UNIVERSIDAD MICHOACANA DE
SAN NICOLAS DE HIDALGO

Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez”

Programa Institucional de Maestria
en Ciencias Bioldgicas

CULTIVO in vitro DE ARANDANO variedad Biloxi (Vaccinium corymbosum L.):
ESTABLECIMIENTO ASEPTICO, BALANCE DE FITOHORMONAS Y NITROGENO.

TESIS
QUE PRESENTA
LENICA ROSARIO TECANHUEY FERNANDEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
DEL AREA TEMATICA FISIOLOGIA Y GENETICA VEGETAL

ASESOR: DR. HECTOR GUILLEN ANDRADE
COASESOR:DRA. MARTHA ELENA PEDRAZA SANTOS
DR. JOSE LUCIANO MORALES GARCIA

DRA. MARIA DE LAS NIEVES RODRIGUEZ MENDOZA
DR. NICOLAS GUTIERREZ RANGEL

Uruapan Michoacan, Agosto 2012.




CONTENIDO

LISTA DE CUADROS

LISTA DE FIGURAS

RESUMEN GENERAL

SUMARY

INTRODUCCION GENERAL

CAPITULO |

CAPITULO II

CAPITULO Il

IDENTIFICACION Y CONTROL DE HONGOS
FITOPATOGENOS PARA EL CULTIVO in vitro DE
ARANDANO VARIEDAD BILOXI

BALANCE DE FITORREGULADORES EN EL CULTIVO
in vitro DE ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.)
VARIEDAD BILOXI

REQUERIMIENTO DE NITROGENO Y RELACION
AMONIO: NITRATO EN EL CULTIVO in vitro DE
ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.) VARIEDAD
BILOXI

Pagina
iii

Vii

Xi

29

76



LISTA DE CUADROS

CAPITULO 1. IDENTIFICACION Y CONTROL DE HONGOS FITOPATOGENOS PARA EL
CULTIVO in vitro DE ARANDANO VARIEDAD BILOXI

Pagina
Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos, ingredientes activos de los 15
fungicidas, modo de accion y dosis utilizadas para el control de
hongos fitopatégenos en el cultivo in vitro de arandano.
Cuadro 2. Analisis de la varianza para el efecto de los fungicidas y para tasa 20
de crecimiento de Alternaria sp., determinado en el cultivo in vitro
de arandano.
Cuadro 3. Anadlisis de la varianza para el efecto de los fungicidas y para tasa 20
de crecimiento de Pestalotiopsis sp., determinado en el cultivo in
vitro de arandano.
Cuadro 4. Analisis de la varianza para el efecto de los fungicidas y para la 20
tasa de crecimiento de Epicoccum sp., determinado en el cultivo in
vitro de arandano.
Cuadro 5. Tasas de crecimiento (cm dia”) de Alternaria sp., Pestalotiopsis 21

sp. y Epicoccum sp., en el bioensayo in vitro con diferentes
fungicidas en un lapso de 28 dias

CAPITULO Il. BALANCE DE FITORREGULADORES EN EL CULTIVO in vitro DE
ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.) VARIEDAD BILOXI

Pagina
Cuadro 1.  Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la 34
concentracion de 6-(y,y-dimetilalilamino) purina (2iP) con kinetina
para inducir formacion de brotes adventicios de Vaccinium
corymbosum L.

Cuadro 2.  Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la 35
concentracion de 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-(Y,y-
dimetilalilamino) purina (2iP) bajo efecto de la temperatura para
inducir la formacién de callo embriogénico a partir de explantes
de hoja en arandano ‘Biloxi.

Cuadro 3.  Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la 36
concentracion de 2,4-D y 2iP con dos tipos de explante para
inducir la formacién de callo embriogénico a partir de explantes
de hoja en arandano variedad Biloxi.

Cuadro 4. Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la 36
concentracion de 2,4-D y 2iP bajo efecto de la temperatura para
inducir la formacién de callo embriogénico a partir de explantes
de hoja en arandano variedad Biloxi.



Cuadro 5.

Cuadro 6.

Cuadro 7.

Cuadro 8.

Cuadro 9.

Cuadro 10.

Cuadro 11.

Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la
concentracion de &acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) con
kinetina para la proliferacién de callo embriogénico de Vaccinium
corymbosum L.

Cuadrados medios para peso, diametro y necrosis del callo,
obtenidos del andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los
fitorreguladores y la temperatura en la induccion de callo
proembriogénico.

Cuadrados medios para area (%) de callo friable y color del callo,
obtenidos del analisis de la varianza para evaluar el efecto de los
fitorrequladores y la temperatura en la induccion de callo
proembriogénico.

Cuadrados medios para peso, diametro y necrosis del callo,
obtenidos del andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los
fitorreguladores y tipo de explante en la induccién de callo
proembriogénico.

Cuadrados medios para area (%) de callo friable y color del callo,
obtenidos del andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los
fitorreguladores y tipo de explante en la induccién de callo
proembriogénico de arandano variedad Biloxi..

Cuadrados medios para peso, diametro y necrosis del callo,
obtenidos del andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los
fitorreguladores y tipo de explante en la induccién de callo
proembriogénico.

Cuadrados medios para area (%) de callo friable y color del callo,
obtenidos del andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los
fitorreguladores y tipo de explante en la induccién de callo
proembriogénico.

39

41

41

50

50

57

58



CAPITULO lIl. REQUERIMIENTO DE NITROGENO Y RELACION AMONIO: NITRATO EN EL
CULTIVO in vitro DE ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.) VARIEDAD
BILOXI

Paginas

Cuadro 1. Tratamientos establecidos para medir el efecto de la 81
concentracién de nitrégeno total en la induccién de callo
embriogénico en arandano variedad Biloxi.

Cuadro 2. Formulacion de medios de cultivo MS (Murashigue y Skoog, 83
1962) con diferentes relaciones amonio: nitrato utilizados
para evaluar la induccion de callo embriogénico en
arandano (Vaccinium corymbosum L.).

Cuadro 3. Cuadrados medios para RE, PC y DC obtenidos del analisis 85
de la varianza para evaluar el efecto de diferentes dosis de
nitrégeno y hormonas (2,4-D y 2iP), sobre la induccién de
callo  proembriogénico de arandano (Vaccinium
corymbosum L.).

Cuadro 4. Cuadrados medios para CF, OC y CC obtenidos del analisis 85
de la varianza para evaluar el efecto de diferentes dosis de
nitrogeno y hormonas (2,4-D y 2iP) sobre la induccion de
callo proembriogénico de arandano  (Vaccinium
corymbosum L.).

Cuadro 5. Estadisticos simples obtenidos del andlisis de varianza en 86
una via para evaluar la induccion de callo proembriogénico
con base en el efecto de 2,4-D, 2iP y Nitrégeno a partir de
explantes de hoja, en el cultivo in vitro de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) variedad Biloxi.

Cuadro 6. Cuadrados medios para RE, PC y DC obtenidos del anélisis 87
de la varianza para evaluar el efecto la relacion amonio:
nitratoen la induccion de callo proembriogénico.

Cuadro 7. Cuadrados medios para OC y CC obtenidos del andlisis de 95
la varianza para evaluar el efecto la relacion amonio:
nitratoen la induccion de callo proembriogénico.

Cuadro 8. Estadisticos simples obtenidos del analisis de varianza en 96
una via para determinar la inducciébn de callo
proembriogénico con base en el efecto de 2,4-D, 2iP y la
relacion amonio: nitrato, a partir de explantes de hoja, en el
cultivo in vitro de arandano (Vaccinium corymbosum L.)
variedad Biloxi.

Cuadro 9. Estadisticos simples obtenidos del andlisis de varianza en 96
una via para determinar la induccién de callo
proembriogénico con base en el efecto de 2,4-D, 2ip y la
relacion amonio: nitrato, a partir de explantes de hoja, en el
cultivo in vitro de arandano (Vaccinium corymbosum L.)
variedad Biloxi



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1. IDENTIFICACION Y CONTROL DE HONGOS FITOPATOGENOS PARA EL

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

CAPITULO

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

CULTIVO in vitro DE ARANDANO VARIEDAD BILOXI

Fotografias del bioensayo para el control de hongos fitopatégenos
en arandano. Fungicidas (A). Discos de papel impregnados con el
respectivo fungicida durante 3 minutos (B). Caja Petri con medio
PDA vy los cuatro fungicidas utilizados (C). Caja Petri con el
micelio del hongo en el centro de la caja (D).

Fotografia que muestra el desarrollo de las colonias (A,B,C) y
conidios con septos transversales y longitudinales (D), conidios
oscuros formado por varias células hialinas y apéndices apicales
(E), conidios oscuros formado por varias células (dictiosporas)
(F), de los hongos Alternaria sp., Pestalotiopsis sp., Epicoccum
sp., identificados en el cultivo in vitro de arandano.

Efecto de los diferentes fungicidas sobre la tasa de crecimiento del
micelio de los hongos fitopatogenos Alternaria sp. (A),
Pestaloptiosis sp. (B) y Epicoccum sp. (C) identificados en el
cultivo in vitro de ardndano a los 7, 14, 21 y 28 dias en medio
PDA a 27 °C.

Fotografia del bioensayo para el control de Alternaria sp. (A),
Pestalotiopsis sp. (B) y Epicoccum sp. (C), en arandano bajo
condiciones in vitro.

Fotografia de la contaminacién de los explantes de hoja en el
cultivo in vitro de arandano antes (A) y después (B) de la
aplicacion del fungicida ciprodinil y fludioxonil a las plantas
donadoras de explantes.

Pagina
15

17

22

24

25

BALANCE DE FITORREGULADORES EN EL CULTIVO in vitro DE

ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.) VARIEDAD BILOXI

Fotografia que muestra un brote (A) y dos brotes (B) adventicios
de explantes de hoja completa con yema en medio WPM con 2
mg L' 2iP y 0.5 mg L' de kinetina, cuatro meses después de
subcultivados.

Fotografias que muestran los callos a partir de explantes de hoja
bajo 3°C (A) y 25°C (A) en la induccién de callo proembriogénico
de arandano variedad Biloxi.

Efecto de 2,4-D, 2iP y la temperatura en el peso del callo a partir
de explantes de hoja de arandano variedad Biloxi.

Pagina
40

43

43

Vi



Figura 4.

Figura 5.

Figura 6

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Efecto de 2,4-D en el diametro del callo a partir de explantes de
hoja de arandano variedad Biloxi.

Efecto de la temperatura en el didmetro del callo a partir de
explantes de hoja de arandano variedad Biloxi.

Efecto de 2iP en el area (%) friable del callo a partir de explantes
de hoja de arandano variedad Biloxi.

Efecto de la temperatura en el area (%) de oxidacion del callo a
partir de explantes de hoja de arandano variedad Biloxi.

Fotografia que muestra la coloracion amarillo claro del callo a 3°C
(A) y coloracién verde claro a 25 °C (B), en la induccién de callo
embriogénico de arandano variedad Biloxi.

Fotografia que muestra los callos producidos en explantes de
hoja (A) y yema (B) en la induccién de callo proembriogénico de
arandano variedad Biloxi.

Efecto de 2,4-D, 2iP y tipo de explantes en el peso del callo a
partir de explantes de hoja de arandano variedad Biloxi.

Efecto de 2,4-D, 2iP y tipo de explantes en el diametro del callo,
en la induccién de callo embriogénico de arandano variedad
Biloxi.

Efecto de 2iP y tipo de explantes en el area (%) de necrosis de
callo en la induccién de callo embriogénico de arandano variedad
Biloxi.

Efecto de 2,4-D, 2iP y tipo de explantes en el area (%) de callo
friable en la induccién de callo embriogénico de aradndano
variedad Biloxi.

Fotografia que muestra las tonalidades de los callos en los
explantes de hoja y tallo en la induccion de callo proembriogénico
en arandano variedad Biloxi.

Fotografia que muestra los callos producidos en explantes de
hoja por accién de las 2,4-D con 2iP (A), Kinetina (B) y BA (C),
en la induccion de callo proembriogénico de arandano variedad
Biloxi.

Efecto de las citocininas en el peso del callo, en la induccion del
proceso embriogénico de arandano variedad Biloxi.

Efecto de 2,4-D en el diametro del callo embriogénico de
arandano variedad Biloxi.

46

46

47

48

51

51

53

54

55

56

59

60

61

Vii



Figura18. Efecto de diferentes citocininas en el didmetro del callo, en la 62
induccion de callo embriogénico de arandano variedad Biloxi.

Figura 19. Efecto de 2,4-D y la combinacion de diferentes citocininas y 63
concentracion, en el area (%) de necrosis del callo peso del callo,
en la induccién del proceso embriogénico.

Figura20. Efecto de 2,4-D y la combinacién de diferentes citocininas (2iP, 64
Kinetina, BA) y concentracion, en el porcentaje area friable del
callo peso del callo, en la induccién del proceso embriogénico.

Figura21. Coloracién del callo por efecto de diferentes citocininas 65
(2iP,Kinetina, BA) en la induccion de callo embriogénico de
arandano, variedad Biloxi.

Figura22. Callo proembriogénico de arandano variedad Biloxi, producido en 67
explantes de hoja completa y yema. Interaccion de 0.2 mg L'2,4-
D (A). Interaccién de 0.2 mg L'2,4-D con 0.5 mg L 'kinetina (B).
Interaccion de 0.2 mg L'2,4-D con 1.0 mg L'kinetina (C).
Interaccion de 0.2 mg L'2,4-D con 2.0 mg L 'kinetina (D).

CAPITULO lIl. REQUERIMIENTO DE NITROGENO Y RELACION AMONIO: NITRATO EN EL
CULTIVO in vitro DE ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.) VARIEDAD
BILOXI

Figura 1. Fotografias que muestran la variabilidad de los callos inducidos 87
en explantes de hoja de arandano por la accién de nitrégeno,
2,4-D y 2iP a las tres semanas (1A), seis semanas (1B) y ocho
semanas (1C).

Figura 2. Efecto de la Interaccién de 2,4-D con nitrégeno en la respuesta 89
del explante de hoja de ardndano para formar callo; la
evaluacién se hizo a los 90 dias.

Figura 3. Efecto del nitrogeno el peso del callo en el explantes de hojade 90
arandano.
Figura 4. Efecto del nitrogeno en el diametro del callo en los explantes de 91

hoja de arandano.

Figura 5. Efecto del 2,4-D, 2iP y nitrégeno en el area (%) de oxidacién del 92
callo en explantes de hoja de arandano.

Figura 6. Efecto del 2,4-D, 2iP y nitrogeno en el area (%) de callo friable a 93
partir de explantes de hoja de arandano.

Figura 7. Coloracién de los callos por efecto del nitrogeno total en la 94
induccion de callo pro embriogénico de ardnadano variedad

viii



Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Biloxi.

Fotografias de la variabilidad del crecimiento y desarrollo del
callo en explantes de hoja de ardndano a los 50 dias a las
diferentes relaciones amonio: nitrato 0: 3 (Ay E), 1: 2 (By F),
2:1 (Cy G), 3:0 (D y H). La concentracion de nitrégeno total es
de 15 mM las fotografias en la parte superior y 30 mM en las de
la parte inferior.

Efecto del nitrégeno y de la relacion amonio: nitrato en el peso
del callo al utilizar explantes de hoja de arandano para la
induccion de callo proembriogénico.

Efecto del nitrogeno la relacién amonio: nitrato en el didmetro
del callo al utilizar explantes de hoja de arandano para la
induccién de callo proembriogénico.

Efecto de la relacibn amonio: nitrato en el porcentaje de
oxidacion del callo al utilizar explantes de hoja de arandano
para la induccion de callo proembriogénico.

Coloracioén de los callos por efecto de la relacién amonio: nitrato
en la induccién de callo pro embriogénico de arandano variedad
Biloxi.

97

99

100

101

102



RESUMEN GENERAL

En México se ha empezado a producir ardndano en los estados de Jalisco y
Michoacéan, que ofertan frutos en fresco a EUA, Canada y algunos paises europeos,
cuando éstos se encuentran en su estacién invernal y no pueden abastecerse con su
produccidn local. El cultivo in vitro de arandano de la variedad Biloxi, es una alternativa
para contribuir a solucionar la problematica antes indicada, ya que es posible obtener
clones de arandano, con alto potencial productivo. La presente investigacion consta de
tres partes, en el Capitulo | se aborda la probleméatica de la presencia de agentes
fitopatdgenos en el cultivo de ardndano que afecta a la asepsia del cultivo in vitro. De
acuerdo con las claves de Barnet y Hunter (1998), los hogos fitopatégenos identificados
fueron Alternaria sp., Epicoccum sp. y Pestalotiopsis sp. Los tres hongos fueron
aislados de los explantes de tallo y hoja de arandano, estos hongos son clasificados
dentro del grupo de los Deuteromicetes (Agrios, 1997). El fungicida que logré la mayor
inhibicién de estos hongos fue la combinacion de los ingredientes activos ciprodinil y
fludioxonil al utilizar la dosis de 1 mg L. El Capitulo Il se enfoca a detrminarl el efecto
de la temperatura, fitorreguladores y tipos de explantes (hoja y yema) para la induccién
de embriones somaticos de arandano (Vaccinium corumbosum L.) variedad Biloxi. Los
resultados obtenidos permitieron concluir que es posible la induccion de callo
proembriogénico en arandano variedad Biloxi a partir de explantes de hoja en el medio
WPMM adicionado con 0.5 mg L™ de 2,4-D y con 0.5 mg L™ de 2iP. En el Capitulo Il
se analizan los requerimientos de nitrégeno total, relaciones amonio: nitrato y
fitorreguladores para la induccién de embriones somaticos; se tomdé como base el
medio de cultivo Murashigue & Skoog (1962), ademas de evaluar la relacibn amonio:
nitrato necesaria para este proceso. La induccién de callo proembriogénico en el cultivo
in vitro de arandano a partir de explantes de hoja se logré con la adicién de 1 mg L-1 de
2,4-D y 0.5 mg L-1 de 2iP con un balance de 30 mM de nitrégeno total. De la misma
manera, la inducciéon de callo proembriogénico fue lograda con el mismo balance

hormonal y con una relacién amonio: nitrato 1:2.



SUMMARY
Mexico has started producing blueberries in the states of Jalisco and Michoacan, which
offer fresh fruits in USA, Canada and some European countries, where they are in their
winter season and can not stock up with local production. /n vitro culture of Biloxi
blueberry variety is an alternative to help solve the problems indicated above, since it is
possible to grow blueberry plants with high production potential. This research consists
of three parts, in Chapter | deals with the problem of the presence of plant pathogens in
growing blueberry asepsis affecting in vitro culture. According Barnet and Hunter’s keys
(1998), the phytopathogenic fungus Alternaria sp., Epicoccum spp.,and Pestalotiopsis
sp. were identified. The three fungi were isolated from stem and leaf explants of
cranberry, these fungi are classified within the group of Deuteromycetes (Agrios, 1997).
The fungicide that achieved the highest inhibition of the fungi was the combination of
active ingredients cyprodinil and fludioxonil when using a dose of 1 mg L. Chapter II
focuses on determining the effect of temperature, plant growth substances and types of
explants (leaf and bud) for induction of somatic embryos of blueberry (Vaccinium
corumbosum L.) variety Biloxi. The results led to the conclusion that it is possible the
induction of pro embriogenic callus in Biloxi blueberry variety from leaf explants in
WPMM medium supplemented with 0.5 mg L™ 2,4-D and 0.5 mg L™ 2iP. In Chapter Ill,
we analyze the total nitrogen requirements, ammonium: nitrate relationships and plant
growth regulators for the induction of somatic embryos, it was based on the culture of
Murashigue&Skoog (1962), and to assess the ammonium: nitrate relationship necessary
for this process. Pro embriogenic callus induction in vitro culture from blueberry leaf
explants was achieved with the addition of 1 mg L™ 2,4-D and 0.5 mg L™ of 2iP stock
with 30 mM total nitrogen. Similarly, pro embriogenic callus induction was achieved with

the same hormonal balance 1:2 ammonium: nitrate relationship.

Xi



INTRODUCCION GENERAL

El Arandano o “blueberry” (Vaccinium corymbosum L.) pertenece al grupo de frutales
menores conocidos como frutillas por su forma y tamafo caracteristico junto a
frambuesa, zarzamora, fresa y grosella. Estados Unidos de América (EUA) es el
principal productor, consumidor, exportador e importador de arandano del mundo, y con
Canada, abarcan 80 % de la produccion seguidos de Chile, Argentina, Alemania,
Francia, Polonia, Sudafrica, Australia y Nueva Zelanda. La superficie cultivada de
arandano a nivel mundial es de 85,000 ha para consumo fresco, mientras que el
mercado de importacion de ardndano fresco representa cifras de 120 millones de
dolares americanos (US$), considerando las especies silvestres y cultivadas (FAO,

2008).

En México se ha empezado a producir ardndano en los estados de Jalisco y
Michoacéan, que ofertan frutos en fresco a EUA, Canada y algunos paises europeos,
cuando éstos se encuentran en su estacién invernal y no pueden abastecerse con su
produccién local, lo que genera un nicho de mercado muy atractivo. De acuerdo con
informacion de productores de la regién occidente del pais, los arandanos son pagados
entre 20 US $ kg™ en octubre y de 14 a 18 US $ kg en noviembre (Uribe, 2010); el
incremento del valor en el mercado de esta frutilla fue 356 % en 2009 (SAGARPA,

2010).

En los Reyes, Michoacéan este cultivo se introdujo desde el afio 2002 aproximadamente;
a partir de plantas reproducidas por estacas, adquiridas por empresas chilenas. Esta
forma de propagacion representa una desventaja porque es lenta y no abastece la
demanda de los productores. El costo de una planta oscila entre los US$ 2.5 a US$ 4 y

se requieren alrededor de 6 mil plantas ha™'. (Comunicacién personal Miguel Angel
1



Marina Gallardo, 17 enero 2012). Como es un cultivo de reciente introduccién se
requieren técnicas alternativas a las convencionales para producir plantas que cubran la
demanda de los productores en la regién. Aunque existen informes sobre propagacion
in vitro de ardndano (Zhang et al., 2006), estas variedades no son aptas para su cultivo

en Michoacéan, ya que requieren en promedio 800 horas frio.

El cultivo in vitro de arandano de la variedad Biloxi, es una alternativa para contribuir a
solucionar la problematica antes indicada, ya que es posible obtener clones de
arandano, con alto potencial productivo en un tiempo menor durante todo el ano,
independientemente del factor climatico; ademas, es posible obtener, mantener y
manejar cultivos libres de enfermedades y patégenos. La variedad “Biloxi”, requiere 400
horas frio, presenta maduraciéon temprana, alta calidad de fruta y gran sabor. Las
plantas con estas caracteristicas adquieren un alto valor en el mercado y son
requeridas por aquellos viveristas, a pesar de su costo, para la venta de esquejes con 0
sin raiz que se obtienen del cultivo de estas plantas madres libres de fitopatdégenos
(Estopa, 2005).

La presente investigacion consta de tres partes, en el capitulo | se aborda la
probleméatica de la presencia de agentes fitopatdgenos en el cultivo de arandano que
afecta a la asepsia del cultivo in vitro; por lo que fue necesario aislar, identificar y
controlar los hongos fitopatdégenos, asi como el proceso de desinfeccion de los
explantes; ya que para el establecimiento del cultivo aséptico de ardndano y su
micropropagacioén, se requieren plantas sanas que estén bajo un control fitosanitario, ya
que los fitopatdbgenos que se encuentren en la planta madre seleccionada, se

manifestaran en el cultivo in vitro (Uribe et al., 2008), debido a que el medio de cultivo



utilizado para la micropropagaciéon contiene los macro y micronutrientes que los hongos
necesitan para crecer (Alcantar, 2010).

El capitulo Il se enfoca al efecto de la temperatura, fitorreguladores y tipos de explantes
(hoja y yema) para la induccién de embriones somaticos de arandano (Vaccinium
corumbosum L.) variedad Biloxi. Entre los principales reguladores del crecimiento
vegetal se encuentran las auxinas, estas promueven el crecimiento por aumento de la
expansion celular (Azcén-Bieto et al., 2008), también es comun que se apliquen
citocininas para promover la divisién celular y la induccion de yemas adventicias en
callos y 6rganos (Reed y Abdelnour,1991). La temperatura es otro factor importante que
afecta el crecimiento de tejidos in vitro, es el control de la temperatura de incubacién,
debido a que influye directamente sobre la regulacidon del metabolismo primario o
secundario, dirigiendo entre otros, el desarrollo de los procesos fisiologicos (Plucknett y
Williams, 1992). Entre los factores que determinan la respuesta del cultivo in vitro, tanto
en las diferencias en el metabolismo vegetal, como en los niveles endbégenos de
nutrimento, se puede sefnalar a la especie y el tipo de explante (Cunha, 1999). En
especies leflosas, se ha observado que el uso de tejidos juveniles tiene mayor éxito en
las diversas técnicas de cultivo de tejidos.

Finalmente, en el capitulo Ill se analizan los requerimientos de nitrégeno total,
relaciones amonio: nitrato y fitorrequladores para la induccién de embriones somaticos;
se utilizé como base el medio de cultivo Murashigue & Skoog (1962), ademas de
evaluar la relacion amonio: nitrato necesaria para este proceso.

Con base en la importancia que representa el cultivo de ardandano variedad Biloxi, y
ademas de la escasa informacién generada sobre la embriogénesis somatica de este

cultivo, en el presente trabajo se planteé lo siguiente:



Hipotesis
El cultivo in vitro de arandano variedad Biloxi (Vaccinium corymbosum L.) es
susceptible a la contaminacién fungica, al balance hormonal, los requerimientos de

nitrogeno y de la relaciéon amonio: nitrato.

Objetivo General:
Establecer las condiciones de asepsia, hormonales y nutrimentales que permitan el

cultivo in vitro de ardndano de la variedad Biloxi (Vaccinium corymbosum L.).

Objetivos Especificos:
Identificar y controlar los fitopatégenos presentes en el cultivo in vitro de arandano

variedad Biloxi.

Establecer las condiciones asépticas para el cultivo in vitro de ardndano variedad Biloxi.

Evaluar la respuesta morfogénica de diferentes combinaciones y concentraciones

hormonales para la induccién de brotes adventicios

Evaluar la respuesta morfogénica de diferentes combinaciones y concentraciones

hormonales para la induccién de embriones somaticos.

Evaluar la respuesta de nitrégeno en la induccion de embriones somaticos.

Evaluar la respuesta de la relacion nitrato- amonio en la induccidon de embriones

somaticos.
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CAPITULO |

IDENTIFICACION Y CONTROL DE HONGOS FITOPATOGENOS PARA EL CULTIVO
in vitro DE ARANDANO VARIEDAD BILOXI

RESUMEN

El arandano azul (Vaccinium corymbosum L.) es muy utilizado en Estados Unidos de
América y Europa debido a su peculiar sabor y sus propiedades terapéuticas (Kalt,
1997), esta frutillafue introducida en Michoacan desde 2003 en los municipios de Los
Reyes y Zamora, posteriormente en 2009 en Tangancicuaro y Yurécuaro. La creciente
demanda de planta de arandano para cultivo no es satisfecha, debido a que la
propagacion vegetativa por estacas es lenta y también propaga las enfermedades.Lo
anterior, obliga a implementar técnicas alternativas como el cultivo in vitro de tejidosy
organos vegetales, que permita obtener plantas libres de patéogenos. El objetivo de este
trabajo fue aislar, identificar y controlar los hongos fitopatégenos presentes en los
tejidos del arandano (Vaccinium corymbosum L.) como base para establecer el cultivo

in vitro libre de patégenos.

Con apoyo de las claves de Barnet y Hunter (1998) se identificaron los hongos
fitopatégenos Alternaria sp., Pestalotia sp 'y Epicoccum sp.; se hizo un bioensayo del
control quimico de estos hongos con los fungicidas ciprodinil y fludioxinil, mefenoxam y
mancozeb, carbendazim y tionafano metilico.Los resultados demostraron que el
fungicida sistémico ciprodinil y fludioxinilinhibieron el crecimiento de los tres hongos con
una concentracién de 1 g L". Finalmente, se establecieron la condiciones asépticas

necesarias para el cultivo in vitro de ardndano variedad Biloxi.



INTRODUCCION
Por ser el arandano, un cultivo reciente en México, no se cuenta con suficiente
informacion sobre el control de enfermedades en esta region; sin embargo, la
informacion generada en otros paises sirve como base para el estudio en esta area

(Wrightet al., 1998).

Para el establecimiento del cultivo aséptico de ardndano y su micropropagacién, se
requieren plantas sanas que estén bajo un control fitosanitario, ya que los fitopatégenos
que se encuentren en la planta madre seleccionada, se manifestaran en el cultivo in
vitro (Uribe et al., 2008), debido a que el medio de cultivo utilizado para la
micropropagacion contiene los macro y micronutrientes que los hongos necesitan para
crecer (Alcantar, 2010).

Los hongos fitopatégenos aislados del cultivo de ardandano en huertos de Argentina
fueron Alternaria tenuisima, Pestalotiopsis guepini, Pucciniastrum vaccinii, Fusarium
sp., Phytophthora sp., Colletotrichum gloeosporioides, Pythium sp., Stemphyllium sp.,
Sclerotinia sclerotiorum. (Wright y Cotta,1996, 2003, 1998, 2004), Pestalotiopsis
sp.(Scherm et al., 2007).Sin embargo, en este trabajo de investigacidén sblo se indicaran
a Alternaria sp., Pestalotiopsis sp. y Epiccocum sp.,estos hongos son clasificados
dentro del grupo de los Deuteromicetos, que también son llamados hongos imperfectos,
ya que no tienen o no se conoce su fase formadora de ascas (fase sexual), algunos
tienen la fase asexual de los ascomicetos y su fase sexual no se conoce y pudiera ser
que la hayan perdido y tengan un ciclo parasexual. Son hongos tan simples que es
dificil elegir una caracteristica para diferenciarlos y finalmente se hace con base en la
formacién y forma de los conidios. Los conidios se caracterizan por su pigmentacion,
cuando estan inmaduros, no tienen coloracion y cuando maduran adquieren una
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pigmentacién. También se clasifican dependiendo de la forma, el nimero de células y
de tabiques o septos observados (Agrios, 1997).

El hongo fitopatdgeno Alternaria sp., forma conidi6foros de color oscuro, cortos y
alargados, por lo general tienen una cadena simple o ramificada de conidios. Los
conidios de Alternaria sp.,tienen septos transversales y longitudinales y se les conoce
como dictiosporas, ademas son pardos y picudos. Nacen por la brotacidén apical de una
célula conididgena o de la espora anterior, dando lugar a una cadena que suele
ramificarse si un conidio produce mas de un brote (Barnet y Hunter 1998).

Este hongo es frecuentemente indicado en literatura fitopatolégica como causante de
manchas en hojas y frutos o pudricion de frutos y se comporta como un parasito que
penetra por heridas. La penetracion directa y estomatal ocurre cuando el hospedero
esta fisiolégicamente debilitado. Los conidios de Alternaria sp., se encuentran
suspendidas en el aire con mayor frecuencia; puede haber una penetracién sub-
epidérmica si toleran las aplicaciones de los fungicidas (Lacey, 1989).

El hongo Alternaria sp., junto con otras especies de los géneros Cladosporium,
Epicoccum, Fusarium 'y Verticillium; son dificil de erradicar, si es que no se efectia el
tratamiento adecuado, ya que pueden permanecer aun después de la cosecha y causar
lesiones fisicas que alteran su aspecto.

La esporulacién de Alternaria sp., es 6ptima a 27 °C pero es inhibida por debajo de 15
°C o por encima de 33 °C, aunque el rango de crecimiento esta entre 0 y 35 °C (Lacey
1989). A una temperatura de entre los 20 °C y 25 °C este hongo produce metabolitos
secundarios como altenueno, alternariol, alternariol monometil-éter, altertoxina |, acido
tenuazénico (Moss, 1991) y fitotoxinas, como la tentoxina, un tetrapéptido ciclico

(Minoletti et al., 2000), lo que provoca la rapida oxidaciéon de los explantes y brotes en el



cultivo in vitro de arandano. En relacién al empleo de fungicidas, se ha demostrado que
especies, géneros y taxones superiores de hongos han manifestado sensibilidad
diferencial a derivados de las dicarboximidas (lprodione), en combinacién con los
ditiocarbamatos, como mancozeb (Muifio et al., 2010). El espectro de accién de las
dicarboximidas es contra representantes de diferentes géneros de hongos, como
Botrytis, Scletotina, Monilinia, Alternaria, Sclerotiumy Phoma (Pommer y Lorenz, 1995);
sin embargo, se han reportado casos de posible resistencia deAlternaria alternatahacia
este tipo de fungicida (MacPhee, 1980).El fungicida iprodione en combinacién con
mancozebpara el control de Alternaria spp., mostraron niveles de control satisfactorios
con indices de ataque del 20, 25, 29 y 20% al finalizar el ciclo del cultivo para papa,
tomate, cebolla y ajo, respectivamente, ademas de que estos fungicidas en alternancia
evitan el desarrollo de resistencia (Muifioet al., 2010). En otras investigaciones para el
control quimico de Alternaria alternata, tanto in vitro como a nivel de campo, se reporta

que la combinacion de los fungicidas difenoconazole y cyprodinil, ambos no utilizados
en el control quimico de tomate(Lycopersicum (Mill.), estos fueron los mejores

evaluados, y lograron aumentar el control en todas las evaluaciones realizadas (Melo,
1998).

El hongo Pestalotiopsis sp., se caracteriza por tener acérvulos oscuros, discoides o con
forma de cojin. Los conidios son delgados y simples. El conidio es oscuro, unicelular,
hialinico al final de la célula, elipsoide y formar apéndices apicales. Las heridas en los
tejidos favorecen la entrada de Pestalotiopsis sp., al igual como sucede con la
diseminacién de muchos hongos, ya que penetrasub-epidérmicamente por los tejidos
de la planta. El hongo Pestalotia vaccinii, se enlista como agente causal de

enfermedades en arandano en Chile, por lo que la Divisién de Proteccion Agricola y



Forestal en este pais pide en los requisitos para la certificacion fitosanitaria para la
exportacion de arandanos de China hacia Chile, mantener un monitoreo de la ausencia
del patégeno (SAG, 2011).

Se han reportado en Chile estudios sobre la susceptibilidad de siete cultivares de
arandano a enfermedades producidas por Pestalotiopsis sp., en base a los resultados
obtenidos concluyeron que Pestaloptiosis clavispora, es un importante patégeno
causante de cancrosis y muerte regresiva del arandano en viveros y huertos
comerciales. En el control quimico, los resultados mostraron que este hongo fue
sensible a la accion in vitro de los fungicidas fludioxonil y pyraclostrobin en la variedad
Misty, que mostraron 100 % de inhibicion micelial, ademas determinaron la dosis media
(0.5 a 0.58 mg L) efectiva de estos productos (Espinosa, 2008).

El hongo Epicoccum sp., se caracteriza por tener esporodoquios oscuros, en forma de
cojin, de tamafo variable. Los conidiéforos son compactos, oscuros y cortos. El conidio
es oscuro, unicelular (dictiosporo) y globoso. El género Epicoccum contiene una sola
especie. Es un hongo mitosporico distribuido extensamente y aislado comunmente de
aire, del suelo, de una gran variedad de plantas e insectos, de la piel humana, de
textiles, etc. Se considera sapréfito, en algunos casos se presenta como oportunista,
siendo un invasor secundario de plantas (William et al., 1976). En el género Vaccinium,
se ha encontrado en hojas (Szmagara, 2007) y se encuentra en la lista de patégenos
que infectan a ardndano en la costa British Columbia, Canada (Verma, 2006).

En estudios in vitro, sobre el efecto de varios fungicidas sobre enfermedades en las
ramas del melocotén, se encontr6 que Epicoccum nigrum, fue menos sensible a

benomilo (ED50= 2.26 ppm), tiofanato metilico (ED50= 9.61 ppm) y vinclozolina
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(ED50=3.89), en comparacioén con Penicillium frequentans y Penicillium purpurogenum

(De Cal y Pacual, 1994).

La efectividad de los cuatros fungicidas seleccionados se debe a la accion que estos
ejercen sobre el patdégeno en cuestiébn. Se ha utilizado ciprodinil y fludioxonil en el
control de Alternaria alternata en los cultivos de uvas de mesa y vides viniferas
(Syngenta, 2007); para Pestalotiopsis sp., se han utilizado otros fungicidas como
mancozeb 80%, Mencozeb combinado con cymoxynily difenoconazole’(Younis et
al.,2004); para Epicoccum sp., no existen reportes del tratamiento con este fungicida o
alguno de sus componentes.

Los mecanismos de accién de los fungicidas utilizados se describen a continuacion:
ciprodinil y fludioxinil. Es un fungicida sistémico y de contacto que actia por la
combinacién de dos sustancias activas; ciprodinil, inhibe la biosintesis de metionina y la
secrecion de enzimas hidroliticas, actua inhibiendo la germinacién de las esporas, el
crecimiento del tubo germinativo y el crecimiento miceliar del hongo, (fludioxonil) actiua
después de la germinacion de esporas, inhibiendo el proceso de penetraciéon y de
crecimiento miceliar del hongo, también tiene efecto limitado sobre la esporulacién. El
ciprodinil pertenece al grupo quimico de las anilopirimidinas y el fludioxonil pertenece al
grupo quimico de los fenilpirroles (Syngenta, 2007).

mefenoxam y mancozeb: Es una mezcla de fungicidas con distinto modo de accion;
mefenoxam actua en forma sistémica penetrando en la planta, donde se trasloca por el
sistema vascular a otros tejidos para inhibir la sintesis de ARN ribosomal a nivel celular,
previniendo la liberacién, y germinacion de zoosporas e inhibiendo el crecimiento

micelial del hongo, y la germinacion de esporangios y haustorios secundarios en los

' 3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)- 1,3-dioxolan-2-il] fenil-4-clorofenil éter
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tejidos de la planta. El otro, clorotalonil, es un fungicida de contacto que permanece
sobre el follaje, impidiendo que las esporas germinen y penetren para causar nuevas
reinfecciones, ya que inhibe la respiracion celular de los patégenos al no formar el ATP,
por lo tanto las esporas se vuelven inviables. Esta conjuncién de caracteristicas ayuda
a combatir las enfermedades y asi mismo ayuda a retardar la pérdida de sensibilidad de
los patégenos a los fungicidas. EI mefenoxam pertenece a las fenilamidas del grupo
quimico de las acilalaninas y el clorotalonil al grupo multisitio (Syngenta, 2007).
Carbendazim.Es un fungicida que impide la divisién celular y la formacién del uso
acromatico durante la profase, es también un inhibidor de la formacion de la tubulina.
Necesita para poder actuar, que los hongos estén en crecimiento (mitosis).

Tionafano metilico. Es un fungicida sistémico presentado en forma de polvo humectable
para aplicar en aspersidén al suelo. Resulta eficaz en el control preventivo y, hasta la
aparicion de los primeros sintomas, curativo de diversas enfermedades producidas por

hongos endoparasitos y ectoparasitos.
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METODOLOGIA

Localizacion del sitio experimental. El presente trabajo de investigaciéon se llevo a
cabo en el Laboratorio de la Unidad de Investigaciones Avanzadas en
Agrobiotecnologia de la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez” dependiente de la

Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, ubicada en Uruapan, Michoacén.

Aislamiento, purificacion e identificacion de hongos fitopatégenos. Los hongos
fitopatégenos se aislaron de dos fuentes; la primera de ellas, a partir de hojas y tallos
de plantas cultivadas en invernadero y la segunda a partir de explantes de hoja y tallo
cultivados en el medio MS in vitro. Se desinfectaron con hipoclorito de sodio. Las
muestras de hoja y tallo provenientes del invernadero se limpiaron con jabén y se
desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio 33 % v/v (6 % |. A.) durante 2
minutos, posteriormente se cortaron en secciones de 1 cm? con la ayuda de un bisturi.
Las muestras del cultivo in vitro, se obtuvieron directamente de los explantes con
presencia de micelio fungico.

Los hongos aislados tanto de hojas como de los explantes del cultivo in vitro se
colocaron en el centro de la caja Petri conteniendo 20 mL de la soluciéon de medio de
cultivo PDA (papa, dextrosa, agar). A los diez dias después de la siembra, cada tipo de
micelio desarrollado se subcultivé bajo las condiciones antes indicadas. Finalmente de
las colonias puras se hicieron preparaciones fijas mediante la técnica de raspadura con
aguja de diseccién para su observacién en el microscopio compuesto (Carl Zeiss) con
aumento de 10x y 43x. La determinacion de las caracteristicas morfoldgicas,
crecimiento de micelio y esporulacion se efectuaron de acuerdo con las claves de
Barnet y Hunter (1998).
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Bioensayo para el control de hongos fitopatdgenos en arandano. El bioensayo
para el control quimico de los hongos fitopatdgenos aislados se llevé a cabo en la
campana de flujo laminar bajo condiciones asépticas. En el centro de una caja Petri con
el medio PDA, se colocd un disco de agar de 5 mm de diametro con el hongo puro,
rodeado por cuatro discos de papel filtro en posicion equidistante al centro. Los
discos,fueron impregnados con los fungicidas seleccionados con base en los
fitopatdégenos identificados en las plantas, durante un lapso de tres minutos (Figura
1).Los hongos fueron incubados a una temperatura de 27 °C bajo condiciones de
oscuridad continua, hasta que la primera cepa llené el espacio de la caja Petri. La
evaluacion de la tasa de crecimiento de las colonias, se obtuvo mediante la medicion
del diametro de crecimiento de las colonias cada 24 horas, hasta que la primera cepa
cubrié el espacio de la caja Petri. La tasa de crecimiento (mm), se obtuvo mediante la
siguiente relacion Tcrec= Df-Di, en donde: Df=Diametro final de crecimiento de la
colonia, Di= Diametro inicial (disco de PDA con micelio), durante el tiempo de
crecimiento del hongo, en dias.

El bioensayo para el control de los hongos fitopatdégenos se establecié bajo un disefo
completamente al azar con cinco repeticiones, los tratamientos y las dosis utilizadas se
describen en el Cuadro 1. Los datos obtenidos del bioensayo, se analizaron mediante
un analisis de varianza en una via mediante el procedimiento PROC ANOVA, en donde
se detectaron diferencias estadisticas significativas se practicaron pruebas de
comparacién de medias de Tukey (p= 0.05) entre tratamientos; para esto ultimo, se

utilizé el programa de computo estadistico SAS version 9.0 (SAS, 2004).
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Figura 1. Fotografias del bioensayo para el control de hongos fitopatégenos en arandano.
Fungicidas (A). Discos de papel impregnados con el respectivo fungicida, durante 3
min (B). Caja Petri con medio PDA y los cuatro fungicidas utilizados (C). Caja Petri
con el micelio del hongo en el centro de la caja (D).

Cuadro 1. Descripcién de los tratamientos, ingredientes activos de los fungicidas, modo de
accion y dosis utilizadas para el control de hongos fitopatégenos en el cultivo in vitro
de arandano.

Tratamiento Ingrediente Activo Modo de accion Dosis
1% Tiofanato metilico Sistémico 19 L’
2% Carbendazim:  metilbenzimidazol-2-  Sistémico 3mLL"
ilcarbamato
3* Ciprodinil: 4-ciclopropil-6-metil-N-fenil-  Sistémico y 19 L’
2-pirimidinamina. Contacto

Fludioxonil 4-(2,2-difluoro-1,3-
benzodioxol-4-il) —1H-pirrol-3-
carbonitrilo.

2* Nombre comerciales: 1=Cercobin® M. 2=Derosal® 500 D. 3=Switch ®. 4= Ridomil® MZ 68 PH Gold.
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4~ Mefenoxam Sistémico y 3glL"

(Metalaxil-M):(R)-2-(2,6-dimetilfenil) Contacto
metoxiacetilamino  propionato  de
metilo
Mancozeb: i6n zinc y etilen bis
ditiocarbamato de manganeso
RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de fitopatégenos presentes en el cultivo in vitro de arandano
variedad Biloxi. La identificacién de los hongos fitopatégenos se logré por medio de las
muestras provenientes del invernadero y del micelio que crecidé en los explantes
cultivados in vitro; de estos dos tipos de muestras, se aislaron tres tipos de micelios: los
de color verde pardo esponjoso (60 %), de color blanco esponjoso (30 %) y anaranjado

brillante (10 %).

De acuerdo con las claves de Barnet y Hunter (1998), los hogos fitopatdgenos
identificados fueron Alternaria sp., Epicoccum sp. y Pestalotiopsis sp. Los tres hongos
fueron aislados de los explantes de tallo y hoja de ardndano, aunque el porcentaje de
presencia de Alternaria sp., fue mayor en hojas (60 %) que en tallo (50 %); en el caso
de Epicoccum sp., la presencia fue inversa, 40 % en tallo y 30 % en hojas;
Pestalotiopsis sp., se encontr6 en la misma cantidad en los dos tipos de explante (10
%).

El hongo Alternaria sp., se caracterizd por formar conidiéforos de color oscuro, cortos y
alargados y conidios de cadena simple (Barnet y Hunter, 1998). Ademas se distinguid
por producir micelio abundante, algodonoso, con una coloracion que va desde el blanco
al verde grisaceo y oscuro en el centro (Figura 2A y 2D), fue el primer hongo en
colonizar totalmente la caja Petri (15 dias); estas caracteristicas son concordantes con
lo reportado Andrews (1992). Este investigador identificd dos especies en cereales, A.
alternata que formo colonias algodonosas, elevadas, con micelio gris verdoso y conidios
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negro parduzco, y A. infectoria que formé colonias pardo aceituna a negro parduzco,
chatas y algodonosas, a veces con fasciculos y esporulacion moderada, micelio gris y

con frecuencia un pigmento soluble verde amarillento.

Figura 2. Fotografia que muestra el desarrollo de las colonias (A,B,C) y conidios con septos
transversales y longitudinales (D), conidios oscuros formado por varias células
hialinas y apéndices apicales (E), conidios oscuros formado por varias células
(dictiosporas) (F), de los hongos Alternaria sp., Pestalotiopsis sp., Epicoccum sp.,
identificados en el cultivo in vitro de arandano.

Las caracteristicas taxondémicas del hongo Pestalotiopsis sp., aislado de tejidos de
arandano, concuerdan con lo descrito por Steyaert (1949, 1953a,b, 1961) (Figura 2B,
2E),que de acuerdo con las claves de Barnet y Hunter (1998) mostraron tener un
acérvulo oscuro y discoide, conidios delgados, simples y oscuro, e€s un organismo
unicelular, hialinico al final de la célula y forma apéndices apicales. El micelio que crecié

en la caja Petri fue de color blanco esponjoso.
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El hongo Pestalotiopsis sp., esta asociado a infecciones secundarias en zonas de hojas
infectadas previamente por Gloeosporium (hongo que causa la enfermedad mas comun
y grave junto con Septoria sp.). Esta enfermedad foliar se caracteriz6 por producir
manchas en hojas tipo antracnosis, pero en poca frecuencia y de manera inconsistente.
La variedad Highbush (Vaccinium corymbosum), fue la variedad mas susceptible a la
infeccion por estos hongos en comparacién con la variedad Ojo de Conejo (Vaccinium
myrtillus) en los dos afos de evaluacién (Schermet al., 2007).

El primer informe de Pestalotiopsis sp., encontrado en arandano en China, fue en un
vivero de plantas de un afo de edad que crecian en macetas, en condiciones de poca
ventilacion. El sintoma principal es una mancha de la hoja (0.4-0.8 cm de diametro) con
margenes de color marrén (Luan y Su, 2008).

El hongo Epicoccum sp., se caracterizd por tener esporodoquios oscuros, en forma de
cojin, de tamano variable, con conidi6foros compactos, oscuros y cortos, el conidio era
oscuro, unicelular (dictiosporo) y globoso (Barnet y Hunter, 1998), estas caracteristicas
también concuerdan con lo reportado por otros investigadores (Wiliam et al,
1976).También se caracteriz6 por presentar un micelio color naranja (Figura 2C, 2F).
Desde 2005, los productores de la regién de Canada (British Columbia) reportaron
disminucién en la produccidén de arandano por muerte de estas plantas. Los sintomas
comenzaron a aparecer en primavera cuando las plantas de arandano empezaron a
perder sus hojas inferiores, y las demas hojas comenzaron a cambiar de coloracién a
rojo-marron, los tallos tornaron a color gris claros y se observd la muerte del cultivo.
Ademas de los agentes patdégenos conocidos que infectan al arandano, se encontraron

otros hongos como Epicoccum spp., este hongo fue encontrado en hojas de arandano
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en Nueva Jersey, en al menos 40 % de las hojas muestreadas durante un periodo de
tres afos (2006-2008).

Con base en la identificacion de los hongos en el cultivo in vitro de arandano y a la
revision de literatura de la forma de propagacion de estos organismos heterétrofos, fue
posible controlar quimicamente el crecimiento de estos en los explantes de arandano,
por lo que fue necesario establecer las condiciones de asepsia en el area de trabajo,
perfeccionar la técnica de siembra en la campana de flujo laminar y partir de planta
madre libre de patégenos.

El hongo Trichoderma sp., también fue aislado e identificado, sin embargo por
encontrarse en una sola ocasion en el explante de hoja de ardndano, no se incorpora a
la lista de agentes contaminantes para este estudio, aunque cabe recalcar que
cualquier microorganismo presente en la planta madre, es un contaminante para el

cultivo in vitro.

Control de fitopatégenos presentes en el cultivo in vitro de arandano variedad
Biloxi. Se detectaron diferencias estadisticas significativas (p<0.0001) para los
diferentes tipos de fungicidas y la tasa de crecimiento de los tres hongos (Cuadros 2 al
4).

En relacion al coeficiente de determinacién (R?) los valores de la tasa de crecimiento
oscilaron entre 0.939 (Alternaria sp.), 0.958 (Pestaloptiosis sp.), y 0.989 (Epicoccum
sp.), lo que indica que los datos se ajustan al modelo utilizado para el analisis de la
informacion. Por otra parte, al analizar los Coeficiente de Variacién (CV) de la tasa de
crecimiento de los tres distintos hongos con los cuatro diferentes fungicidas, muestran

Alternaria sp fue el hongo que tuvo mas variacion en el crecimiento (21.10), por lo tanto,
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mayor dispersion, en comparacion con Pestalotiopsis sp. (15.36.), y el que menor
variacion en el crecimiento fue Epicoccum sp.(11.60), por lo tanto menor dispersién de

los datos (Cuadro 2, 3y 4).

Cuadro 2. Analisis de la varianza para el efecto de los fungicidas y para tasa de crecimiento de
Alternaria sp., determinado en el cultivo in vitro de arandano.

Fuente de Grados de  Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
Variacion Libertad cuadrados de la media

Tratamiento 19 118.813 6.253 65.30 <0.0001
Error 80 7.66 0.095

Total correccion 99 126.47

Dias 3 37.95 12.65 132.12  <0.0001
Fungicida 4 68.42 17.10 178.64  <0.0001
Dias*Fungicida 12 12.42 1.035 10.82 <0.0001

C.V= 21.10 R®z0.939

Cuadro 3. Analisis de la varianza para el efecto de los fungicidas y para tasa de crecimiento de
Pestalotiopsis sp., determinado en el cultivo in vitro de arandano.

Fuente de Gradosde Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
Varianza Libertad cuadrados de la media

Tratamiento 19 135.648 7.139 98.24 <0.0001
Error 80 5.814 0.0726

Total correccion 99 141.426

Dias 3 53.668 17.889 246.16  <0.0001
Fungicida 4 69.269 17.317 238.28  <0.0001
Dias*Fungicida 12 12.711 1.059 14.58 <0.0001

C.V= 15.36 R®=0.958

Cuadro 4. Andlisis de la varianza para el efecto de los fungicidas y para la tasa de crecimiento
de Epicoccum sp., determinado en el cultivo in vitro de arandano.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F-Valor Pr>F
Varianza Libertad cuadrados de la media

Tratamiento 19 71.389 3.757 402.39  <0.0001
Error 80 0.747 0.009

Total correccion 99 72.136

Dias 3 9.759 3.253 348.40 <0.0001
Fungicida 4 50.806 12.701 1360.28 <0.0001
Dias*Fungicida 12 10.823 0.901 96.59 <0.0001

C.V= 11.60 R®=0.989
20



Al hacer la comparacién de medias (Tukey p<0.05) de las variables en el bioensayo in
vitro con diferentes fungicidas, los resultados indicaron la formacién de cinco grupos en
el efecto del fungicida sobre Alternaria sp., cuatro grupos para Pestalotiopsis sp. y cinco
grupos para Epicoccum sp.

El fungicida que logré la mayor inhibicion del crecimiento del hongo Alternaria sp., en
comparacién con el control (2.5 cm dia™") fue la combinacién de los ingredientes activos
ciprodinil y fludioxonil (Fungicida 3), en el que sélo crecié el hongo 0.290 cm dia™, una
respuesta similar sucedié con la inhibicion del crecimiento para Pestaloptiosis sp. (0.155

cm dia™) y Epicoccum sp. (0.150 cm dia™) con este mismo fungicida (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tasas de crecimiento (cm dia”) de Alternaria sp., Pestalotiopsis sp. yEpicoccum sp.,
en el bioensayo in vitro con diferentes fungicidas en un lapso de 28 dias

Tasa de crecimiento (cm dia™)

No. Fungicida Alternaria sp.  Pestalotiopsis Epicoccum
sp. sp.
Control 2.500 a 2.550 a 2175 a
Carbendazim 2.135Db 2.165b 0.895Db
1 Tiofanato metilico 1.640 c 2.065 bc 0.540c
4 Mefenoxam+Mancozeb 0.765d 1.840 c 0.405d
3 Ciprodinil+Fludioxonil 0.290 e 0.155d 0.150 e

La interaccion de los ingrediente activos mefenoxam y mancozeb contenidos en el
fungicida 4, fue el segundo mejor fungicida para el control de Alternaria sp.,
Pestaloptiosis sp. y Epicoccum sp.; en el primer hongo, sélo crecié 0.765 cm dia™, en
comparacién con el control (2.500 cm dia™), el segundo hongo crecié 1.840 cm dia™, y

el tercer hongo creci6 0.405 cm dia™.

21



El fungicida con el ingrediente activo tionafano metilico, ocup6 el tercer lugar en la
inhibicién de los tres hongos; sin embargo, para el caso de Pestaloptiosis, no existieron
diferencias significativas en la accion de inhibicion en comparaciéon con el fungicida
carbendazim (Fungicida 2), que fue el peor fungicida para la inhibicidon del crecimiento
de Alternaria sp. (2.135 cm dia™), y Epicoccum sp. (0.895cm dia™'), en comparacién

con el control (2.500 y 2.175 cm dia™', respectivamente).

En la Figura 3, se observa el comportamiento del crecimiento miceliar de los tres
hongos en el bioensayo in vitro bajo la accién de los cuatro fungicidas seleccionados y
un control para cada hongo. La inhibicion del crecimiento de Alternaria sp., por la
mezcla fungica de ciprodinil y fludioxonil, permanecié aun después de 28 dias de
establecido el bioensayo (Figura 3a).

Epicoccum sp., fue el hongo de mas lento crecimiento (28 dias), en comparacion con
Alternaria sp. y Pestalotiopsis sp., que la cubrieron a los 21 dias. Este mismo
comportamiento se observa en el cultivo in vitro de ardandano, ya que en los explantes
sobrevivientes (10 % -20 %) a los 15 dias, presentaban micelio anaranjado esponjoso a
los 20 dias de establecido el experimento, correspondiente al micelio de Epicoccum sp.
(Figura 3).

Desde los primeros dias de establecido el experimento, el fungicida ciprodinil y
fludioxonil inhibié el crecimiento de Pestalotiopsis sp. en comparaciéon con los otros
fungicidas (Figura 3c).

A los siete dias fue posible identificar la diferencia del efecto de los fungicidas en el
crecimiento de Pestalotiopsis sp.; ciprodinil y fludioxonil (Fungicida 3) mantuvo control

durante todo el experimento.
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Figura 3. Efecto de los diferentes fungicidas sobre la tasa de crecimiento del micelio de los

hongos fitopatégenos Alternaria sp. (A), Pestaloptiosis sp. (B) y Epicoccum sp.
(C) identificados en el cultivo in vitro de arandano alos 7, 14, 21 y 28 dias en
medio PDA a 27 °C.

En la Figura 4, se observa que ciprodinil y fludioxonil (Fungicida 4) es el que mostré
mayor inhibicién del crecimiento de micelio en los tres hongos aislados en el cultivo in

vitro de arandano.
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Carbendazim (1), Clofanato metilico (2), Cipordinil y Fludioxonil (3), Mefenoxam y Mancozeb (4).

Figura 4. Fotografia del bioensayo para el control de Alternaria sp. (A), Pestalotiopsis sp. (B) y
Epicoccum sp. (C), en arandano bajo condiciones in vitro.

Para Epicoccum sp., no existen reportes del tratamiento con que ciprodinil y fludioxonil
(Fungicida 4) o alguno de sus componentes, por lo que el aporte de este trabajo a la
utilizacién de nuevos fungicidas en el control quimico de Pestalotiopsis sp.y Epicoccum
sp., en arandano son relevantes para la sanidad del cultivo en la regién productora de

araandano del estado de Michoacan.

Establecimiento del cultivo in vitro aséptico. El cultivo in vitro aséptico de arandano
se logrdé con el control de los hongos fitopatégenos mediante la fumigacion de las
plantas con ciprodinil y fludioxonil (Fungicida 3) cada quince dias aproximadamente,
esto redujo la contaminacién de un 100 % aun 5 %(Figura 5). Las tijeras de podar se

lavaron con detergente en cada corte.
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Figura 5. Fotografia de la contaminacién de los explantes de hoja en el cultivo in vitro de
arandano antes (A) y después (B) de la aplicacion del fungicida ciprodinil y
fludioxonil a las plantas donadoras de explantes.

CONCLUSIONES
De acuerdo a las condiciones experimentales bajo las cuales se realizé el presente

trabajo de investigacion, se concluye lo siguiente:

Se identificé la presencia de Alternaria sp. Pestalotia sp. y Epicoccum sp., en plantas de
arandano variedad Biloxi cultivadas en el invernadero y en explantes de arandano en el

cultivo in vitro.

Los hongos fitopatdgenos identificados en el cultivo de ardndano variedad Biloxi, fueron

controlados bajo condiciones in vitro con 1 mg L™ de ciprodinil y fludioxinil.

Se establecieron las condiciones de asepsia en el cultivo in vitrode arandano variedad

Biloxi.
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CAPITULO II

BALANCE DE FITORREGULADORES EN EL CULTIVO in vitro DE ARANDANO
(Vaccinium corymbosum L.) VARIEDAD BILOXI

RESUMEN

El cultivo in vitro de arandano ‘Biloxi’ es una alternativa potencial para satisfacer la
demanda de plantas que existe en Jalisco y Michoacan, principales Estados
productores de esta frutilla en México. Las dos vias indicadas para la formacion in vitro
de planta de arandano fueron evaluadas en este trabajo; sin embargo, la baja
regeneracion de brotes adventicios producidos por la via organogénica fue limitada;
mediante embriogénesis somatica, se logr6é la formacién de callo proembriogénico a
partir de explantes de hoja y yema en un medio de cultivo Woody Plant Medium
Modificado (WPMM) con 2,4-D (0.2 mg L™ y 0.5 mg L") en combinacién con kinetina,
2iP y BA, en tres concentraciones (0, 0.2 y 0.5 mg L ™). A los 90 dias se evaluaron las
variables peso del callo (PC), diametro del callo (DC), callo friable (CF). Se practicd un
ANOVA en una sola via. La comparacién de medias se hizo mediante la prueba de
Tukey (p= 0.05), con la ayuda del paquete estadistico SAS version 9.0 (SAS, 2004).

Los resultados fueron significativos para PC, y CF en la utilizacién de 0.2 de mg L' de
2,4-D y 0.2 mg L" Kinetina con explante de hoja. A 3°C se observé el mayor PC, DC
CF y menor OC al utilizar de 0.2 de mg L' de 2,4-D y 0.2 mg L™ 2iP. Se concluyé que
es posible la induccién de callo proembriogénico en arandano variedad Biloxi a partir de
explantes de hoja en el medio WPMM adicionado con 0.5 mg L™ de 2,4-D y con 0.5 mg

L' de 2iP.

29



INTRODUCCION

Entre los principales reguladores del crecimiento vegetal se encuentran las auxinas,
estas promueven el crecimiento por aumento de la expansién celular. De acuerdo con
la hipotesis de crecimiento por acidificacion (Azcon-Bieto y Taldén, 2008), las auxinas
estimulan la actividad de H'-ATPasa del plasmalema y provocan el bombeo de
protones hacia la pared celular. Esto causa una disminucion del pH que provoca la
activacién de expansinas, las cuales rompen enlaces de hidrogeno, debilitan la pared y
permiten el depdsito de nuevos materiales, cuya sintesis y transporte también son

activados por auxinas.

En los medios utilizados en el cultivo in vitro, también es comun que se apliquen
citocininas para promover la divisién celular y la induccion de yemas adventicias en
callos y 6rganos. Ademas, estos compuestos inducen la proliferacion de tallos axilares
por la ruptura de la dominancia apical (Reed y Abdelnour-Esquivel,1991).

En uno de los primeros informes (Reed y Abdelnour-Esquivel, 1991) para el cultivo in
vitro via organogénesis, de especies y cultivares de Vaccinium se obtuvo 78% de
brotacion en explantes sembrados en medio Woody Plant Medium (WPM) (Lloyd y
McCown, 1981) con 4 mg L™ de zeatina, incubados a 25 °C en luz; con 10 6 15 mg L™
de isopentiladenina (2iP) solo se registraron 20 y 14 % de explantes con brotes,
respectivamente.

Se han hecho numerosos trabajos con el uso de zeatina, en la que se han estudiado en
combinacién con otras citocininas (Cao y Hammerschlag, 2000; Meiners et al., 2007;
Debnath, 2009), diferentes variedades (Cao y Hammerschlag, 2002; Yadong et al.,
2006; Zhidong et al.,2006), medios de cultivo (Rowland y Ogden,1992), diferentes tipos

de explante (Ostrolucka et al.,2004; Cao et al., 2003; Pereira, 2006) y diferentes
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condiciones fisiolégicas de la planta en tiempos del afo diferentes (Kaldmae et al,
2006), sin embargo el alto costo de esta, hace necesario alternativas de propagacion
utilizando otros fitorreguladores, que permitan a un bajo costo cumplir con la demanda
del cultivo en la regién productora de arandano.

En contraste con las numerosas investigaciones que existen en otros paises, en México
no existe informacion relacionada con la propagacion in vitro de variedades con bajos
requerimientos de frio, por lo que es necesario desarrollar un protocolo de

micropropagacion para variedades adaptadas a las condiciones de Michoacan.

Otra de las vias indicadas para la produccion masiva de plantas es la embriogénesis
somatica. Se han hecho varias investigaciones sobre este proceso en otras especies,
como en el caso de investigaciones en cafeto en Cuba, donde se muestran la induccion
y proliferaciéon de callo embriogénico a partir de hojas de ramas ortotrépicas de la zona
media y superior de cafeto; en la primera etapa de induccién utilizaron medio MS con
25 mg L™ cisteina- HCI, 4 mg L™ Tiamina-HCI, 100 mg L™ Myo-inositol, 30 g sacarosa
adicionado con 0.5 mg L' 2,4-D y 2 mg L™ kinetina (kin); en la segunda etapa de
proliferacién de callo embriogénico utilizaron el mismo medio con diferentes hormonas,
0.1 mg L" ANA y 0.5 mg L Kinetina. Evaluaron la consistencia del callo (friable a
esponjoso) y calcularon el porcentaje de callo altamente embriogénico a los 40 dias

(Gonzalez, 2003).

Otras investigaciones para la formacién de embriones somaticos es partir de callos de
C. sinensis cv. Jaffa; después de seis semanas de cultivo, obtuvieron 50 % de callos
después de ocho semanas en Murashige y Skoog (MS) con 1.0 mg L de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y en combinacién con 0.1 mg L'de kinetina, ademas de

disminuir la concentracion de sales de amonio y nitrato en el medio MS (Rodriguez-De
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La O y Villalobos-Pietrini, 2002). El estado de Yucatdn en colaboracion con Cuba,
desarrollaron embriones somaticos en Agave fourcroydes Lem a los 60 dias, al utilizar
diferentes tipos de explante, concentraciones de 2,4-D y otra auxina experimental
llamad Dicamba. Como resultado obtuvieron que el apice en combinacion con 1.12
mmol L' de 2,4-D fue el mejor tratamiento para el primer establecimiento de

embriogénesis somatica en henequén (Gonzalez et al., 2002).

En eucalipto se ha inducido callo y embriones somaticos a partir de explantes de hoja
con el medio de cultivo Gamborg B5 con diferentes concentraciones de 2,4-D y
Thidiazuron (TDZ), posteriormente, transfirieron estos callos en otros medios evaluando
diferentes concentraciones de nitratos, Kinetina, acido indolacético (AIA) y acido
giberélico (GAs); analizaron la diferenciacion de las estructuras globulares o

proembiones (Martinez et al., 2004).

La temperatura es otro factor importante que afecta el crecimiento de tejidos in vitro, es
el control de la temperatura de incubacion, debido a que influye directamente sobre la
regulacion del metabolismo primario o secundario, dirigiendo entre otros, el desarrollo
de los procesos fisioldgicos (Plucknett y Williams, 1992).

Por lo anterior, al considerar la importancia del balance de fitorreguladores, la
temperatura y el tipo de explante en el cultivo in vitro de especies vegetales tanto por
organogénesis como por embriogénesis, se hace necesario determinar estos factores
en arandano variedad Biloxi, para lograr su multiplicacion masiva.

Por lo tanto, el objetivo general del presente estudio consiste en establecer el tipo y
niveles de auxinas y citocininas, tipos de explantes y temperaturas necesarias para la
induccién de brotes adventicios y embriones somaticos en el cultivo in vitro de arandano

variedad Biloxi.
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METODOLOGIA

Localizacion del sitio experimental. El presente trabajo de investigacion se llevé a
cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Agrobiologia
“Presidente Juarez” dependiente de la Universidad Michoacana de San Nicolas de

Hidalgo, ubicada en Uruapan, Michoacan.

Material Vegetal. Los segmentos de hoja y yema utilizados como explantes de
arandano de la variedad Biloxi fueron extraidos de plantas cultivadas bajo condiciones
de campo provenientes de Los Reyes, Michoacan y, posteriormente, mantenidas bajo
condiciones de invernadero en macetas de plastico de 12 L de capacidad. El sustrato
utilizado consisti6 de una mezcla de peat moss (musgo de Canada Sphagnum sp.) y

tierra de encino en una proporcidn de 1:3 respectivamente.

Limpieza y desinfeccion del explante. Los segmentos de hoja y yema, utilizados
como explantes, fueron frotados manualmente con detergente y agua corriente evitando
causar algun dano fisico. Posteriormente, los explantes fueron tratados con una
solucion de hipoclorito de sodio comercial al 20 % v/v, durante 20 minutos (6 % de |.
A.). Las condiciones de desinfeccién indicadas fueron determinadas en experimentos
preliminares.

La desinfeccidn y oxidacion de los explantes fue resuelta tratando las hojas y yemas
con cuatro lavados con una solucién de dHO adicionada con 25 mg L™ de cisteina. El
procedimiento de desinfeccién se llevd a cabo en una campana de flujo laminar (marca

VECO serie F-5039, corriente eléctrica 127 V, H.P. 185 W, Amp. 5 V).

33



Induccién de Organogénesis in vitro. Se utilizaron explantes de hoja con yema
previamente esterilizados, en el medio de cultivo MS modificado (Villegas, 1997)
adicionado con tiamina-HCI (0.4 mg L"), mio-inositol (100 mg L), sacarosa (10 g L")y
agar 6gL™).

En el medio de cultivo se aplicaron seis tratamientos resultantes de la combinacién de
dos concentraciones de 2iP (2 y 3 mg L") y tres de kinetina (0, 0.5y 1 mg L") en un
arreglo factorial (Cuadro 1). Los tratamientos se establecieron bajo un disefio
completamente al azar con diez repeticiones, donde la unidad experimental fue un
frasco con cuatro explantes.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la concentracion de 6-(Y,y-

dimetilalilamino) purina (2iP) con kinetina para inducir formacién de brotes
adventicios de Vaccinium corymbosum L.

2iP kinetina
Tratamiento  mgL’ UM mg L™ uM
1 2 0.985 0 0
2 2 0.985 0.5 2.325
3 2 0.985 1 4.651
4 3 14.778 0 0
5 3 14.778 0.5 2.325
6 3 14.778 1 4.651

El material se subcultivé a los 30 dias en el WPM con 2 mg L™ de 2iP y 0.5 mg L' de
kinetina, se elimind el tejido oxidado y se observo el crecimiento de los brotes a los

cuatro meses.

Induccion de embriogénesis somatica. Para inducir la formacién de callo se
establecieron tres experimentos; en el primero se evalud la combinacién de diferentes
concentraciones de 2,4-D (0.2 y 0.5 mg L") y 2iP (0, 0.2 y 0.5 mg L") bajo el efecto de

la temperatura (3 y 25 °C) en un arreglo factorial 2 x 3 x 2 completamente al azar
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(Cuadro 2). El segundo experimento consistié en la evaluacion del efecto del explante
(hoja y yema) al utilizar diferentes concentraciones de 2,4-D (0.2 y 0.5 mg L") y 2iP (0,
0.2y 0.5 mg L) en un arreglo factorial 2 x 2 x 3 completamente al azar (Cuadro 3). En
el tercer experimento se evalué la combinacién de 2,4-D (0.2 y 0.5 mg L") con
diferentes citocininas (2ip, kinetina y benciladenina) y concentraciones (0, 0.2 y 0.5 mg
L") en un arreglo factorial 2 x 3 x 3 completamente al azar (Cuadro 4).

En los tres experimentos, se utiliz6 el medio de cultivo Woody Plant Medium Modificado
(WPPM) con tiamina 0.4 mg L™, myo-inositol 100 mg L™, cisteina 10 a 25 mg L™, aztcar
10 mg L, agar 6 g L, el pH se ajusté a 5.2 antes de esterilizar el medio de cultivo en
autoclave a 125 kg cm™ durante 15 minutos. Todos los experimentos se repitieron diez

veces, y la unidad experimental fue un frasco de cultivo con cuatro explantes.

Cuadro 2.Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la concentracion de 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-(y,y-dimetilalilamino) purina (2iP) bajo efecto de la
temperatura para inducir la formacién de callo embriogénico a partir de explantes de
hoja en arandano ‘Biloxi’.

Tratamiento 2,4-D 2iP Temperatura
(mg L™ (HM) (mg L) (HM) (*C)

1 0.2 0.904 0 0 3
2 0.2 0.904 0 0 25
3 0.2 0.904 0.2 0.985 3
4 0.2 0.904 0.2 0.985 25
5 0.2 0.904 0.5 2.463 3
6 0.2 0.904 0.5 2.463 25
7 0.5 2.262 0 0 3
8 0.5 2.262 0 0 25
9 0.5 2.262 0.2 0.985 3
10 0.5 2.262 0.2 0.985 25
11 0.5 2.262 0.5 2.463 3
12 0.5 2.262 0.5 2.463 25

n=120
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Cuadro 3. Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la concentracion 2,4-D y 2iP con
dos tipos de explante para inducir la formacion de callo embriogénico a partir de
explantes de hoja en arandano variedad Biloxi.

Tratamiento 2,4-D 2iP Explante
(mg L) (HM) (mg L™ (HM)

1 0.2 0.904 0 0 hoja
2 0.2 0.904 0 0 yema
3 0.2 0.904 0.2 0.985 hoja
4 0.2 0.904 0.2 0.985 yema
5 0.2 0.904 0.5 2.463 hoja
6 0.2 0.904 0.5 2.463 yema
7 0.5 2.262 0 0 hoja
8 0.5 2.262 0 0 yema
9 0.5 2.262 0.2 0.985 hoja
10 0.5 2.262 0.2 0.985 yema
11 0.5 2.262 0.5 2.463 hoja
12 0.5 2.262 0.5 2.463 yema

n=120

Cuadro 4. Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la concentracion de 2,4-D y 2iP
bajo efecto de la temperatura para inducir la formacion de callo embriogénico a
partir de explantes de hoja en ardndano variedad Biloxi.

Tratamiento 2,4-D Citocinina 2iP

(mg L) (M) (mg L") (M)
1 0.2 0.904 2iP 0 0
2 0.2 0.904 2iP 0.2 0.985
3 0.2 0.904 2iP 0.5 2.463
4 0.2 0.904 Kin 0 0
5 0.2 0.904 Kin 0.2 0.985
6 0.2 0.904 Kin 0.5 2.463
7 0.2 0.904 BA 0 0
8 0.2 0.904 BA 0.2 0.985
9 0.5 2.262 BA 0.5 2.463
10 0.5 2.262 2iP 0 0
11 0.5 2.262 2iP 0.2 0.985
12 0.5 2.262 2iP 0.5 2.463
13 0.5 2.262 Kin 0 0
14 0.5 2.262 Kin 0.2 0.985
15 0.5 2.262 Kin 0.5 2.463
16 0.5 2.262 BA 0 0
17 0.5 2.262 BA 0.2 0.985
18 0.5 2.262 BA 0.5 2.463

n=180
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Para la siembra se hicieron cortes de los explantes previamente esterilizados, para
obtener secciones de hojas (1 cm?) y yemas (4 mm). La nervadura central de las hojas
fue removida y colocada con la cara adaxial en contacto con el medio de cultivo. Los
tratamientos se mantuvieron en oscuridad durante 90 dias hasta el momento de ser
subcultivados. La induccion de embriones somaticos por efecto de la temperatura, tipo
de explante y reguladores del crecimiento, se evaluaron con base en las variables peso
fresco (PC), diametro (DC), area (%) de oxidacion (OC), area (%) friable (CF) y color
(CC) del callo.

El peso fresco se calcul6 utilizando una balanza analitica, donde se pes6 cada frasco
de cultivo con los cuatro explantes antes y después de ser subcultivado.

El diametro del callo se midi6 en base a los extremos mas largos del callo, esta
medicion se hizo en la campana de flujo laminar utilizando una cinta milimétrica
adherida a la mesa.

El area de necrosis y callo friable, se calculo con base en el porcentaje del area de la
superficie de la hoja donde se encontraba callo friable y callo necrético,
respectivamente, se delimité en cuadrantes imaginarios y se asignaron numeros del 1
al 5 que representaron el 0 a 100 % de area friable y necrotica (1=0 %, 2= 25 %, 3= 50
%, 4= 75 % y 5=100 %). Estas caracteristicas fueron evaluadas con la ayuda del
microscopio estereoscopico (Carl Zeiss, modelo Stemi DV4), ademas de evaluar el
lugar donde inicid el crecimiento del callo en los distintos experimentos.

El color de callo se evaluo con base en las Cartas de Color de la Royal Horticultural
Society, se utilizé el bloque de Color Gris, y se asigné un numero a 28 tonalidades, de
los cuales, se formaron cinco grupos de tonos, ordenados del mas claro al mas oscuro:

crema (1=NN155, 2=155C, 3=155A, 4=159C, 5=196D), amarillo claro (6=160C,
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7=161C, 8=162C, 9=160B, 10=161B, 11=162B, 12=160A, 13=161A, 14=162A), verde
claro (15=195A, 16=196C), verde oscuro (17=199A, 18=N199), café claro (19=164C,

20=164B, 21=199C), café oscuro (22=165C, 23=165B, 24=199A, 25=165A, 26=166A).

Los datos de las variables peso fresco del callo, diametro del callo, area de callo friable
y area de callo necroético, se sometieron a analisis de la varianza en una sola via con el
procedimiento PROC ANOVA y se efectu6 la prueba de Tukey (p= 0.05) de
comparacién de medias entre tratamientos con el paquete estadistico SAS version 9.0

(SAS, 2004).

Proliferacion de callo pro-embriogénico. Se llevdé a cabo mediante el cultivo de
secciones de tallo con una hoja completa y una yema axilar en el medio de cultivo
WPMM con 0.2 mg L™ de 2,4-D y 0.1 m L™ de kinetina en oscuridad a 25 °C durante 60
dias para la iniciacién; para la proliferacion de callo proembriogénico se subcultivé el
callo formado en un medio de cultivo WPPM con 0.2 mg L de 2,4-D pero con
diferentes concentraciones de Kinetina (Cuadro 5). Los tratamientos se mantuvieron en
oscuridad y a 25 °C hasta la evaluacion del experimento.

La formacion de callo friable o compacto en los explantes de hoja y yema de arandano
se observd mediante el microscopio con camara integrada Leica Microsystem
Framework (LAS EZ) Versidén 1.6.0 2008. La proliferacion de callo pre-embriogénico por
efecto de la combinacién de 2,4-D con tres diferentes citocininas, se evalu6 con base
en las variables peso, diametro y friabilidad del callo embriogénico, bajo un disefio
completamente al azar con diez repeticiones, donde la unidad experimental fue un

frasco de cultivo con cuatro explantes.
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El andlisis de varianza de los datos obtenidos, se realiz6 en una via mediante el
procedimiento PROC ANOVA y se efectud la prueba de comparaciéon de medias de
Tukey (p= 0.05) entre tratamientos, para esto ultimo, se utilizé el programa de computo
estadistico SAS version 9.0 (SAS, 2004). La variable color del callo se analizdé por

medio de estadistica descriptiva.

Cuadro 5. Tratamientos utilizados para determinar el efecto de la concentracion de acido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) con kinetina para la proliferacion de callo embriogénico
de Vaccinium corymbosum L.

2,4-D kinetina
Tratamiento (mg L™ (LM) (mg L™ (UM)
1 0.2 0.904 0 0
2 0.2 0.904 0.5 2.325
3 0.2 0.904 1.0 4.651
4 0.2 0.904 2.0 9.302

n=24
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RESULTADOS Y DISCUSION

Induccion de brotes adventicios mediante organogénesis in vitro de arandano. En
este experimento se observé que a los cuatro meses, de cada explante emergieron uno
o dos brotes adventicios con una longitud de 0.2 a 5.3 cm (Figura 1). El numero de
hojas regeneradas oscild de 4 a 17. Debnath (2009) reporta resultados similares
utilizando TDZ. Con 2.3 y 4.5 mg L™ obtuvieron 1.9 y 2.7 brotes respectivamente; la
longitud de los mismos fue de 5 a 7 mm a las ocho semanas de cultivado, este efecto

se atribuye a la alta concentracién de TDZ del medio.

Figura 1. Fotografia que muestra un brote (A) y dos brotes (B) adventicios de explantes de hoja
completa con yema en medio WPM con 2 mg L™ 2iP y 0.5 mg L™ de kinetina, cuatro
meses después de subcultivados.

Efecto de la temperatura, de 24-D y 2iP, en la induccion de callo
proembriogénico. Los resultados del andlisis de varianza de la induccion de callo
embriogénico bajo el efecto de la temperatura y de los fitorreguladores, se muestran en
el Cuadro 6. Se observa que la temperatura influyé de manera altamente significativa
en las variables peso fresco (PC), diametro (DC), area (%) de oxidacién (OC).

En lo referente al efecto del 2,4D, esta auxina indujo diferencias significativas en la

variable DC, en contraste con el resto de las variables evaluadas. El PC también
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presentd diferencias estadisticamente significativas en respuesta a los tratamientos de
2iP. En cuanto a las interacciones solo se determind la existencia de un efecto
diferencial cuando se evallo el peso de callo en la interaccién 2,4D*2iP*t. En el Cuadro
7, se presentan los resultados del analisis de varianza en una via practicado para las
variables area (%) friable (CF) y color (CC) del callo. Se observa que soélo la
temperatura influyé6 de manera significativa en estas dos variables medidas en callo
proembriogénico. Al analizar el efecto de la interaccion 2iP*t y las variables analizadas,
unicamente se detectaron diferencias altamente significativas en PC.

Cuadro 6. Cuadrados medios para peso, didmetro y necrosis del callo, obtenidos del andlisis de
la varianza para evaluar el efecto de los fitorreguladores y la temperatura en la
induccién de callo proembriogénico.

Peso Callo Diametro Callo Area (%)
oxidacion callo
FV GL CM Pr>F CM Pr>F CM Pr>F

2,4-D 1 0.684 0.1027"°  0.118  0.0264* 1.000 0.3371"™

2iP 2 0.819 0.0433* 0.028  0.3014"° 0.857 0.4532"°
t 1 29739  <0.0001**  7.192 <0.0001** 50.35 <0.0001**
2,4-D*2iP 2 0.438 0.1812%°  0.039 0.1880"° 3.178  0.0571"°
2,4-D*t 1 0.473 0.1736"°  0.017  0.3925"° 4.085 0.0543"°
2iP *t 2 0.384 0.2226™°  0.025 0.3368"° 2590 0.0955"°
2,4-D*2lp*t 2 1.765 0.0015**  0.032 0.2561"° 1564  0.2384"°
NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01. T: Temperatura

Cuadro 7. Cuadrados medios para area (%) de callo friable y color del callo, obtenidos del
andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los fitorreguladores y la temperatura
en la induccion de callo proembriogénico.

Area (%) Color Callo
friable del callo
FV GL CM Pr>F CM Pr>F
2,4-D 1 0.003 0.8474™  0.790 0.5562"°
2iP 2 0.277 0.0643%° 5503  0.0942"°
t 1 4176 <0.0001** 82.094 <0.0001**
2,4-D*2iP 2 0.137 0.2511"  7.058  0.0494"
2,4-D*t 1 0.293 0.0866"° 8378  0.0578"°
2iP*t 2 1.253 <0.0001** 4542  0.1410™®
24-D*2iP* 2 0.187 0.1540" 2210 0.3811"°
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NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01. t: temperatura
Las temperaturas bajas (del orden de 4-5°C) permiten superar los periodos de

dormancia de algunas lefiosas y la conservacién prolongada de determinados cultivos
in vitro; mientras que una temperatura constante de 20 °C induce la formacién de raices
en la mayoria de coniferas. Ademas, se ha Sin embargo, en esta investigacion la accion
de los fitorreguladores para la induccién de callo embriogénico, estd enmascarada por
los dos tratamientos de temperatura utilizados, por lo que se sugiere que en
subsecuentes investigaciones se evallen un mayor numero de tratamientos de
temperatura.

La temperatura no tiene algun efecto sobre la auxina 2,4-D por debajo de los 85 °C, que
es su punto de fusién, su punto de ebullicion es a los 134 °C, es soluble en a agua a 25
°C y se descompone totalmente a 1000 °C (CCE y IPCS, 1994); lo que corresponde con
lo analizado estadisticamente en esta investigacion. En el caso del efecto de la
temperatura en 2iP, se reporta que 2iP es estable en el rango de -20 °C, ya que es la
temperatura de almacenamiento, y 214 °C, donde es su punto de fusién y punto de
descomposicion (Sigma-Aldrich, 2012).

Reportes de diferentes investigaciones resaltan la importancia de emplear relaciones
auxina/citocinina para lograr procesos morfogénicos (Vasic et al, 2001), como la
regulacién de la division celular (Azcon-Bieto y Talon, 2008), por lo que la interaccién
entre 2,4-D y 2IP es necesaria para la formacién de callo.

La interaccidon de 2,4-D, 2iP y temperatura no ha sido reportada en el cultivo in vitro de
arandano; sin embargo, al analizar la accién de la temperatura y de estas dos

hormonas por separado no se observd ningun efecto sobre las variables analizadas.
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En la Figura 2, se muestran dos tipos de callos a partir de explante de hoja, el primero

se mantuvo a 3 °C y el segundo permanecié a 25 °C, los dos permanecieron a esas

temperaturas hasta su evaluacion.

Figura 2. Fotografias que muestran los callos a partir de explantes de hoja bajo 3°C (A) y 25°C
(A) en lainduccion de callo proembriogénico de arandano variedad Biloxi.

Al efectuar la comparacién de medias (Tukey al p< 0.05), de la interaccion de 2,4-

D*2iP*T sobre PC, los resultados indicaron que el mayor peso (3.1 g), se obtuvo al

agregar 0.2 mg L™ de 2,4-D sin 2iP al medio de cultivo y con una temperatura 3°C. En

contraste los pesos de callo con menores valores (1.2 g), fueron determinados en el

tratamiento con 0.2 mg L™ de 2,4-D sin 2iP y a 25 °C. (Figura 3).

DMS=0.8501 ab

abc

abc

bcd
cde
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Figura 3. Efecto de 2,4-D, 2iP y la temperatura en el peso del callo a partir de explantes de hoja
de arandano variedad Biloxi.

Aunque no existe relacion entre 2iP y la temperatura, en la Figura 3 se observa que
conforme va aumentando la concentracién de esta citocinina en combinacion con 0.2
mg L™ 2,4-D, a un temperatura de 3 °C, el peso del callo va disminuyendo, en contraste
cuando se emplea una temperatura de 25 °C en las con las mismas concentraciones de
estos fitorrequladores. Al analizar la respuesta del PC con relacién al balance de
auxinas/citocininas, se determiné que el PC disminuy6é a medida que se incremento la
concentracién de 2iP manteniendo la temperatura a 3C y la concentracién de 0.2 mg L™
de 2,4-D. En contraste cuando se incremento a 0.5 mg L™ de 2,4-D manteniendo las
condiciones de temperatura y concentraciones de 2iP, se observo una relacion directa
en el aumento del PC. Estos resultados son mostrados en la Figura 3.

Al hacer la comparacién de medias (Tukey al p< 0.05) del efecto del 2,4-D en el DC, se
determiné que el mayor didmetro (1.55 cm) se obtuvo al agregar 0.2 mg L™ de 2,4-D al
medio de cultivo; y el menor didmetro se obtuvo al agregar 0.5 mg L™ de 2,4-D al medio
de cultivo (Figura 4). Por lo que, el aumento de la concentracién de esta auxina no
implica mayor crecimiento del callo. Con relacion a estos resultados, Hagen (1995)
afirma que el 2,4-D detiene la division celular en el meristemo apical y la elongacion
celular cuando es aplicado en altas concentraciones, inhibiendo el normal crecimiento
de las plantulas. De forma similar a estos resultados, en la presente investigacién

unicamente se indujeron callos en presencia de 2,4-D.
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Figura 4. Efecto de 2,4-D en el diametro del callo a partir de explantes de hoja de arandano
variedad Biloxi.

En cuanto el efecto de la temperatura en el diametro del callo en la Figura 5, se
observa que a mayor temperatura (25 °C), el diametro del callo es mayor (3.2 cm), en
comparacién con el callo que crecié a 3 °C (1.15 cm). La reduccion del crecimiento
como producto de las bajas temperaturas, posiblemente se debe a la disminucién de la
actividad metabdlica de las células, debido al descenso de la actividad enzimética
(Bidwell, 1979), ademas de disminuir la temperatura se afectan algunos procesos como

son: difusion de los gases y liquidos, viscosidad del agua e intercambio de iones

(Westwood, 1978).
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Figura 5. Efecto de la temperatura en el diametro del callo a partir de explantes de hoja de
arandano variedad Biloxi.

Por otra parte, la comparacion de medias (Tukey al p< 0.05), para area de callo friable

indicé que la mayor area (60 %) de callo friable, se obtuvo al adicionar al medio de

cultivo 0.5 mg L™ de 2iP a 25 °C. Al disminuir la temperatura (3 °C) se observa que no

hay diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de 2ip (0,0.2 y 0.5 mg

L") (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de 2iP en el area (%) friable del callo a partir de explantes de hoja de arandano

variedad Biloxi.
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La evaluacion del area (%) de oxidacion del callo indicé la presencia de una mayor area
de necrosis (54 %) a 25 °C, en comparacién del area de oxidacién a 3 °C, que fue de 23
% (Figura 7), esto se bebe probablemente a que la actividad de las enzimas
encargadas en la biosintesis y oxidacion de los compuestos fendlicos disminuyen en
condiciones de oscuridad y a bajas temperatura (George y Sherrington, 1993). Ademas,
se ha descrito que la necrosis en el cultivo in vitro se ha relacionado con la presencia y
disponibilidad de calcio en el medio de cultivo (Barghchi et al.,1996), la transpiracién de
los brotes, aumentado el flujo de nutrientes hacia la parte superior del brote o bien
evitando la acumulacién en el frasco de gases y compuestos volatiles como el CO; o el
etileno (De Proft et al., 1985; Podwyszynska et al., 1998), la frecuencia de subcultivos
reduce la necrosis en los tejidos. Ademas de la adicién de cisteina al medio de cultivo

reduce la necrosis del explante y del callo formado.
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Figura 7. Efecto de la temperatura en el area (%) de oxidaciéon del callo a partir de explantes de
hoja de arandano variedad Biloxi.
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Al efectuar la evaluacion del color del callo, se observan dos tipos de colores, a
principalmente a 3 °C, los callos presentan un color amarillo claro y a 25 °C, la tonalidad
es verde claro. El la Figura 8, se observa estas coloraciones.

En otros estudios de la induccion de embriones somaticos en banano, se reporté la
formacién de callo después de seis meses de cultivo en el medio de induccion MS, los
callos obtenidos fueron clasificados segun su consistencia y color en: compactos
blancos nodulares (CCBN), compactos blancos lisos (CCBL), marrones semi-

compactos (CMSC) y beige friables (CBgF) (Jeanetvska et al., 2006).

Figura 8. Fotografia que muestra la coloracion amarillo claro del callo a 3°C (A) y coloracién
verde claro a 25 °C (B), en la induccién de callo embriogénico de arandano variedad
Biloxi.

En este mismo sentido, Sdnchez (2005), observo el cambio de coloracion de los callo
en papa cv. Fritolay-1867, donde se presentaron pequefnos agregados celulares de
consistencia compacta, algunos de forma globular y de coloracién verde intenso; a la
quinta semana estos se tornaron de un color verde claro brillante, en donde se empez6

a la formar la etapa morfolégica globular, a la sexta semana las estructuras
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embrionarias cambiaron a una coloracion verde amarillento, donde se observo la

transformacion del embrion de globular a oblonga.

Efecto de 2,4-D, 2iP y tipo de explante en la induccion de callo proembriogénico.
Los resultados del andlisis de varianza para inducciéon de callo embriogénico bajo el
efecto de tipo de explante y de los fitorreguladores, se muestran en el Cuadro 8. Se
observa que el tipo de explante influyd de manera altamente significativa en las
variables PC, DC y OC, lo mismo ocurre en la respuesta de los tratamientos al utilizar
2IP. En lo referente al efecto del 2,4D, esta auxina indujo diferencias significativas en la
variable DC, en contraste con el resto de las variables evaluadas. En el mismo sentido,
al analizar los resultados obtenidos de la interaccion 2,4D*2iP*e, se observo un efecto
diferencial en la respuesta de PC y DC. Resultados similares se presentaron en DC y
OC en respuesta al efecto de la interaccidn 2iP*e.

En el Cuadro 9, se presentan los resultados del analisis de varianza en una via
practicado para las variables CF y CC. Se observa que el tipo de explante influyé de
manera altamente significativa en estas dos variables. En lo referente a 2iP, esta
citocinina también indujo diferencias altamente significativas en la variable CF. En el
caso de las interacciones, se determinaron efectos diferenciales cuando se evalu6 CF
en la interacciones 2iP*e. Al analizar el efecto de la interaccion 2,4-D*2iP*E se
detectaron diferencias altamente significativas en CF y diferencias significativas en CC.

Las auxinas como el 2,4-D, causan una rapida extensibilidad de pared en tallos
jovenes, su accion no es directa sobre la pared sino intracelular o en membranas
plasmaticas. La célula vegetal exporta factores que aumentan la extensibilidad de la

pared celular en respuesta a las auxinas (Azcdn-Bieto y Talon, 2008).
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Cuadro 8. Cuadrados medios para peso, diametro y necrosis del callo, obtenidos del analisis de
la varianza para evaluar el efecto de los fitorreguladores y tipo de explante en la
induccién de callo proembriogénico.

Peso Callo Diametro Callo Area (%)
Oxidacion Callo
FV GL CM Pr>F CM Pr>F CM Pr>F

0.684 0.3826"°  0.118 0.0310* 1.000 0.0760"™°
0.819  <0.0001**  0.028  0.0007** 0.857 0.6150"°
e 29.739 0.0067** 7192 <0.0001** 50.35 <0.0001**

2,4-D 1
2
1

2,4-D*2iP 2 0.438  0.3155"°  0.039 0.4155™° 3.178 0.1353"°
1
2

2iP

2.4-D*e 0.473 0.6064™  0.017 0.7431™ 4.085 0.1201"°
2iP*e 0.384 0.8743"  0.025 0.0278* 2590  0.0131*

2,4-D*2iP*e 2 1.765  0.0005**"  0.032  0.0010** 1.564 0.0979"°
NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01, e: explante

Cuadro 9. Cuadrados medios para area (%) de callo friable y color del callo, obtenidos del
andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los fitorreguladores y tipo de
explante en la induccion de callo proembriogénico de arandano variedad Biloxi..

Area (%) friable del Color Callo
callo
FV GL CM Pr>F CM Pr>F

2,4-D 1 0.003 0.3580"°  0.790 0.2216"°
2iP 2 0.277 0.0044** 5503  0.1185"°
e 1 4176 0.0020**  82.094  0.1406**
2,4-D*2iP 2 0.137 0.9555"°  7.058  0.5961"%
1
2

2,4-D*e 0.293 0.3580"°  8.378  0.0079**
2iP*e 1.253 0.0009** 4542  0.0756"°

2,4-D*2iP*e 2 0.187 0.0083** 2.210 0.0154*
NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01, e: explante

Para el cultivo in vitro de Vaccinium se han utilizado tipo de explantes como hoja (Cao y
Hammerschlag, 2000; Debnath, 2009) y yemas axilares (Pereira, 2006).

En la Figura 9 se muestran los callos producidos en explantes de hoja y yema, en el
primero, el callo se formd en el contorno del explante, en el caso del callo que crecid

sobre yema, este cubrié la totalidad del explante desde las cuatro semanas de cultivo.
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Figura 9. Fotografia que muestra los callos producidos en explantes de hoja (A) y yema (B) en
la induccion de callo proembriogénico de arandano variedad Biloxi.

Al efectuar la comparacion de medias (Tukey al p< 0.05) del efecto de la interaccién de
2,4-D, 2IP y tipo de explante en PC, se observa que el mayor peso (2.25 g ) se obtuvo
al adicionar al medio de cultivo 0.5 mg L™ de 2,4-D, 0.5 mg L' de 2iP en explante de
yema. El menor peso (1.25 g) del callo se obtuvo al adicionar 0.2 mg L™ de 2,4-D en

explante de hoja sin adicionar 2iP al medio de cultivo. Los mayores pesos de callo se

obtuvieron al utilizar yema como explante en comparacion con la utilizacién de hoja

(Figura 10).
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ab \l/DMS=O.651 a
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2iP 0
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Figura 10. Efecto de 2,4-D, 2iP y tipo de explantes en el peso del callo a partir de explante de
hoja de arandano variedad Biloxi.

51



Las células embriogénicas se desarrollan como embriones cuando las condiciones
experimentales permiten que éstas expresen su potencial. Pueden ocurrir dos
situaciones ontogénicas diferentes, es decir que su origen sea unicelular o pluricelular.
En el caso de iniciarse a partir de una célula, ocurre que estas células embriogénicas se
aislan unas de otras por una importante modificacion en su pared celular, en particular
por la gelificacion de la laminilla media. Esta célula, que esta rodeada por un
polisacarido mucilaginoso, sufre divisiones polarizadas formando un embrién globular,
en donde pueden diferenciarse deposiciones de almidon en una etapa previa a la
polarizacion de este proembridn, después de esto se forma la epidermis y adquiere la
simetria bilateral. Sucesivamente, se observa el crecimiento de uno o mas cotiledones,
el desarrollo de los tejidos provasculares, la iniciacion de los apices radicales y de tallo
y una progresiva acumulacion de sustancias del tipo almidén, lipidos y proteinas. En el
caso de que los embriones somaticos se originen de un grupo de células pueden
observarse diversos patrones.

En cuanto al efecto de la interaccion de 2,4-D, 2IP y tipo de explante en el diametro del
callo, se observd que al efectuar la comparacién de medias (Tukey al p< 0.05), se
observa que el mayor diametro (1.9 cm) del callo, se obtuvo al agregar 0.2 mg L™ de
2,4-D, 0.2 mg L™ de 2iP en explante de hoja, y el menor diametro (1.1 cm) del callo, se
obtuvo al agregar 0.5 mg L™ de 2,4-D, en explante de yema, sin agregar 2iP al medio
de cultivo. Los mayores didmetros se obtuvieron al utilizar explantes de hoja en

comparacién con el explante de yema (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de 2,4-D, 2iP y tipo de explantes en el diametro del callo, en la induccién de
callo embriogénico de arandano variedad Biloxi.

Por otra parte la comparacién de medias (Tukey al p< 0.05), para area de oxidacién de
callo, la interaccién 2iP y tipo de explante, indicé que la mayor area (60 %) de oxidacién
se observa al utilizar 0.5 mg L™ de 2IP en explante de hoja y la menor de &rea (20 %)
en explante de yema (Figura 12).

Las citocininas inhiben la formacion de radicales libres por lo que se evita la oxidacion
de acidos grasos no saturados de membrana (Azcon-Bieto y Talén, 2008); sin embargo,
en este experimento el efecto de oxidacién del callo es probablemente generado por el

tipo de explante utilizado.
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Figura 12. Efecto de 2iP y tipo de explantes en el area (%) de necrosis de callo en la induccion
de callo embriogénico de arandano variedad Biloxi.

La evaluacién del area (%) de callo friable indicé que la mayor area de callo fiable
(39%) se obtuvo al agregar 0.2 mg L™ de 2,4-D, 0.2 mg L™ de 2IP al utilizar explante de
hoja. El menor (22 %) area de callo friable, se obtuvo al adicionar al medio de cultivo
0.5 mg L' de 2,4-D, 0.2 mg L' de 2IP, en explante de yema. Las mayores &reas
friables del callo se obtuvieron al utilizar explantes de hoja, en comparacién con la
utilizacién de yemas (Figura 13). Resultaron semejantes han sido reportados por Shibli
y Smith (1996) en Vaccinium pahlae (Othelo) y V. myrtillus, ya que al analizar diferentes
concentraciones de 2,4-D (0, 9.1 y 18.2 uM), lograron formar callo, pero no la
regeneracion de plantas. En otros experimentos en fresa (Fragaria sp.), Manosh et al.,
(2007), evaluaron diferentes concentraciones de 2,4-D en combinacion con acido
naftalenacético (ANA) y diferentes tipos de explante (hoja y seccion intermodal de tallo),
observaron que el mayor porcentaje de callo en el explante de hoja fue menor (79.1%
1.3 %) que al utilizar secciones de tallo internodal (79.7% 1.2 %), esto ocurri6 al utilizar 4
mg L de 2,4-D.
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Figura 13. Efecto de 2,4-D, 2iP y tipo de explantes en el area (%) de callo friable en la
induccién de callo embriogénico de arandano variedad Biloxi.

Para la produccion de callo embriogénico en Arabidopsis thaliana, se reportan efectos
similares a los resultados de esta investigacién, ademas reportan la relacion entre la
expansion celular y el ciclo celular durante el embriogénesis somética (Raghavan,
2004), a esta auxina se le conjuga el gen reportero GUS, para visualizar la distribucién
de la auxina en los tejidos de desarrollo (Sabatini et al., 1999), esto mostrd que las
células embriogénicas provenian de una sola célula, aunque también se observaron
varios centros de multiples células embriogénicas (Ewa et al., 2007).

Al efectuar el andlisis descrptivo del color del callo cuando se utiliza 2,4-D, 2IP y tipo de
explante, se observa que sélo los tratamientos a los que se les aplico 0.2 mg L™ de 2,4-
Dy 0.5 mgL" de 2iP en explante de yemay 0.5 mg L' de 2,4-D en explante de hoja
sin explicar 2iP al medio de cultivo, tuvieron una tonalidad amarillo. En los demas
tratamientos se observé una coloracion verde clara, verde oscura y café claro (Figura

14).
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Figura 14. Fotografia que muestra las tonalidades de los callos en los explantes de hoja y tallo
en la induccion de callo proembriogénico en arandano variedad Biloxi.

Efecto de 2,4-D en combinacion con 2iP, Kinetina y BA en la induccion de callo
proembriogénico. Los resultados del analisis de varianza de la induccion de callo
embriogénico bajo el efecto de 2,4-D en combinacion con diferentes citocininas, se
muestran en el Cuadro 10.

Se puede apreciar que las variables PC, DC y OC mostraron una respuesta diferencial
altamente significativa a la aplicacion de diferentes tipos de citocininas probadas en
este trabajo. En lo que respecta al efecto del 2,4-D, las variables DC y OC mostraron
una respuesta diferente estadisticamente significativa. Finalmente el andlisis del efecto
de las interacciones de los tres factores estudiados, los resultados indicaron solo una
respuesta estadisticamente significativa en la variable OC. En el Cuadro 11, se
presentan los resultados del analisis de varianza en una via practicado para las
variables CF y CC. Se observa que la utilizacion del tipo de citocinina influyé de manera

altamente significativa en estas dos variables medidas en callo proembriogénico; al
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analizar el factor de concentracién de citocininas ([Cit]), se observ6 un efecto altamente
significativo en la variable CF. En lo referente a 2,4-D, esta auxina también indujo
diferencias altamente significativas en la variable CC e indujo diferencias significativas
en CF. En cuanto a las interacciones, se determinaron efectos diferenciales altamente
significativos en la respuesta de CF en la interacciones 2,4-D*Cit y 2iP*[Cit]*Cit,
mientras que en la interaccion [Cit]*Cit, sélo se observaron diferencias significativas en
CF.

El uso de la auxina sintética 2,4-D para la induccion de callo proembriogénico puede
estar relacionado con la induccién de respuesta morfogénica (Vilchez et al., 2002). Por
lo general, se requiere la combinacion de dos o mas reguladores de crecimiento de
diferentes clases, aplicados simultanea o secuencialmente, para obtener regeneracién

(Gaspar et al., 1996).

Cuadro 10. Cuadrados medios para peso, didmetro y necrosis del callo, obtenidos del andlisis
de la varianza para evaluar el efecto de los fitorreguladores y tipo de explante en la
induccién de callo proembriogénico.

Peso Callo Diametro Callo Area (%)
Oxidacion Callo
FV GL CM Pr>F CM Pr>F CM Pr>F

2,4-D 1 0.684  0.4206"° 0.118 0.0232* 1.000 0.0340*
'[Cit] 2 0.819  0.9906™ 0.028 0.1558™° 0.857 0.0106*
“Cit 1 29.739 <0.0001** 7.192 <0.0001** 50.35 <0.0001**
2,4-D*[ ] 2 0.438  0.1386"° 0.039 0.0721"° 3.178 0.3609"°
2,4-D*Cit 1 0.473  0.6455"° 0.017 0.2757"° 4.085 0.1119"°
'[Cit]* Cit 0.384 0.1119" 0.025 0.6828"° 2590 0.1747"°

2
2,4-D*'[Cit]* °Cit 2 1.765 0.8764"° 0.032 0.1327"° 1564 0.0182*

NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01, '[Cit]= concentracién de citocininas. “Cit =Tipo de
citocinina (2iP, Kinetina, BA).
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Cuadro 11. Cuadrados medios para area (%) de callo friable y color del callo, obtenidos del
andlisis de la varianza para evaluar el efecto de los fitorreguladores y tipo de
explante en la induccion de callo proembriogénico.

Area (%) friable del Color Callo
callo
FV GL CM Pr>F CMm Pr>F

1 0.003 0.0352* 0.790  0.0003**
'[Cit] 2 0.277  <0.0001** 5503  0.0505"°
2Cit 1 4176  <0.0001** 82.094 <0.0001**
2,4-D*[ ] 2 0.137 0.1636"°  7.058  0.5322"°
1
2

2,4-D

2,4-D*Cit 0.293 0.0001** 8378 0.1754"°
[ ]*Cit 1.253 0.0327* 4542  0.2026™°

2,4-D*"[Cit]* Cit 2 0.187 0.0029** 2210  0.2198"°
NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01, '[Cit]= concentracién de citocininas. °Cit =Tipo
de citocinina (2iP, Kinetina, BA)..

En trabajos realizados sobre la induccién de embriogénesis somatica en el género
Swietenia, se ha estudiado el efecto del 2,4-D (1.0 — 5.0 mg.I-1) combinado con la
Kinetina (0.5 — 2.0 mg.L™), en diferentes tipos de explantes como discos de hoja, &pices
y segmentos nodales de plantas de semillas germinadas in vitro. En contraste, en otras
investigaciones (Maruyama e Ishii, 1999; Pefa y Lezcano2001; Cruz da Rocha y
Quoirin, 2004; Medina y Sotolongo, 2004), no se obtuvieron resultados alentadores en
cuanto a la respuesta embriogénica. Resultados similares se observaron en la melidcea
Naregamiaalata, en la cual no logré una respuesta embriogénica con la combinacion de
2,4-D con Kinetina (Shaji et al. 1997). Sin embargo, en otros reportes se planted que
con el empleo de 2,4-D en combinacién con kinetina (0.5 — 1.0 mg L") en la induccién
de embriogénesis somatica en Gossypium hirsutum, se logré la embriogénesis
somatica directa y los mayores valores de embriogénesis somatica de alta frecuencia
se manifestaron en los tratamientos donde al medio de cultivo se le adicionaron
concentraciones entre 3.0 — 5.0 mg mL™' de dicha auxina (Zhang, 2000).
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En la Figura 15 se muestran los callos producidos en explante de hoja utilizando

diferentes citocininas (2iP, Kinetina y BA), en combinacién con 2,4-D.

Figura 15. Fotografia que muestra los callos producidos en explantes de hoja por accion de las
2,4-D con 2iP (A), Kinetina (B) y BA (C), en la induccién de callo proembriogénico
de arandano variedad Biloxi.

Al realizar la comparacion de medias (Tukey al p< 0.05) del efecto de las citocininas
2iP, Kin y BA en PC, se observa que el mayor peso (2.45 g) se obtiene con la utilizacién
de Kinetina, en comparacién con las citocininas 2IP y BA que obtuvieron los menores
pesos (1.5 g) (Figura 16). En experimentos similares sobre la induccién embriones
somaticos pero de eucalipto, se obtuvo un peso de 2.5 g cuando se utilizé TDZ como
citocinina en combinaciéon con 1 mg L' de 2,4-D, similar a lo que se obtuvo en esta
investigacién, ellos no encontraron diferencias significativas en la interaccién de los dos
hormonas al evaluar esta variable. En otro trabajo (Wang y Bhalla, 2004) utilizaron
algunas combinaciones de BAP (0.2; 0.5y 1.2 mg-L") y de 2,4-D (0.1; 0.2; 0.5 y 1,0
mg-L™") para la induccién de embriogénesis somética en Scaevola aemula R. Br. Los
embriones somaticos fueron inducidos en concentraciones bajas de 2,4-D y la
concentracion éptima de BAP en el medio para obtener una eficiente regeneracion de
tallos fue 0,5 mg L™". El aumento de la concentracién de BAP (1,0 mg-L™) no tuvo efecto
sobre la regeneraciéon de brotes. Adicionalmente, la alta concentracion de 2,4-D (mas

de 1.0 mg-L'1) tuvo efecto negativo, como la ausencia de callos. En el mismo sentido,
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existen reportes (Guohua,1998; y Read y Preece, 2003) de que el BAP tiene un efecto
positivo en la proliferacién y alargamiento de tallos y yemas adventicias y que, por lo
general, se presenta una mayor frecuencia de organogénesis cuando se incrementa su
concentracion. Sin embargo, cuando el incremento es muy alto, se presenta una
induccion alta de callos y la frecuencia de organogénesis no aumenta.

Por otra parte, al hacer la comparacién de medias (Tukey al p< 0.05) para el diametro
del callo con la utilizacién de 2,4-D, se observa que el menor didmetro (1.56 cm), se
obtuvo a 0.5 mg L de 2,4-D y el mayor diametro (1.61 cm) a 0.2 mg L™ 2,4-D (Figura
17).

En la Figura 18, se muestra el efecto de las diferentes citocininas en el didmetro del
callo proembriogénico; se observa que el mayor diametro (1.7 cm) se obtiene al utilizar

2iP, seguido por Kinetina con un diametro de 1.57 cm, y por ultimo BA (1.47 cm).

(I) DMS=0.3682
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=
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Figura 16. Efecto de las citocininas en el peso del callo, en la induccién del proceso
embriogénico de arandano variedad Biloxi
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Figura 17. Efecto de 2,4-D en el diametro del callo embriogénico de arandano variedad Biloxi.

Los embriones somaticos se forman a partir de grupos de células epidérmicas y
subepidérmicas (George y Sherrington, 1993). Otros trabajos, reportan que en altas
concentraciones de la auxina 2,4-D induce la formacion de callo y suprime la
produccién de embriones (Kononowicks et al.,1984). Sin embargo, en otro reporte se
indujo la formacién de callo en un medio MS suplementado con 2,4-D como principal
elemento regulador, aunque adicioné una citocinina (2iP o BAP) para el desarrollo del

callo (Omokolo et al., 1997).
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Figura 18. Efecto de diferentes citocininas en el didmetro del callo, en la induccién de callo
embriogénico de arandano variedad Biloxi.

La evaluacion de la variable area (%) de necrosis del callo indicé que la mayor area (75
%) de necrosis del callo, se obtiene al adicionar a medio de cultivo 0.2 mg L de 2,4-D,
en combinacién con la citocinina 2ip a 0.5 mg L™. EI menor (20 %) area de necrosis del
callo, se obtuvo en al adicionar Kinetina en cualquiera de las concentraciones utilizadas
(0, 0.2y 0.5 mg L"), en combinacién con 2,4-D (0.2 y 0.5 mg L") (Figura 19). Como se
ha indicado, la citocinina 2iP, inhibe la formacion de radicales libres por lo que se evita
la oxidacion de acidos grasos no saturados de membrana (Azcon-Bieto y Talén, 2008),
lo que no corresponde con lo determinado en este experimento. En otros estudios, al
utilizar 2,4-D observaron que este se degrada mas rapidamente en presencia de luzy a
la octava semana de cultivo se observd un necrosamiento, lo cual disminuyé

considerablemente el potencial embriogénico de los mismos (Vilchez et al., 2002).
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Figura 19. Efecto de 2,4-D y la combinacién de diferentes citocininas y concentracion, en el
area (%) de necrosis del callo peso del callo, en la induccién del proceso
embriogénico.

La evaluacién de la variable area (%) de callo friable indicé que se obtiene un gran

numero de experimentos con 40 % de area de friable en el callo al utilizar diferentes

concentraciones de kinetina (0.2 y 0.5 mg L") en combinacién con 2,4-D (0.2 y 0.5 mg

L), la menor &rea (23 %) de callo friable se observé al utilizar 0.2 mg L de 2,4-D con

0.2 mg L' de 2iP (Figura 20). En otras investigaciones, se obtuvieron resultados

similares al agregar al medio de cultivo 0.5 mg L™ de 2iP, ya que se obtuvo el 38 %

area friable. En estudios sobre embriogénesis somatica pero en anturio, se indujo callo
con una combinacion de 0.45 uM 2,4-D y 0.44 uM de BA (Kuehnle y Sugii, 1991). Otros
autores en trabajos de este tipo en A. scherzerianum, lograron la formacién de callos

(61.4 %) con 5.75 uM 2,4-D combinado con kinetina en un hibrido y con 0.36 uM 2,4-D

suplementado con 4.4 uM BA, en un medio de cultivo Nitsch y Nitsch modificado

(Hamidah et al., 1997).
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Figura 20. Efecto de 2,4-D y la combinacion de diferentes citocininas (2iP, Kinetina, BA) y
concentracion, en el porcentaje area friable del callo peso del callo, en la induccién
del proceso embriogénico.

Al evaluar el color del callo se observa que al utilizar 0.2 mg L™ se obtiene un callo
proembriogénico color verde claro, y al utilizar 0.5 mg L™ de 2,4-D se observa un callo
proembriogénico color amarillo. También se observa que las diferentes citocininas
ejercen un efecto en el color del callo, ya que al adicionar BA se observa una coloracién
verde oscuro, al agregar 2IP al medio de cultivo, se observa tono de verde claro, el callo
que se produce por la acciéon de Kinetina tiene una tonalidad amarilla clara (Figura 21).
El color blanco del callo posiblemente se debe a la acumulacion de almidén en las
células, no se sabe si dicha acumulacion resulta del desarrollo del callo que precede la
formacién de embriones y actia como un desecante de la embriogénesis somatica
(Bhaskaran, 1990). Los tejidos que forman callo son sitios de intensa actividad
metabdlica, particularmente con respecto al metabolismo de carbohidratos (Okamoto et
al., 1980); los reguladores del crecimiento vegetal pueden actuar sobre estas células

meristematicas y alterar su metabolismo de carbohidratos y desarrollo de plastidios. En
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algunos casos ocurre el desarrollo normal de cloroplastos y por consiguiente, de brotes
que puede ser favorecido por las citocininas.

Adicionalmente, se evalud la coloracién y la friabilidad de los callos producidos en los
subcultivos. En este sentido, el empleo de hoja completa con una yema, como explante
produjo callos de color amarillo claro, friables y compactos por efecto de la interaccion
0.2mg L" de 2,4-D con 0.1 mg L de kinetina cuando se subcultivé en el medio WPMM
(Figura 25). El callo friable se formd con 2,4-D en ausencia de kinetina, comprobando
que la utilizacién de 2,4-D puede producir embriones somaticos. El aumento en la
concentracion de 2iP produce un callo compacto (indiferenciado) necesario para la

produccion de arandano via organogénesis.

Figura 21. Coloracién del callo por efecto de diferentes citocininas (2iP,Kinetina, BA) en la
induccién de callo embriogénico de arandano, variedad Biloxi.

La importancia de los subcultivos en la induccion de embriones somaticos se ha
reportado (Grosser, 1992; Jiménez y Guevara,1996) en Carya illinoinensis, y se
atribuye la baja formacién de embriones somaticos con la reduccion de carbohidratos
de reserva por causa del cultivo prolongado. El tipo de células presentes en el explante
determina el tipo de respuesta en la especie en estudio. Si el explante posee células
embriogénicas basta solamente un estimulo para que las mismas se dividan para

formar un embrién, originando lo que se conoce como embriogénesis somatica directa.
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Sin embargo, cuando el explante se trata de un tejido ya desarrollado en donde las
células perdieron su caracter embriogénico, éstas pueden dividirse mitéticamente bajo
condiciones que terminan induciendo un estado embriogénico, con lo que se genera un
callo que adquiere capacidad embriogénica y, consecuentemente, la embriogénesis es
indirecta (Parrot, 2002). Los dos tipos explantes evaluados en este experimento (hoja y
tallo con una yema), no evidenciaron embriogénesis directa; sin embargo, si se obtuvo
desarrollo de tejido calloso sin la presencia de tejido embriogénico. En general, en las
condiciones de fotoperiodo se obtuvieron mas regenerantes que en condiciones de
oscuridad. La intensidad luminica, el fotoperiodo y la calidad de luz son factores
potencialmente importantes en el ambiente del cultivo, porque pueden influenciar la
fotosintesis, la morfogénesis y otros procesos fisiologicos (Read y Preece, 2003). Las
condiciones de luz de 12 a 16 h suelen ser lo mejor para el cultivo de muchas especies;
ocasionalmente se ha reportado la relacion fisiologica directa entre fotoperiodo y la
respuesta del cultivo. La respuesta de los explantes a la condicién de luz es muy

variable y especifica de algunas especies.
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Figura 22. Callo proembriogénico de ardndano variedad Biloxi, producido en explantes de hoja
completa y yema. Interaccién de 0.2 mg L'2,4-D (A). Interaccién de 0.2 mg L'2,4-D
con 0.5 mg L 'kinetina (B). Interaccion de 0.2 mg L'2,4-D con 1.0 mg L 'kinetina (C).
Interaccion de 0.2 mg L'2,4-D con 2.0 mg L 'kinetina (D).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones experimentales bajo las cuales se realizd el presente

trabajo de investigacion, se concluye lo siguiente:

La induccion de callo proembriogénico en arandano variedad Biloxi a partir de explantes
de hoja a 3 °C, en el medio WPMM se logré adicionando 0.2 mg L™ de 2,4-D con 0.5
mg L™ de 2iP, en el que se logré el mejor peso del callo (PC) y diametro del callo (DC) y

la mayor area de callo friable (CF) y menor area de oxidacion del callo.

El explante de hoja produjo el mayor DCy CFa0.2mg L' de 2,4-Dy 0.2 mgL" de 2iP,
mientras que el explante de yema produjo el mayor PC a 0.5 mg L de 2,4-D y 0.5 mg

L' 2iP y menor OC a 0.2 mg L™ de 2,4-D.

La utilizacién de la citocinina Kinetina produjo mayor PC y CF, en comparacién con 2IP
y BA en la induccién de callo proembriogénico en arandano variedad Biloxi a partir de

explantes de hoja en el medio WPMM.
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CAPITULO Il

REQUERIMIENTO DE NITROGENO Y RELACION AMONIO: NITRATO EN EL
CULTIVO in vitro DE ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.) VARIEDAD BILOXI

RESUMEN

El objetivo del presente capitulo fue evaluar la induccién de embriones somaticos de
arandano cv Biloxi en cultivo in vitro, en funcidn de la concentracion de nitrégeno total y
de la relacion nitrato: amonio incorporado al medio.

Se instalaron dos experimentos; en el primero se evalud diferentes concentraciones de
nitrégeno total (0, 15, 30, 60, 90 mg L) de 2,4-D (0.5, 1.0y 1.5 mg L ™) y 2ip (0.2, 0.5,
0.8 mg L"); en el medio MSbajo un arreglo factorial 4 x 3 x 3.En el segundo
experimento se evalud la relacién amonio: nitrato (0:3, 1:2, 2:1, y 3:0) con 1.0 mg L™
24-D y 05 mg L' 2ip en el medio MS en un arreglo factorial 4 x 2. En ambos
experimentos los disefios experimentales fueron completamente al azar con diez
repeticiones, donde la unidad experimental fue un frasco con cuatro explantes. Las
variables de estudio fueron numero de explantes con respuesta (RE), peso fresco (PC),
diametro (DC), area de oxidaciéon de (OC) en porciento, area de friabilidad (CF) en
porciento y color del callo (CC),

La evaluacion de las variables peso, diametro y oxidacién del callo, concuerdan en que
el mejor tratamiento es al que se le adiciona al medio de cultivo MS, 30 mM de
nitrégeno total, sin hacer modificaciones en la relacion amonio: nitrato (1:2) propuesta

por Murashigue and Skoog en 1962.
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INTRODUCCION

En el cultivo in vitro, el contenido de nitrégeno total, la relacion nitrato (NO3z’): amonio
(NH4"), asi como el i6bn que acompana al nitrégeno, tienen efectos en la respuesta de la
induccion de embriones somaticos en los explantes (Wetherell&Dougall 1976,
Mordhorst&L6rz 1993, Grimes&Hodges 1990).

El metabolismo y distribucién de ambos iones, asi como el reparto de sus productos en
las plantas, son procesos que dependen de factores como luz, temperatura, especie y
concentracion nutrimental, que pueden afectar o aun regular las reacciones de ciertos
sistemas enzimaticos (Roubelakis-Angelakis y Kliwer, 1992).

Los mecanismos de absorciéon de NH," bajo condiciones in vivo e in vitro no estan bien
definidos, algunos autores indican que hay similitud entre la absorcién de NH4" y los
iones monovalentes, especialmente K*, sefialan, que es posible que los iones NH;" y K*
compartan un mismo sistema de absorcién (Roubelakis-Angelakis y Kliwer, 1992).
Desde 1953 Heller, identificé algunos mecanismos fisioldégicos en la planta que pueden
explicar parcialmente los eventos que ocurren a nivel explante, el NH;* promueve la
penetracion de aniones a expensas de los cationes, mientras que el NO3 permite el
proceso inverso. Salisbury y Ross (1992) mencionan que la absorcion de cationes, es
favorecida por el gradientes de potencial eléctrico de la membrana plasmatica (el
electropotencial es negativo en el citosol). También sefialan que la absorcion de
K* NH4", Mg®* y Ca*, se da con la ayuda de un portador o de un canal, y sélo la
participacion de una proteina de transporte puede explicar lo que se conoce acerca de
la absorcién de cationes. Para K* yNH,4", la proporciéon de concentraciones medidas

dentro y fuera de la célula indican los gradientes aproximados de concentracion a
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través de la membrana plasmatica, ya que estos dos cationes monovalentes no estan
unidos con fuerza a algun anion.

El medio MS es rico en iones amonio, estos son mas rapidamente asimilados que otras
fuentes de nitrogeno, como el nitrato; en un medio con una concentracion mas baja de
agar, esta absorcibn puede ser mayor, especulando que el incremento de la
concentracion de agar sirve para mejorar la absorcion de nitrato a expensas de la

concentracién de amonio.

El efecto de la fuente de nitrégeno en el medio de cultivo sobre la induccion vy
proliferacién de los embriones somaticos ha sido reportado en varios sistemas de
cultivo in vitro (Fuentes-Cerda, 2001).

La asimilacion del nitrégeno por las plantas requiere poder reductor, ATP y esqueletos
carbonados. El poder reductor y el ATP pueden ser suministrados por las reacciones
luminicas de la fotosintesis, o por la glucdlisis y la respiracion. Los esqueletos
carbonados proporcionados por la oxidacién de carbohidratos que, en ultimo término,
son formados por reduccién fotosintética del carbono. La asimilacién del nitrégeno es,
por tanto, un proceso intimamente conectado al metabolismo del carbono ya que el
nitrato constituye una senal reguladora del metabolismo del nitrégeno y del
metabolismo del carbono. El nitrato induce los genes requeridos para la absorcion y
reduccion del nitrato, y la sintesis de esqueletos carbonados, como el 2-oxoglutarato,
exigidos para la formacion de aminoacidos. En cambio, el nitrato reprime los genes

involucrados en la biosintesis de carbohidratos (Azcén-Bieto y Talon, 2008).

En el caso de la asimilacion de nitrato en la planta, este consta de tres etapas: 1)

absorcidén, 2) reduccion del nitrato a amonio y 3) incorporacion del amonio a esqueletos
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carbonados para la sintesis de aminoacidos, proceso que recibe el nombre especifico

de asimilacion del amonio.

En el medio de cultivo, la absorcion de nitrato por el explante, disminuye a bajas
temperaturas, anaerobiosis, y en la presencia de inhibidores metabdlicos, lo que
demuestra que es un transporte activo, esto es, dependiente de la energia metabdlica.
La absorcibn muestra una tipica cinética de saturacion de Michaelis-Mendel, lo que
prueba que su transporte a través del plasmadema es facilitado por una permeasa o

proteina transportadora.

Muchas especies vegetales muestran mas de un sistema de transporte. Basicamente
se han descrito dos: uno de alta afinidad y otro de baja afinidad. El sistema de
transporte de alta afinidad (km para el nitrato entre 200 y 100 puM) se satura en
concentraciones externas de nitrato inferiores a 1 mM y es inductible por el propio
nitrato (Azcon-Bieto y Talon, 2008). Cuando en el medio existe amonio, éste también
puede ser absorbido, no obstante, al ser bastante toxico, la mayoria de las plantas evita
su acumulacién incorporandolo rapidamente en los aminodcidos. Las vacuolas

constituyen el principal sitio de almacenamiento del nitrato.

Tomando como base el andlisis de los cambios transitorios que experimenta el
potencial eléctrico del plasmalema al anadir nitrato a las células, y la dependencia de
dichos cambios del pH externo, se ha propuesto que el nitrato es transportado al interior
de la célula mediante un simporte con protones con una estequiometria de 2 H"/NOs'.
El gradiente del potencial electroquimico de protones a través del plasmalema,
necesario para sustentar el transporte de nitrato, es generado y mantenido por una H*-

ATPasa que bombea protones hacia el exterior con la energia de hidrdlisis del ATP.
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El nitrato induce la sintesis de su propia proteina transportadora. Ademas, el transporte
se encuentra regulado negativamente por la presencia de amonio o de otras formas
reducidas de nitrogeno, como la glutamina. Una elevada concentracion interna de

nitrato también ejerce un control negativo sobre su propia absorcion.

Se tienen documentadas investigaciones donde se han evaluados los requerimientos
de nitrogeno en el cultivo in vitro en frutales, sin embargo, con especies lefiosas
resulta ser mas compleja; debido a que, brotes de Malu ssp. (Zimmerman y Fordham,
1985; Welander, 1988), Castanea mollisima (Qiguanget al., 1985), Olea europea sativa
L. (Rugini, 1984), Pyrussp. (Singha et al., 1987), Prunu ssp. (Pérez-Tornero y Burgus,
2000) y Vitissp. (Biasiet al., 1998; Dzazioet al, 2002) no han respondido
satisfactoriamente al alto contenido de sales de los medios de cultivo comunmente
empleados. Entre los factores que determinan la respuesta, tanto en las diferencias en
el metabolismo vegetal, como en los niveles endbégenos de nutrimentos, se puede

senalar a la especie y el tipo de explante (Cunha y Fernandez-Ferreira, 1999).

En los tejidos no fotosintéticos, como los explantes del cultivo in vitro, el NADH
requerido por la nitrato reductosa (NR), es producida por el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos en la mitocondria, y exportado al citosol mediante la enzima malato-
oxalacetato. Por todo lo anterior, se plantea que es necesario evaluar los
requerimientos de nitrégeno asi como la relacién nitrato: amonio en el medio de cultivo

para la induccion de embriones somaticos de arandano variedad Biloxi.

El objetivo general del presente estudio consistidé en evaluar la respuesta del nitrégeno
y de la relacion nitrato: amonio en el medio de cultivo para la induccion de embriones

somaticos en el cultivo in vitro de arandano variedad Biloxi.
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MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de diferentes concentraciones de nitrogeno, 2,4-D y 2ip Para la
evaluacion de la induccion de callo. El material vegetal utilizado fueron explantes de
hojas de arandano cv Biloxi, fueron cortados y desinfectados con hipoclorito de sodio
comercial al 20 % v/v, durante 20 minutos (6 % de |. A.). Las condiciones de

desinfeccion indicadas fueron determinadas en experimentos preliminares.

El medio de cultivo fue el MS modificado en las concentraciones de nitrégeno (0, 15,
30, 60, 90 mg L") de 2,4-D (0.5, 1.0y 1.5 mg L) y 2ip (0.2, 0.5, 0.8 mg L™"). Con un
diseno de tratamientos factorial 4 X 3 X 3 que da un total de 36 tratamientos (Cuadro 1).
Las otras sales que conforman el medio MS no fueron modificadas (4 mg L™ de
Tiamina, 100 mg L "Myoinositol, 25 mg L' Cisteina, 10 g L' Azlcar.). Una vez colocado
el medio en los frascos en estos se colocaron cuatro segmentos de callo con seis
repeticiones de cada tratamiento, en un disefio experimental completamente al azar

donde la unidad experimental fue un frasco de cultivo con cuatro explantes.

Los frascos se colocaron en obscuridad y a 25 °C hasta la evaluacion del experimento.
A los 15 dias posterior a la siembra, se subcultivd en el medio antes mencionado, pero
sin la adicién de la auxina 2,4-D. A los 50 dias después se evalud: numero de explantes
con respuesta (RE), peso fresco (PC), diametro (DC), area de oxidacion en porcentaje

(OC), area de friabilidad en porciento (CF) y color del callo (CC).
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Cuadro 1.Tratamientos establecidos para medir el efecto de la concentracion de nitrégeno total
en la induccion de callo embriogénico en arandano cv. Biloxi.

2,4-D 2ip Nitrégeno
Tratamiento (mgL’) (mglL") (mM)

1 0.5 0.2 0

2 30
3 60
4 90
5 0.5 0

6 30
7 60
8 90
9 0.8 0

10 30
11 60
12 90
13 1.0 0.2 0

14 30
15 60
16 90
17 0.5 0

18 30
19 60
20 90
21 0.8 0

22 30
23 60
24 90
25 1.5 0.2 0

26 30
27 60
28 90
29 0.5 0

30 30
31 60
32 90
33 0.8 0

34 30
35 60
36 90

2,4-D= acido 2,4-diclorofenoxiacético, N>=Nitrégeno, n=360

El peso fresco se calcul6 utilizando una balanza analitica, donde se pes6 cada frasco
de cultivo con los cuatro explantes antes y después de ser subcultivados.

El diametro del callo se midi6 en base a los extremos mas largos del callo, esta
medicion se hizo en la campana de flujo laminar utilizando una cinta milimétrica

adherida a la mesa.
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El area de necrosis y callo friable, se calculo con base al porcentaje del area de la
superficie de la hoja donde se encontraba callo friable y callo necroético,
respectivamente, se delimitdé en cuadrantes imaginarios y se asignaron numeros del 1
al 5 que representaron el 0 a 100 % de area friable y necrotica (1=0 %, 2= 25 %, 3= 50
%, 4= 75 % y 5=100 %). Estas caracteristicas fueron evaluadas con la ayuda del
microscopio estereoscoépico (Carl Zeiss, modelo Stemi DV4).

El color de callo se evaluo con base en las Cartas de Colores de la Royal Horticultural
Society, se utilizé el bloque de Color Gris, y se asigné un numero a 28 tonalidades, se
los cuales, se formaron siete grupos de tonos, ordenados del mas oscuro al mas claro:
café oscuro (1=165C, 2=165B, 3=199A, 4=165A, 5=166A), naranja oscuro (6=167A,
7=164A), café claro (8=164C, 9=164B, 10=199C), naranja claro (11=163D, 12=163C),
verde claro (13=195A, 14=196C), amarillo claro (15=160C, 16=161C, 17=162C,
18=160B, 19=161B, 20=162B, 21=160A, 22=161A, 23=162A), crema (24=NN155,
25=155C, 26=155A, 27=159C, 28=196D).

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de la varianza mediante el
procedimiento PROC ANOVA vy se efectud la prueba de comparacién de medias de
Tukey (p= 0.05), se utilizé el programa de computo estadistico SAS versién 9.0 (SAS,

2004). La variable color del callo se analizé por medio de estadistica descriptiva.

Evaluacion de la relacion amonio: nitrato en combinacion con 2,4-D y 2ip, para la
induccidén de callo embriogénico. En el presente experimento se tomé como base el
medio MS, en el que se modificd sélo la fuente nitrogenada, sin modificar las dosis los

componente originales propuestos por Murashigue y Skoog en 1962. En el Cuadro 2 se
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indican las cantidades pesadas para obtener cada una de las relaciones amonio:
nitrato.

El medio MS aporta 60 mM de N», 40 como NO3 y 20 como NHy4 a partir de Nitrato de
Amonio y Nitrato de Potasio y, basados en dos concentraciones de nitrdgeno total (15 y
30 mM), se formularon diferentes relaciones amonio: nitrato (0:3, 1:2, 2:1 y 3:0),
ademas se adicioné al medio 1.0 mg L' 2,4-D y 0.5 mg L 2ip. Las sales que no
corresponian a fuentes de nitrdgenos se pesaron en las cantidades indicadas para el
medio MS al cual también se le agregé 4 mg L™ de Tiamina, 100 mg L'Myoinositol, 25
mg L™ Cisteina, 10 g L' Azlcar. El disefio de tratamientos fue factorial 4 x 2 en disefio
completamente al azar con diez repeticiones, donde la unidad experimental fue un

frasco de cultivo con cuatro explantes.

Cuadro 2. Formulaciéon de medios de cultivo MS (Murashigue y Skoog, 1962) con diferentes
relaciones amonio: nitrato utilizados para evaluar la induccién de callo embriogénico
en arandano (Vaccinium corymbosum L.).

= 15 mM Nitrégeno | 30mM Nitrégeno
Macro- £ Relaciones amonio: nitrato
nutrientes 2 0.3 1.2 2.1 30 | 03 1.2 2.1 3.0

o mg L’ mg L’

Ca(NO3)2 4H0 236.08 472.16

(NH4)2S04 66.07 197.71 132.14 395.42

KH2PO4 170

MgSO, 7 Hy0 370

KNO3 1900 950 475 1900 950

NHsNO3 1650 412.5 412.5 825 825

CaCly H0 440
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del Nitr6geno en la induccidon de callo embriogénico. Los resultados del
analisis de varianza para induccion de callo embriogénico bajo el efecto nitrégeno y
fitorreguladores, se muestran en el Cuadro 3. Se observa que el Nitrégeno produjo un
efecto altamente significativo en las variables PC y DC. En lo referente al efecto del
2,4D, esta auxina indujo diferencias significativas en la variable DC, en contraste con el
resto de las variables evaluadas. Al analizar los resultados obtenidos de la interaccion
2,4-D*2iP*Nitrégeno, se observo un efecto diferencial altamente significativo en la
respuesta de DC. Resultados estadisticos significativos se observaron la variable RE en

la interacciones 2,4-D*2iP y 2,4-D*Nitrégeno.

En el Cuadro 4, se presentan los resultados del andlisis de la varianza en una via
practicado para las variables CF, OC y CC. Se observa que el efecto de nitrégeno
influyé de manera altamente significativa para estas tres variables. En lo referente a
2IP, esta citocinina indujo diferencias altamente significativas para las variables CF y
CC. En el mismo sentido, el efecto de 2,4-D indujo diferencias altamente significativas
para las variables CF y CC, y diferencias significativas en OC. En el caso de las
interacciones, se determinaron efectos diferenciales altamente significativos cuando se
evalu6 CF, OC y CC en la interacciones 2,4-D*Nitrogeno y 2,4-D*2iP*Nitrégeno. Al
analizar el efecto de la interaccion 2iP*Nitrogeno también se encontraron diferencias

altamente significativas en las variables CF y CC.
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Cuadro 3. Cuadrados medios para RE, PC y DC obtenidos del andlisis de la varianza para
evaluar el efecto de diferentes dosis de nitrdgeno y hormonas (2,4-D y 2iP), sobre
la induccion de callo proembriogénico de arandano (Vaccinium corymbosum L.).

RE PC DC

FV GL CM PrsF CM Pr>F CcM Pr>F
2,4-D 2 0.31 0.359™° 0.87 0.5423"° 0.69 <0.0001**
2iP 2 0.19 0.526™  1.61 0.3247" 0.01 0.6567"°
Nitrégeno 3  0.06 0.884"°  30.52 <0.0001** 21.83  <0.0001**
2,4-D*2iP 4 0.94 0.015* 0.60 0.7935"° 0.05 0.3117™
2,4-D*Nitrégeno 6 0.72 0.029* 1.72  0.3020"° 0.13 0.0063*
2iP*Nitr6geno 6 0.49 0.136™ 190 0.2419"° 0.04 0.3390"°
2,4-D*2iP*Nitrégeno 12 045 0.125™ 176 0.2591"° 0.10 0.0057**

NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01. RE= explantes con respuesta; PC= peso fresco de callo;
DC= diametro de callo.

Cuadro 4. Cuadrados medios para CF, OC y CC obtenidos del analisis de la varianza para
evaluar el efecto de diferentes dosis de nitrégeno y hormonas (2,4-D y 2iP) sobre
la induccidn de callo proembriogénico de arandano (Vaccinium corymbosum L.).

CF 0C ccC

FV GL CM Pr>F cM Pr>F CcM Pr>F
2,4-D 2 187 0.002** 158 0.0328* 1444.9  <0.0001*
2iP 2 7.83  <0.0001** 0.15 0.7080"° 24.69  0.0085**
Nitrégeno 3  84.63 <0.0001** 94.27 <0.0001* 602.04  <0.0001**
2,4-D*2iP 4 396  <0.0001** 193 0.0025** 30.96  <0.0001*
2,4-D*Nitrégeno 6 845  <0.0001* 1.81 0.0008** 1175.89  <0.0001**
2iP*Nitrégeno 6 444  <0.0001** 048 0.3914"° 22224  <0.0001*

2,4-D*2iP*Nitrogeno 12 2.15 <0.0001** 1.67 <0.0001** 161.23  <0.0001**

NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01. CF=porcentaje de area de friabilidad, OC= porcentaje de
oxidacién de callo, CC= color de callo.

Para porcentaje de area de friabilidad de oxidacion del callo y de color, la interaccion
fue altamente significativa al utilizar en el medio de cultivo las hormonas 2,4-D, 2iP y

nitrégeno como nutriente. En el nimero de explantes no hubo diferencias significativas.
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Por otra parte, la variabilidad de las caracteristicas evaluadas e interpretadas mediante
el coeficiente de variacidon (CV), mostr6 que los caracteres medidos presentan
diferentes niveles de dispersién al utilizar diferentes concentraciones de nitrdgeno total,
2,4-D y 2iP en el medio de cultivo MS. En relacién a los coeficientes de determinacién
(R?), los valores determinados fueron 0.193 para RE, que fue el mas bajo, PC (0.270),
DC (0.855), OC (0.730), CF (0.876), CC (0.922). El Coeficiente de Variacion para RE
fue de CV= 14.26, PC (CV=95.66), DC (CV=21.64), OC (CV=63.14), CF (CV=18.82),

CC (CV=14.74) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Estadisticos simples obtenidos del analisis de varianza en una via para evaluar la
induccién de callo proembriogénico con base en el efecto de 2,4-D, 2iP y nitrégeno
a partir de explantes de hoja, en el cultivo in vitro de arandano (Vaccinium
corymbosum L.) variedad Biloxi.

Variable R? Media Minimo Maximo S Ccv
RE 0.193 3.870 3.00 4.00 0.5786 14.26
PC 0.270 1.249 0.34 3.90 1.318 95.66
DC 0.855 0.960 0.20 1.42 0.514 21.64
oC 0.730 1.071 0.00 3.30 1.227 63.14
CF 0.876 2.417 1.00 4.00 1.216 18.82

CC 0.922 15.28 2.00 28.00 7.629 14.74

En la Figura 1, se observa la variabilidad de los callos obtenidos en la induccién
proembriogénica en explantes de hoja de arandano. En la figura 1A se observa un callo
de color blanco proembriogénico, en la figura 2B se observa un callo compacto
translicido y de color rojizo y el la figura 1C se observa un callo compacto color

amarillo.
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Figura 1. Fotografias que muestran la variabilidad de los callos inducidos en explantes de hoja
de arandano por la accién de nitrégeno, 2,4-D y 2iP a las tres semanas (1A), seis
semanas (1B) y ocho semanas (1C).

La formacion de callo empezd a desarrollarse a las tres semanas de cultivado, se
observé que el crecimiento es en el contorno del explante de hoja de arandano (Figura
1A), el callo es compacto durante las siguientes tres semanas (figura 1B) hasta que se
empieza a ver diferenciacion en las estructuras de este callo compacto aun callo friable,

blanco (Figura 1C), este callo permanecio asi hasta el dia de la evaluacion (50 dias).

Al hacer la comparacion de medias (Tukey p < 0.05) para la variable respuesta del
explante (RE) los resultados son significativos para la interaccion 2,4-D y 2ip, y para
2,4-D al combinar con nitrégeno. En la Figura 2 se observa que la aplicacién de 0.5 mg
L1 de 2iP disminuye el nimero de explantes con respuesta en un 5 % (para 0.5 mg L
"Y'y 7.5% (para 1.5 mg L™).

En la aplicacién de 1 mg L ™' de 2,4-D todos los explantes respondieron a la formacién
del callo. La presencia de estos aditivos al medio incrementa la incrementan la
eficiencia del cultivo en la embriogénesis somatica, lo cual se manifiesta en mayores
tasas de multiplicacion de embriones y retencion del potencial embriogénico de los

tejidos (Sotiropoulos et al., 2005).
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Los resultados obtenidos por la incorporacion de 2,4-D y 2iP estan relacionados con el
manejo de oscuridad que se dio a los explantes para prevenir oscurecimiento y
favorecer la formacion de brotes, como lo recomienda Ziv y Halevy en 1983, de hecho
la degradacion de 2,4-D es mas lenta cuando los explantes se incuban en la oscuridad
en comparacion cuando se incuban en la luz (Arzate et al., 1998), lo que permite un
mayor efecto de esta auxina.

La embriogénesis somatica se favorece generalmente mediante incubacion en la
oscuridad continua (Ammirato, 1987); en Daucuscarota L. (Ammirato y Steward, 1971) y
Manihot sculenta Crantz (Szabadoset al, 1993) se emplea la oscuridad para el
desarrollo y maduracién normal de los embriones somaticos. Actualmente, se ha
conseguido inducir con éxito la embriogénesis somatica en un niumero cada vez mayor
de especies y explantes de inicio (Castellanos et al, 2011). La obtencién del callo
embriogénico proporciona el material de inicio para el desarrollo de suspensiones de
células embriogénicas, de las cuales es posible producir embriones y regenerar plantas
(Rincén et al.,2009).

El uso de 2-4-D es reportado desde 1988 por Vries et al., quien al incorporarlo al medio
de cultivo pudo obtener embriones de zanahoria (Daucus carota L.) después de 50 dia
de iniciado el cultivo.

En relacién a las concentraciones de nitrégeno 30mM y de 0.5a 1.0 mg L™ de 1 2,4-D

favorecen el numero de explantes (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la Interaccion de 2,4-D con nitrégeno en la respuesta del explante de hoja
de arandano para formar callo; la evaluacién se hizo a los 90 dias.

La comparaciéon de medias (Tukey p < 0.05) para la variable peso del callo (PC) fue
altamente significativa (<0.0001), por la adicion de nitrogeno. El mayor peso (1.4 g) se
logré con la adicién de 90 mM de nitrégeno al medio de cultivo, lo que representa 30
mM mas de Nitrdgeno (59 %) en el medio MS, Sin embargo, no existen diferencias
estadisticas significativas entre las diferentes concentraciones de este ion, a pesar que
se observa una relacidn directa entre la concentracion de nitrégeno y el peso del callo

(Figura 3).

En la induccién de proembriones somaticos en ave del paraiso se obtuvieron callos con
un peso promedio de 74.5 mg y una longitud de 1cm, inferior a lo que se obtuvo en

este estudio (Arzate et al., 2008).
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Figura 3. Efecto del nitrégeno el peso del callo en el explante de hoja de arandano.

Como el medio MS provee los seis nutrimentos principales (N, P, K, Ca, Mg y S), la
reduccion en su concentracidn puede afectar el desarrollo morfogénico (Marschener,

1995).

El resultado obtenido indica una respuesta directa a la fuente de nitrégeno, pero
también estudios realizados en embriogénesis somatica demuestran que en las etapas
tempranas de desarrollo las células embrionarias carecen de nitrato reductasa haciendo
muy dificil la reduccion de nitratos a nitritos, por lo cual se ha venido utilizando fuentes
de nitrégeno organico como los aminoacidos que son de mas facil absorcion. La
utilizacién de la Glutamina (1 mM), acido glutamico (10 mM), alanina (1 mM) o la urea
(3 mM) son compuestos que podrian sustituir en parte al amonio en el medio de
induccion de embriones por su dificil reduccién y la fuente de nitrégeno organico seria
un mecanismo de emergencia para la toma de de nitrégeno si la reduccion del nitrato

de amonio es deficiente (Karkénen, 2001).



La comparacién de medias (Tukey p < 0.05) para la variable diametro del callo (DC)
mostré diferencias estadisticas significativas en la interaccion de 2,4-D, 2iP y Nitrégeno.
El mayor diametro (1.42 cm) se obtuvo al agregar 1.0 mg L™ 2,4-D, 0.5mg L™ y 30 mM
de Nitrogeno total al medio de cultivo, el menor didmetro del callo se obtuvo al no

agregar Nitrégeno (0 mM), aun adicionando cualquier concentracion de 2,4-D y 2iP

(Figura 4).
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Figura 4. Efecto del nitrégeno en el didmetro del callo en los explantes de hoja de arandano

Al hacer la comparacion de medias (Tukey p < 0.05) para la variable area de oxidacion
del callo en porciento (OC), los resultados indicaron la formacion de diez grupos. La
mayor area de oxidacion (76 %) se obtuvo al agregar 0.5 mg L™ de 2,4-D, 0.2 mg L™ de
2IP y 0 mM de Nitrégeno y la menor area de oxidacién se obtuvo al agregar 30 mM de

Nitrégeno, aun al agregar las diferentes concentraciones de 2,4-D y 2iP (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del 2,4-D, 2iP y nitrégeno en el rea (%) de oxidacién del callo en explantes de
hoja de arandano.

En investigaciones sobre café, los embriones somaticos originados a partir de callos
necroticos se formaron de manera sincronizada inicialmente (hasta el estado
acorazonado), luego se perdié la sincronizacibn a medida que el cultivo se
desarrollaba;estos callos necréticos presentaron un aspecto compacto, estaban
distribuidos de manera discontinua en toda la masa de callo (2-7 embriones por callo

necrético) (Menéndez, 1997).

Al hacer la comparacion de medias (Tukey p < 0.05) para la variable area (%) de callo
friable, se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. El
mayor variable area (%) de callo friable, se formé al utilizar 0.5 mg L' 2,4-D, 0.2 mg L™
de 2IP y 60 mM de Nitrégeno total en el medio de cultivo, el menor area se formé al
agregar nitrogeno al medio de cultivo (0 mM) aunque se haya agregado diferentes
concentraciones de fitohormonas (Figura 6). Las sales inorganicas del medio MS

diluidas al 50 % con la incorporacién de una citocinina /2 mg L.1 de Kinetina) promovio
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la formacion de callo en eucalipto (Martinez, 2004), esto también coincide con los
reportado por Inoue et al, (1999) quienes mencionan que la utilizacion de niveles
elevados de citocininas o de auxinas promueven el establecimiento de callos en

muchos de los explantes cultivados in vitro.
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Figura 6. Efecto del 2,4-D, 2iP y nitrégeno en el area (%) de callo friable a partir de explantes
de hoja de arandano.

En los ultimos anos se han reconocido algunos marcadores moleculares que indican la
transicién de células somaticas a células embriogénicas; ademas de alrededor de 21
genes especificos o relacionados con la embriogénesis han sido clonados a partir de
embriones somaticos (Zimmerman, 1993). En 1987, Choiet al., describieron el
aislamiento de genes los cuales se expresaban durante la embriogénesis somatica, asi
como el conocimiento de su funcién mediante técnicas de biologia molecular. Estos
genes son los denominados LEA (Late Embryogenesis Abundant), los que se regulan
por la via metabdlica del acido abscisico y se expresan durante la embriogénesis tardia,
asi como el caso de dc3 y EMB-1 (Wurtele et al., 1993) y dc8 (Hatzapoulos et al.,
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1990). También se ha aislado el gen ep1, exclusivo de células no embriogénicas (Van
Engelen et al,, 1991).En cultivos celulares de Medicago sativa L. se encontraron dos
proteinas analogas a la ep-1 que disminuyen considerablemente su concentracién al
eliminar el 2,4-D el medio de cultivo (Poulsenet al., 1996).

Al hacer la evaluacidén de la variable color del callo se observd que al no agregar
nitrégeno al medio de cultivo, los explantes tenian una coloracién café oscura, pero solo
a 0.5y 1mgL" de 24-D, ya que al aumentar la concentracién de esta auxina a 1.5 mg
L™ la coloracién era color crema. La mayoria de los experimentos tenian una tonalidad
de amarillo, exceptuando cuando se adicionaba al medio de cultivo 1.5 mg L' de 2,4-D
y 80 mm de Nitrégeno total, a cualquiera de las concentraciones de 2iP (0, 0.2 y 0.5 mg

L™"). Estas tonalidades de color se muestran en la Figura 7.

Figura 7. Coloracién de los callos por efecto del nitrégeno total en la induccién de callo pro
embriogénico de ardnadano variedad Biloxi.

Los experimentos para evaluar el efecto del nitrbgeno para la induccion de callo
embriogénico muestran que se obtuvo una mayor respuesta cuando se adiciona al

medio de cultivo15 mM) y 30 mM de Nitrégeno.

Efecto de la relacion amonio: nitrato en la induccion de callo embriogénico. Los
resultados del analisis de varianza para induccién de callo embriogénico bajo el efecto
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del nitrégeno y de la relacion amonio: nitrato en el medio de cultivo MS, se muestran en
el Cuadro 7. Se observa que el nitrégeno produjo un efecto altamente significativo en
las variables PC y DC. En lo referente a la relacién amonio: nitrato, esta también indujo
diferencias altamente significativas en la variables PC y DC, en contraste con la variable
RE. Al analizar los resultados obtenidos de la interaccién Nitrégeno*Amonio: Nitrato, se

observo un efecto diferencial altamente significativo en la respuesta de PC y DC.

En el Cuadro 8, se presentan los resultados del andlisis de la varianza en una via
practicado para las variables OC y CC. Se observa que el efecto de nitrégeno influy6 de
manera altamente significativa para la variable OC. En lo referente a la relacion amonio:
nitrato, indujo diferencias altamente significativas para estas dos variales. En el mismo
sentido, la interaccién Nitrdgeno*Amonio: Nitrato, determin6é efectos diferenciales

altamente significativos cuando se evalu6 OC y CC.

En relacién a los coeficientes de determinacion (R?), los valores calculados fueron para
CC (0.294) que fue el valor mas bajo, RE (0.088), PC (0.880), DC (0.631), OC (0.948).
El Coeficiente de Variaciéon para RE fue de CV= 2.803, PC (CV= 27.45), DC (CV=

35.42),0C (CV= 42.59), CC (CV=20.91) (Cuadro 9).

Cuadro 7. Cuadrados medios para RE, PC y DC obtenidos del analisis de la varianza para
evaluar el efecto la relacibn amonio: nitrato en la induccién de callo
proembriogénico.

RE PC DC
FV GL CM Pr>F CM Pr>F CM Pr>F
Nt 1 0.012 0.3207™" 0.223 <0.0001** 0.722 0.0035**
A:N 3  0.012 0.3979 1.650 <0.0001** 2.690 <0.0001**
Nt* A: N 3 0.012 0.3979"° 0.898 <0.0001** 0.341 0.0076**
NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01 Nt= nitr6geno total, A=amonio, N=nitrato
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Cuadro 8. Cuadrados medios para OC y CC obtenidos del andlisis de la varianza para evaluar
el efecto la relacién amonio: nitrato en la induccién de callo proembriogénico.

oC CC
FV GL CM Pr>F CM Pr>F
Nt 1 5,512  <0.0001** 1512 0.7398™
A:N 3 1.845 <0.0001** 56.812 0.0088™*
Nt* A: N 3 1.845 <0.0001** 78.945 0.0013**
NS: no significativa; (*) P<0.05, (**) P<0.01 Nt= nitr6geno total, A=amonio, N=nitrato

Cuadro 9. Estadisticos simples obtenidos del analisis de varianza en una via para determinar la
induccién de callo proembriogénico con base en el efecto de 2,4-D, 2ip y la relacion
amonio: nitrato, a partir de explantes de hoja, en el cultivo in vitro de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) variedad Biloxi.

Variable R? Media Minimo Maximo S CV
RE 0.088 3.987 3.90 4.00 0.111 2.803
PC 0.880 0.368 0.18 0.95 0.279 27.45
DC 0.631 0.795 0.62 1.32 0.443 35.42
oC 0.948 0.262 0.00 1.10 0.470 42.59
CC 0.294 17.63 14.20 21.80 7.729  20.91

En la Figura 8 se muestra la variabilidad del callo inducido por la accion de hormonas,

Nitrogeno total y la relacién del amonio: nitrato en el medio de cultivo.

La caracterizacién de las estructuras embriogénicas y no embriogénicas es util y
necesaria para el establecimiento de diferencias bioquimicas, moleculares e
histol6gicas entre ellas. Este paso es imprescindible para obtener un cultivo de células
homogéneo, que permita futuras manipulaciones en las suspensiones celulares

(Noualle y Periart, 1988; Gananapragasam y Vasil, 1992).
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Figura 8. Fotografias de la variabilidad del crecimiento y desarrollo del callo en explantes de
hoja de arandano a los 50 dias a las diferentes relaciones amonio: nitrato 0: 3 (A'y E),
1:2(ByF),2:1 (Cy @), 3:0 (Dy H). La concentracidn de nitrogeno total es de 15 mM
las fotografias en la parte superior y 30 mM en las de la parte inferior.

Al hacer la comparacién de medias (Tukey p < 0.05) para evaluar la respuesta del
explante para la formacion de callo de hoja de ardndano, no se encontraron diferencias
significativas, debido a que los cuatro explantes que formaron la unidad experimental
en las diez repeticiones presentaron formacion de callo, lo que se corroboré
estadisticamente con la media obtenida (3.987), que se muestra en los estadisticos

simples (Cuadro 7).

Smith y Krikorian (1990), al trabajar la diferenciacion de células de zanahoria, pero en
un medio de cultivo semisolido libre de reguladores del crecimiento, obtuvieron que con
un pH cercano a 4.0 se mantuvo la proliferacién y multiplicacién de proembriones y sélo
cuando el pH fue ajustado a un valor de 5.80, se observaron las restantes etapas de la

embriogénesis somatica para este cultivo. También con el cultivo de la zanahoria (Jay
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et al.,1994), se observé que a pH 4.30 los embriones somaticos no se desarrollaron
mas alld de la etapa de corazén, mientras que, a valores de 5.80 los embriones
somaticos maduraron y dieron lugar a plantas mas desarrolladas con grandes raices y
cotiledones verdes individualizados.

Es muy discutido el por qué de esa tipica variacién del pH. También Chen y Kao (1997)
y Hvoslef-Eide (2000) plantearon que la acidificacion del medio de cultivo en los
biorreactores fue debido a la asimilacion de amonio al comienzo del cultivo y un
posterior incremento del pH por la activacién de la enzima nitrato reductasa la cual
produce la reduccién del anién nitrato. Mientras que Preil et al. (1996), observaron que
cuando el pH disminuyé6 en suspensiones celulares de Cyclamenpersicum, la
concentracion de iones amonio y nitratos se mantenia alta (78 y 79%) y disminuian
paralelamente. Segun Sakano et al. (1997), la disminucién del pH podria ser debido a la
asimilacion de iones potasio y la induccién de las enzimas malato sintetasa y citrato
sintasa, lo cual provoca cambios en el pH citoplasmatico lo cual conduce a la activacién
de la bomba de protones y la liberacidn de protones hacia el medio de cultivo e
incorporacion de iones potasio al interior celular.

La comparacion de medias (Tukey p < 0.05) en la variable peso del callo mostro tres
grupos. El mayor peso del callo (0.95) se obtuvo con la concentracién total de nitrogeno
30 mM en la relacién amonio: nitrato (1:2), el segundo peso (0.64), se obtuvo con la
misma relacidbn amonio: nitrato, pero a una concentracién total de nitrdgeno de 15mM.
Las otras relaciones amonio: nitrato (0:3, 2:1 y 3:0), no tienen diferencia significativa
entre cada una de ellas (Figura 9). A partir de resultados de produccién de callo con
medios de cultivo modificando, la organizacion celular del callo, corrobora que hay una

marcada influencia que ejercen factores tales como la composicion quimica del medio
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de cultivo y las caracteristicas genéticas del material vegetal a evaluar en respuesta

morfogenética del material cultivado in vitro (Gonzéalez et al., 2001).
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Figura 9. Efecto del nitrogeno y de la relacion amonio: nitrato en el peso del callo al utilizar
explantes de hoja de arandano para la induccién de callo proembriogénico

En experimentos similares sobre la induccion embriones somaticos pero de Eucalipto,
se obtuvo un peso de 2.5 g cuando se utiliz6 TDZ como citocinina en combinacién con
1 mg L de 2,4-D, similar a lo que se obtuvo en esta investigacion, sin embargo, ellos
no encontraron diferencias significativas en la interaccién de los dos hormonas,
ademas de que no encontraron diferencias significativas en la concentracién del medio
MS utilizada (Martinez, 2004).

Se han hallado diferencias al comparar células embriogénicas y no embriogénicas en
cultivos celulares de zanahoria (Wurtele et al., 1988). El contenido de almidén ha sido
mayor en las células embriogénicas, lo que sugiere la posibilidad de que sea degradado
mas rapidamente en las células no embriogénicas. En la etapa globular y corazén hay

un aumento en la sintesis de lipidos, ocurriendo también cambios en el contenido de
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acidos grasos en las etapas tempranas del desarrollo del embridon somatico (Thompson

y Thorpe, 1989).

En la valuacién del diametro del callo, los resultados indicaron que el mayor diametro
del callo (1.3 cm) se obtuvo con la relacién 1:2 amonio: nitrato a una concentracion de
nitrégeno total de 30 mM. EI mismo didmetro del callo (1.3 cm) se obtuvo a la misma
relacion nitrato amonio (1:2), pero a la mitad de la concentracién evaluada (15 mM). En
los otros tratamientos no se observa diferencias significativas (0:3, 2:1 y 3:0) (Figura

10).
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Figura 10. Efecto del nitrégeno y de la relacién amonio: nitrato en el didmetro del callo al utilizar
explantes de hoja de arandano para la induccién de callo proembriogénico.

En otras investigaciones para incrementar la iniciacion o induccién de embriones en P.
maximartinezii y P. sylvestris, se probaron relaciones extremas de NHs y NOzy se
evaluaron diferentes medios (NH4: NOs) (80:20, 40:60 y 10:60), ademas del intercambio
de embriones inmaduros entre los medios, se concluyd que el NOs promueve un alto

nivel de iniciacion y hasta induccién de embriones somaticos. Permite hasta un 100%

100



de sobrevivencia, y es el activador o promotor de desarrollo de embriones capaces de

convertirse en plantulas, aun en genotipos recalcitrantes (Ramirez, 2003),

En la evaluacion de la variable area de callo friable, al hacer la evaluacion visual de la
formacién del callo en los explantes de hoja de ardndano no se observé la formacién de

callo friable, sélo la presencia de callo compacto en el contorno del explante.

Al hacer la comparacién de medias (Tukey p < 0.05) para la variable area (%) de
oxidacién del callo. Se observé que el callo que crece con la adicién de 15 mM de
nitrégeno total en el medio de cultivo MS, hay mas area de oxidaciéon (en comparacién

con el medio al que se le adicioné el doble de nitrégeno total (30 mM) (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la relacién amonio: nitrato en el porcentaje de oxidacién del callo al utilizar
explantes de hoja de arandano para la induccién de callo proembriogénico.

Al hacer la comparacién de medias (Tukey p < 0.05) para la variable color del callo se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, se formaron
tres grupos de las tonalidades del color, sin embargo pertenecen a dos grupos de

colores, el verde claro y el amarillo, ya que al adicionar 30 mM de nitrdgeno total al
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medio de cultivo con una relacibn amonio: nitrato 2:1, el color que predominé fue el
verde claro, y una concentracion de 15 mM de nitrégeno con una relacion de amonio:
nitrato 1:2, el color que predomind fue el una tonalidad del amarillo (161C), en los
demas tratamientos, hubo una variacion de tono del amarillo. Los resultados se

muestran en la Figura 12.

Los callos inducidos a partir de raquis y hojas de estacas se mostraron compactos, con
coloraciéon de blanquecina a verde y ausencia de oxidaciones en cedro (Rodriguez

2011).

Figura 12. Coloracion de los callos por efecto de la relacién amonio: nitrato en la induccién de
callo pro embriogénico de ardndano variedad Biloxi.

La evaluacion de las variables peso, diametro y oxidacidén del callo, concuerdan en que
el mejor tratamiento es en el que se le adiciona al medio de cultivo MS 30 mm de
nitrégeno total, sin hacer modificaciones en la relacion amonio: nitrato (1:2) propuesta

por Murashigue and Skoog en 1962.

CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones experimentales bajo las cuales se realizé el presente

trabajo de investigacion, se concluye lo siguiente:
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La respuesta del nitrdgeno en el medio de cultivo para la induccion de callo
proembriogénico en el cultivo in vitro de arandano a partir de explante de hoja se logré
con la adicion de 1 mg L-1 de 2,4-D y 0.5 mg L-1 de 2iP con un balance de 30 mM de
nitrégeno total.

La relacion amonio nitrato influyd para la induccion de callo proembriogénico en el
cultivo in vitro de arandano a partir de explante de hoja, este se logré con la adicion de
1mgL"de24-Dy0.5mgL" de 2iP con un balance, con una relacién amonio: nitrato

(1:2).
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DISCUSION GENERAL
En el presente trabajo de investigacion se identificaron tres hongos fitopatdégenos
limitando el cultivo in vitro de arandano variedad Biloxi Alternaria sp., Pestaloptiosis sp.
y Epicoccum sp. En estudios hechos con este cultivo, en otros paises como Argentina,
se ha observado que Alternaria tenuisima es el microorganismo de mayor incidencia y
prevalencia en todas las localidades y épocas del afo (Wright, 2004). En Georgia, otros
estudios fitopatoldgicos sobre hongos causantes de enfermedades foliares en
diferentes variedades de arandano, se concluye que el hongo Pestalotiopsis sp., causa
la tercera enfermedad foliar mas comun en esta zona (25 % de prevalencia) que
provoca defoliacién (Scherm et al., 2007). En el caso de Epicoccum, se ha encontrado
en brotes de arbustos de arandano alto (Vaccinium corymbosum L.) en Lublin Polonia,
donde encontraron que Epiccocum purpurascens myrtilli tuvo una frecuencia de
ocurrencia en los tres afos que durd este estudio (2001-2003). Este hongo fue
controlado por la sustancia activa quitosano, que es un polimero que se encuentra en
estado natural en exoesqueletos de crustaceos (Bautista—Banos et al.,2003; Pieta et al.,
2004; Wojdyla et al., 1997), en el caso del control de Alternaria alternata en los cultivos
de uvas de mesa y vides viniferas (Syngenta, 2007), se ha utilizado ciprodinil y
fludioxonil, para Pestalotiopsis sp., se han utilizado otros fungicidas como mancozeb
80%, mancozeb combinado con cymoxynily difenoconazole® (Younis, M.,2004); en el
presente trabajo la utilizacion de la mezcla de ciprodinil y fludioxonil para el control
quimico in vitro de los tres hongos identificados en hojas con tallo de arandano variedad

Biloxi fue exitosa.

* 3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)- 1,3-dioxolan-2-il] fenil-4-clorofenil éter
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El cultivo in vitro aséptico de arandano se logré con el control de los hongos
fitopatdgenos mediante la fumigacion de las plantas con ciprodinil y fludioxonil cada
quince dias aproximadamente, esto redujo la contaminacion de un 100 % a un 5 %.

En general la embriogénesis somatica se presenta cuando los callos se hacen
embriogénicos y forman un embridn que se transforma en una raiz y un sistema aéreo;
para este proceso es necesario agregar citocininas y auxinas al medio de cultivo para
que se presente la embriogénesis (Salisbury y Ross, 2000). En este trabajo
experimental, la induccién de callo embriogénico en arandano variedad Biloxi estuvo
influenciada por el tipo de explantes, temperatura, tipo y nivel de citocininas (2IP,
Kinetina y BA) y 2,4-D. Se ha observado que entre los factores que determinan la
respuesta del cultivo in vitro, tanto en las diferencias en el metabolismo vegetal, como
en los niveles enddgenos de nutrimento, se encuentran la especie y el tipo de explantes
utilizado (Gomes y Fernandez-Ferreina, 1996). En especies lefiosas, se ha observado
que el uso de tejidos juveniles tiene mayor éxito en las diversas técnicas de cultivo de
tejidos. Ademas de la edad del tejido, también influye el genotipo, el tipo de tejido y la
estacion o época del afno de obtencidon de los explantes (Ahuja, 1992). En esta
investigacién, los explantes a partir de yema manifestaron una mejor respuesta para la
variable PC, menor area (%) de necrosis del callo, en los explantes a partir de hoja, la
respuesta fue mejor en DC y area (%) de callo friable, esto se debe posiblemente a que
en los explantes de tallos con una yema, se encuentran células indiferenciadas que por
la accién de las citocininas se diferencian (De Klerk, 1997), por lo que la formacién de
callo en explantes a partir de yemas es mas inducible que en explantes de hoja; sin

embargo, la induccion de callo friable, se evidencio en el callo con explantes de hoja.
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En relacion al efecto de los fitorreguladores, el 2,4-D se ha utilizado para favorecer
diferentes procesos morfogenéticos, entre los que se encuentran, formacion de callos
(Robert et al., 1987); establecimiento de apices (Gonzélez et al., 1996-1997);
multiplicacion axilar y enraizamiento (Robert et al., 1992; Pena et al, 1996) y
endurecimiento (Eastmond et al., 2000). En este trabajo, las variables DC, OC y CF
mostraron una respuesta diferente, estadisticamente significativa, a la aplicacion de 2,4-
D, por lo que constituye un fuerte inductor de desdiferenciacién celular (Krikorian et al.,
1990). De la misma manera, se ha indicado que la adicion de las citocininas en el medio
de cultivo juega un papel importante en la germinacién de los embriones, pues éstas
contrarrestan el efecto provocado por las auxinas durante la induccion y proliferacion
celular (Gomez ,1994). La citocinina sintética BA, es tal vez mas usada que la kinetina y
la zeatina. La 2iP también es ampliamente utilizada en cultivo de tejidos. Tanto auxinas
como citocininas regulan la division celular, afectando la replicacion de ADN vy
controlando los eventos principales de la mitosis, respectivamente (Gaspar et al., 1996).
La generacién de una planta nueva a partir de callo es variable, con frecuencia, en
relaciones de citocinina/auxina relativamente altas, se desarrolla sélo al principio el
sistema aéreo y después se forman raices adventicias espontdneamente de los tallos,
mientras todavia estan en el callo. La embriogénesis se presenta cuando los callos se
hacen embriogénicos y forman un embrién que se transforma en una raiz y un sistema
aéreo. En este trabajo, se observd que la utilizaciéon de Kinetina produjo mayor PC y
CF, en comparacion con 2IP y BA en la induccion de callo proembriogénico en
arandano variedad Biloxi a partir de explantes de hoja en el medio WPMM. Tal es el
caso de Hamama et al. (2003), quienes estudiaron la regeneracion de plantas de jojoba

via embriogénesis somatica y encontraron un bajo porcentaje de germinacion de
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embriones utilizando una combinacién de 2,4-D (4,52 uM) y BAP (4,43 uM). Reportes
de diferentes investigaciones resaltan la importancia de emplear relaciones
auxina/citocinina para lograr procesos morfogénicos (Vasic et al., 2001). Por lo general,
se requiere la combinacion de dos o mas reguladores de crecimiento de diferentes
clases, aplicados simultanea o secuencialmente, para obtener regeneracion. En este
mismo sentido, en trabajos (Gaspar et al., 1996) hechos en zanahoria y tabaco,
algunas de las citocininas mostraron alta actividad, pero sélo en presencia de una
auxina y obedecen a la totipotencia de la célula vegetal que se ve estimulada por la
adicion de reguladores, que actuan sobre el ciclo celular. En esta investigacién se
observa de manera similar que existen efectos diferenciales altamente significativo en la
respuesta de CF en la interacciones 2,4-D*Cit y 2,4-D*[Cit]*Cit, mientras que en la
interaccién [Cit]*Cit, solo se observaron diferencias significativas en CF.

En relacién a la variable temperatura, no es solamente importante porque pueda afectar
al crecimiento del cultivo sino también porque puede ser un factor que induzca otros
procesos fisioldgicos, ya que a bajas temperaturas las cadenas hidrofdbicas de los
acidos grasos en las membranas se encuentran en fase gel y a medida que la
temperatura aumenta, se producird la transicién hacia la fase liquida, esto es importante
pues la funcionalidad de las membranas biologicas requiere de cierta fluidez que
permita el movimiento transversal y lateral de los acidos grasos, proteinas
transportadoras, sustratos, productos de la enzimas asociadas a las membranas, y el
transporte de electrones. Por ello, es necesario que las membranas biolégicas se
encuentren a una temperatura superior a su temperatura de cambio de fase (Tc)*

(Azcon-Bieto y Taldn, 2001). Ademas, la temperatura baja tiene un efecto depresivo en

4 Temperatura a la que se produce la transicion de fase gel-liquido.
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los procesos fisioldgicos en general (Margaleff, 1977), afecta el contenido y estado de
los acidos nucleicos, agua, proteinas, lipidos, reguladores de crecimiento, asi como el
estado de los sistemas membranosos en las células (Berry y Bjorkam, 1980; Li, 1984).
En esta investigacion, se observd que la temperatura influyd de manera altamente
significativa en las variables PC, DC y OC. En cuanto a las interacciones solo se
determind la existencia de un efecto diferencial cuando se evalio el PC en la
interaccidon 2iP*t y 2,4D*2iP*t, esto se debe posiblemente a que sblo se utilizaron dos
tratamientos extremos de temperatura, por lo que es necesario hacer evaluaciones que
incluya un mayor numero de temperaturas que permita observar el su efecto en la
induccién de callo embriogénico en arandano. Adicionalmente, la induccién de callo
embriogénico también estuvo influenciado por el efecto de nitrégeno total y de la
relaciobn amonio: nitrato en el medio de cultivo MS. Al respecto, Castellanos et al.,
(2011), indicaron la induccidn exitosa de la embriogénesis somatica en un numero cada
vez mayor de especies y explantes.

Por otra parte, las formas idnicas de nitrbgeno afectan la absorcion de otros
nutrimentos, pues al incorporarse en ambas formas se altera el balance catidén-anién,
como los cambios en la acumulacién de aniones organicos, asi como los cambios de
pH del medio y el citosol (Marschner, 2002). Preece y Sutter (1991), sefialan que las
formas iénicas del nitrdgeno en el cultivo in vitro, pueden afectar la desdiferenciacion,
diferenciacion, crecimiento y desarrollo de los explantes u érganos en formacién. En el
cultivo in vitro, el nitrato y amonio son importantes para la diferenciacién de la planta
(Halperin y Wetherell, 1965; Reinert et al., 1967) y la promocién y desarrollo
embrionario (Joy et al., 1996). El contenido de nitrégeno total, la relacion nitrato-amonio

(tanto organico como inorganico), asi como la fuente de nitrégeno, tienen efectos en la
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respuesta de la induccién de embriones somaticos en los explantes (Wetherell y
Dougall, 1976; Mordhorst y Lorz, 1993; Grimes y Hodges, 1990). En este trabajo, los
resultados obtenidos al analizar el efecto del nitrogeno, se observé que este produjo un
efecto altamente significativo en las variables PC, DC, CF, OC y CC cuando se utiliza la
mitad de las sales del medio MS, esto coincide con los reportado en eucalipto
(Martinez, 2004), pues promovieron la formacién de callo con sales inorganicas del

medio MS diluidas al 50 % con la incorporacién de una citocinina (2 mg L™ de Kinetina).

En lo referente a la relacion nitrato: amonio, esta también indujo diferencias altamente
significativas en la variables PC, DC, OC y CC. Al analizar los resultados obtenidos de
la interaccion Nitrégeno*Amonio: Nitrato, se observo un efecto diferencial altamente
significativo en la respuesta de PC, DC, OC y CC, lo que coincide con lo obtenido por
Fuentes-Cerda et al., (2001), donde la respuesta embriogénica de explantes foliares de
Coffea arabica L. mejor6 reduciendo el Nitrégeno total inicial, sin embargo, el
incremento la concentracion de NH4 que de NOgs y en este trabajo se observd que la
relacion amonio: nitrato en el establecida medio MS fue la mejor (1:2). En otras
investigaciones, en el género Pinus, el NO3; promueve un alto nivel de iniciacion y hasta
induccion de embriones somaticos y permite hasta un 100% de sobrevivencia, ademas
es el activador o promotor de desarrollo de embriones capaces de convertirse en

plantulas, aun en genotipos recalcitrantes (Ramirez et al., 2009).
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