UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA

: FACULTAD DE AGRONOMIA
izl PROGRAMA RECURSO GENETICO NICARAGUENSE

TRABAJO DE DIPLOMA

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN REPRODUCCION IN
VITRO DEL CULTIVO DE PINA
(Ananas comosus. L. Merr) CULTIVAR MD-2

AUTORES
Br: DAVIA RAQUEL ROCHA MENDOZA
Br: SANTIAGO JAVIER TREMINIO REYES

ASESOR
ING. AGR. MARBELL AGUILAR MARADIAGA

MANAGUA, NICARAGUA
ABRIL 2008



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURA

INDICE DE CUADRO

RESUMEN

AGRADECIMIENTOS

DEDICATORIAS

|. INTRODUCCION

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1
2.2.

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.3.
2.4.
2.5.
2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.
2.54.
2.5.5.
2.6.
2.6.1.
2.6.2.
2.7.
2.7.1

GENOTIPO UTILIZADO

REACTIVOS QUIMICOS, EQUIPOS Y ARTICULOSDE LABORATORIO,
OTROSMATERIALES
Reactivos quimicos

Equipos y articulos de laboratorio

Otros materiaes

M EDIDAS DE ASEPSIA

EXPERIMENTOS

INDUCCION DE CALLOS

Fuente de tejidos: hojas de plantas in vitro
Medios de cultivo

Fuente de tejidos. 4pices meristeméticos
Medios de cultivo

Variables evaluadas y andlisis estadistico
MULTIPLICACION DE CALLOS

Medios de cultivo

Variables evaluadas y andlisis estadistico
FORMACION DE PLANTAS

Medios de cultivo

Vi

Vi

© © © 00 00 N N O o o o o U b~ADbd

=
o 5



2.7.2.
2.8.
2.8.1.
2.9.
29.1.

3.1
3.1.1.
3.1.2.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

VI.

VII.

Variables evaluadas y andlisis estadistico
FASE DE ENRAIZAMIENTO

Variables evaluadas y andlisis estadistico
FASE DE ACLIMATIZACION

Variables evaluadas y andlisis estadistico

RESULTADOS Y DISCUSION

FASE DE INICIACION DECALLOS

Fuente de tgjidos: Explantes de hojas
Fuente de tejidos. 4pices meristeméticos
FASE DE MULTIPLICACION DE CALLO
FORMACION DE PLANTAS.

FASE DE ENRAIZAMIENTO

FASE DE ACLIMATIZACION
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA

PRESUPUESTO

10
10
11
11
12

13

13
14
15
17
19
21

23

26

27

28

32



Figura

A WD

INDICE DE FIGURA
Contenido

Explante de hoja de pifia cultivar MD-2.

Apices meristeméticos de pifia, cultivar MD-2.

Explante de hoja.

Izquierda: callo friable. Derecho: formacion de callo y plantas a
las 4 semanas de iniciado.

Callos embriogénicos

Plantas con brotes axilares

Fase de enraizamiento a los 30 dias. a) Plantas previamente
enraizadas en sales MS a 100%, b) 0.50 mg/lI de AIA y 30 g/l
de sacarosa, ¢) 1 mg/l de AIA y 30 g/l de sacarosa, d) 0.50 mg/|
de AIA y 40 mg/l de sacarosa, €) 1 mg/l de AIA y 40 g/l de
sacarosa

Fase de aclimatizacion a los 45 dias. De izquierda a derecha: @)
Plantas previamente enraizadas en sales MS a 100%, b) medio
con 0.50 mg/l de AlA y 30 g/l de sacarosa, ¢) 1 mg/l de AIA 'y
30 g/l de sacarosa, d) 0.50 mg/l de AIA y 40 mg/l de sacarosa,
e) 1 mg/l de AIA y 40 g/l de sacarosa.

Izg. Hojas sin variacién morfoldgicas. Der. Hojas con espinas en
el borde.

Pagina

14
16

18
20
23

24

25



Cuadro

10

1

INDICE DE CUADRO
Contenido

Composicion del medio nutritivo MS (Murashige y Skoog
1962).
Variantes de medios de cultivo en la fase de induccion de callo:

explante de hojas
Variantes de medios de cultivo en la fase de inducciéon de calo.

Variantes de medios de cultivos en la fase de multiplicacion de

cdlos.
Variantes de medios de cultivos en la fase de formacion de

plantas.

Variante de medios de cultivos en la fase de enraizamiento.
Frecuencias observadas de induccién de callos, formacion de
plantas y nimero de raices en cinco variantes de medio de
cultivo alos 30 dias después de establecidos.

Frecuencias observadas en formacién de callos, formacion de
plantas y coloracion de plantas en la fase de multiplicacion de
calos.

Frecuencias observadas en la fase de formacion de plantas,
emision de raicesy color de plantas.

Efecto de dos concentraciones de AIA y dos concentraciones
de sacarosa en las variables altura de planta, nimero de hojas y
ndmero de raices.

NuUmero de hojas, aturay sobrevivencia de planta en lafase de
aclimatizacion.

Pagina

10

11

15

18

20

22

24



RESUMEN

La pifia es reconocida como una de las frutas més finas de las regiones tropicaes 'y se
denomina la reina de todas las frutas. En Nicaragua se consume principalmente como fruta
fresca, refresco y otros productos derivados de la industridizacion de la pifia. Para €

estudio de embriogénesis somatica en pifia cultivar MD-2 se redlizaron diferentes variantes
de medios de cultivo en las fases de induccion, multiplicacion, formacion de plantas
enraizamiento y aclimatacion de plantas. En la fase de induccién de callos con el empleo de
explantes de hojas no se produjo iniciacién de calos, pero con explantes de &pices
meristeméticos se obtuvieron los mejores resultados en los medios que contenian1 mg/l de
2,4-Dy 0 y0.2 mg/l 6-Bencil-amino-purina. La multiplicacion de callos fue mejor en los
medios de cultivos que se le suministraron 2 mg/l de Acido Indolacético y 1.8 mg/l de
Acido-naftaleno-acético con agua de coco d 15% y 400 mg/l de carbon activado. La
formacion de plantas se favorecié en @ medio de cultivo que contenia 0.38 mg/l de Acido
Indolbutirico y dos mg/l de 6Bencil-Amino-Purina. En la fase de enraizamiento de las
plantas resultd ser mejor @ medio de cultivo que contenia 0.5 mg/l de Acido Indolacéticoy
40 g/l de sacarosa. En la fase de aclimatizacion de plantas |os medios que previamente se
desarrollaron en las cinco variantes de medios en la fase de enraizamiento presentaron los

mejores resultados con respecto al porcertaje de sobrevivencia

Palabras claves: cultivar, embriogénesis somética, induccion de calos, AIA (Acido
Indolacético), ANA (Acido Naftalenacético), BAP (6- Bencil-Amino-purina), Kinetina, CW
(Agua de coco), CH (Carbén Activado), AIB (Acido Indolbutirico), MS (Murashige &
Skoog).
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I. INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus L. Merr.), pertenece a la familia de las Bromelidceas. Es
originaria de América del Sur y més precisamente su centro de origen es Brasil (Samson,
1991). La pifia a la llegada de los espafioles estaba bien distribuida en toda América
Tropical donde contribuia notablemente a la alimentacién de |as poblaciones autoctonas y
era conocida como "ananas" que en € lengugje guarani significa "fruta exquisita". Fue
ofrecida alos espafioles como gesto de bienvenida y hospitalidad, los cuales la bautizaron
con € nombre de pifia. Posteriormente la llevaron a Espafia de donde se propagd

répidamente hacia Africa, Filipinas, la Indiay € resto del mundo (Olaya, 1992).

La pifia es reconocida como una de las frutas finas de las regiones tropicales y es
denominada la reina de todas las frutas. La pifia en Nicaragua se consume principa mente
como fruta fresca, refrescos y otros productos que se obtienen de la industridizacion de la
pifia (Olaya, 1992). Es uno de los rubros en los cuales se pueden obtener divisas mediante

laexportacion de fruta fresca, [o mismo para el consumo de la poblacién (Olaya, 1992).

Una de las principales zonas productoras de pifia en Nicaragua, es e municipio de
Ticuantepe, con 2,500 productores que siembran aproximadamente 1,950 hectareas. A
pesar de ser un cultivo no tradicional, se ha ampliado la demanda de consumo en los
mercados nacionales siendo su principal destino y en muy poca cantidad se exportan a
Honduras y Costa Rica, abriendo una oportunidad para |los productores nacionales ubicados
en zonas aptas para este cultivo (Garcia y Garcia, 2004).

La pifia es una planta autoestéril, por lo cual su produccion de semilla es muy limitada, 1o
gue conlleva a la forma asexua para su propagacion, esta planta produce varios tipos de

hijos, que son las distintas formas, por las cuales se pueden propagar (Sanson, 1991).

Para mejorar los rendimientos y la calidad de la pifia, bs productores demandan plantas

sanas y de alta calidad genética de las diferentes variedades, |o cua es un inconveniente la

no disponibilidad de material para siembra. Con el empleo de méodos tradicionales no se



dispone de gran cantidad de semillay més cuando se requiere sembrar grandes extensiones

de terreno.

Paises productores de este cultivo han puesto en practica la micropropagacion en diversas
especies de plantas, aprovechando las ventgjas que esta técnica tiene en relacion a los
métodos convencionales de propagacion se pueden mencionar: facilita una propagacion
mas rapida y en mayores volumenes; se da € intercambio de germoplasma sin riesgos de
diseminar plagas y enfermedades; se obtienen plantas libres de plagas y enfermedades; se
incrementan los rendimientos (Jiménez, 1998).

La micropropagacion ademés de ser una tecnologia de ato costos, requiere de
transferencias periodicas del material plantado a un medio fresco, después de 4-6 semanas,
debido al agotamiento de los nutrientes en el medio de cultivo y por é continua crecimiento
y proliferacién de los cultivos, la cua es rapidamente limitado por e tamafio de los

contenedores de cultivo (Meane y Debergh, 1985 citados por Etienne y Berthouly, 2002).

Otra técnica de singular importancia es la embriogénesis somética que constituye una
herramienta versétil de gran eficiencia en la multiplicacién masiva de diferentes especies.
La embriogénesis somética es un proceso bioldgico a partir del cua una célula o un grupo
de células somédticas se comportan como un cigoto originando un embrién que

posteriormente formara una planta (Aguilar, 2006).

Los embriones somaéticos pueden obtererse de varias fuentes de cultivos como: hojas
jovenes, hojas inmaduras, inflorescencias, peciolos, entre oros. En algunos cultivos tiene
ventgas sobre la micropropagaciéon, cuando se emplean biorreactores que permiten una
reduccion en labor, tiempo y cogto de las vitroplantas, altos coeficientes de produccion de
plantas y la uniformidad morfoldgica de las plantulas (Gomez, 1998).

Margara (1989) destaca que la totipotencia por medio de la embriogénesis somatica ofrece
una herramienta excelente para la micropropagacion y el mejoramiento genético de plantas,
asi como la manipulacion a nivel celular (mutagénesis, fusion de protoplastos, etc.) debido

a que permite la regeneracion de individuos a partir de células individuales.-



Debido a que la embriogénesis somética representa es una alternativa para mejorar la
eficiencia de los procesos de reproduccion masiva en e cultivo de pifia, en e presente

trabajo de tesis proponemos el siguiente objetivo:

Objetivo general:
Determinar e proceso de embriogénesis somatica en € cultivar de pifia MD-2, mediante €
uso de los mgores medios de cultivo en las fases induccion de callos, multiplicaciéon de

callos, formacién de plantas, enraizamiento y la respuesta a la aclimatizacionde las plantas



II.MATERIALES Y METODOS
El presente trabajo se realizd en el laboratorio de cultivos de tejidos vegetales del Programa

Recursos Genéticos Nicaraglienses (REGEN), de la Universidad Nacional Agraria (UNA),
km 12 Y% carretera norte; con coordenadas 12°08 latitud norte y 86°10 longitud oeste a una
altitud de 56 msnm en el departamento de Managua. El estudio se realizd en € periodo
comprendido del mes de marzo de 2007 afebrero de 2008.

2.1. Genotipo utilizado
El estudio se realizd a partir plantas in vitro reproducidas por organogénesis directa en el

segundo subcultivo de multiplicacion del cultivar de pifia M D-2.

2.2. Reactivos quimicos, equiposy articulos de laboratorio, otros materiales

2.2.1. Reactivos quimicos
En todos los experimentos se utiliz6 como medio bésico las sales de Murashige & Skoog

(1962) Cuadro 1. Para estimular el crecimiento de los tejidos se adicionaron diferentes
reguladores de crecimiento como: &ido-3-Indolacético (AlA), bencilaminopurina (BAP o
BA), &cdo 24-diclorophenoxiacé&ico (2,4-D), &cido-3- indolbutirico (AIB), &acido
reftalenacético (ANA), kinetina. En todas las variantes de medios de cultivo se gjusté el pH
a 5.8 con é&cido clorhidrico (HCI) para reducir e pH o hidroxido de potasio (KOH) para
aumentar. Lacristaleria se desinfectd con hipoclorito de sodio (NaClO3) a 1%y los medios
de cultivo se gelificaron con Phytagel a razén de 3 mg/l. Se utilizé sacarosa en la fase de
enraizamiento como fuente de energia, también se hizo uso de agar, agua destilada y agua
de coco como componentes de los medios de cultivos y alcohol a 70% para mantener las

medidas de asepsia en la cAmara de siembra.



Cuadro 1. Composicion del medio
nutritivo MS (Murashige y Skoog

1962).
M acroelementos mg/l
1 NHsNOs; 1650.00
2 KNG; 1900.00
3 CaCh.2H;0 440.00
4 MgS04.7H,0O 370.00
5 KH2PO4 170.00
Microelementos mgl/l
6 MnSO4.HO 22.30
7 2ZnS04.7H0O 8.60
8 H3BO; 6.20
9 KiI 0.83
10 NapMo00,4.2 H,0O 0.25
11 CuS04.5H,0 0.02
12 CoCl2.6H20 0.02
Vitaminas mg/l
13 Tiamina HCI 0.10
14 Myo-inositol 100.00
Azucar ol
15 Sacarosa 30.00

2.2.2. Equiposy articulos de laboratorio
Equipos: Horno, mechero, marcadores, autoclave, camara de flujo laminar, agitador

electromagnético y potenciometro, camara fotografica digital.

Articulos: tubos de ensayos (150 x 25 mm), frascos de vidrio de 200 ml, pinzas, pipetas,
beakers, balanza andlitica, escalpelos, cuchillas para escalpelos, placas petri esterilizadas,

tijeras.



2.2.3. Otros materiales
Detergente, cinta adhesiva transparente, papel de aluminio, papel kraft, algodon

2.3. Medidas de asepsia
En la limpeza de la cristaleria se utilizd hipoclorito de sodio NaClO 3 en concentraciones de

1 % durante 24 horas, posteriormente se realizé un enjuague con agua destilada y
detergente y después se dejo escurrir durante 1 hora para evitar que quedaran residuos de
agua. Previo ala siembra de los tgjidos, |as variantes de medios de cultivo se ederilizaron
en e autoclave a 120°C durante 20 minutos, a una atmésfera de presion. Los platos petri,
pinzasy excalpelos se esterilizaronen el horno a temperatura de 180°C durante 1 hora. La
camara de flujo laminar se desinfectd con alcohol al 90 % y posteriormente se expuso aluz

ultravioleta durante 30 minutos.

2.4. Experimentos
Se establecieron experimentos para € estudio de cada una de las fases del proceso de

embriogénesis somatica: induccion de calos, la multiplicacion de callos, la formacion de

plantas y su posterior enraizamiento y aclimatizacion.

2.5.  Induccion decallos

2.5.1. Fuentedetegjidos. hojasde plantasin vitro

Como explantes se utilizaron segmentos entre 2—3 mm tomados de la porcion central de
hojas basales (Figura 1) de plantas in vitro de aproximadamente 2 cm. de altura Los
explantes se establecieron en medios de cultivos de consistencia semi-sdlidas en tubos de
ensayo con dimensiones de 25 mm de diametro y 150 mm de largo; se inocularon cinco
explantes por frasco y cinco frascos por variante de medio de cultivo, para un total de
veinte y cinco explantes por tratamiento. Una vez inoculados los explantes se llevaron al
cuarto de crecimiento a condiciones 12 horas de luz natural y 12 horas de oscuridad a
temperatura de 27+/- 2°C.



Figura 1. Explante de hoja de pifia
cultivar MD-2.

2.5.2. Mediosdecultivo
Se estudiaron cinco variantes de medios de cultivo de consistencia semi-solida y tres
sustancias reguladoras de crecimiento ANA; AIB y Kinetina, de acuerdo a los resultados

obtenidos por Matews y Rangan (1979). En el Quadro 2, se presentan las variantes de
medios de cultivo.

Cuadro 2. Variantes de medios de cultivo en lafase de
induccion de callos con explantes de hojas

Variantes | Reguladoresde crecimiento
de medios ANA AlB__ Kindina
(mg/) (mg/l) (mg/)
1 1.80 2.00 1.32
2 1.80 2.00 2.63
3 1.80 2.00 525
4 1.80 2.00 7.88
5 1.80 2.00 10.50

2.5.3. Fuentedetejidos: apices meristematicos
Se extragjeron apices meristematicos de aproximadamente 2 mm de tamafio de plantas in

vitro procedentes del segundo subcultivo. Los medios de cultivo se llevaron a condiciones

similares alas detalladas en la seccién anterior (Figura 2).



Figura 2. Apice meristemético de
pifiacultivar MD-2.

2.5.4. Mediosdecultivo
Se estudiaron dos sustancias reguladoras de crecimiento reportadas por Paiz (2006): como

auxina e 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones de 1, 2 y 3 mg/l y como
citoquinina 6-bencil-amino-purina (BAP) en concentraciones de 0.2 mg/l (Cuadro 3).

Cuadro 3. Variantes de medios de cultivo en lafase de
induccioén de callos.

Variantesde Reguladores de crecimiento
Medios

2,4-D (mg/l) BAP (mg/l)

1 1.00 0.00

2 1.00 0.20

3 2.00 0.00

4* 2.00 0.20

5 3.00 0.00

6 3.00 0.20

* Medio de cultivo reportado por Matewsy Rangan (1984).

2.5.5. Variables evaluadasy andlisis estadistico
A las cuatro semanas se evaluaron en cada una de las variantes de medios de cultivo

las variables: induccion de callos, brotesy callo con raices Para definir los mejores medios
de cultivo de acuerdo a las frecuencias de las variables evaluadas se empled e estadistico
no paramétrico Chi 20 Ji 2 representada con el simbolo (?%). Los datos se procesaron en el
programa MINITAB version 15, cuyos resultados se utilizaron para establecer las
diferencias estadisticas entre los medios de cultivos Las frecuencias observadas se
presentaron en arreglos estructurados en tablas de doble entrada, llamadas tablas de

contingencia.



2.6. Multiplicacion de callos
Después de permanecer 30 dias en la induccion de calo, estos fueron transferidos a

variantes de medios de cultivo teniendo como referencia los resultados obtenido por
Rangan y Matews (1980). Para facilitar su evaluacion, se utilizaron placas petri plésticas

esterilizadas con dimensiones de 9 cm de diametro y 1.5 cm de atura.

2.6.1.Medios de cultivo
Se emplearon medios de cultivo de consistencia semi-sdlida y como reguladores de

crecimiento AIA, BAP y AIB. Como activadores de sustancias hormonales y antioxidantes
se agregd agua de coco (15% v/v) y carbon activado (400 mg/l) respectivamente (Cuadro
4). Para ello se seccionaron callos friables con peso aproximado de 100 mg y se sembré un
nimero de 5 explantes por placa y cinco placas por tratamiento. Las condiciones
ambientales de crecimiento fueron similares a las empleadas en los incisos 2.5.1 y 2.5.3.

Cuadro 4. Variantes de medios de cultivos en la fase de multiplicacion

decallos.
: Agua

d'(\a"cej't?\‘j’o Coco  Carbon ANA  AIA  AIB

(%) activado (mg/l)  (mg/l) (mg/l)

1 15 400 mg/l 0.00 0.00 0.00
2 15 400 mg/l 1.80 0.00 0.00
3 15 400 mg/l 2.00 0.00 0.00
4 15 400 mg/l 0.00 1.80 0.00
5 15 400 mg/l 0.00 2.00 0.00
6 15 400 mg/l 0.00 0.00 1.80
7 15 400 mg/l 0.00 0.00 2.00

2.6.2. Variables evaluadasy andlisis estadistico
Se evaduo € crecimiento de los callos conforme adaptacion de la escala para variables

cudlitativas y cuantitativas reportadas en el cultivo de cafa de azlcar (Saccharum spp.) por
Santana (1982), como son: formacion de callo, callos y plantas, color amarillo, color verde
Para conocer € tratamiento que mejor favorecid la formacion de callos, se empled la

prueba no paramétrica de 7 con similar arreglo al reportado en las secciones2.5.1 y 2.5.3.



2.7. Formacion de plantas
Los calos formados en la fase de multiplicacion se dividieron en segmentos de

aproximadamente 3 mm y se les sometieron a condiciones similares a las practicadas al
experimerto de la €ccion anterior. En e Cuadro 5, se presentan las dete variantes del

medio de cultivo.

2.7.1. Mediosde cultivo

Se estudio la respuesta a la combinacion auxina- citoquinina como ANA, AIB, BAP Y
KINETINA (Cuadro 5) con 5 explantes por frasco y 5 frascos por variante. El experimento
se evalud alas 6 semanas de establecidos.

Cuadro 5. Variantes de medios de cultivos enla fase de formacion
de plantas.

Variantesde ANA AlIB BAP KINETINA
Mediosde (mg/l) mg/l mg /| m/gl

cultivo
1* 0.00 0.00 0.00 0.00
2 1.80 0.38 0.00 2.10
3 1.80 0.00 0.00 2.10
4 0.00 0.38 0.00 2.10
5 1.80 0.38 2.00 0.00
6 1.80 0.00 2.00 0.00
7 0.00 0.38 2.00 0.00
* Medio testigo.

2.7.2. Variables evaluadasy andlisis estadistico
Se evalué las variables plantas fornadas, callos con raices y coeficiente de multiplicacion.

Para conocer € tratamiento que meor favorecio la formacion de calos, se empled la

prueba no paramétrica de 7 con similar arreglo a reportado en las secciones 2.5.1y 2.5.3.

2.8. Fase de enraizamiento
El estudio se realizd con plantas formadas en la fase final de la embriogénesis somatica

Las plantas permanecieron durante 30 dias enlos medios de cultivo de consistencia semi-
solida que contenian las salesMS a 100% y diferentes concentraciones de AlA y sacarosa

como sereportaen e Cuadro 6.
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Las plantas fueron sembradas en frascos con capacidad de 200 ml y se les adicion6 acada
uno 20 ml de medio de cultivo, a un pH regulado de 5.8; las condiciones ambientales
fueron similares a experimento de multiplicacionde calo. Se establecieron cuatro plantas
por frasco, utilizando ocho frascos por variantes de medios de cultivo para un total de 32

explante.

Cuadro. 6. Variante de medios de cultivos en la fase de enraizamiento.
Variantesdemedios | Reguladoresde crecdmiento

de cultivo
AlA (mg/l) Sacarosa (g/l)
1 0.0 30
2 0.5 30
3 1.0 30
4 0.5 40
5 1.0 40

2.8.1. Variables evaluadas y andlisis estadistico
Para determinar el mejor tratamiento a las cuatro semanas se evaluaron las variables

longitud de planta (cm), nimero de hojas, nimero de raices. Se utilizé un disefio BCA con
arreglo bifactorial y para determinar €l mejor tratamiento se practicé la prueba de rangos

multiples de Duncan y Waller aceptédndose un nivel de significancia de a= 0.05.

2.9. Fase de aclimatizacion
Con plantas que crecieron en cinco variantes de medios de cultivo de la fase de

enraizamiento durante cuatro semanas y con un tamafio aproximadamente de 2.5 cm, se
estudio la respuesta a la aclimatizacion en base ala morfologiay fisiologia de las plantas.
Las plantas se sembraron en bolsas polietileno utilizando como sustrato organico compost,
se les aplico fertilizantes foliares y edaficos cada ocho dias usando Mega Plus 54-2 y
Humega respectivamente, arazon de 1ml/I de aguay después de un mes de transferidas se

procedié a su evaluacion
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2.9.1. Variablesevaluadasy andlisis estadistico
Para determinar el mejor tratamiento se evaluaron las siguientes variables. porcentgjes de

sobrevivencia, nimero de hojas alturay porcentaje de espinas. Como andlisis estadistico se
empled un disefio de bloques completo al azar (BCA) y para definir el meor tratamiento se

utilizd la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller con a= 0.05.



I1l.RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Fase deiniciacion de callos

L os embriones somaticos son estructuras bipolares, que tienen un gje radial, aislados por un
tgjido epidérmico y fato de conexién vascular con e tglido materno. Estas estructuras
bipolares son capaces de crecer y formar plantas normales. La embriogénesis somética
similar ala organogénesis, muchos autores la clasifican en directa e indirecta (Tisserat et al.
1979).

De acuerdo con Lindsey y Jones (1992) la embriogénesis somatica es directa cuando el
desarrollo de los embriones se produce a partir de células sométicas del explante original,
puede utilizarse para la micropropagacion de un nimero limitado de especies. Es indirecta

cuando €l desarrollo del embridn es a partir de callo 0 suspensiones celulares.

Gomez (1998) sefida que Fujimuray Komamine (1980) describen cuatro fases de detalles
morfolégicos en la embriogénesis somética de zanahoria, fases 0 ,1 2 ,3. Enlafase 0 la
célula aislada por continuas divisiones forma |os agregados celulares embriogénicos, con la
presencia de auxina en € medio de cultivo. En lafase 1, es inducida por la transferencia de
los agregados celulares a un medio libre de auxinas, es una fase relativamente lenta y
aparentemente sin diferenciacion en los 3 primeros dias. En la fase 2, ocurre una division
celular rpidaalos 4 dias del cultivo en ciertas partes del agregado celular, dando lugar ala
formacion del embrion en estado globular. En la fase 3, se produce e continuo desarrollo

del embrion a estado corazén y torpedo.

Villaobos et d. (1991) reportan que en e caso de las especies monocotileddneas se
reconocen Unicamente las fases 0, 1 y 2, porque no se diferencian los estados corazon y
torpedo, sino que el embridn globular sufre un proceso de transicion, que se prolonga hasta

llegar aformar e embrion maduro.

La induccion de la embriogénesis somatica consiste en la terminacién del patron de

expresion de los genes presentes en € tejido del explante, siendo estos reemplazados con
un programa de expresion de genes o gen de la embriogénesis en aquellas células del

explante, las cuales pudieran dar lugar a embriones sométicos (Gomez, 1998).
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3.1.1. Fuente detgjidos. Explantes de hojas
En las diferentes variantes de medios de cultivo no se logré la induccion de callos a partir

de explantes de hojas A los 10 dias de permanecer en contacto con el medio de cultivo los
explantes presentaron un color verde, después cambiaron gradualmente a colores amarillo,

café y finalmente ocurrié la senescencia generalizada en las diferentes variantes (Figura 3).

.

Figura 3. Explante de hoja

No se obtuvieron los resultados reportados por Mathews y Rangan (1979) que lograron la
induccién de callos a las cinco semanas con e empleo de explantes de hojas tomadas de
plantasin vitro y diferentes combinaciones y concentraciones de ANA, AIA, AIB, kinetina
y BAP como las utilizadas en € presente estudio. Estos resultados pueden deberse a lo
sefidlado por Litz y Jarret, (1991), quienes reportan que entre los factores que afectan la
respuesta morfologica del explante a la embriogénesis del callo esta en dependencia del

genotipo y del estado de desarrollo de la planta madre.

George (1993) citando a Street’s (1979), sugiere que los explantes primarios pueden estar
compuestos de células o tejidos capaces de ser morfogenéticos (células competentes) y

otros gque son incapaces (células no competentes).

Vasil (1985) observo que aquellos segmentos de hojas en los cuaes € tegido vascular esta
completamente diferenciado no dan lugar alaformacion de callo.
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Gomez (1998) identifica los siguientes factores que controlan la frecuencia de la
embriogénesis somatica: |0s tegjidos donantes (genotipo y fuente de explante) constituyentes
de los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento (calidad, intensidad y duracion de
la luz, temperatura, intercambio gaseoso, subcultivos y seleccion de tejidos durante

subcultivos).

La regeneracion de acuerdo a un potocolo estandarizado es restringido y limitado a un
numero de cultivares dentro de una especie. La dificultad en la regeneraciéon de ciertos
genotipos es debido a muchos factores como: competencia, induccion y diferenciacion (Litz
y Gray, 1992).

3.1.2. Fuente de tgjidos. apices meristematicos
El andlisis de ? reflejé que la induccion de callo fue mejor en los medios que contenian 1

mg/l de 2,4-D y lacombinacion de 1 6 2 mg/l de 2,4-D con 0.2 mg/l de BAP, superando a
las frecuencias de induccion obtenidas en los medios de cultivo alos que se les adicioraron
3 mg/l de2,4-D con 0 6 0.2 mg/l de BAP. Es de destacar que en el medio de cultivo con 1
mg/l de 2,4-D, también se obtuvieron los mejores resultados en |as variables formacion de
brotes y callos con raices. Larespuesta de las plantas en las tres variables a los mediosde
cultivo que contenian 3 mg/l de 2,4-D en combinacion con 0y 0.2 mg/l de BAP fue
estadisticamente inferior (Cuadro 7).

Cuadro.7. Frecuencias observadas de induccion de callos, formacion de plantas y callos
con raices en cinco variantes de medios de cultivo alos 30 dias después de establecidos.

Reguladores Variables

de o Induccion de callos Brotes Callos con raices
Crecimiento

24-D BAP Si No > S No > Si No >
(mg/) (mg/l)

1.00 0.00 24 1 a 25 0 a 25 0 a
1.00 020 25 0 a 24 1 a 24 1 a
200 0.00 17 8 b 1 24 b 1 24 bc
200 020 20 5 ab 1 24 ab 24 1 a
3.00 0.00 6 19 c 0 5 c 2 23 b
3.00 020 13 12 bc 1 2 bc 1 24 bc

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, para ? con a = 005 y 5 gl. La
comparacion entre los medios se realiz6 verticalmente.
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En todas las variantes de medio de cultivo los calos formados se distribuyeron en toda la
superficie de los épices meristendticos, dispuestos en pequefios grupos de calos de
consistencia friable, ademas se observé en algunos explantes la activacion apices

meristematicos yyemas axilares (Figura4).

S T “
Iﬂ g
3 S s 1
Figura 4. 1zquierda callo friable. Derecha: formacion
de callosy plantasa las cuatro semanas de inducidos.

Mathews y Rangan (1979) reportan la induccion de callos a partir de brotes axilares
extraidos de plantas in vitro obteniendo los mejores resultados en el medio constituido por
las sales MS mas 10 mg/l de ANA. Escobedo y Romero (2003) reportan mejores resultados
en formacién de callos en el medio de cultivo con 0.4 mg/l de BAPy 10 mg/l de ANA en €l
cultivar Champakay con 0.2 mg/l de BAP en €l cultivar MD-2.

Como material de explante pueden utilizarse con éxito varios tejidos, pero e origen del
tgjido del explante puede gjercer un profundo efecto en e comportamiento del desarrollo
posterior del callo (Lindsey y Jones 1992). Gomez (1998) tambiéndestaca que varias partes
de una planta pueden responder diferente en idénticas condiciones de cultivo, las
diferencias reflgjan € estado fisiol6gico de la fuente del explante. Rugeni (1988) y Caflas et
a. (1987) citados por Litz y Gray (1992), resaltan que € papel de las auxinas en la
induccion de la embriogénesis somética esta relacioredo con la metilacion del ADN, lo

cual resulta en la disminucién o cese de la expresion del programa genético de la célula.

Diversos autores, mencionados por Gomez (1998), establecen una fuerte correlacion entre

el estado de desarrollo del explante inicial y la concentracion de 2,4-D en €l proceso de
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desdiferenciacion y de diferenciacion in vitro. Usualmente se emplea el 2,4-D, porque

aparentemente estimula o inicia la induccion de la embriogénesis sométicaen € callo.

Piego y Barcdd (2001) recomiendan que en la fase de iniciacion de cadlo en plantas
lefiosas se deba utilizar una alta concentracion de auxina, normalmente 2,4-D o una
combinacidn de auxina-citoquinina. Este efecto no fue observado en el presente estudio en
pifia donde los mejores resultados se favorecieron con concentraciones de 1 mg/l de 2,4-D

y una bgja concentracion de BAP.

Jménez (1995) determiné que en cafla de azlcar (Saccharum spp.) fue necesaria la
presencia de 2,4-D para la formacion de embriones sométicos, debido a que juega un rol
fundamental en los procesos de desdiferenciacion, induccion de callo, formacion de callo,
también reporta que en bajas concentraciones de 2,4-D predomina la formacién de raices
adventicia, mientras que con atas concentraciones de 2,4-D no se producen raices y en

cambio tiene lugar la formacion de calos.

3.2. Fase de multiplicacién de callo
En la variable formacion de callos € andlisis de ?*reflgé mejor respuesta estadistica en los

medios de cultivo que se le suministraron las tres auxinas en concentraciones de 1.8y 2
mg/l de ANA 62 mg/l tanto de AIA como de AIB. En los medios que se desarrollaron
callos con plantas con mejor respuesta estadistica fue alos que se les adicionaron 2 mg/l de
AlA y 1.80 6 2 mg/l de AIB. El color verde de los callos s presentd en igual frecuenciaen
los medios con 1.8 ng/l de las auxinas ANA, AIA y AIB. Mientras la coloracion amarilla
fue estadisticamente superior en el medio testigo y alos que se le agregaron 2 mg/l de ANA
0 de AlA (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Frecuencias observadas en formacion de calos, formacion de plantas y
coloracion de las plantas en la fase de multiplicacion de callo.

Variables
Auxinas = .
Formacion Callosy plantas | Color amarillo Color verde
(mg/l)
de callos
SS No ? [[SS No ? [[S No ? [S No ?
Testigo 00 (20 10 b (2 28 b |10 20 ab |2 28 d
ANA 18 |27 3 a (o0 30 c |7 23 bc |9 21 a
ANA 20126 4 a (o 30 c [0 20 ab |2 28 d
AlA 18 (20 10 b (2 28 b |7 23 bc |9 21 a
AlA 20128 2 a (8 22 a |11 19 a |6 24 b
AlB 18 (17 13 bc |5 25 a2 28 ¢ |9 21 a
AlB 20124 6 & (5 25 a9 21 b |5 25 ¢

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, para? cona=0.05y 6 gl.

La densa agrupacion de los embriones en los explantes, aunque resultaron féciles de
separar, no se realizd su conteo para evitar los riesgos de contaminacion que afectara la
siguiente fase de estudio. En nimero reducido de explantes ademas de formarse callos
embriogénicos se desarrollaron plantas, respuesta que parece estar directamente vinculada a
la capacidad de diferenciacién embriogénica del genotipo del cultivar MD-2, que permite
reducir € tiempo entre unafase y otra (Figurab).

Figura.5. Callos embriogénicos

Es posible que los diferentes elementos que contiene el agua de coco en combinacion con
las tres concentraciones de auxinas adicionadas a los medios de cultivo, interactien en una
mayor 0 menor sinergia de acuerdo a las concentraciones utilizadas en el presente estudio.
El agua de coco adicionada a las variantes de medios de cultivo resultd determinante para

gue s indujera la formacion de callos embriogénicos. Mathews y Rangan (1980) en €
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cultivo de pifia lograron un mayor crecimiento de callos en un medio de cultivo constituido
por las sdles MS (1962) y la adicion de 10 mg/l de ANA, agua de coco a 15% volumen

sobre volumen (v/v) y 400 mg/l de carbon activado.

De acuerdo con Roca y Mroginski (1991), el agua de coco tiene un efecto sobre €

crecimiento de los callos debido a que contiene auxinas, difenilureay vitaminas llevando a
cabo reacciones cataliticas en € metabolismo de las células durante e proceso de
embriogénesis. La respuesta favorable a la reproduccion por embriogénesis somética
observada en el cultivar MD-2, permite potenciar el uso de biorreactores parala produccion
de plantas a gran escala como la técnica denominada Recipientes de Inmersién Temporal

Automatizada (RITA). Las técnicas de micropropagacion a partir de meristemos o de
apices caulinares demandan mucho trabgjo y requieren de grandes espacios en €
laboratorio, ademas € costo de produccion de las plantas es muy ato, imposibilitando su
adquisicion a los productores (Jménez, 1998). Otra técnica recomendada por Villalobos 'y
Thorpe (1991), es & empleo de suspensiones celulares, considerada como € sistema més
eficiente, s se considera la eficiencia en base a nimero de plantas regeneradas por unidad

de tiempo.

3.3. Formacién de plantas.
De acuerdo a resultados estadisticos de 7 la formacion de plantas fue superior en & medio

de cultivo que conteniade 0.38 mg/l AIB y 2 mg/l de BAP. El mayor nimero decallos con
raices se presentd en los medios testigo y en € que contenia 1.8 mg/l ANA, 0.38 mg/l AIB
y 2.10 mg/l Kinetina. También € tratamiento testigo presentd € meor coeficiente de
multiplicacion con promedio de 4.28 brotes por explante y los menores coeficientes se
alcanzaron en los medios que contenian 2.10 mg/l de kinetina combinados con 1.80 de
ANA vy 0.38 de AIB respectivamente (Cuadro 9 y Figura6).
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Cuadro 9. Frecuencias observadas en la fase de formacién de plantas, emisiéon de raicesy
color de plantas.

Reguladores de crecimiento Variables
(mg/l) Plantas Calloscon | Coeficiente de
formadas raices Multiplicacion
ANA AIB Kin BAP | Si No 7 Si No 72
000 000 000 000 | 9 16 & |8 17 ab 4.28
180 038 210 000 [ 6 19 b |9 16 a 2.28
180 000 210 000 [ 2 23 d |2 23 b 1.60
000 038 210 000 |3 22 ¢ |1 24 ¢ 0.72
180 038 000 200 (3 22 <c¢ |O 25 ¢ 2.24
180 000 000 200 (3 22 <c¢ |O 25 ¢ 3.52
000 038 000 200 |12 13 a |O 25 ¢ 3.36

L etras distintas difieren estadisticamente entre si, para? cona=0.05y 6 gl.

Las variantes de medios de cultivo que contenian 2.10 mg/l de kinetina con 1.80 mg/l de
ANA o con 0.38 mg/l de AIB fue baja la produccién de plantas formadas, la produccién de
callos con raices y e coeficiente de multiplicacion. En las variables plantas formadas y
coeficiente de multiplicacién resultd mejor la combinacion de BAP con AIB que BAP con
ANA. En & medio de cultivo que se le adicioné 1.80 mg/l de ANA y 2.00 mg/l de BAP
puede resultar apropiado para continuar subcultivando los embriones, considerando la baja

frecuencia de formacion de plantas que en € se produce (Figura 6).

Figura 6. Plantas con brotes axilares
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Conforme a la dinamica de crecimiento observada durante la fase de formacion de plantas,
nos sugiere que es posible potenciar un nimero mayor de plantas que se transfieran a la
fase de enraizamiento, prolongando e tiempo de permanencia para la formacion de plantas

de seis semanas como se realizo en el presente estudio a una permanencia de ocho semanas

Gomez (1998) destaca que las citoquininas en € medio de cultivo juegan un papel
importante en la germinacion o produccion de plantas porque contrarrestan el efecto

provocado por las auxinas durante la induccion y multiplicacion de callos.

Liu (1994) dice que la incorporacion de citocinina suele ser determinante en el proceso de
formacion de plantas también conocida como germinacion de embriones debido a que
durante esta fase la histodiferenciacion compensa e efecto negativo inducido por las
auxinas sobre € desarrollo de los meristemos. Para la germinacion de embriones de (Musa
Spp) Se requieren concentraciones bajas de auxinas, como AlA y AIB a diferencia de las
Ananas spp que necesitan dta concentracion de auxinas (Marroquin, 1991). Segun
Bieberach (1995) en estudios de embriogénesis somética de pldano menciona que las
auxinas son importantes para la induccion del estado embridnico, pero en las etapas

siguientes la presencia de las auxinas puede inhibir laformacion y el desarrollo de plantas.

En los resultados obtenidos no se observaron cambios morfologicos o variantes
somaclonales como los reportados en embriogénesis somética como un problema
observado por Litz y Jarret (1991), en cuanto a la obtencién de una gran cantidad de
embriones anormalescon las siguientes caracteristicas: @) de diferente forma, dobles, triples
0 en racimos que dan lugar a tallos multiples b) variaciones en nimero y morfologia de los
cotiledones c) anormalidades en el meristemo apical d) germinacién prematura €) pérdida
del potencia morfogenético con e tiempo.

3.4. Fase de enraizamiento
De acuerdo con la prueba de rangos multiples de Waller y Duncan € mejor resultado en

altura de planta se obtuvo conla adicién de 0.50 mg/l AIA y 30 (g/l) de sacarosa. En la

variable nimero de hojas no se registraron diferencias estadisticas entre los tratamientos,
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mientras que en la variable nimero de raices resultd estadisticamente mejor con 0.50 mg/l
de AlA y 40 (¢/l) de sacarosa (Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto de dos concentraciones de AlA y dos concentraciones de sacarosa
en las variables altura de planta, nimero de hojas y nimero de raices.

Regulador de Variables
crecimiento

AlA Sacar osa Altura NUmero NUmero

(mg/l) (a/m de planta dehojas deraices
0.00 30 314 b 3.78a 2.25b
1.00 30 2.80 bc 3.72a 2.78b
1.00 40 243 ¢ 3.66a 2.53b
0.50 30 3.75 a 3.53a 2.31b
0.50 40 321 b 4.00a 447 a

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples
de Duncany Waller cona=0.05y 4 dl.

Los resultados refleggan que hubo efecto en las plantas de acuerdo a la combinacién de los
niveles de sacarosa con € AlA, vinculado a efecto sinérgico que se produce cuando se

adicionan estas dos sustancias (Figura 7).

Quero (2004) en € cultivar de pifia Espafiola Roja experimentd con cuatro dosis de ANA
0,0; 0,25; 0,5y 1,0 mg/l logrando €l proceso de rizogénesis en todos |os tratamientos, pero
el mayor nimero de raices lo alcanz6 con 0,5 mg/l de ANA. En la mayoria de los cultivos
para enraizamiento se recomienda elevar la concentracién de sacarosa para lograr un
crecimiento vigoroso de las raices (Orellana 1998). Para Jiménez (1995) las vitroplantas
procedentes de medios de cultivo con mayores concentraciones de sacarosa favorecen una
mayor sobrevivencia en la aclimatizacion debido posiblemente a una mejor adaptacién para
soportar € estrés hidrico, motivado por las condiciones de mayor presion osmoética donde

se desarrollan, unidos a una mejor constitucion morfoldgica de las vitroplantas.



Figura 7. Fase de enraizamiento a los 30 dias. Plantas previamente enraizadas en salesMS

a 100%, b) 0.50 mg/l de AIA y 30 g/l de sacarosac) 1 mg/l de AlIA y 30 g/l de sacarosa d)

0.50 mg/l de AlA y 40 g/l de sacarosae) 1 mg/l de AlA y 40 g/l de sacarosa

En la mayoria de los medios de cultivo para enraizamiento se recomienda e€levar la
concentracion de sacarosa para lograr un crecimiento vigoroso de las raices (Maretzki y
Hiraki 1980; citados por Caldera yLo6pez 2002). Las auxinas son un factor esencial en la

promocion del crecimiento de las raices, debido a que en genera, pueden incrementar

significativamente la elongacion de segmentos aislados de raices, ademés de que
incrementa su crecimiento (Hurtado y Merino, 1994). Rangan y Mathews (1980) reportan

gue obtuvieron mayor desarrollo y crecimiento de raices en € medio White modificado por

Rangaswamy (1961) con adiciones de 0.05 mg/l de ANA y 0.40 mg/l de AIB.

3.5. Fase de aclimatizacion
Para estudiar el efecto residual de las concentraciones de AlA y de sacarosa adicionadas a

las plantas durante la fase de enraizamiento, en la fase de aclimatizacion se evaluaron las

plantas de forma separada conforme a su procedencia del medio de cultivo.

Similar a la fase de enraizamiento en la variable nimero de hojas en las cinco variantes de
medios de cultivo no presentaron diferencias significativas entre si, con una probabilidad
dd 95%; mientras que en la variable atura de planta el mejor resultado se obtuvo en el

medio de cultivo que tenia las combinaciones de 0.5 mg/l de AIA con 30 g/l de sacarosa
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En los diferentes medios de cultivo se dotuvo una alta sobrevivencia de plantas entre el
96.87 y € 100%. También en todos los medios de cultivo se presentaron plantas con
espinas en los bordes de las hojas, carécter morfol 6gico que se aprecid en mayor porcentaje
en los medios que contenian 1.00 mg/l de AIA con 30 6 40 g/l de sacarosa, presentando €l

menor resultado el medio de cultivosin AIA con9.40% (Cuadro 11 y Figura8).

Cuadro 11. Numero de hojas, dtura y sobrevivencia de planta en lafase de
aclimatizacion

Variante de Variables
medios de cultivo
AlA Sacarosa | Numero de Altura de Sobrevivencia Espinas
(mg/l) @) hojas planta (%) (%)
(cm)

0.00 30 6.29 a 347 b 96.87 9.40
0.50 30 5.66 a 463 a 100.00 15.60
1.00 30 6.41a 379 ab 100.00 25.00
0.50 40 7.19a 371 ab 96.87 21.90
1.00 40 6.32 a 329 b 100.00 25.00

Letras distintas difieren estadisticamente entre si, tanto para la prueba de rangos multiples
de Duncany Waller cona=0.05y 4 gl.

Figura 8. Fase de aclimatizacién alos 45 dias. De izquierda a derecha:
a) Plantas previamente enraizadas en sales MS al 100%, b) medio con
0.50 mg/l de AlA y 30 ¢/l de sacarosac) 1 mg/l de AlA y 30 g/l de
sacarosa d) 0.50 mg/l de AlA y 40 g/l de sacarosae) 1 mg/l de AlA 'y
40 ¢/l de sacarosa.
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Los resultados obtenidos en e presente estudio, no reflgan diferencias sustantivas en €
efecto de la sacarosa con relacion a la sobrevivencia de plantas Jménez (1995) reporta
gue en € cultivo de cafia de azlicar a mayores concentraciones de sacarosa es mayor la
sobrevivencia de plantas en la fase de aclimatizacion, atribuyendo dicho efecto a una mayor
adaptacion para soportar € estrés hidrico motivado por la condicién de mayor presion
osmatica donde se desarrollan, unidos a una mayor constitucion morfologica de las
vitroplantas.

La Unica caracteristica morfologica considerada como variante somaclonal observada
durante la fase de aclimatizacion fue la presencia de espinas en los bordes de las hojas,
carécter en los tgidos que se produce posiblemente debido a efecto residud de las
sustancias reguladores del crecimiento y otras sustancias organicas como la sacarosaque se
agregaron individual o en combinacion en las fases de iniciacion, multiplicacidn, formacion
de plantas y enraizamiento, capaces de provocar estas variantes somaclonalesen el cultivar
MD-2 (Figura 9). Resultados similares en €l cultivar Cayenne reportan Firoozabad y Moy
(2004) destacando la aparicion de espinas en porcentgjes de 5% de plantas derivadas de
procesos de organogénesis y de 21% con plantas regeneradas de procesos de embriogénesis

somética.

Figura 9. Izquierda: hojas sin variaciones morfol dgicas. Derecha: hojas con espinas en
los bordes.



V. CONCLUSIONES
1. Con & empleo de explantes de hojas de plantas in vitro no se produjo la induccién

de callos en las diferentes variantes de medios de cultivo. Mientras que con explantes
de dpices meristematicos la induccion fue posible, resultando los mejores medios los
gue contenian 1 mg/l de 2,4-D y la combinacién de 1y 2 mg/l de 2,4-D con 0.2 mg/l de
BAP.

2. La multiplicacion de calos fue meor en los medios de cultivo que se le
suministraron concentraciones de auxinas de 2 mg/l de AIA y con 1.80 mg/l de ANA
Se desarrollaron callos con plantas con mgor respuesta estadistica en el medio que se le
adiciond 2 mg/l de AlA.

3. Laformacion de plantas fue mejor en e medio de cultivo con0.38 mg/l AIB y 2
mg/l de BAP. El nimero de plantas con raices fue superior en medio gque contenia 1.8
mg/l ANA, 0.38 mg/l AIB y 2.10 mg/l Kinetina. El mejor coeficiente de multiplicacion
con promedio de 4.28 brotes por explante se obtuvo en el medio de cultivo testigo y los
menores coeficientes se alcanzaron en los medios que contenian 2.10 mg/l de kinetina

combinados con 1.80 de ANA y 0.38 de AIB respectivamente.

4. El megjor resultado en nimero de raices resulto en el medio de cultivo con 0.50 mg/l
de AlA y 40 (g/l) de sacarosa, mientras que en atura de planta se obtuvo con la adicion
de 0.50 mg/l AIA y 30 (g/l) de sacarosa. En nimero de hojas no se registraron

diferencias estadisticas entre |os tratamientos.
5. En la fase de aclimatizacion las plantas que previamente se desarrollaron en las

cinco variantes de medios de cultivo de enraizamiento, presentaron una sobrevivencia
de plantas entre e 96.87 y € 100%.
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V. RECOMENDACIONES

1. En la fase de iniciacion uilizar la auxina 2,4-D adicionando en concentraciones 1
mg/l o en combinacion de 1 6 2 mg/l de 2,4-D con 0.2 mg/l de BAP.

2. Emplear medios de cultivo para la multiplicacion de calos que suministren auxinas
de lasiguiente manera: 1.8 y 2 mg/l de ANA o 2 mg/l tanto de AIA como de AIB.

3. Enlafase de multiplicacion de callos, utilizar el medio que se le adicion6 1.80 mg/l
de ANA y 2.00 mg/l de BAP en € estudio de la respuesta de los callos cuando son
reproducidos en subcultivos sucesivos.

4. Redizar experimentos en la fase de formacion de plantas con mayor periodo de
tiempo.

5. Emplear la misma metodologia en nuevos estudios para tener una mejor precision en
los resultados obtenidos y elaborar una guia metodol 6gica que sirva como soporte a
futuros trabajos.

6. Llevar a campo las plantas obtenidas en € experimento de embriogénesis somética
para evaluar posibles variaciones somaclonales.
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VIlI. PRESUPUESTO

Insumo Unidad de Cantidad Costos Costos Costos  Total
medida Unitario C$ $

Reactivos varios 1 6970 6970 366.84 6970
Cristaleria diversas 1 1400 1400 73.69 1400
Semilla (hijos) unidades 200 5 1000 52.63 1000
Combustibley lubricantes
Diessel GIn 10 70 2150 11316 2150
Lubricantes Lts 2 45 270 14.21 270
Viaticos
Conductor dias 17550 351 18.47 351
Estudiantes (2) dias 4 17550 702 36.95 702
Materialesy herramientas
Lienza M 100 0.30 30 1.58 30
Papel bond 40 resma 6 87.75 526.50 27.71 526.50
Bateras (AA) unidad 1 105 105 5.53 105
Tabla de campo unidad 2 30 60 3.16 60
Tintaimp./color cartucho 1 700 700 36.84 700
Tintaimp./negro cartucho 1 700 700 36.84 700
Materiales delaboratorio
Alcohol I 20 40 1600 84.21 1600
Cloro | 30 14 420 22.10 420
Algodén R 8 80 640 33.68 640
Azlcar Lb 10 5 50 2.63 50
Desinfectante L 20 30 600 31.58 600
Pinzas unidad 6 111 666 35.05 666
Escarpelo unidad 2 280 560 2947 560
Cuchillas para Caja 1 850 850 44.74 850
Escarpelo (#1)
Marcadoresindelebles  Unidad 10 31 310 16.31 310
Papel aluminio R 2 185 370 19.47 370
Cuchillos unidad 50 100 5.26 100
Plastico R 320 640 33.68 640
Imprevisto 1236.10 65.06 1236.10
Total 23006.1 1210.85 23006.1
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