Micro B, para

esto se agregaron S0 ml de agua destilada en un edenmeyer de 250 ml. Luego, se agregaron Ins compuestos que se
describen en el cuadro 5,

CUADRO 5. Micro nutrientes necesarios para preparar una solucién patrén

[ Sustancia Peso ( ars.) Concentracion
Micro A N
MnSO4-4H0 223 1000X
ZnS0, 7TH,0 0.86 1000X
HiBO. 0.62 1000X
Ma:-Mo0,-2H.0 0.025 1000¥
i Micro B
CuS0,5H,0 0.0125 ) 5000X
CaoCly-6H,0 00125 S000X
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Ya agregados los componentes, el contenido se pasd 3 una probela de 100 ml, luego se aforo con agua
destilada hasta llegar a la medida mencionada, luego se agitd la solucidn y se guardd a una temperatura de 4 *C,
previe a su identificacian.

A parie de estas dos soluciones de micro nutrientes se hizo oira que se componia de KI a 1000X, para este caso se
prepard 100 ml en donde se agregd 0.083 grs. del compuesto mencionado.

6.1.5.1.C Solucidn patron de hierro 100x

Se prepard una solucion de 200 ml de la siguienie manera;
i. Se calentd 100 mi de agua destilada en un agitadur magnético preparado para lal propdsito.
ii. Se agregd al agua 0.0557 grs. de FeS0,THO.
iil.- Una vez disuelto el producto, se agregd 0.745 grs. de Na,EDTA-H0.
v. A continuacion, se agregd 1 lenteja de NaOH,
v. Ya disueltos todos |os elemenios, el contenido se paso a una probeta, para su posterior aforamisnto, luego se

trasladd la solucién a su envase definitivo y se le colocd una etiqueta, Esta solucion se almacend 2 4 °C.
6.1.5.1.D Solucion patron de vitaminas 1000x

Para esle caso solamente se usd Thiamina-HCI, prepardndose 100mi de esta solucidn, empledndose
del compuesio 0.04 grs.

6.1.5.1.E Preparacién de una solucién patron de Mio-inositol 100x

Se prepart una solucidn de 500 ml, para esto se llend un beaker con 200 ml de agua destizds y s= agregarén
0.5 grs. de mig-inositol. Ya disuelta |a sclucidn se paséd a una probeta para su aforamiento.

6.1.5.2 Reguladores del crecimiento

Los reguladores utilizados fueron: 2,4-D y el 2-ip. Previo a ser agregados en la solucidn estos fueran diluides

en pequefios voldmenes de sclventes o bases, para el caso del 2,4-D fue disuelto en alcohol al 5% y el 2-ip en
MalH al 1N,

Para disminuir la cantidad de pasos necesarios para elaborar las diferentes conceniraciones de reguladores, y para
aumentar la precision al momento de pesar, se usd una solucién patrdn, de la cudl se partid para aplicar las diferentes
concentraciones ( tratamienios) a utilizar para el caso de esta investigacion.



6.1.5.3 Preparacion de 250 mi de medio de cultivo M&M

En un beaker con capacidad de 500 ml, se agregaron 150 ml de agua destilada. Se agregd al recipienle una

barra magnética, éste se colocd sobre el agitador — calentador magnético, el cudl se puso en marcha.

Luego se agregaron los componentes del medio en el orden siguiente:

et Con— S = TR TR ~ "N = B = S ]

w °" o0 v o 3 3

. &5 mi de solucién de macro elementos 10 X (NHsNO5, KNOs \KH:PO4 , MgS0,.7TH;0 )
. «3 mlde CaCl.2H,0
. 25 ml de Na H;PO,.H:0
. 0.25 ml de solucién de micro elementos “A™ 1000 X ( ZnS0,.7H.0, H:BO4, MnS0,..H;0 Na;MoC,.2H,;0)
. 0.05 mi de solucién de micro elementos “B" 5000 (,CuS0,.5H.0, CoCly.6H:0)
2.5 ml de solucién de hiemro 100 X ( Na;.EDTA , FeS0,7H:0)
. 1 ml de solucién de Thiamina-HCI 1000 X
. 10 mi de inositol

Luego se agregaron los reguladores de crecimiento, en canfidad segdn las concentraciones evaluadas en el
estudio.

Se agregaron 2.5 m| de Inositol.

Se agregd 7.5 grs. de sucrosa.

Se aforo el recipiente a 250 ml, usando agua deslilada.

. Se procedié a medir el pH de la solucidn y s= hicieron las correcciones necesarias para llegaro a2 5.5
. Se agregd 1.25 grs de carbdn activado. (0.5%)

. Luego se agregaron 2 grs de agar. (0.8 %)

. Luego se pasd la solucién al hormo de microondas hasla disolver el agar.

. La solucion fué distribuida a los frascos de cultivo, los cudles fueron debidamente rolulados.

Los frascos de cullivo -se taparon con papel aluminio.

Todos los frascas de cullive se introdujeron al autoclave (para su esterllizacion) duranle 20 minutos a una presion
de 1.05 Kg/cm® a una temperatura de 120 °C,

Los recipientes se colocaron en la cdmara de cultivo, hasia que estos se solidificaron y se enfriaron.

6.1.5.4 Cclecta de los frutos en el campo

Los frutos de Chamaedoreas que se trabajaron fueron colectados en la regidn de El Pelén, los cuales se tuvo

el cuidado de que esluvieran en eslado inmaduro lo cuél garantizaba que estos al momento de ser colectados adn

esluvieran adheridos a las planias madres y por lo tanto estuvieran libre de todo microorganismo que en el proceso de

propagacion in vitro pueda afectar el buen desempefio del explante.



El fruto posee una cubiera carnosa que cubre la semilla la que dificulta la extraccidn de los embriones y
ademds es fuente de contaminacidn por lo que se procedid a elimindrsela por medios mecanicos, dejando libre la
semilla,

6.1.5.5 Desinfeccidn de las semillas

Las semillas se introdujeron en una mezcla desinfectanle compuesta de Benomyl, Agrimicyn, dloranfenicol vy
acido citico {(antioxidante) durante 12 horas.

Se introdujeron por 1 minuto en alcohol al 70%, luego en hipoclorito de sodio al 1.5% durante 30 segundos, y
por ultimo se sumergieron en agua destilada a manera de eliminar el exceso de reactivos.

6.1.5.6 Extraccién de los embriones de las semillas

La exraccidn de los embrones de las semillas se hizo de manera mecéanica, lomanda en cuenla que el
embridn se encuentra inmerso en la base del pedinculo por lo que se hizo presidn de manera esiratégica para no
daiar el explante. Ya exiraido, se tomaba con una aguja de diseccion (con la punta doblada para no dafiar el embridn)
la cuéll previamente se sumergia en agar & manera de que faciimente éste se adhiriera pars luego poder ser
transportado hasta el frasco de deslino,

6.1.5.7 Siembra de los embriones en los medios de cultivo

La siembra de los embriones se hizo a los 8 dias de haber sido colectada la semilla en el campo a manera de
que esla fuera lo méas viable posible y asi lener éxito en la respuesta,

La siembra se hizo dentro de la cdmara de flujo laminar (campana), para evilar la conlaminacidn de los medios de
cultivo, y para ello se procedit de la siguiente manera:

a. La camara de flujo laminar se encendio 30 minutos antes de empezar a trabajar en ella.

b. Se desinfecld la cdAmara usando alcohol etilico al 70%, el cual se aplicd por medio de alomizadores, también
se agregd cloro a concentracion comercial.

¢. Luego se encendid el mechero de bunsen, y se colocd en un lugar estratégico para evitar cualguier tipo de
contaminacion,

d. Se desinfectaron las pinzas y los frascos sumergiéndolos en alcohol al 70% y pasdndolos por el mechero, ésle paso
se repitié dos veces.

e. Se procedid a colocar un embrién en cada unidad experimental, Esto se hizo cerca del mechero de bunsen.

f. Los frascos fueron nuevamente tapados con el papel aluminio, y Tueron identificados respectivamente.
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€.1.5.8 Colocacion de las unidades experimentales en el cuarto de incubacion de cultivos

Después de la siembra de los embriones dentro de los frascos, éstos se llevaron a la cdmara de cultivo para
su incubacién. Las unidades experimentales fueron somelidas a condiciones ambientales propicias para la buena
respuesta de los explantes, tratando de imitar en lo més cercano posible a las condiciones ambientales naturales a
las que regularmenie es somelida la especie en estudio. Las condiciones ambientales dentro de la cdmara de cullivo,
son descrilas en el marco referencial de este documenlo,

6.2 Induccidn de brotes a partir de plantulas
6.2.1 Descripcidn de la Unidad experimental

La unidad experimental fué un recipiente de vidrio con dimensiones, de 4.3 cms de diametro en la boca y de
5.5 cms de didmetro en el fondo, en donde se agregaron 25 milllitros de medio Miller y Murashige (M&M) y se
sembrd una plantula de Chamaedorea. Eslas unidades fueron debidamente identificadas por tratamiento y repetician,

ademas con la fecha de la siembra.

6.2.2 Descripcion de los tratamientos

Los factores a considerar en el estudio fueron los reguladores del crecimiento &cido giberélico (GAs) y Bencil
aminopurina (BAP), cada uno con tres niveles de concentracién (Cuadro 6).

CUADRO 6. Factores y niveles a evaluar en el estudio

FACTORES NIVELES (mg/lt)
GA3 0.5 1 15
BAP 3 5 7

Se ulilizaron 3 concentraciones de acido giberélico (GAy) y 3 de citocininas (BAP), las cuales medianle un
arreglo combinatorio generaron 9 tratamlentos, mas un testigo absoluto formd un tolal de 10 tratamientos, los que se
repitieron 4 veces haciendo un {otal de 40 unidades experimentales. La distribucion de los tratamientos se hizo
mediante un disefio completamente al azar. A continuacidn se describen las concentraciones de citocininas v acido
giberélico que se usaron y que fueron evaluados en las unidades experimentales (Cuadro 7).
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CUADRO 7. Concenfraciones de GA; vy BAP uiilizadas en la induccidn de brotes.

Reguladores
Tratamiento (mag/it)

GA; B
0.5
1
15
0.5
1
1.5
0.5
1
1.5
0

o

@ e = B otn & L py o=
O =] = = th n o o L LAl

sk
[ ]

6.2.3 Variable respuesta

La variable respuesta que se tomé en consideracion para medir el efecto de los tratamisntos fue el ndmero de
brotes generados por cada plantula,

6.2.4 Manejo del experimento
6.2.4.1 Preparacién de las soluciones patrén y los medios de cultivo M&M

Se utilizd el medio M&M, v la metodologia de preparacidn de las soluciones patron y dz los medios de cultive
fue bastante parecida a la utilizada en la fase de desdiferenciacidn celular {formacidn de tgjidoe calloso), lo gue
cambid son las concentraciones y tipos de reguladores del crecimiento utilizados. Ademas el carbén activado (0.25%)
y el agar (0.7%).

6.2.4.2 Siembra de los brotes en los medios de cultivo

La siembra se hizo dentro de la camara de flujo laminar, para trabajar en condiciones higiénicas y evitar que
los medios y explantes sean contaminados por patdgenos, esta fase se hizoe de la siguiente manera:

a. La cdmara de flujo laminar se encendid 30 minutos antes de empezar a trabajar en ella, para coniar con aire puro
dentro de la misma,

b. Se desinfectd la cdmara y los frascos, usando aleohol elilico al 70%, el cuél se aplicd por medio de atomizadores,

c. Luego se encendid el mechero de bunsen, vy se colocd en un lugar estratégico para evitar cualquier tipo de



contaminacién,
d. Se desinfectaron las pinzas y bisturis, introduciéndolos en alcohol v luego fueron flameados en el mechero.

€. Se procedid a colocar una plantula en cada une de los frascos que contienen el medio M&M. Esto se hizo cerca del
mechero de bunsen.

i. Los frascos se taparon nuevamente con el papel aluminio y se identificaron respectivamente,
6.2.4.3 Colocacién de las unidades experimentales dentro de la camara de cultivo

Después de la siembra de las plantulas dentro de los frascos, éslos se llevaron a la cdmara de cullivo para su
incubacién. Las unidades experimentales se sometieran a condiciones amblenlales propicias para el desarrollo de los
mismos, tratando de imitar en lo mas cercano posible a las condiciones ambientales naturales a las que regularmente
son somelidas las especies en estudio.
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7. RESULTADOS ¥ DISCUSION

En el estudio se trabajé con semillas obtenidas de frutos inmaduros lo que aseguraba su inocuidad y
viabilidad. A estas semillas se les extrajo el embrion cigofico para usarlo como explante a manera de disminuir la
contaminacion y acelerar la respuesta.

Los embriones sembrados en el medio de Miller & Murashige manifestaron respuesta a los ocho dias de haber
aplicado los respeclivos tralamientos, esta respuesta se manifesté a ver al principio como un abultamiento hasta que
algunos presentaron desdiferenciacidn y luego formaron tejido calloso o solamente lo iniciaron, ofros formaron brotes
defonmados, ¥y otros brotes verdes y vigorosos.

Cabe mencionar que en |a desdiferenciacidn celular se observé 4% de contaminacidn, porcentaje aceptable
que incrementa la precision de los resultados ya que se contd con mayor cantidad de material disponible para evaluar.
La baja contaminacion, se alribuye a que la semilla con la que se trabajd se encontraba er estado inmaduro lo que
garantizaba minima exposicion a microorganismos patégenos y sumado a esto se puede decir que la solucidn
desinfectante (Benomyl, cloranfenicol y agrimicyn) jugd un papel muy imporiante.

7.1 Desdiferenciacion celular

7.1.1 Formacion de callos

Observando la Figura 7, se nota que el tratamiento que incluye las concentraciones 50+1 mg/lt de 2,4-Dy 2-ip
fue el que produjo el mayor porcentaje de callos (40%). Se observa que los tralamientos en los gue se usaron las
concentraciones 50+2, 50+3, 75+1 mg/t de 2 4-D y 2-ip .presentan 10% de formacién de callos. Los tratamientos en
los que se usaron 75+2, 75+3, 10043, 0+0 mg/lt de 2,4-D y 2-ip respectivamente, no produjeron ningdn tefido callosa y
por ultimo los tratamientos en los que se aplicéd 100+1, 100+2 mg/lt de 2,4-D y 2-ip respectivamente, presentaron 20%
de formacidn de callo.
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Porcentaje de callos

Eﬁ+1 S50+2 50+3 75+1 75+2 T5+3 100+1 100+2 100+3 0+0
Concentracion de 2-4D/7 2-ip en mg/t.

Figura 7. Efecto de la concentracion de Auxinas y Citocininas en la produccidn de callos.

Segun la Figura 7 existe diferencia enfre tratamientos, pero para determinar si estas diferencias visuales son
significativas se hizo uso de |la Estadistica.

En el Cuadro 8 se presentan los resultados obtenidos por tratamiento en un lotal de 10 unidades
experimentales, considerandose dos respuestas si formd o no forma callo. Estos datos se analizaron mediante una
prueba no paramélrica basada en la distribucion ji cuadrado considerdndose las proporciones independientes, el
estadistico de prueba tuvo un valor de 15.21, el cual tiene asociado un P-value de 0,708,

Este valor permite decir gue con un 95% de confiabilidad no existe evidencia suficiente para afirmar que los
tratamientos difieren en cuanto a la magnitud de formacién de callo. O sea que la aplicacidn de 2,4-D y 2-ip no
inducen |a formacion de callo en una magnitud significaliva con respeclo a la no aplicacién de estos reguladores,

CUADRO 8. Proporcion de callo formado por tratamiento, considerando dos posibles respuestas {=i, no).

| RESPUESTA Concentracién de 2,4-D / 2-ip en mg/l
Formo callo | 50+1 | 50+2 | 5043 | 75+1 | 75+2 | 75+3 | 10041 | 10042 [100+3 | 0+0 Total
sl 4 1 1 1 0 0 2 2 1] a 11
NO 5] 2] 9 9 10 10 8 8 10 10 89

Esta no significancia entre tralamientos indica que la combinacion de los dos reguladores del crecimisnto no
inducen en proporcion significativa la respuesta deseada, y gue el 2-ip disminuyo considerablemente |a capacidad del
2.4-0 en la manifestacién de la respuesta, ya que el 2,4-D en sus efectos bioldgicos hacia las plantas incluye la

elongacion celular y en concentraciones allas liende a provacar desdiferenciacion celular.
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La combinacitn de los dos reguladores se implementd en este estudio porque hay referencias de que se incrementa la
formacién de calle. Thorpe (30), menciona que el 2,4-D es el mas efectivo para inducir calles, aplicandolo en
concentraciones altas, y que para favorecer la formracién de callos algunas veces se hace necesario agregar alguna
citocinina en concentraciones bajas, en esle caso se usd el 2-ip. También se reporta que en Chamaedorea
costaricana se obtuvieron callos usando como explantes los embriones sembrados en el medic M&M agregandcie los
requladores 2,.4-D y 2-ip a concentraciones de 100 y 1 mo/t respectivamente (11).

Esta respuesta sugiere que para la formacion de callo solamente se debe agregar el regulader 2,4-D en
concentraciones altas considerando como punto de parida las concentraciones evaluadas en el estudio. E124-D a
sido ampliamente recomendado como el mas efeclivo para la desdiferenciacidn celular (5). En monocotiledoneas se a
reportado haberse obtenido tejido calloso usando niveles allos de auxina, y que la adicidn de citocininas puede no ser
importante (10).

7.1.2 Variables respuesta adicionales

En la Figura 8 se puede observar los porcentajes de brotes deformados en los tratamientos evaluados en el
esludio. Entre lo méas relevante se puede mencionar gue los tratamientos en que se observd los mayores porcenltajes
fue en los que se usaron las concentraciones 50+2, 50+3, 75+3, 100+3 mg/l de 24-D y 2-ip respectivamente, las
cuales fueron las mayores concentraciones de 2-ip (cilocininas), lo que sugiere que enire Mas se agregue esle
regulador en los medios de cultivo los embriones producirdn mayor cantidad de brotes deformados en combinacidn
con las auxinas. Sequn Hurado y Merino (15), cuando la proporcion de citocinina en relacion a las auxinas es alta se
induce la formacién de brotes. Segun Barceld (3), cuando se cultivan segmentos de tallo de tabaco y se aagrega
auxina y citocinina en concentraciones de 2 y 0.02 mg/lt respectivamente, se induce tejido no diferenciado, ¥ gue al
aumentar ia cantidad de citocinina con respecto a la de auxina se induce la forrnacion de brotes.

80
70
60
50 -
40
30 -
20 _
Wit o .
ol ; : : : : i ! =

a0+ 50+2  50+3  T75+1 T75+2  75+3  100+1 100+2 100+3  0+0
Concentracion de 2,4-D/2-ip en mog/it

a0

Porcentaje de brotes deformado

Figura 8. Efecto de las concentraciones de Auxinas y Citocininas sobre el nimero de brotes deformados.



En la Figura 9 se observa que el Gnico tratamiento que produjo brotes verdes vigorosos con su respectiva raiz
en un 50% fue al que no se le agregd reguladores del crecimiento (0+0), lo que sugiere que el embridn se adapta de
buena manera al medio M&M y que ademds este posee reguladores del crecimiento enddgenamente, ya que sin
necesidad de agregarios adificiaimente se manifesto dicha respuesta. Segun Hurtado y Merno (15), las citocininas se
conceniran en tejidos con crecimiento activo tales como frulos y semillas entre ofros. Segdn Barcelo (3), las
citocininas se encuentran en allo contenido en semillas en germinacion, y parece gue &l eje embrionario es &l
responsable de la sintesis.

La hormona del crecimiento presenie en los embriones, es la citoguinina, la que liene un papel importante en
la germinacion ya gue pueden romper la latencia en muchas especies (26). Cérdova (6) menciona que las citocininas

en &l proceso de germinacion pueden reverir la accidn de ciertos inhibidores o iniciar procesos biosintélicos de
productos,

60

50 p L

40 -

30 =

20

Porcentaje de brotes

G g SRR —
0 0 0 0 0 0 0 0

T T T T

20+ S0+2 5043 To+1 T5+2 T5+3  100+1  100+2  100+3 0+0
Concentracion de 2,4-D 1 2-p en mgfl

Figura 9. Porcentaje de brotes vigorosos formados en la desdiferenciacion celular,

Otras variables adicionales que se consideraron en el estudio son: consistencia, coloracion, textura y brillo.

Los callos observados en los diferentes tratamientos presentaron una consistencia friable, ya que estos al ser
presionados por una pinza se desintegraron. Estos callos segin Thorpe (30) son adecuados para la produccion de
embriones somaticos en medios liquidos en agitacion y no para la produccidn de brotes.

Los callos formados presentaron una coloracion verde palido, este color representa poca presencia de

clorofila lo que sugiere pobre realizacion del proceso de folosintesis, considerandose algo normal debido a las
condiciones artificiales en las que esle tejido se desarrolld.



La textura de los callos fue rugosa, notandose que esle tejido estaba formado por un grupo de arislas.

Se observd que los callos formados en los dislintos tratamientos presentaron brillo, ya que fueron expuestos a
la luz para verificar esta respuesta. La presencia de brillo de los callos indica el crecimiento mitdlico del tejido, el cual
se notd que en este caso era intenso.

7.2 Induccion de brotes a partir de plantulas

Las plantulas ulilizadas como explanies se obtuvieron mediante la siembra de embriones cigdticos en el medio
M&M. A eslas planiulas se les agregd GA, y BAF en tres conceniraciones con el fin de inducir brotes, pero no se
obluvo la respuesta deseada. Posiblemente fue por que las concentraciones evaluadas no fueron las iddneas para
que dicha respuesta se manifestara en la especie en estudio, Las concenlraciones evaluadus en el presente estudio
se consideraron debldo a algunas referencias bibliograficas en las que se a obtenido algin tipo de respuesta
salisfactorio. Las citocininas en concentraclones de 1 a 5 mg/t inducen broles, pero agregando acido giberélico en
concentraciones de 0.3 a 1 mg/t se puede incrementar considerablemente el niémero de brotes formados (15). Las
cilocininas agregadas a un medio de cullivo de brotes inhiben la dominancia apical y iberan las yemas laterales de la
dormancia. Las cilocininas estimulan &l crecimiento de las yemas axilares y reducen Ia dominancia apical en cullivas
de brote de plantas de hoja ancha. Las giberelinas rompen la latencia lanto de yemas vegetativas como de semillas
(10). Mardinez Arroyo (19) menciona que las concentraciones en las que el acido giberélico y las cilocininas
manifiestan efectos sobre la organogénesis son de 0.03 a 30.0 y 0.1 a 10.0 mg/t respectivamente, y que enlre eslos
efeclos se incluye para el caso del écido giberélico estimulacién de la divisidn celular, induccitn de |a brotacidn axilar,
y que las citocininas promueven la expansion de las células,
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8. CONCLUSIONES

1. El cultive de los embriones cigdticos en los medios nutritivos suplementados con las sales de Miller &
Murashige v la adicion de los reguladores del crecimiento 2,4-D y 2-ip en las fres concentraciones evaluadas

en el estudio no producen tejido calloso en proporcidn significativa.

2. Las plantulas de shate C. efegans Marius no manifestaron respuesta a la aplicacidn de los reguladores del

crecimiento GAsy BAP en tres concentracionas.
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8. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que:

1.

Para el desarrollo de una metodologia de propagacion in viiro de Chamaedorea elegans se sugisre usar como

tejido inicial embriones cigdticos obienidos de semillas inmaduras.

Revisar concentraciones del requlador 2,4-D, mayores a |as utilizadas en el esludio, para evaluar el efecto
sobre el lamafio v calidad de los callos ya que estos presentan la caraclerislica principal d= gue sus celulas
tienen alta totipotencialidad lo que por lo general con un manejo adecuado de las condicionss nuiricionales en
subcullivos posteriores lienen la capacidad de desarroliar brotes.

Revisar otras concentraciones de citocininas y giberelinas mayores a 7 v 1.5 mg/lt respectrvamenle para la
induccidn de brotes en plantulas de C. Elegans.
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11. APENDICES

CUADRO 94, Concentraciones de sales M & M para preparar

un litro de solucién de medio nutritivo.

MACRONUTRIENTES  (mgflt) {Micrugramusnu|

KNO3 1900 - ‘
NH.NO; 1650 -
CaCly.2H,0 220 5
MgSQ4.7H,0 185 .
KH2PO, 85 -
NaH,P0,.H,0 85 -

MICRONUTRIENTES |

(microgramos/it}
MnS0,4.4H.0 - 22300
ZnS0,.7TH;0O - 8600
HsBC; - 6200
Kl - 830
Cu5Q,.5H,0 - 25
i Ma;Mo0,, 2H,0 - 250
CoCl 6H,0 - 25
FeS0,7H0 - 27850
MNa,EDTA 2H.0 - 37250
Vitaminas = =
Inasitol 100 -
Tiamina-HCI - 400
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