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COMPENDIO
Estudio de algunos factores que influyen en la micropropagacién del nogal
(Carya illinoensis Koch.)
POR
JOSE ANTONIO RAMIREZ CORTES
DOCTOR EN CIENCIAS AGRICOLAS
AREA: HORTICULTURA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. MEXICO. NOVIEMBRE 2003
Ph.D. Marco Antonio Bustamante Garcia - Asesor -
Palabras claves: Cultivo de tejidos, propagacion in vitro, oxidacion, carbén
activado, acido benzoico.

Las areas de produccion del nogal han sido recientemente
incrementadas, debido a los multiples usos de la nuez en la industria
alimentaria. Uno de los problemas de los productores de nuez es la variabilidad
que se presenta en los huertos, debido a la influencia de los portainjertos que
se utilizan, los cuales son propagados por semilla y lo cual causa decremento
en la produccion y calidad. Una alternativa para la solucion de este problema
es la micropropagacion de portainjertos que permita la producciéon de arboles
con caracteristicas homogéneas, sin embargo esta tecnologia atin no es factible
utilizarla en la producciéon comercial de portainjertos de nogal, como es comun

en otros frutales. Este trabajo de investigacion fue enfocado al estudio de



algunos factores que afectan la micropropagacion de esta planta en estado
juvenil y adulto. Tres medios de cultivo fueron usados en este estudio, el WPM
(Woody plant medium), MS (Murashige y Skoog) y DKW (Driver y Kuniyuky).
Los medios de cultivo fueron suplementados con benciladenina y acido
giberélico. Los explantes fueron desinfestados utilizando fungicida Benonil® e

Hipoclorito de sodio al 1 por ciento.

Los resultados mostraron que el WPM fue el medio de cultivo mas
eficiente, sin embargo fue observada oxidacion en el explante, por lo que se
probaron varias combinaciones de soluciones controladoras de la oxidacion y
estimulantes de brotacion en el medio WPM. Pruebas complementarias de
enraizamiento y deficiencias nutrimentales fueron estudiadas, usando diferentes
dosis de acido indolbutirico e incrementando las concentraciones de caicio y

fosforo a 200 y 300 por ciento respectivamente.

El mejor tratamiento para produccién de brote fue la combinacién de
carbon activado y &cido benzoico, determinando que las yemas axilares
resultaron el mejor tipo de explante utilizado. Fue observado que el uso de
tapas perforadas en frascos no mostrd efectos positivos en el desarrollo de
brote. Los resultados de las pruebas de enraizamiento, no presentaron una
respuesta clara y solo las dosis la de 0.8 y 1.6 mg I'' mostraron desarrolio de
raiz. Los incrementos del 200 y 300 por ciento de caicio y fosforo

respectivamente no corrigieron las deficiencias nutrimentales en los brotes.



ABSTRACT
Study of some factors that influence pecan (Carya illinoensis Koch.)
micropropagation
BY
JOSE ANTONIO RAMIREZ CORTES
DOCTOR EN CIENCIAS AGRICOLAS
AREA: HORTICULTURAL
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. MEXICO. NOVEMBER 2003
Ph. D. Marco Antonio Bustamante Garcia - Advisor -
Key words: Tissue culture, in vitro propagation, oxidation, actived charcoal,

benzoic acid.

Pecan production has recently grown because of the multiple use of the
pecan nut in the alimentary industry. One of the problems the pecan growers
are facing, is the variability in the pecan urchards, due to the use of seedling
rootstocks which influence the characteristics of the graftea cultivars, which
causes a decrease in yield and nut quality. An alternative solution for this
problem is the micropropagation of roots stocks, allowing production of pecan
trees with homogeneous characteristics; however this technology has not been

used for commercial pecan production, as is more common with other fruit trees.
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This research work was focused on the study of some factors affecting the
micropropagation of this crop in juvenile and adult stages. Three culture
mediums were used in this study: WPM (Woody Plant Medium), MS ( Murashige
and Skoog) and DKW (Driver and Kuniyuky). The culture mediums were
supplemented with benciladenine and giberelic acid. Explants were disinfected
with fungicide Benonil® and sodium hipoclorite 1 %. The results showed that
WPM was the more efficient culture medium, however oxidation of explants was
observed, for this reazon several combinations of oxidation control solutions and
bud breaking estimulants were tested with WPM. Complementary rooting tests
and nutrition deficiencies were studied by using different doses of endolbutiric
acid and increasing calcium and phosphorous concentrations at 200 and 300

percent, respectively.

The best treatment for shoot production was the combination of activated
charcoal and benzoic acid, observing that axial bud was the best explant used.
It was observed that use of drilled lids in glass containers, did not show positive

effect on shoot development.

The results of rooting test did not present a clear response to the
treatments of indolbutiric acid, since only two experiments with 0.8 and 1.6 mg!™
showed root development. Increments up to 200 and 300 percent of calcium and

phosphorous respectively did not correct the shoot nutritional deficiencies .
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INTRODUCCION

El nogal, es en algunas regiones del pais y del mundo una importante
fuente de recursos econémicos, tanto por la riqueza energética de la nuez como
alimento, asi como por el valor agregado que adquiere en los diversos procesos

desarrollados en la industria alimentaria.

En algunas regiones del norte de México y sur de los Estados Unidos,
su cultivo se ha generalizado y tiende a incrementarse rapidamente, sin
embargo se han detectados algunos problemas que afectan su desarrollo y
limitan su produccién; estos pueden ser divididos en dos tipos: Bidticos como la
pudricién texana (Phymatotrichum omnivorum), ruezno pegado (Desorden
fisiologico), tizon del extremo del pedunculo (Afternaria sp.), muerte regresiva
(Phymatotrichum omnivorum, en suelos probleméticos), cancer del tallo
(Caratocystis sp.) (Herrera, 1994), (Aguilar, Herrera y Garza, 2002), y abi6ticos

como el dafio por déficit de humedad y exceso de sales.

Las variedades que normalmente se establecen, son injertadas sobre
patrones obtenidos de semillas que promueven un buen vigor y que permite
realizar los injertos a los dos afios de crecimiento de la plantula (Arreola y

Lagarda 1994), sin embargo estos no garantizan uniformidad de los arboles,



por lo que es dificil conservar caracteristicas agronémicas deseables que los

arboles muestren cuando estan recién establecidos.

Por esta razén es necesario generar tecnologias que permitan
propagar vegetativamente a los portainjertos deseables, conservando asi sus
caracteristicas originales y facilitando el establecimiento de huertos con

caracteristicas mas uniformes para un mejor manejo de los huertos.

Brown y Sommer (1982) citan que la propagacion vegetativa de
lefiosas dicotiledoneas es una de de las caracteristicas genéticas mas
ventajosas que ha sido practicada por el hombre durante cientos de afos; sin
embargo en algunas especies es dificil conseguir enraizamiento y propagarias
comercialmente, ain mediante la técnica de cultivo de tejidos, donde sélo se
han obtenido algunos progresos en el cultivo de callo, cultivo de cotiledones y
cultivo de embriones, pero no se han logrado obtener metodologias que

permitan garantizar una propagacion comercial exitosa via cultivo de tejidos.

Al respecto el cultivo de tejidos vegetales es una técnica que facilita la

multiplicacion de algunas especies y permite conservar su uniformidad genética.

En el caso del nogalero, solamente se han logrado plantas derivadas
de embriones somaticos y brotes desarrollados a partir de apices y yemas
axilares, ambas con escaso o nulo enraizamiento, por lo cual resulta muy

conveniente realizar estudios que tiendan a desarrollar las metodologias de



micropropagacion lo que permitira incrementar la tasa de multiplicacion y
obtener plantas genéticamente homogéneas para utilizar como patrén en

plantaciones comerciales.

McGranahan y Leslie (1988) seflalan que el nogal persa es una
especie recalcitrante para propagar via cultivo de tejidos y ademas muy
susceptible a contaminacién, no obstante ellas reportan una técnica exitosa
para micropropagar tejidos tomados de arboles de 15 afos de edad, mismos
que habian sido asperjados con BA (100 mg I') y AG.3 (50 mg I'"), para inducir
crecimiento vigoroso. Al respecto trabajaron con el medio DKW, suplementado
con BA y AIB y obtuvieron un 48 por ciento de material introducido libre de

patégenos, del que un 69 por ciento produjo brotes.

Bourrain y Navatel (1994) mencionan que el cultivo de yemas laterales
de nogal requiere por una parte el uso de patrones vigorosos, con buen sistema
radicular y por otra un programa de seleccion entre semillas de nogal y una
investigacion conducida a definir las varias fases de produccion involucradas en
la multiplicacion in vitro de clones seleccionados. Cuatro factores afectan
fuertemente la multiplicacién: Medio de cultivo, agente solidificante, temperatura
y genotipo. El medio de Driver y Kuniyuky dio mejor calidad de plantas que el
medio de MS. El agar Kobe No. 1 y la temperatura de 26 a 28 °C dan las

mejores tasas de multiplicacion.



Objetivos e Hipotesis

Obijetivo

Determinar la forma de reducir o eliminar la oxidacion de los explantes, tanto

provenientes de tejido adulto como juvenil.

Determinar los compuestos que agregados al medio de cultivo estimulen mas

la brotacion y enraizamiento del nogal in vitro.

La oxidacién de los explantes del nogal se puede reducir o eliminar mediante la

incorporacién al medio de cultivo de materiales “controladores de la

oxidacion”.

El desarrolio de brotes en explantes de nogal y el enraizamiento de estos se
puede estimular mediante la incorporacién al medio de cultivo con

citocininas, giberelinas y auxinas.



REVISION DE LITERATURA

Im ncia del Cultiv Tejidos Vegetale

En la actualidad se requiere disponer de material vegetal de alta
calidad para establecer cultivos, por lo que se hace uso en la agricultura
moderna de paquetes tecnolégicos, mismos que contienen una serie de
componentes basicos que tienden hacia el manejo de sistemas expertos, los

que inciden significativamente en la produccion y en el costo de los cultivos.

La Biotecnologia es considerada como un conjunto de técnicas que
emplean organismos vi\)os para modificar un producto o servicio. En particular,
el Cultivo de Tejidos Vegetales ofrece importantes aplicaciones en la
agricultura; tal es caso de la micropropagacion de cultivares, la preservacion del

germoplasma y el mejoramiento genético (Robert y Loyola, 1985).

Esta técnica permite ademas, hacer estudios basicos en otras
disciplinas como: Fisiologia, Bioguimica, Morfogénesis y Anatomia vegetal, que
por otros medios seria imposible realizar (Villalobos-Arambula, 1985; Hurtado y

Merino, 1987).



Im i ro cion del nogal

Juérez (2002) citd que en La Laguna se tiene una superficie plantada
de nogal de 5,932 ha, con una produccién de 5,789 t de nuez, ademas de

1,112 ha de nogal en desarrollo.

Arreola y Lagarda (1994) consideran que el nogal es una planta dificil
de enraizar, por lo que su propagacion se hace mediante el germinado de nuez,
para al cabo de dos afios injertar la plantula con la variedad deseada, indicando
ademas que dentro de las opciones de nuez para portainjertos en el area de la
Laguna se tienen las selecciones: Frutoso, Bola conchos, Una punta, Larga
conchos, Western Conchos, Dos puntas y Riverside, destacando de entre estas

a las dos primeras.

En el caso del cultivo de tejidos, Wood (1982) sefalé que la
investigacién a la fecha era escasa y por lo general se habia trabajado sobre la

forma de obtener callo, pero no respecto a la manera de desarrollar brote y raiz.

Yates y Reilly (1990) al determinar la influencia del estado de desarrolio
del fruto, reguladores del crecimiento y relaciébn del cultivar, sobre
embriogénesis somatica en nogal, encontraron que el estado del fruio que mas
favorece la formaciéon de embriones es cuando el endospermo esta liquido,

mientras que la mejor combinacién hormonal se dio al combinar auxinas y



citocininas, sefialando ademas que se registraron marcadas diferencias en la

formacion de embriones de acuerdo al tipo de cultivar.

Pijut (1997) seiiala que el cultivo in vitro de Juglans ha sido exitosa de
10 afos a la fecha, habiéndose reportado multiplicacién de la especie a partir
de cultivo de callos, yemas axilares, cotiledones, cotiledones inmaduros, apices,
etc. Sin embargo los exudados que emiten los explantes frescos y que causan
oxidacién ha sido el problema comin en muchos de los trabajos con esta
especie y una de las formas como se ha ido solucionando es pre-lavando los

explantes y transfiriéndolos frecuentemente a medio fresco.

Cultivo in vitro de nogal

En un trabajo de investigacion para micropropagar nogal, Sambeek et
al. (1997) utilizaron arboles de invernadero y técnicas de laboratorio para
producir brotes a partir de tejido adulto de Juglans nigra (11 cultivares),
empleando tres técnicas. La primera con explantes de arboles adultos. La
segunda con forzamiento de ramas giecentes de 40 cm, en medio al 50 por
ciento de DKW (Driver y kuniyuky) o LP (Lloyd y McCown) suplementado con 1
mM de 8-HQC (8-hidroxiquinoleina citrato) y varios reguladores del crecimiento
para producir brotes de 1 a 2 cm de longitud. La tercera involucré rémas de 3
a 7 cm de longitud y yemas latentes de 3 a 10 cm de diametro, cortando los
segmentos de la base de las yemas; encontrando que aunque es mas facil

para mantener in vitro plantulas provenientes de tejido juvenil, estas fueron



menos exitosas y produjeron menos brotacion que el explante tomado de los
tallos maduros. Usando el medio LP, menos del 30 por ciento de los explantes
produjo exudados visibles durante su establecimiento in vitro. Con transferencia
cada semana o cada dos semanas de las yemas a medio fresco, la yema
terminal de muchos explantes se logra elongar en un periodo de dos a cuatro

meses, tiempo antes a que los brotes axilares hayan proliferado.

Gruselle et al. (1995) indican que establecieron un sistema de
proliferaciéon in vitro de Juglans regia trabajando con diferentes fuentes de
carbono (sacarosa, glucosa y fructosa) a dos dosificaciones (15y 30 g I'") cada
una. La influencia de la adicion de NH4H,PO, al medio basal (MB) conteniendo
los macronutrimentos del medio original G-6. El mejor resultado fue obtenido
con 3 % de fructosa; mientras que en donde se dio la menor concentracion de
cada tipo de azucar aparecio la vitrificacion de los explantes. Concluyendo que
la adicién de 100 mg I'' de NH4H,PO, al medio basal combinado con 3 % de

fructosa mejoré grandemente la proliferacién de juglans.

Ponchia y Tonon (1993) mencionaron que los explantes de Juglans
fueron mejor colectandolos durante los periodos con flujos de crecimiento
activo. PVP agregado al medio fue mejor que el glutation en la reduccion de la
mortalidad de los explantes debido a los fenoles. EI mejor crecimiento y
proliferacion de brotes se dio en el medio DKW. Este fue importante para
reducir la concentracién de nitrégeno y evitar la vitrificacion. La multiplicacién de

brotes fue superior con 1 mg I' de BA y 0.01 mg I' de ANA. Microcortes



pueden ser enraizados fuera del sistema in vitro, pero solo escaso porcentaje

de enraizamiento es logrado.

Hoza et al. (1993) estudiaron la proliferacién por cultivo de tejidos y el
subsecuente enraizamiento, usando medios MS y DKW, enraizados con AG.,
ANA, BA y/o AIB méas sacarosa, agar y/o sulfato de adenina en diferentes
combinaciones. La mejor proliferaciéon fue obtenida con el medio DKW
solidificado con 7 por ciento de agar y conteniendo AIB a 0.01 mg I'', BAa 1.0
mg I y sulfato de adenina a 3.0 mg I''. EI medio MS dio pobres resultados.
Generalmente no se obtuvo enraizamiento y fueron recomendados estudios

posteriores.

Tarrazo et al. (1993) estudiaron la influencia del estado de desarrolio
de yemas y los requerimientos del medio nutritivo, sobre la sobrévivencia de
explantes cultivados in vitro de arboles viejos (50 — 70 aflos) de Juglans. Los
resultados mostraron que el estado optimo fenolégico de las yemas del nogal
para el cultivo in vitro, fue aquel entre la iniciaciéon de la brotacion y el inicio de
la floracién. El tamano de yema aumentd junto con la emergencia de las
primeras hojas de los explantes y esto fue observado solo cuando las yemas
del nogal se encontraban en los estados DF y DF2 (hojas completamente
abiertas), las que fueron cultivadas en un medio MS modificado. Concluyendo al
respecto que el material vegetal cultivado in vitro es mas eficiente para producir

estructuras cuando es tomado en un estado 6ptimo fenoldgico de desarrollo de
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yemas, por lo que considerando lo anterior, es posible mejorar el sistema de

micropropagacion de nogal adulto.

Felaliyev (1990) menciona que yemas laterales y épicales de brotes
verdes y maderables de plantas de 1 a 3 afios de edad y pruebas de varias
variedades y formas mostraron una capacidad de morfogénesis durante el
cultivo in vitro. Brotes accesorios fueron formados en la base del explante
después de 12 semanas cultivadas en medio MS. De cinco medios probados
para regeneracion de brote, el B5 fue el mejor para la formacion del mismo y el
DKW para su crecimiento. Incrementando la concentracion de BA en el medio

MS a 25 mg I! fue inhibida la formacion de brote por callo.

Driver y Kuniyuky (1984) trabajando con explantes nodales de nogal de
castilla (Juglans hindis x J. regia), determinaron que el DKW es un medio

especifico para la micropropagacion de esta planta, mediante el cual obtuvieron

brotes multiples combinando 4.5 uM de BA con 5.0 nM de AIB, reportando

ademas enraizamiento exitoso en un 70 por ciento de los brotes obtenidos.

Hansen y Lazarte (1984) reportan una técnica de micropropagacion
exitosa en plantulas de nogal de dos meses de edad, utilizando explantes
nodales y medio WPM, suplementado con glucosa 2 % y BA en tres dosis,
observando que indujo brotacion y elongaciéon de los brotes, sin importar la

posicion de la yema axilar de donde fue tomado el explante; sin embargo, las
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mejores tasas de brotacion se dieron en la dosis de 3.0 mg I y de acuerdo a
como la dosis se redujo, la tasa de brotacién disminuyo también, similares

efectos se dieron en la longitud de brote y el nimero de hojas.

Corte-Olivares et al. (1990) utilizaron un medio de cultivo basal de

Dunstan y Short (1977) suplementado con 0.5 mM de écido ascérbico, 0.044

uM de picloram, 4.4 uM de BA y 0.8 % de agar; fueron subcultivados a medio

fresco los explantes cada 30 dias, con lo que reportan una media de un brote

por yema, mismos que fueron enraizados exitosamente en un medio basal

(BDS), suplementado con 14.8 uM de AIB, por cuatro semanas, lograndose un

40 por ciento de enraizamiento.

George (1996) menciona que es dificil micropropagar exitosamente
nogal a partir de planta adulta, pero es factible hacerlo a partir de planta en
estado juvenil usando medio liquido de WPM y removiendo el explante a medio
fresco diariamente durante los primeros cuatro dias, ademas de colocar el
cultivo en oscuridad por dos semanas y posteriofmente incubandolos en luz. No
obstante que el nogal tenga mas de una yema por nudo, ha sido dificil obtener
mas de un brote por nudo, indicando también que en ocasiones es conveniente
agregar antibiético al medio para evitar la contaminacién; ademas se reporta
enraizamiento exitoso utilizando 3 mg I' de AIB. Por otra parte sefiala que la
superficie donde se hizo el corte inicia con un enegrecimiento, mismo que

puede continuar aun después de introducido el explante al medio de cultivo;
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este dafio asociado con la aparicion de compuestos fendlicos es usualmente
mas severo durante el estadio inicial de cultivo y el problema cesa una vez que
los explantes inician su crecimiento. El enegrecimiento de los tejidos es
usualmente provocado por una mezcla de compuestos fendlicos y su toxicidad
ocurre cuando los fenoles son unidos a proteinas por enlaces de hidrégeno y
por su oxidacién provocando elevada actividad de las quinonas, las cuales
llegan a ser ciclicas o polimerizadas y proteinas oxidadas para formar grandes
cantidades de compuestos melanicos, llamados polife‘néles; las quinonas
pueden también ser producidas por fenoles a través de la accion de enzima
peréxidasa la que puede catalizar su oxidacién en presencia de peroxido. Este y
otros radicales libres son los producidos durante el proceso de diseccion del

explante.

Oxidacion y su trol

Una vez que se ha realizado un corte en el tejido de una planta que se
va a propagar asexualmente, la herida que se produce deja células en
diferentes condiciones; unas intactas, otras con ligeros dafios y otras mas con

darnos graves 0 muertas.

En las células que sobreviven, se inician grandes cambios, tendientes a
proteger el tejido de la desecacién e infecciones con patégenos, asi como para

buscar estrategias de sobrevivencia.
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Por otra parte las células muertas o seriamente dafiadas tienden a
necrosarse debido a la sintesis y liberacion de fenoles, los que son Utiles para
evitar la infeccion del tejido herido, y la desecacion de células mas internas al

corte.

Tran (1981) menciona que una de las mayores dificultades encontradas
en plantas maderables, orquideas y otras especies es la excrecién de
polifenoles y productos de la oxidacién como las melaninas, lo que genera un
incremento en la cantidad de lignina, suberina y cutina; mientras que por otra
parte se inicia la formacion de callo alrededor de la superficie del corte; dichos
procesos pueden alterar la composicién del medio de cultivo y la absorcién de

metabolitos.

Salisbury y Ross (1994) consideran que algunos fenoles simples al
oxidarse y formar quinonas, pueden generar actividad fungistatica,
bacteriologica e incluso alelopética, para proteccion del tejido herido. Dentro de
los fenoles simples més comunes derivados de la ruta del acido Shiquimico
estan el 4cido cindmico, p-cumarico, cafeico, ferdlico, clorogénico,

protocatecuico y galico.

Zieslin y Abolitz (1994) estudiaron el efecto del pH sobre la excrecion
de compuestos fendlicos de raices o segmentos de estas de rosa, frijol y lilies

africanas incubadas en una solucién buffer de fosfato de potasio a varias
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concentraciones con pH de 6.2 6 7.6. La excrecion de fenoles fue afectada por
la concentracion del buffer y el tiempo de incubacién de la raiz dentro del
mismo; observando que a pH de 6.2 fue marcadamente menor que a 7.6. Por
otra parte la excrecion fue suprimida por adicién de calcio a la solucion buffer,
siendo mas eficiente a pH de 6.2 que a 7.6. Sin embargo la excreciéon de
fenoles inducida por sal fue reducida en un 50 por ciento, cuando el pH de la
solucién 100 mM fue ajustado a 6.2 con 20 mM de buffer. Mientras que la
excrecion de electrolitos de segmentos de raiz de rosa expuestos a fosfato de

sodio a pH 6.0 fue menor que los expuestos a pH de 7.6.

Raskin (1992) indicé que algunas plantas resistentes a enfermedades,
restringen el dafio causado por hongos, bacterias o virus fitopatégenos a una
pequeiia area alrededor del punto de penetracion inicial donde la lesién
necrética aparece. Este efecto suicida protectivo de las células es referida como

reaccion hipersensitiva (RH).

Por otra parte indica que la ruta mas importante para la formacion de
acido benzoico en plantas es el lado de la cadena correspondiente a la
degradacién del écido cinamico, los que son importantes intermediarios en la

cadena del acido shiquimico.

Frinkle y Runeckles (1967) sefialaron que algunos fenoles son
sintetizados sélo en algunas etapas del crecimiento de las plantas o durante la

diferenciacion de un tejido particular, cuando existe una concentracion
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adecuada de precursores en la célula, la que determinara la proporcién de
biosintesis en situaciones de estrés, donde ademas la vacuola es util como
almacén y proveedor de estos y otros compuestos (iones, nutrimentos y

metabolitos secundarios), utiles para la adaptacion de la planta.

Schwans y Polle (2001) mencionan que el sistema antioxidativo, provee
proteccidon contra los efectos téxicos de especies de oxigeno activadas,
indicando que importantes componentes de este sistema protector son
defensas enzimaticas como la superoxido dismutasa (SODs), catalasa y
peroxidasa, que encuentran al O7; y H20,, respectivamente; ademas otros
metabolitos como ascorbato, glutation y tocoferol contribuyen a controlar el nivel

de actividad del oxigeno en las plantas.

Raskin (1992) considera al acido salicilico como un agente senalizador
que induce el funcionamiento de mecanismos de defensa contra situaciones
de estrés, Por su parte Nawrath y Métraux (1999) mencionan que la
acumulacion de acido salicilico en las plantas es provocado por varios tipos de
estres abidtico, lo que a la vez confiere en los vegetales resistencia a

patégenos.

Formaci e raicillas

Mediante divisiones sucesivas de las células se dan origen a las nuevas

raicillas con todas sus estructuras (bandas de Caspary, periciclo, cofia, etc.),
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para funcionar como érgancs especializados de absorcién y soporte y son
también conectadas sus estructuras internas con los haces vasculares del tallo.
Salisbury y Ross (1994) indicaron que el crecimiento y -desarrolio
celulares implica dos cuestiones diferentes; por una parte la divisidn de células
meristematicés 'y por otra su crecimiento y desarrollo en diferentes planos;
estos son determinados por la necesidad de la planta de desarrollar érganos
especializados “en este caso raices”, situacion regida por las auxinas, lo
anterior hace que la orientacién de la placa celular, sea de forma perpendicular
al sentido de la elongacién (division periclinal), para engrosamiento y de forma
paralela (divisiéon anticlinal), cuando el propdsito es elongacion, asi divisiones
sucesivas tanto anticlinales como periclinales dan por resultado la formacién de
pequeiias raicillas que nacen del periciclo, habiéndose conectado previamente
los haces vasculares de estas con los del tejido madre, formando asi una nueva

planta.

Furuya (1984) indicd que células de parénquima de pino tardan entre
10 y 13 dias en realizar sus fases de inicio de expansion y disposicion de
organelos para la multiplicacion, la de divisiones sucesivas de células de la
periferia y la de diferenciaciéon del meristemoide para formar un primordio de

raiz.

Hartman y Kester (1987) mencionan que una vez que se ha realizado un

corte en un tejido, en el proceso de cicatrizacidn se inicia la formacién de
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suberina en la superficie del corte para evitar la desecacion, luego una masa
callosa y posteriormente el inicio de un incipiente sistema radical, conectado
directamente con los haces vasculares del tallo principal. En vegetales de
madera dura, las raicillas se inician a formar de capas muy cercanas a la parte

externa del cambium.

La formacion de raicillas ocurre bajo la influencia de ciertos factores,
tales como: formacién previa de callo, pH adecuado, escasa lignificacion,
presencia de auxinas, balance adecuado auxina-citocinina, buena condicién
fisioldgica de la planta madre, edad adecuada y buen estado de sanidad de la
misma; ademas de condiciones ambientales como luz, temperatura y medio

fisico de enraizamiento.

)

esarrollo de pl comple

Cuando las raices se han formado y estan listas para trabajar como
6rganos especializados de absorcion y soporte, se ha completado asi el ciclo de
eventos necesarios para la formacion de una nueva planta completa de manera
asexual, ya sea mediante la induccién a enraizado de estacas o plantulas en el

sistema in vitro.

Salisbury y Ross (1994) mencionan que dentro de las fases de desarrollo

de las plantas existen etapas en donde es mas facil lograr el enraizamiento,
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sobre todo en especies recalcitrantes, como el nogal, ademas se indica que
con ciertas combinaciones hormonales aunadas a condiciones especificas de
ambiente de cultivo en el sistema in vitro, es factible lograr enraizamiento de

plantulas.

Por otra parte la préctica indica que ésta es una de las especies mas
dificiles, cuando se trabaja con tejido adulto, sin embargo en la etapa juvenil es
mas facil llegar a obtener brotes y raices, quizas porque los tejidos aun no son

altamente especializados.

Chenevard et al. (1998) estudiaron caracteristicas morfoldgicas y
fisiolégicas de plantas hibridas de nogal durante su aclimatacion en camara de
crecimiento. El estudio fue conducido en dos clones M 41 y D 151, al final de la
fase in vitro, D 151 produjo mas raices adventicias pero menos hojas que M
41, la que a su vez acumulé mas azlcares solubles y almidones. Durante la
aclimatacion se observo que el crecimiento de raices en ambas fue bueno, sin
embargo el contenido de carbono y materia seca fueron siempre superiores en
M 41. Durante los primeros siete dias de aclimatacién, el balance diario de CO>
intercambiable fue negativo (respiracion fue dominante), durante este periodo
los carbohidratos acumulados fuerdn utilizados en crecimiento y mantenimiento
de procesos. No obstante el balance diario de CO; intercambiable llegd a ser

positivo después de esta fase heterotréfica. Las nuevas hojas formadas durante
\a aclimelacion parecen ser activamente involucradas en \a adquisicién de

autotrofia. Al final de la fase de aclimatacion el contenido de carbohidratos de
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todos los dérganos fue muy bajo y las plantas fueron dependientes de su

fotosintesis.



MATERIALES Y METODOS

La investigacién fue realizada en el laboratorio de Biotecnologia del
Departamento de Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio

Narro, Unidad Saltillo.

Material de estudio

El material vegetativo utilizado en este trabajo fue nogal adulto (20 a
25 afios) var. Western, procedentes de la nogalera de la misma Universidad,

ademas de plantas jovenes de tres meses de edad provenientes de semilla

criolla.
Pruebas con nogal adulto
Arboles sin podar

Prueba de desinfestacion del material vegetal

La determinacion del protocolo de desinfestacion se realizd

exponiendo segmentos de tallo que contenian apices y varias yemas axilares
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(Figura 3.1) a dos compuestos desinfestantes durante cuatro periodos de
tiempo (Cuadro 3.1), para determinar en el que menor incidencia de

patégenos registrara, asi como el que menos dafio causara al material.

Primeramente los segmentos de tallo fueron tratados con el fungicida
Benonil®:  Clorotalonil, 2787 W-75 por ciento (Clorotalonil:
Tetracloroisoftalonitrilo 75 por ciento, ingredientes inertes 25 por ciento), a
una concentraciéon de 3575 ppm, para luego transferirlos a camara de flujo
laminar donde fueron tratados con Hipoclorito de Sodio al 1 por ciento, mas

una pizca de detergente Roma ", manejado este como surfactante.

Cuadro 3.1. Tratamientos para la desinfestacion de los explantes, variando los
tiempos de exposicion.

Compuestos desinfestantes y tiempos de

Tratamiento exposicion
Benonil Hipoclorito de sodio
(min) (min)
1 7 7
2 10 10
3 15 15
4 30 20

Posteriormente se dieron cuatro enjuagues con agua destilada
esterilizada y fueron disectados los explantes (apice y segmento nodal) en

una caja de petri para luego ser sembrados cuatro por frasco (gerber) y seis
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repeticiones (frascos) por tratamiento, en el medio (30 ml) de cultivo (Lioyd y

McCown 1981) sélido WPM, sin reguladores del crecimiento.

La incubacién de los cultivos se realizé en una incubadora con 25 °C

y 16 horas luz.

La evaluacion del proceso se realiz6 cuantificando el porcentaje de

explantes que sobrevivieron y el porcentaje de contaminacion.

Figura 3.1. Segmentos tomados de arboles adultos de la nogalera de la
UAAAN, con apices y yemas axilares.
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Arboles podados (Figura 3.2)

Figura 3.2. Arboles podados en la nogalera de la UAAAN de donde fueron

tomados los explantes.

Pruebas para evitar la oxidacion del explante

Experimento 1

Se probaron varios compuestos disueltos en agua al 0.02 por ciento,

donde se sumergieron segmentos de tallo (sin previa desinfestacién) con

apices y yemas axilares, lo que haria factible observar el grado y avance de
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la oxidacion, durante un periodo de cinco horas, bajo condiciones normales

de laboratorio.

Compuestos probados

* Sulfato de cobre
*EDTA
* Carbon activado

* Acido ascorbico

Experimento 2

Otra prueba que se realiz6 fue utilizando un medio de cultivo WPM
liquido, suplementado con los componentes organicos del medio (Murashige
y Skoog, 1962) MS, mas BA 3.6 mg I, AIB 0.01 mg I, AG; 1.9 mg I,
sacarosa 30 g I'', pH ajustado a 5.8 y dos materiales “controladores de la
oxidacion”, &cido ascorbico (500 mg I'') 6 carbén activado (500 mg I''); los
explantes (segmentos nodales tomados de tallos, desinfectados de acuerdo al
tratamiento dos, con arboles sin podar) fueron colocados en puentes de
papel filtro, teniendo un explante por frasco y seis frascos por tratamiento. La

incubacién se realizé como se menciond anteriormente.
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Experimento 3

Este experimento se hizo con el fin de detectar la influencia de aplicar
dos compuestos en polvo al corte del explante (nudo con yema axilar
disectados de tallos desinfectados como anteriormente se menciona), antes
de ser sembrados en un medio WPM sélido con reguladores del crecimiento,

sobre el nivel de afectacion del tejido por la oxidacion.

Compuestos probados

Acido ascorbico

Carbén activado

Se tuvieron cuatro explantes por frasco y seis frascos (repeticiones)

por tratamiento; la incubacién fue similar al experimento anterior.
Experimento 4
Segmentos de tallos

Fueron desinfestados y posteriormente disectados los explantes
(meristemos, apices y segmentos nodales) bajo una condicién especial, que

consistié en realizar los cortes manteniendo el tejido inmerso en una solucion

con &cido citrico (75 mg I'') y acido ascorbico (50 mg I') y posteriormente



26

sembrandolos en un medio WPM sélido con reguladores del crecimiento al
que le fue agregado carbon activado (0.5 g I') y &cido benzoico 10° M. Se
tuvieron cuatro explantes por frasco y seis frascos (repeticiones) por

tratamiento o tipo de explante; la incubacién fue similar a las anteriores.

Prueba para estimular brotaciéon

Segmentos nodales tomados de tallos desinfestados como
anteriormente se menciona, fueron sembrados en un medio WPM sélido con
reguladores del crecimiento y suplementado con dos concentraciones de
acido benzoico (10*y 10 M), se tuvieron cuatro explantes por frasco y seis
repeticiones (frascos) por tratamiento, incubandose bajo las condiciones ya
mencionadas. Después de dos meses se evallo el porcentaje de brotacion, la

longitud de tallos y el nimero de nudos.

Pruebas con plantas jovenes

Las plantas de donde se tomaron los explantes (segmentos nodales),
para esta etapa se muestran en la Figura 3.3. Dichos tejidos para su siembra
in vitro, fueron desinfectados y disectados bajo condiciones semejantes a las
descritas en los ensayos anteriores con material adulto, considerando que

dicho protocolo habia dado buenos resultados.
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Figura 3.3. Planta de tres meses de edad, de donde fueron tomados
explantes.

Induccion de la brotacién

Efecto de tres medios de cultivo

Se probaron los componentes inorganicos de tres medios de cultivo
(Cuadro 3.2), reportados como adecuados para el cultivo del nogal: MS
(Murashige y Skoog, 1962), WPM (Lloyd y McCown, 1981) y DKW (Driver y
Kuniyuky; 1984). Los componentes organicos fueron los del medic MS,
suplementados con BA 3.6 mg I, AIB 0.01 mg I'', AG; 1.9 mg I, agar a

razén de 6 g I"', sacarosa 30 g I', carbén activado 0.5 g I"'y un pH de 5.8; en
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este y los subsecuentes experimentos se tuvieron cuatro explantes por frasco

y seis frascos (repeticiones) por tratamiento, incubandose como ya se ha

Cuadro 3.2. Componentes inorgénicos de los medios de cultivo utilizados para
la micropropagacion del nogal.

Medios basicos

Sales MS WPM DKW
(mg 1) (mg 1)

I. Nitratos

KNO3; 1900

NHsNO; 1650 400 17.7 mMolar

Ca (NO;).4H.0 8.3 mMolar

Zn (NO;)2.6H20 57.2 uMolar

Il. Sulfatos

MgS0,4.7H,0 370 370 3.0 mMolar

MnSQ4.4H0 22.3

MnSO4.H0 200.0 pMolar

ZnS04.7H0 8.6 8.6

CuS04.5H,0 0.025 0.25 1 uMolar

KaS04 990

KH,SO, 8.95 mMolar

lll. Halégenos

CaCl,.2H,0 440 96 1 mMolar

Kl 0.83

CoCl,.6H,0 0.025

V. Fosfatos,

Boratos y

Molibdatos

KH,PO4 170 170 1.9 mMolar

H3BO, 6.2 6.2 77.6 uMolar

NazMo04.2H:0 0.25 0.25 1.6 uMolar

V. Na, Fe,EDTA

Naz;EDTA.2H,0 37.3 37.3

Na;EDTA ~ 0.12 mMolar

FeS0,.7H,0 27.8 27.8 0.12 mMolar
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mencionado anteriormente. Asi mismo la evaluacién del porciento de
brotacion, longitud de tallos y numero de nudos se realiz6 a los dos meses de

cultivo.
Efecto del carbon activado, acido benzoico y acido salicilico |

La prueba con los acidos benzoico y salicilico a dos concentraciones,
el primero a 1X10*My 1X10°My el segundo a 1X10*My 1X10° M, ambos
con y sin carbén activado (0.5 mg I'') en un medio WPM (con los mismos
reguladores del crecimiento utilizados en el experimento anterior), generdé un

total de 10 tratamientos, descritos en el Cuadro 3.3.

Cuadro 3.3. Tratamientos con acidos benzoico y salicilico con y sin carbon

activado.
Tratamiento Medio de cultivo  Agregado Concentracion
especial

1 WPM - CA —

(Testigo)
2 WPM+ CA -

(Testigo)
3 WPM + CA Acido benzoico 10*M
4 WPM + CA Acido benzoico 10°M
5 WPM - CA Acido benzoico 10*M
6 WPM - CA Acido benzoico 10°™M
7 WPM + CA Acido salicilico 10*M
8 WPM + CA Acido salicilico 10°M
9 WPM - CA Acido salicilico 10*M

10 WPM - CA Acido salicilico 10°M
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Efecto de un extracto de raiz, acido benzoico y una mayor dosis de

benciladenina

Los explantes nodales fueron sembrados en un medio sélido WPM,
con los mismos reguladores del crecimiento mencionados anteriormente, mas
carbon activado (0.5 g I''), agregandoseles extracto de raiz, acido benzoico y

una mayor dosis de benciladenina.

Medios de cultivo

1. Medio + CA (Testigo)

2. Medio + CA + Extracto de raiz (liquido extraido en mortero de: 0.1344
a)

3. Medio + CA + Acido benzoico (1 X 10° M)

4. Medio + CA + Acido benzoico (1 X 10 M) + Extracto de raiz

5. Medio + CA + Acido benzoico (1 X 10° M) + BA(7 mg I'")

Transferencia constante de explantes a medios frescos

Por otra parte se establecid un trabajo en donde se realizaron
transferencias constantes de los explantes a medio WPM fresco, con
reguladores del crecimiento mas carbén activado y acido benzoico, siendo
" estos utilizados en todos los subsecuentes experimentos. Los cambios se
efectuaron cada siete dias y los efectos fueron comparados con un testigo

que no estuvo sujeto a cambios constantes.
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Durante el desarrollo de los trabajos fue observado en hojas de

brotes inducidos in vitro, una coloracion café rojiza, tipica de deficiencia de

fosforo y ademas un necrosamiento y muerte del apice, situacion que se

atribuyé a una probable deficiencia de calcio, razén por la cual se disefié un

experimento donde la dosis de ambos elementos se duplicé o triplico (Cuadro

3.4), en relacion a la dosis normal contenida en el medio WPM.

Cuadro 3.4. Tratamientos para corregir deficiencias nutnmentales observadas

en brotes de nogales inducidos in vitro.

Tratamientos Proporcion aumentada Proporcién aumentada
de Ca, respecto a la de P, respecto a la
normal del medio normal del medio

1 1X 1X
2 1X 2X
3 1X 3X
4 2X 1X
5 2X 2X
6 2X 3X

Efectos del acido ascoérbico, caseinay acido benzoico

En esta prueba se manejaron dos compuestos (acido ascorbico y

caseina), para comparar con el acido benzoico respecto a la eficiencia en la

induccién de brotes (Cuadro 3.5).
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Cuadro 3.5. Tratamientos para inducir brotacion en nogal de tres meses de

edad.
Tratamiento Compuesto probado Dosis
1 Acido benzoico 1X10°M
2 Acido ascérbico 100 mg I'*

3 Caseina 2mg I

Efecto del Tidiazuron (TDZ)

Se realizd un experimento que permitiera evaluar el efecto del TDZ,
sobre la brotacién del explante, teniéndose cinco tratamientos (0.1, 0.2, 0.4,
0.8y 1.6 mg I“) ¥ un testigo sin TDZ, pero que sin embargo si contenia la

dosis que normalmente fue utilizada de benciladenina (3.5 mg I'").
Efecto del 4cido giberélico (GA.3)
Se disefid un experimento para evaluar el efecto del AG.3(0, 2,4y 8
mg I'"), sobre la induccién de brotacion, teniendo el medio nutritivo BA yAIB a
las mismas dosis utilizadas anteriormente pero sin AG..
Prueba con tapas que permiten mayor intercambio gaseoso
Considerando la posibilidad de incrementar el intercambio gaseoso

entre el explante y su ambiente de incubacién, algunos frascos fueron

manejados utilizando tapas con un orificio, mismo que fue cubierto con
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algodén, mientras que en otros la tapa fue la normal de polipropileno sin
ninguna perforacion. Este trabajo permiti6 comparar el desarrollo de las
pléntulas en ambos sistemas y determinar la condicién mas conveniente de la

tapa para cubrir e incubar el material.

Influencia de la posicién de la yema sobre el potencial de brotacién
Para determinar la influencia de la posicién de la yema en la planta,

sobre su capacidad de brotaciéon in vitro, se utilizaron explantes nodales

provenientes de tres posiciones respecto al apice (primer nudo, segundo nudo

y tercer nudo).

Iniciacion del enraizamiento

Efecto del acido indolbutirico (AIB), con y sin carbén activado (CA)

Con la finalidad de inducir enraizamiento en brotes de explantes
inducidos in vitro, fueron manejadas varias dosis de AIB (Cuadro 3.6), con y
sin carbéon activado, utilizidndose el medio sélido WPM, sin los otros

reguladores del crecimiento (BA y GA.), pero conteniendo acido benzoico

(1X10°Mm)
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Cuadro 3.6. Prueba de 10 tratamientos a base de AIB con y sin CA, para
inducir enraizamiento en brotes obtenidos in vitro.

Tratamiento CA AlB
(mg ")

+ 0.0
+ 0.2
+ 04
+ 0.8
+ 1.6
- 0.0
- 0.2
- 0.4
- 0.8
1.6

W 00 N O O A W N =

-
o
)

Prueba con tres medios de cultivo

Una vez determinada la dosificacién del AIB mas prdoxima a inducir
enraizamiento, se procedio a determinar la influencia de los componentes
inorganicos de tres medios de cultivo (MS, WPM Y DKW), suplementados con
los mismos componentes de los medios para induccion de brotacién a
excepcion de los reguladores del crecimiento (BA y AG.3) y el carbdn
activado, considerando solamente las dosificaciones de acido indolbutirico,

como se puede ver en el Cuadro 3.7.
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Cuadro 3.7. Prueba de tres medios de cultivo (MS, WPM y DKW),
suplementado en cada caso con dos niveles de AIB (0.8 y 1.6
mg I'"), para enraizamiento de brotes de nogal inducidos in vitro.

Medio de cultivo AlB
(mg ')

DKW 0.8
DKW : 1.6
WPM 0.8
WPM 1.6

MS 0.8

MS 1.6

Prueba con dosis elevadas de acido indolbutirico (AlB)

Ademéas de las pruebas anteriores donde fueron considerados
componentes inorganicos de tres medios de cultivo, diferentes niveles de AIB
y carbon agregado al medio, fue necesario realizar un trabajo donde fueran
manejadas dosificaciones elevadas de AIB (0.0, 0.8, 1.6, 3.2, 10, 50 y 100 mg

I“), para determinar su efecto en el enraizamiento de brotes.

Modelo Estadistico

Asi los datos de las diferentes variables evaluadas fueron analizados

bajo el siguiente modelo estadistico.

Modelo:

Yi=u+Ti+E
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Donde: Y; = Variable sujeta a evaluacién
p = Media general
T; = Efecto del ; — ésimo tratamiento

E; = Error experimental

Parametros evaluados

Los parametros evaluados fueron de acuerdo al estudio realizado

Brotacion
Longitud de tallos
Numero de nudos

Oxidacién del explante

Analisis Estadistico

Los cultivos fueron establecidos en un disefio completamente al azar
y los resultados fueron analizados mediante el ANAVA al 1 y 5 por ciento de
significancia, la prueba de comparacion de medias de Tukey, ademas de

estimaciones cualitativas, porcentuales y analisis graficos.

El paquete estadistico utilizado para el analisis de datos fue el de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Facultad de Agronomia (Olivares,

1994).



RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas con nogal adulto

»

Arboles sin podar

Prueba de desinfestacion del material vegetal

Los resultados de la prueba indicaron que el mejor tratamiento fue el
dos que consistié en la inmersiéon del explante a una solucién de Fungicida
Benonil durante 10 min., posteriormente se recibi® en la camara de Flujo
Laminar en una solucién de Hipoclorito de sodio al 1 por ciento mas una pizca
de detergente Roma MR durante 10 min., finaimente se dieron cuatro
enjuagues y se sembraron los explantes; observandose un indice de
sobrevivencia del 91 por ciento y un porcentaje de contaminacién del 17 por
ciento. En el caso del primer tratamiento registr6 el mejor porcentaje
sobrevivencia pero también el mayor grado de contaminacién, no asi los
tratamientos tres y cuatro donde se registraron los menores indices de
contaminacion y supervivencia, lo que se debid a la intensidad del proceso de

desinfestacion a que fueron sometidos, como se puede ver en el Cuadro 4.1.
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Cuadro 4.1. Resultados del proceso de desinfestacion de yemas axilares de
acuerdo al tratamiento aplicado a los 8 dias de cultivo.

Supervivencia Contaminacién

Tratamiento (%) ' (%)

1. Benonil 7 min+ 95 45
NaOCl 7 min

2. Benonil 10 min+ 91 17
NaOC! 10 min

3. Benonil 15 min+ 47 6
NaOCl! 15 min

4. Benonil 30 min+ 10 4
NaOCI 20 min

Ademas se encontré que el grado de oxidacion del explante ocurrio
de acuerdo a su tamafio observandose que explantes nodales de un cm
compuestos por una vareta con su yema sufrieron menos oxidacién que

apices (Figura 4.1).

Meristemo Segmento nodal
Figura 4.1. Diferentes tamafios de explante derivados de arboles de nogal
aduito, donde se exhibe, el grado de oxidacion resultante a los
cinco dias de cultivo.
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e

Arboles podados
Pruebas para evitar la oxidacién del explante

Experimento 1

El experimento fue disefiado buscando conocer la velocidad con que
se oxidaba un tejido (tallo con yema axilar), al ser expuesto a la accidén de
diferentes tipos de soluciones formuladas por compuestos que incrementaban
el potencial oxidativo de los tejidos, asi como por componentes controladores

de la oxidacion.

Como se observa en el Cuadro 4.2, la solucidén a base de sulfato de
cobre fue la que mas rapidamente indujo la formacién de polifenoles,
observandose rapidamente obscurecimiento de los tejidos; este compuesto
provoc) el grado de oxidacién mas rapida, incluso que el testigo, efecto que
probablemente fue debido a la accion del cobre que es un elemento que
estimula fuertemente la actividad de la enzima catecol oxidaza y ésta a su vez
la ruta de sintesis de fendlicos (George, 1996), considerando que este es un
metal de transicion que aumenta la velocidad de reacciones Fentom que
producen radicales libres con alto poder oxidante (comunicacion personal

Benavides, 2003).
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Por su parte con el EDTA fue el tercero en oxidarse, considerando
que su efecto como molécula quelante que pudiese atrapar a los fenoles no

es muy efectiva sobre éstos.

En cambio tanto el carbén activado (capturador de fendilcos), como el
acido ascorbico (antioxidante), evitaron visiblemente la oxidacion del tejido,
por lo que para este trabajo fueron considerados como los mejores materiales

factibles de utilizar en las pruebas con tejido del nogal.

Torres (1989) sefialé que el carbdn activado en el medio puede ser
muy util absorbiendo compuestos inhibidores del crecimiento, aunque también

puede retener algunos reguladores del crecimiento.

Foyer (1993) menciona que el ascorbato funciona como un reductor
de radicales libres, minimizando el dafio por oxidacién y que ademas es el
compuesto antioxidante que mas rapida y eficientemente reacciona con el
oxigeno activado.

Cuadro 4.2. Orden en que se fueron oxidando los tejidos de nogal, al ser
sumergidos en diferentes soluciones.

Tratamiento aplicado Orden de oxidacién
3. Agua + Sulfato de Cobre Primero
1. Testigo (Agua destilada) Segundo
4. Agua + EDTA Tercero
5. Agua + CA No se oxid6
2. Agua + Acido Ascorbico No se oxidd
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Experimento 2

En la prueba con un medio liquido suplementado con dos materiales
“controladores de la oxidacion”, acido ascorbico y carbén activado, los
explantes (yema axilar), fueron coloéados sobre un puente de papel filtro.
Resultando el explante completamente oxidado 24 horas después, lo que
muy posiblemente se debi6é al manejo a que estuvo sometido durante las
primeras etapas, donde todavia no habia sido determinada con precision una
metodologia de recoleccién, desinfectacion y diseccion del mismo, causando
que el material sufriera serios dafios lo que generd una rapida aparicion de

polifendles.

Torres (1989) mencioné algunas bondades de utilizar medios de
cultivo liquidos sobre todo para el cultivo de callos; sin embargo en esta
prueba se tratd de inducir crecimiento de brote directamente de la yema, lo

que pudo haber sido una razén para no lograr éxito en este caso.

Experimento 3

En la prueba con dos compuestos “controladores de la oxidacién”
(carbon activado y acido ascérbico), que fueron aplicados al corte del explante
mas un testigo al que no se le agregd ningin material que pudiera controlar

la oxidacion, resulté ser una de las més interesantes (Figura 4.2).

BANCO DE TE



Las observaciones fueron realizadas en periodos de tiempo
variables y mostraron que el material vegetal tuvo un grado similar de
oscurecimiento exterior, mismo que fue iniciado en la vareta. Este registro se
obtuvo a las 8 h, posteriormente a las 24 h presentaron una ligera oxidacion
en la base de la yema y a los cinco dias la mitad aproximadamente estaba
oxidada, sin embargo al hacer cortes se pudo ver que el interior permanecia
verde, lo que derivo en la siguiente propuesta de manejar el explante al

realizar la diseccion y siembra del mismo.

Figura 4.2. Apariencia del tejido con un elevado grado de oxidacion cuando no
fue aplicado ninguin tratamiento para cubrir el corte.
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Experimento 4
Segmentos de tallos

La diseccion del explante se llevdé a cabo haciendo los cortes al
mismo dentro de una solucién antioxidante a base de acido ascérbico (50 mg
) y acido citrico (75 mg I'"), con la cual se logré establecer exitosamente el

cultivo de explantes tomados de arboles adultos podados.

Esta metodologia también resultd ser efectiva para el
establecimiento y desarrollo de yemas axilares de nogal en etapa juvenil (tres

meses de edad).

Durante el desarrollo de este trabajo también se pudo observar el
efecto de algunos factores y procedimientos que inciden en la introduccion
exitosa del material vegetal al cultivo in vitro; especialmente sobre el grado de

oxidacion.

Al respecto se encontrd, que el explante entre mas sea maltratado,
mas cortes tenga, mas se sumerja al medio de cultivo y cuanto mas pequefio
sea, mayor sera el grado de oxidaciéon que sufra. En funcion de lo anterior es
posible considerar que las yemas de nogal pueden ser establecidas

exitosamente, siempre que sea seguido el protocolo descrito anteriormente.
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En este experimento fueron introducidos tres tipos de explantes
(meristemos, apices y segmentos nodales), los resultados mostraron para el
caso del apice y nudo con yema axilar una severa oxidacion del tejido, la cual
pudo haberse debido por una parte al estrés generado por el déficit de
humedad a que los arboles estuvieron sometidos hasta el momento de su
recoleccion e introduccion, y por otra al estricto proceso de desinfestacion a
que fueron sometidos. Bowler et al. (1992) indicaron que el estrés oxidativo
es un fendmeno que degrada los sistemas biolégicos y se presenta cuando

los tejidos son sometidos a algan tipo de estrés.

George (1996) sefialé que el dafio resultante de la produccién de
pigmentos oscuros es mas severo durante el estadio inicial del cultivo y deja
de ser un problema una vez que el explante inicia su crecimiento, este efecto
es muy dependiente del genotipo, sobre todo en géneros que tienen

contenidos naturales elevados de taninos y otros hidroxifenoles.

Estos resultados contrastan con los reportados en la
micropropagacion de Juglans por Tarrazo et al. (1993), en un estudio para
determinar la influencia del estado de desarrollo de las yemas y los
requerimientos del medio nutritivo, en la sobrevivencia de explantes derivados
de arboles vigjos (50 - 70 afios) de Juglans, donde reportaron
micropropagacién exitosa, indicando entre otras cosas que el momento
idoneo para recolectar yemas y cultivarlas in vitro, es desde el inicio de la

brotacion hasta el inicio de floracién, pero que los arboles no estén
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sometidos a ningln tipo de estrés y se encuentren en un buen estado de

sanidad.

Los meristemos en cambio, permanecieron verdes, lo que pudo
haberse debido a las caracteristicas de las células que componen el tejido las
que son pequeiias, escasamente vacuoladas y estan programadas para
realizar divisiones constantes (Bidwell, 1979), lb que no permitid la sintesis y
almacenamiento de fendlicos, sino de aminoacidos y proteinas lo que indujo a
la formacion de pequefios brotes que aunque no alcanzaron a desarroliar
(Figura 4.3), su aparicién permite suponer que es factible buscar una forma

de elongarlos, mediante pruebas en otras condiciones de cultivo e incubacion.

Figura 4.3. Pequefios brotes obtenidos a partir de tejido meristematico de
nogal adulto a los 45 dias de cultivo, en un medio WPM.
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El meristemo y el nudo con yema axilar que fueron disectados
inmersos en una solucidon de écido citrico y acido ascorbico y sembrados en
medio con carbén activado y &cido benzoico 10 M, ambos sobrevivieron sin
problemas de oxidacién, el primero formé pequefios brotes, al igual que los
meristemos tomados de arboles sin podar, sin embargo el segundo mostré
brotes de mucho mayor tamario (Figura 4.4), aunque solo uno por explante,
que no desarrollaron nudos. Su aparicién durante los primeros 15 dias, es una
sefial de que mediante la busqueda de otras alternativas de cultivo estos
lleguen a desarrollar. Al respecto, George (1996), indicoé que tejidos
provenientes de arboles maduros previamente podados de forma drastica,
son frecuentemente menos dafiados por la aparicion de fendlicos que

aquellos tomados de arboles adultos que no hayan sido sometidos a ninguna

poda.

Figura 4.4. Brotes obtenidos a los 60 dias de cultivo in vitro, de nudos con
yemas axilares de nogal adulto podado drasticamente.
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Prueba para estimular brotacién

La evaluacién de la eficiencia del acido benzoico a dosis de 1074 y
10® M sobre el desarrollo de explantes nodales de nogal adulto cultivadas in
vitro, reflej6 que es posible obtener brotaciones hasta de un 92 y 83 por
ciento, como se puede observar en la Figura 4.5; donde ademas los brotes
elongaron 7 y 5 mm respectivamente; sin embargo, en ninguno de los casos
se lograron desarrollar nudos. No obstante, estos resultados pueden
considerarse como un buen precedente, para trabajos posteriores donde se

busque exclusivamente alongar los brotes y procurar que se formen nudos.

Raskin (1992) indicé que muchos compuestos fenélicos juegan un rol
esencial en la regulacién del crecimiento de las plantas, en la biosintesis de
lignina (importante componente estructural de la pared celular), en la
germinacion, formacion de ahustorios y activacién de mecanismos de defensa
de las plantas. Por otra parte consigndé que el acido benzoico ademas de
estimular el funcionamiento de la cadena de transporte de electrones, tiene
una influencia notable en la formacién de estructuras florales en lemna

paucicostata.
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Figura 4.5. Efecto del acido benzoico (B) a dos concentraciones (10
y 10°M), sobre el por ciento de (B) brotacién y la (LT): Longitud
de tallos (mm).

Pruebas con plantas jévenes

Induccién a brotacién

En los explantes tomados de segmentos nodales, se obtuvieron
tasas de brotacion del 92 por ciento, utilizando la metodologia ya descrita.
Wood (1982) trabajando con plantula de cuatro a doce semanas de edad,

reportd brotacion exitosa.

En funcion de estos resultados, se decidié manejar los nudos con
yemas axilares como explante en los siguientes experimentos, de este modo
fueron aprovechadas la mayoria de las yemas de las plantas jovenes, lo que
incrementd considerablemente la disponibilidad de material vegetal, mientras

que de utilizarse el apice o meristemo, sélo se dispondria de uno por planta,
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ademas en el caso del meristemo su manejo es complicado y el desarrollo
que alcanzd fue muy raquitico, lo que posiblemente se debié al pequefio

tamafio del explante.

Efecto de tres medios de cultivo

En esta prueba donde se manejaron tres medios de cultivo, el
porcentaje de brotacion registré un comportamiento similar en los tratamientos
dos (WPM) y tres (DKW), siendo ligeramente superior el WPM. No asi el MS
donde se obtuvo la menor respuesta (89 por ciento) y fue estadisticamente
diferente a los anteriores (Cuadro 4.3). Por otra parte la cantidad de nudos
formados y la longitud de tallos, manifestaron diferencia significativa en sus
respuestas, donde ademas se observa que fue superior el WPM con siete
entrenudos y 17.9 mm de longitud, mientras que el medio con respuesta

menor fue el MS.

Cuadro 4.3. Respuesta de la prueba de tres medios de cultivo al indice de
brotacion y formacion de entrenudos en la multiplicacién in vitro
del nogal, a los 60 dias de cultivo.

Medio de cultivo Brotacion No. Altura de tallos
(%) Entrenudos (mm)
MS 89 B’ 5A B 122 C
WPM 92 A 7 A 17.89 A
DKW 91 A 4 B 13.54 B

“Prueba de comparacién de medias de Tukey al 5 % de significancia
estadistica.
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Driver y Kuniyuky (1984) reportaron maltiple formacién de brotes en

un medio WPM, suplementado con BA 4.5 uM y AIB 5.0 nM mientras que

McGranahan y Leslie (1988) utilizando el medio de cultivo DKW,
suplementado con 1 mg I"' de BA y 0.01 mg I'" de AIB, obtuvieron brotacion
exitosa; ademas mencionaron gue dando mayor cantidad de enjuagues (mas
de tres), al explante después de su desinfestacion, la tasa de sobrevivencia

del mismo se incrementaba del 13 a 48 por ciento.

Wood (1982) obtuvo buenos resultados trabajando con explantes
provenientes de plantas en estado juvenil y utilizando el medio WPM,
adicionado con BA 4 mg I y AIB 1 mg I'"; indicando que este tratamiento fue
més eficiente en la formacién y crecimiento de brotes que los formulados a
base de 2iP y AlA; este efecto reflejo el hecho de que los reguladores
sintéticos BA y AIB son mas activos biolégicamente que los compuestos

nativos 2iP y AlA.

Efecto del carbén activado, acido benzoico y acido salicilico

Los resultados de las pruebas en donde fueron agregados al medio
acido benzoico y salicilico con y sin carbén activado, sobre el porciento de
explantes con brotes no mostraron diferencia significativa entre tratamientos,
sin embargo se observé (Cuadro 4.4) que en los medios con carbon activado

la respuesta fue de un 50 por ciento de explantes con brotes tanto en el
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testigo, como en los que contenian acido benzoico 10 y 10° M; mientras
que los medios sin carbon activado produjeron solamente un 25 por ciento
de brotacién a excepcion del medio con salicilico 10 M con un 50 por ciento,
el resto de los tratamientos con salicilico, presentaron solamente un 25 por

ciento independientemente de si contenian o no carbén activado.

Respecto a la longitud de tallos (Figura 4.6), los mejores tratamientos
fueron también los que contenian &cido benzoico y carbon activado,
alcanzando valores de 11 y 11.5 mm en los tratamientos tres y cuatro
respectivamente. Estos tratamientos superaron también a los que contenian
acido salicilico y al testigo. Es importante indicar que los tratamientos sin
carbén activado registraron longitudes menores de tallo, lo que sugiere que
es un componente imprescindible para estimular el crecimiento en el cultivo in

vitro del nogal.

El parametro nimero de nudos manifest6 diferencia significativa (al 5
por ciento), entre tratamientos, siendo superior el correspondiente a la dosis
de 10*M de acido benzoico con seis, seguido del 10°M, con 5.5, ambos con
carbon activado; por otra parte los valores menores se registraron en los
tratamientos sin carbén activado, independientemente del contenido de acido

benzoico o salicilico (Figura 4.7).



52

E 14

= 42

8 10

S 8

5 6 -

'g4
BI=EEEEERE
go-‘lllill L S )
-‘c,v(y»so»'\&»&»g:
q,\*‘oo“oeeeeeroe

Tratamientos

Figura 4.6. Longitud de brotes de nogal inducidos en explantes nodales de
plantas de tres meses de edad, cultivados in vitro.

3.ConCA+B10*M 4.ConCA+B10°M

Figura 4.7. Apariencia de brotes formados en explantes nodales de nogal de
tres meses de edad a los 60 dias de cultivo, con carbén activado mas acido
benzoico a dos concentraciones.
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Cuadro 4.4. Efecto del &cido benzoico y acido salicilico con y sin carbon
activado sobre el porcentaje de brotacion y numero de nudos
formados en explantes nodales de nogal de tres meses de edad
cultivados in vitro, durante 60 dias.

Tratamientos Brotacién No.
(%) Nudos
1. Sin CA 50 135 B
2. Con CA 50 42 A
3.ConCA+B10* 50 6 A
4.ConCA+B10° 50 55 A
5.SinCA+B 10™* 25 1 B
6. Sin CA + B 10® 25 1 B
7.ConCA +S 10™ 25 5 A
8.ConCA+S10° 25 2 B
9.SinCA+S 10* 50 1 B
10. Sin CA + S 10° 25 2 B

*Prueba de comparacion de medias de Tukey al 5 % de significancia
estadistica.

Es importante sefialar que en todos los parametros evaluados en
esta prueba, los mejores tratamientos fueron los que contenia carbon
activado y acido benzoico, lo que evidencia un probable efecto sinergistico
entre ambos compuestos, mismo que influye favorablemente en la
micropropagaciéon de la especie, sin embargo es necesario realizar mayor
cantidad de estudios sobre estos componentes manejando otras variedades y
especies de Carya. Raskin (1992) mencion6é que el acido benzoico y
salicilico, son dos compuestos que las plantas sintetizan y tienen efecto
sinergético con el acido giberélico influyendo sobre la formacion de yemas

florales e incrementando la cantidad de compuestos tales como: RNA,
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fosfatasas y algunos tipos de proteinas; por lo que en base a los resultados
obtenidos es factible suponer un efecto parecido que resulté en una
formacién de nudos y crecimiento de plantulas del nogal. George (1996) por
su parte menciona que las ventajas de utilizar el carbén activado en el medio
de cultivo son entre otras las siguientes: absorbe compuestos secretados por
el tejido o presentes en el agar que pudiesen inhibir el crecimiento, previenen
el crecimiento de callo no deseado, estimulan la morfogénesis y formacion de

raices.

Efecto de un extracto de raiz, 4cido benzoico y una mayor dosis de

benciladenina

En este experimento se observd (Cuadro 4.5) una diferencia
significativa en el pardmetro por ciento de explantes con brotes en los
tratamientos probados, manifestdindose como superiores el testigo, el
suplementado con &cido benzoico y el que contenia extracto de savia de raiz,
mientras que en el caso del nimero de nudos no se manifestd diferencia
estadistica entre tratamientos, aunque se mostré como ligeramente superior
el testigo con cinco nudos formados, seguido del tratamiento que contenia

acido benzoico con 4.2.
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Cuadro 4.5. Efecto de extracto de raiz, acido benzoico y una mayor dosis de
benciladenina sobre el porcentaje de explantes con brotes,
nimero de nudos y altura de tallos a los 60 dias de cultivo.

Medio de cultivo % Explantes Namero de Longitud de
con brote Nudos tallos
(mm)

1. + CA (Testigo) 50 A 5 12.33 A'B

2. + CA + Extracto 50 A 4 11256 A B

3. +CA+A 50 A 4.2 16.40 A

Benzoico 1X10°M

4. +CA +B1X10°M 25 B 3.4 11.60 A B

+ EXT.

5. +CA+B1X10 25 B 33 1040 B

®M+Extracto+2X(BA)

*Prueba de comparacién de medias de Tukey al 5 % de significancia
estadistica.

El parametro longitud de tallos registré diferencia significativa (5 por
ciento), entre tratamientos, manifestandose como ligeramente superior el
tratamiento que contenia acido benzoico a una concentraciéon de 10°M (16.40
mm de longitud), seguido del testigo (12.33 mm), mientras el tratamiento que
menor altura alcanzé fue el suplementado con doble dosis de Benciladenina,
aunque éste fue estadisticamente similar a los tratamientos donde se probd

extracto de savia de radicula y al testigo.

Wood (1982) por su parte determindé que la dosificacién donde el
logrd inducir una mayor brotacién fue la de 8 mg I'' de BA con tres brotes, sin

embargo se observé que las plantas mostraron un crecimiento raquitico,
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mientras que en la dosis de 32 mg " los explantes murieron y cuando utilizd
2iP no obtuvo resultados satisfactorios. En el caso de longitud de tallos, el
autor reporta que ésta no fue afectada significativamente por niveles de BA
mayores @ 2 mg I' combinado con 1 mg I' de 2iP, aunque a
concentraciones superiores se pudo observar una reduccion del tamano, por
lo que recomienda 4 mg I de BA‘ como la mejor dosis, para micropropagacién
de nogal. De acuerdo a los resultados descritos es factible considerar que
los mejores tratamientos para el este experimento fueron el testigo y el que

contenia acido benzoico.

Por ofra parte, Hansen y Lazarte (1984) probando tres dosis de
Benciladenina (0.3, 1.0 y 3.0 mg I'1), indicaron que con 3.0 mg I’ se
obtuvieron 1.5 brotes de 25.1 mm de longitud y 5.3 hojas contra un brote de

15 mm y 2.9 hojas en la dosis de 0.3 mg I'' de BA.
Transferencia constante de explantes a medios frescos

El resultado de realizar transferencias constantes del explante (cada
7 dias), a medio nuevo, fue similar al testigo (donde la plantula no fue
transferida ninguna vez); asi a los 35 dias de cultivo, el desarrollo de brote,
numero de nudos y longitud de tallos fue muy similar, incluso presentando la
misma apariencia en porte y coloracion de la hoja (Figura 4.8). Estos
resultados coinciden con los reportados por Wood (1982), quien obtuvo brotes

utilizando dos medios, uno de iniciacién y otro de crecimiento cada uno
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durante cuatro semanas. El observo que al incubar el explante en el mismo

medio por cuatro semanas 0 mas resultd detrimental en el vigor del mismo.

Con cambios sucesivos Sin cambios
(cada siete dias)

Figura 4.8. Brotes derivados de segmentos nodales de nogal en etapa juvenil.

McGranahan y Leslie (1988) observaron clorosis, abscisién de hojas
y escaso crecimiento, cuando se realizé transferencia de plantulas cada tres
o seis dias. Corte et al. (1990) mencionaron gque lograron microrpopagacion
exitosa de arboles de tres a cuatro afios de edad, haciendb cambios cada 30
dias a medio fresco. Por su parte Driver y Kuniyuki (1984) reportaron
resultados favorables en la micropropagacion de un hibrido de nogal,

haciendo cambios a medio fresco cada semana.
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Prueba con Calcio y Fésforo, para corregir deficiencias nutricionales

En este trabajo disefiado para buscar controlar deficiencias
nutrimentales y necrosis apical de las plantulas, los resultados (Cuadro 4.6)
no mostraron una tendencia clara mediante la cual se pudiese seguir algin
criterio para resolver el problema observando que la apariencia de las plantas
no se modifico sustancialmente con relacién a la iniciaimente observada, por
lo que es factible pensar que los dafios fueron irreversibles debido
probablemente a que no se hizo el cambio de los explantes a medio nuevo
antes de que los sintomas fueran manifiestos. Lo anterior sugiere Ia
conveniencia de estudiar el hecho de hacer subcultivos cada 15 dias. Al
respecto McGranahan y Leslie (1988) sefialan que en un trabajo para
micropropagar nogal, observaron una lenta pérdida del vigor de las plantas
(clorosis, abscisién de hojas y escaso crecimiento), de acuerdo a como se
realizaban las transferencias (cada tres o seis dias durante los primeros dos
meses), posiblemente porque implicaba movimiento y cortes basales de los
explantes. Asimismo después de tres o cuatro meses de cultivo se observé un
cambio en la morfologia de los explantes, consistente en una reduccion del
tamafio de la hoja, pero una mejor adaptacion al sistema, llegando a obtener
plantula floreada en un periodo de 10 a 24 meses de edad. Similar
comportamiento  habia sido descrito por Wood (1982), donde ademas
determind que cuando se incrementaron los niveles de BA los brotes

exhibieron un color rojizo.
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Cuadro 4.6. Tendencias resultantes en el experimento donde fueron probadas
diferentes dosificaciones de Caicio y Fosforo para evitar muerte
regresiva de plantula de nogal in vitro.

Concentraciéon de Apice seco Apice verde
elemento con
respecto a la normal (%) (%)
Cay P
1X 11X 22 78
1IX 2X 22 78
1X 3X 375 62.5
2X 11X 25 75
2X  2X 14.3 85.7
2X  3X 16.6 83.4

En base a lo anterior es factible pensar que de acuerdo al tiempo de
cultivo la planta reduce su vigor, pero que ademas la cantidad de reguladores
que se aplican al medio también suele influir en el desarrolio, reflejando
algunos sintomas de deficiencias nutricionales, por lo que es factible
considerar que una forma de tener éxito en este tipo de pruebas es buscando

realizarla tomando explantes de brotes que ya han sido micropropagados

exitosamente.

Al respecto Singha et al. (1990) cultivando apices de Cydonia

oblonga. Mill, en un medio MS suplementado con BA 5 uM y phytagar 0.6 por

ciento, observaron la aparicién de necrosis apical y vitrificacién de los
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explantes, atribuyendo el problema a una interaccion entre los niveles de
calcio y el grado de solidez del medio; para lo que probaron tres dosis de
calcio y tres de phytagar, encontrando que cuando los niveles de calcio se
incrementaron de 3 a 9 mM el problema de necrosis se redujo
considerablemente, mientras qQue cuando los niveles de phytagar se
incrementaron de 0.6 a 0.9 por ciento se redujo sensiblemente el grado de
vitrificacion de las pléntulas; por lo que la combinacion mas apropiada para
solucionar ambos problemas resulté ser de 9 mM de calcio con 0.9 por ciento

de phytagar.

George (1996) por su parte indicd que la necrosis apical que
generalmente se presenta en el cultivo in vitro de especies maderables
obedece a una deficiencia de calcio en el apice del brote ya sea debido a que
el ibn no es absorbido en forma adecuada del medio o bien a fallas en la

traslocacion del mismo en el tejido.

Al respecto fue observable que aun con doble dosis de Ca yPo

doble Ca y Triple P no se evitd el secamiento del apice.
Efectos del acido ascérbico, caseinay acido benzoico
La evaluacion realizada a los 60 dias de cultivo mostré que tanto el

acido benzoico como el écido ascorbico se comportaron de una manera muy

similar respecto al porcentaje de explantes con brotes, ambos con 91 por
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ciento, como se puede ver en el Cuadro 4.7; no asi en el caso de la caseina,

donde el porcentaje de brotacion fue menor.

Por otra parte la cantidad de nudos formados en los brotes
derivados de estos tratamientos fueron estadisticamente diferentes, siendo
superiores los que contenian &cido benzoico y caseina, mientras que donde
se agregé al medio de cultivo acido ascérbico se obtuvo la menor cantidad

de entrenudos formados.

La longitud de tallos se manifestd con una tendencia similar a la
observada para el nimero de nudos; asi los tratamientos a base de 4cido
benzoico y caseina, se mostraron como ligeramente superiores a los que

contenian acido ascdrbico (Figura 4.9).

De acuerdo al desarrollo del trabajo alcanzado hasta este punto, es
factible manejar como una opcién viable para desarrollar la etapa de
multiplicacién in vitro del nogal, el agregar al medio de cultivo acido benzoico
a una concentracion de 10° si se pretende elongar los brotes o bien 10* M si
se busca estimular la brotacion o favorecer el desarrollo de nudos:
considerando que estas respuestas pueden deberse al probable efecto del
compuesto como molécula sefializadora que estimula la formacion de

biomasa en los tejidos (Raskin, 1992).



62

Cuadro 4.7 Efectos del acido benzoico, acido ascorbico y caseina sobre
brotacion y cantidad de nudos, en explantes nodales de nogal a
los 60 dias de cultivo.

Tratamiento Brotacién No. de
(%) Nudos
Ac. Benzoico 10°M 91.5 A’ 58 A
Ac. Ascérbico 100 mg I 91.1 A 45 B
Caseina 2 mg I”' 77 B 57 A
“Prueba de comparacion de medias de Tukey al 5 % de significancia
estadistica.
12
101
Longitud 81
detallos 61
(mm) ]
2.
0-
AB AA CH
Tratamientos

Figura 4.9. Longitud de tallos de nogal alcanzada a los 60 dias de cultivo in
vitro, en un medio de cultivo (WPM), donde se agregaron tres
compuestos: Acido benzoico (AB), Acido ascérbico (AA) y
Caseina (CH).

Efecto del Tidiazuron (TDZ2)
En el experimento donde fueron probadas varias dosificaciones de

TDZ, se encontrd (Figura 4.10) que el porcentaje de brotacién fue superior en

el testigo con un 90 %, mostrando luego una tendencia a decrecer cuando la
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cantidad del TDZ fue incrementada hasta 0.8 mg I"', donde registrd su nivel
minimo, aunque se observé incremento nuevamente a dosificaciones de 1.6
mg I''. Como se puede ver, la respuesta no fue “consistente’ a la dosis
maxima probada, por o que es conveniente realizar mayor investigacion con

las cantidades agregadas de este compuesto al medio.

100
80+

Brotacién 60+
(A 40
204

0-

0 01 02 04 08 16
TDZ (mg 1-1)

Figura 4.10. Efecto del tidiazuron sobre el porcentaje de brotacién en
explantes nodales de nogal.

En el caso de la cantidad de nudos que se formaron, con la
incorporacién al medio de cultivo del TDZ, se manifest6 una diferencia
altamente significativa entre tratamientos al 0.05 de significancia, donde los
mejores fueron 0.4, 0.0 y 0.8 mg " con 7.5,6.7 y 6.3 nudos (Cuadro 4.8),
no asi con 0.2, 0.1y 1.6 mg I que fue donde se registraron las menores

cantidades.
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Cuadro 4.8. Efecto del TDZ sobre la cantidad de nudos formados y la longitud
de tallos a los 60 dias de cultivo en explantes de nogal.

TDZ No. De Longitud de

(mgl™ Nudos Tallos
(mm)

0.0 6.7A" B 169 AB

0.1 50 B C 12.7 B C

0.2 4.3 C 12.1 C

04 7.5A 206 A

0.8 6.3A B 13.0 BC

1.6 54 B C 14.4 BC

"Prueba de comparacién de medias de Tukey al 5 % de significancia
estadistica.

La longitud de tallo mostré una tendencia muy parecida a la
observada en el parametro anterior, manifestandose también como supériores
los tratamientos con 0.4, 0.0 y 0.8 mg I'' mientras que con 0.2 mg I'', fue

donde se registrd la menor longitud.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es factible considerar que
para estimular brotacién, elongar tallos o incrementar cantidad de nudos
desarrollados no es necesario aplicar TDZ, puesto que en todas sus
dosificaciones se observaron resultados inferiores al testigo, por lo que
pudiera considerarse que no influye determinantemente en la formaciéon de
estas estructuras en nogal, sin embargo puede ser util en inducir otros tipos

de crecimiento morfogenéticos.
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Al respecto Obeidy y Smith (1993), buscando inducir organogenesis
a partir de cotiledones de nogal, y utilizando el compuesto TDZ agregado al

medio a dosis de 25 uM, encontraron que se estimulé considerablemente la

formacion de callo.

Efecto del acido giberélico (AG.3)

Las dosis de AG_; aplicadas al medio de cultivo no favorecieron las
tasas de brotacion como se aprecia en el Cuadro 4.9, donde el testigo
registré el mayor porcentaje (90 por ciento), mientras que los tratamientos

con AG tendieron a reducir considerablemente la formacién de brotes.

Cuadro 4.9. Efecto del acido giberélico sobre la brotacion en explantes de
nogal a los 60 dias de cultivo.

AG.; Brotacion
(mg 1) (%)
0.0 90 A’
0.2 75 B
0.4 50 C
0.8 70 B

*Prueba de comparacién de medias de Tukey al 5 % de significancia

estadistica.

En lo que respecta al nimero de nudos y longitud de tallos (Figura
4.11), se dio un efecto diferente, observandose incremento en sus valores de

acuerdo al aumento de la dosis del AG-3, donde el efecto fue mas constante
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sobre la longitud de tallos, que sobre el nimero de nudos. La mayor
formacion de nudos se registré en el tratamiento con 0.2 mg ' yla mayor
longitud de tallos con 0.8 mg I, mientras que los valores mas bajos se
manifestaron en el testigo; o cual indica que el AG.; influye de una manera

positiva sobre estos.

Wood (1982) reportd obtencién de brotes utilizando un medio de
iniciacion con BA y AIB, y posteriormente pasados a un medio de crecimiento
con 0.1 mg I' de BAy 3 mg I" de AGs durante cuatro semanas,
mencionando que manejados de esta manera incrementaron su crecimiento,

con respecto al tratamiento que contenia solamente BA y AlB.

&

8

o0

Longitud tallos (mm)
3

No. nudos
Q =2 N W O O N

. 0 11 1
1 0.2 0.4 0.8

0 0.2 04 0.8
AG-3 (mg I-1) AG-3 (mg 1)

(a) (b)
Figura 4.11. Efecto del &cido giberélico sobre la cantidad de nudos formados
(a) y la longitud de tallos en nogal (b), a los 60 dias de cultivo.
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Prueba con tapas que permiten mayor intercambio gaseoso

En el trabajo donde fueron probadas tapas (adaptadas mediante una
perforacion, misma que fue cubierta con algodén), que generaran un mayor
intercambio de gases del sistema frasco-planta y su medio ambiente donde
fue incubada, el explante se corhporté de manera similar a las que crecieron
en frascos sin orificio (testigo), donde se suponia que no tenian la misma
facilidad para realizar intercambio gaseoso. Asi los tratamientos registraron
valores de los parametros evaluados muy parecidos, con tasas de brotacidn
del orden de un 92 por ciento, la longitud de tallos de 14 a 16 mm y el

numero de nudos entre cuatro y seis, como se puede ver en la Figura 4.12.

Por lo que se asume que no es necesario utilizar frascos con un
mayor intercambio gaseoso, al menos durante los primeros 30 dias de cultivo,
en el caso del cultivo de yemas axilares de nogal juvenil in vitro: sin embargo
esta aseveracion debe ser considerada puesto que no fue evaluado el

intercambio de gases entre el interior y el exterior del frasco.

Al respecto, Niu et al. (1998) mencionan que el sistema fotosintético
de las plantas in vitro, es lo suficientemente desarrollado para proveer un
balance adecuado de carbono a la planta, pero que sin embargo puede
evaluarse su habilidad fotosintética haciendo variar la cantidad de azicar
(que es considerada como la principal fuente de carbono de que una planta

dispone) agregada al medio de cultivo.



68

a) - b)
Figura 4.12. Apariencia de los brotes de nogal a los 60 dias de cultivo en
frascos con tapas perforadas (a) y sin perforar (b),

Influencia de la posicién de la yema sobre el potencial de brotacién

~ El Cuadro 4.10 muestra la influencia de la posiciéon de la yema en el
tallo de nogal sobre la capacidad de brotacion y nimero de nudos
generados, observandose que en la brotacién no se manifestd diferencia
significativa entre tratamientos, lo que indica que la posicién de la yema no es
determinante en el potencial de brotacion de las mismas, sin embargo fue

visible una mayor brotacién en la tercera yema.

Esta tendencia observada en el parametro anterior fue similar para el
caso del niUmero de nudos, en el que se obtuvo diferencia significativa entre

tratamientos, siendo superior la tercera yema con 5.3 nudos, seguida de la
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segunda con 3.0 y la primera con 2.5; lo que permite concluir que la tercera

yema axilar manifestdé una mayor aptitud a formar brotes y nudos.

Por otra parte la longitud de tallos alcanzada corrobora las aseveraciones
anteriores, mostrando los brotes de la tercera yema axilar el mayor tamafio
(Figura 4.13), seguidos por los de la segunda y primera respectivamente.

Cuadro 4.10.Efecto de la posicion del explante nodal en la planta, con

respecto al apice, sobre la brotacion y el nimero de nudos a los
60 dias de cultivo in vitro.

Posicién de la Brotacion Nimero de nudos
yema (%)
1° 86 2.5 B*
2° 86 3.0 B
3° 92 53 A

"Prueba de comparacién de medias de Tukey al 5§ % de significancia
estadistica.

304
25+
20-
161
1017

Longitud de tallos
mm)

10 2° 3°
Posicién de la yema

Figura 4.13. Efecto de la posicion del explante nodal en la planta, con
respecto al apice sobre la longitud de tallos a los 60 dias de
cultivo in vitro.
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Lo anterior permite concluir que para futuros experimentos en donde
se pretenda evaluar especificamente el potencial de las yemas a formar
entrenudos y elongacién sera conveniente trabajar con yemas ubicadas en la

misma posicién de la vareta.

Iniciacion del enraizamiento

Efecto del acido indolbutirico (AIB), con y sin carbdn activado (CA)

En esta prueba se observé formacion de raices solamente en dos
plantas, una del tratamiento con 0.8 mg I y otra con 1.6 mg ' de AIB,
(Cuadro 4.11), ambas con estructuras muy robustas como se puede apreciar

en la Figura 4.14.

McGranahan y Leslie (1988) reportaron un rango de enraizamiento
de entre 5 y 75 por ciento, después de 4 a 12 semanas de cultivo; lo que
refleja un amplio rango de enraizamiento, en un periodo muy variable de
tiempo, por lo que se puede considerar que este es un evento dificil de

generar.
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Cuadro 4.11. Efecto del AIB con y sin carb6n activado, sobre el enraizamiento
de brotes de nogal inducidos in vitro a los 60 dias de cultivo.

AlB Raices formadas
(mg ")
0.0+ CA 0
0.2+ CA 0
0.4+ CA 0
08+ CA 0
1.6 +CA 0
0.0-CA 0
0.2-CA 0
0.4-CA 0
0.8-CA 2 Robustas
1.6 - CA 9 Robustas

Figura 4.14. Raices formadas en plantulas derivadas de nogal juvenil,
observadas en los tratamientos con acido indolbutirico a dos
concentraciones 0.8 y 1.6 mg I'' a los 60 dias de cultivo.
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Prueba con tres medios de cultivo

En esta segunda prueba considerando tres medios de cultivo (MS,
WPM y DKW), con dos dosificaciones de AIB (0.8 y 1.6 mg I, no se logré la
formacién de raices a los 60 dias de cuitivo, obteniendo solamente ligera
formacion de callo en la base del explante de algunos tratamientos y en
algunas unidades experimentales, sin que esta tendencia fuera regular, como

se puede apreciar en la Figura 4.15.

WPM + AIB 1.6 mg I’ WPM + AIB 0.8 mg I
Figura 4.15. Callo formado en plantas de nogal juvenil obtenido in vitro con
dos dosificaciones de AIB.

Estos resultados manifestaron una tendencia diferente a los
reportados por Hansen y Lazarte (1984) donde probando dos niveles de AIB
(1y3mg I“’), obtuvieron resultados satisfactorios, formando un 80 por ciento
de raiz en la dosis de 1 mg I'' y un 86 por ciento en la dosis de 3 mg I"', a los

33 dias de cuitivo.
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Por otra parte Ripetti ef al. (1994) reportaron un 100 por ciento de
enraizamiento utilizando dos medios de cultivo en forma secuencial; uno el
MS, suplementado con 3 mg I’ de AIB y agar como solidificante, indubado
durante 7 dias en oscuridad; seguido por otro con nutrimentos del DKW, y
como solidificante una mezcla de vermiculita y gelrite, sin hormonas e

incubado en presencia de luz.

Prueba con dosis elevadas de acido indolbutirico (AIB)

En este experimento donde fueron manejadas dosificaciones
elevadas de AIB (0 a 100 mg I''), se encontré que éstas incidieron en una
abundante formacién de callo en los tratamientos seis y siete (Figura 4.16),
observandose que en el resto de los tratamientos no se obtuvo formacion de

estas estructuras.

Figura 4.16. Callo formado en planta de nogal cultivada in vitro agregando
una dosis de 100 mg I'' de AIB al medio de cultivo..
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Por su parte Driver y Kuniyuki (1984) encontraron resultados

similares, mencionando que a dosificaciones superiores a 30 uM (6.1 mg I'"),

solamente observaron formacién de callo. Por otra parte McGranahan y Leslie
(1988), mencionaron que los explantes sin hojas a los dos meses de cultivo
tendieron a formar callo. En funcién de lo anterior puede considerarse que la
formacién de callo en tejidos del nogal para otros fines de mejoramiento
genético es factible mediante varios procedimientos, tanto de manejo de

reguladores como de manejo de la planta.



CONCLUSIONES

En el proceso de desinfestacion se debe reducir en lo posible la
exposicion del tejido a los desinfestantes.

Es factible lograr desarrollo de brotes in vitro a partir de planta de tres
meses proveniente de nuez criolla.

La tercera yema axilar es mas eficiente en la brotacién, desarrollo de
nudos y elongacién de brote a partir de explantes de plantas de tres
meses cultivadas in vitro.

El medio de cultivo (sales inorgénicas), que mejores resultados da para
el cultivo de nogal juvenil in vitro es el WPM.

El acido benzoico combinado con carbén activado es una férmula que
estimula la elongacién de brote en nogal adulto podado.

El acido benzoico combinado con carbén activado fue la mejor forma de
controlar la oxidacion y favorecer la formacién de entrenudos vy
elongacion de tallos a partir de explantes de tejido juvenil, provenientes
de plantas de tres meses, germinadas de nuez criolla.

El extracto de raiz de plantula de nogal, no resulté favorable para el
desarrollo de brote de nogal juvenil.

El acido benzoico y acido ascérbico estimulan la brotacion de tejido
juvenil de forma muy similar.

No fue significativo utilizar TDZ ni AG.;, en las dosis utilizadas en la
micropropagacion de nogal juvenil, proveniente de semilla criolla.

El uso de tapas perforadas para estimular intercambio gaseoso de
explantes de nogal juvenil no beneficia significativamente su desarrollo,
aunque no se determind si realmente existe un mayor intercambio
gaseoso en explantes con tapas perforadas.
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En explantes provenientes de nogal juvenil; ni los cambios frecuentes a
medio nuevo ni la aplicacion de cantidades adicionales de Ca y P,
mostraron efectos benéficos en la correccion de deficiencias
nutrimentales en brote.

El enraizamiento de nogal in vitro es un proceso que requiere mayor
estudio con otros tipos y dosis de auxinas solas y en combinacién con
algunas citocininas.



RESUMEN

El nogal, es una especie que en los Ultimos afios ha adquirido gran
importancia, debido a la creciente utilizaciéon de la nuez en la industria
alimentaria y en la industria mueblera, sin embargo su propagacién asexual
es dificil aunque esta permitiria establecer huertos méas homogéneos.

Al respecto fueron establecidos una serie de experimentos para
estudiar factores que influyen en su micropropagacién manejando tipos de
explante, controladores de oxidacién, inductores de brotacién y
enraizamiento, ademas de correccion de deficiencias aparentes de P y Ca.

Los explantes se desinfestaron con Fungicida Benonil e Hipoclorito
de sodio. El mejor tipo de explante fue yema axilar, tanto para nogal adulto
como juvenil, aunque en el primero no se logré desarrollo de nudos, en los
brotes inducidos.

Fueron probadas las sales inorganicas de tres medios de cultivo (MS,
WPM y DKW) en nogal juvenil; obteniendo para WPM 96 % en brotacién, 7
entrenudos y 17.89 mm de longitud de tallos, seguido por el DKW con 94 %,
4 entrenudos y 13.5 mm de longitud. De los compuestos agregados al medio
el mejor fue el acido benzoico. Por otra parte tanto el extracto de raiz de
plantula como la doble dosis de BA resultaron muy similares en brotacién y
desarrollo de entrenudos.

En el trabajo donde fueron probadas dosis extras de Ca y P, para
corregir aparentes deficiencias, se encontr6é que en ningun caso estas fueron
corregidas de forma contundente.
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Al utilizar TDZ y AG.;, se encontré que la proporcién de brotes
emitidos por explante en ambos casos fue superior en el testigo con un 90
%. En el trabajo donde se utilizaron tapas perforadas para favorecer el
intercambio gaseoso entre el frasco y su ambiente no se manifesté
diferencia respecto al testigo.

La ubicacién de la yema en la bareta no afecté su potencial de
brotacién, pero si el nimero de nudos produciendo 5.3 en la tercera yema, 3
y 2.5 en la segunda y primera respectivamente. La prueba agregando
compuestos para estudiar el grado de oxidacién del explante, indicé que el
carbon activado y el &cido ascorbico redujeron drasticamente la oxidacién del
tejido.

En el enraizamiento, se observaron solamente dos plantas con raices
una con 1.6 y otra con 0.8 mg I'' de AIB, sin embargo esto no se volvié a
repetir.
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