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RESUMEN

Esta investigacidén se realizé en la Unidad de
Biotecnologia del Programa de Mejoramiento de Cultives
Tropicales del CATIE, con la finalidad de establecer el
protocolo de micropropagacidn del chayote Sechium edule,
pars posteriormente desarrollar la metodologia de
conservacidén iIin vitro psara el estsblecimiento de un futuro

banco de germoplsasna.

El protocolo de micropropagacidn se desarrolils
utilizando microestacas de aproximadamente Smm de longitud,
las que fueron sembradas en un medio que contenia las sales
de Murashige y Shoog (MS8)(1982), complementado con #cido
nicotinico (0,5 mg/l), piridoxina (0,5 mg/l), Tiamina-HCl
(0,1 mg/l), inositol (100 mg/l), caseina hidrolizada (200
mg/l), sacarosa (30 g/1) v Gel-Rite (1,5 g/1).

La inhibiecién del crecimiento se logrdé sometiendo los
explantes durante un mes a estrés osmdtico (4 a 8% de
sacarosa), a bajas temperaturas (16, 18, 20, 22°C) o
afiladiendo dcido acetil salicilico (AAS) (10-23, 10-8 y 10-®8
M) al medio de cualtivo M8 (1962) empleado en
micropropagacidn. En cada caso se seleccionaron los
tratamientos mas efectivos . En 1la segunda etapa del
trabajo de conservacion ss combinéd el efecto de la

temperaturas (1B°C) con el estrés hidrico v con el AAS
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(10-2M) por un periodo de seis meses con evaluaciones

mensuales.

Todos los tratamientos factoriales, sasi como las
interacciones de los tratamientos seleccionados inhibieron
el crecimiento. Se determind 1la influencia de cada
tratamiente en 1las siguientes wvariables: incremento de
peso(mg), incremento de longitud(mm), peso seco(mg), nimero
promedic de hojss y brotes producidos, sobrevivencia,

presencis y longitud de raices y aspectos morfogénicos.

Se encontrd que el tratamiento de conservacidn in
vitro que provocd menos dafio a los explantes y no produjo
alteraciones morfolégicas fue el gue combind unsa

temperatura de 16°C con un 6% de sacarosa.



SUMHARY

This research was carried out at the Biotechnology
Unit of the Tropical Crops Improvement Program at CATIE.
The purpose of +the investigstion was to establish =
micropropagation protocol for "chayote" (Sechium edule) in
order to development an in vitro conservation methodology
for the establishment of a future germplasm bank of this

species.

The wmicropropagation procotocol was development using
microcuts of approximately 5 mm lenght. This material was
cultured in a medium containing Hurashige and Skoog salts
(MS) (1862), complemented with nicotinic acid (0.5 mg/l),
piridoxine (0.5 mg/l), Tiamine~HC1l (0.1 mg/l), inositol
(100 mg/1l), hydrolized casein (200 mg/l), sucrose (30 g/1)
and Gel-Rite (1.5 g/1).

Growing inhibition was achieved putting the explants
under osmotic stress (4 to B8 % of sucrose), at low
temperatures (16, 18, 22°C) or adding acetil salicilic acid
AAS (10-3, 10-8, and 10-° M) to the MS (1862) medium during
a period of one month. In each casse most effective
treatments were selected. During the second phase of the

conservation research the temperature’'s effect was combined
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with the hydric and AAS (10-3 M) effsect for a period of six

months with monthly evaluations.

All factorial treatments and intermsctions of selected
treatments caused growth inhibition. Influence of seach
treatment was determined for the following wvariables:
weight increase (mg), lenght increase (mm), dry weight
(mg), average number of leaves and shoots, survival,

presence and lenght of roots, and morphogenic aspects.

1t was found that the in viéro conservation treatment
combined with a tempersture of 16°C and B8 % of sacaroese
showed the least explants damage and did not cause

morphological alterations.
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1. INTRODUCCIOR

El chayote, Sechium edule Jacq. (Sw) originario de
mesoamnérica es una especie promisoris de importancia para
Costs Rica, por ser un cultivo generador de divisas, fuente
de =salimentoc barate para las c¢lagses de bajos recursos
sconomicos, ampliamente ntilizado en la industria
alimenticia, algunss partes de la plantas se usan como
forraje para animsles, se emplea también como pilanta
ornamental, y en medicina naturalista tiene diversos usos
(diurético en la dieta de psacientes con afecciones del

rindn).

Los trabajos a realizar en esta especie son de mucho
interés, por ser easte un cultive de exportaciodn no
tradicional, del que dependen gran cantidad de peguefios
agricultores v productores asocilados en Cooperativas,
localizadas principalmente en la zona de Orosi (provincia

de Cartago).

En Costa Rica es posible que esta especie esBté
sufriendo un proceso de erosidén genética ya que desde 1973
existe una rigurosa seleccidn de pocos fenotipos de valor
comercisl para la exportacidn. Dehido a gque el fruto es
viviparo, la probabilidad de su conservacidén en bancos de

semillas se reduce; por otra psrte, su mantenimiento, en



colecciones de campo presenta problemas de ataque de
patégenos, altos costos de mantenimiento, vy adaptabilidad,
1o que conlleva a la pérdida de introducciones que podrian
ser empleadas en programas de mejora genética. Es de
particular importancis el desarrollo de un programa de
mejoramiento genético gque posibilite 1= produceidén de tipos
de mayor rendimiento, calidad v resistencia a patégenos,
principalmente hongos. Para la sjecucion de este tipo de
programs Se requiers contar con una amplia gama de
genotipos para la seleccidn de carascteristicas deseables vy
con un método de micropropagacidén efectiva, que garantice

la homogeneidad de las plantas producidas.

Por lo que se plantedé el desarrollo de esta ivestigacidn

que tuveo como objetivos:

1. Establecer el método de micropropagacidén de la
aspecie.
1.1. Determinar la combinacidn mis apropiada de

explante-medio de ecultivo que garanticen unsa

eficiente micropropagacion.

1.2. Efectuar ensayos que abarquen los diferentes
estadios de desarrollo de la planta hasta la fase

de campo.



Determinar cudles son las ocondiciones dptimas de
temperatura y factores limitantes del crecimisnto v l=
combinacidén de las mismas gue provocan crecimisnto

minimo en el explante.

2.1, Determinar la temperaturs minima de
almacenamiento s 1la quse se pueden someter
microestacas de S. edule sin sufrir dafios por

frio.

2. 9. Investigar cudl es la concentracidn de sacarosa
gue sadicionada al medio provoca inhibicién del

crecimiento.

2.3. Determinar 1a concentracidén de Acido acetil
galicilico (ASA) que resulta en un crecimiento

minimo del explante.

9. 4. Combinar el efecto de limitaciodn de crecimiento a
bajas temperaturss con los sagentes que Provocan

estrés osmdtico e interferencia metsbdlica.



2. REVISION DE LITERATURA

2 1 Ubicacién tasxondmica y aspectos relevantes del chayote

E1 chayvote (Sechium edule Jacq. Sw), pertenece & la
familis Cucurbitacess. Se carscteriza por ser una especie
herbécea, perenne, monoica, tipo enredadera, con un fruto
carnoso, viviparo gue presenta una sola semilla (Flores,

1888) .

El chayote es originario de México ¥y de la parte norte
de Centro América (Newstron, 1884), fue dispersado por 1los
espaficles a otras partes del mundo. Hoy dia, se encuentra
en el trépico y subtrdpico, sbarcando regiones como las
Islas del Caribe, parte de Brasil y Colombia en sl
continente americano (Flores, 1988). Be produce también en
Malasia, Australia, Nueva Zelandis, India, Africa y en el

sur de Buropa y de los Estados Unidos.

Esta esgecie crece entre los 0O y los 2800 m de alturs,
perc se desarrolla mejor entre los 1000 vy los 1200 m. Es
un cultive con requerimientos de humedad de un 80 a 85 %,
con una precipitacidén gue puede oscilar entre los 1500 vy

log 2000 mm. por afio (Casseres, 1880).



Crece 8 temperaturas minimas de 12°C y méximses de
26°C; pero lss tempsraturas éptimss se sitdan dentro de un

rango de 20 a 25°C {(Cassseres, 1880).

El fruto, y las raices tuberosas son consumidas por ls
poblacidn. Otras partes de 1a planta se utilizan en la
alimentscién de animales. Tambidén se aefialan usos como
planta medicinal y ornamental y en 1la induastris alimenticia

el fruto se emplea como "relleno” (Flores, 1888).

En Costa Ricas me cultiva comercialmentse en Paraiso ds
Cartage (Vaelle de Ujarrés, Orosi y Cachi) y en Ssnta

BArbara de Heredia.

Desde 1879 Costa Rics inicié la exportacidén de chayote
a gran escsala, alcanzandc en 1885, US$2,118.000 (SEPSA,
1888), en los dltimos afios, la exportacidon siguid en
ascenso llegando a los US$2,850.900 en 1887, vy ilos
Us$3,680.000 en 1888 (Madriz, 1889%). En 1888 se

exportaron méds de US$5,173.255 (SEPSA, 1980).

* Madriz, E. 1988. Datos de experimentacidn de chayots,
recopilados por el Banco Central y la Direccidn
General de Estadistica y Censos. Cartago.
Coopechayote, R. L. {(Comunicacién personsal).



2.2 MHicropropagacién

Ls propagacién clonal en las plantas se basa en el
concepto de totipotencis que gsté escrito en la teoria
celular expuesta por Schleiden en 1838 y Schwann en 1838 vy
que fueron reforzadas y popularizadas por Virchow en 1858

(Gauthert, 1985).

Fn el afio de 1878 Vochting realizé el primer trabajo
que demostrd la posibilidad de mantener viables pequefios
gsegmentos de plantas. Posteriormente, Haberlandt discutid
1la posibilidad del cultivo de embriones & partir de células
vegetativas, pero los primeros logros reales fueron
alcanzados por White en 1834 y por Gautheret en 1838

(Gautheret, 1985).

Con base en estos esfuerzos iniciales y al saporte
posterior de varios investigadores, han sido desarrolladas
las téenicas de micropropagacién de las principales
especies comerciales de legumbres . $in embargo, existen
muchas plantas tropicales de alto valor econémico gue no
cuentan todavia c¢on una técnica de micropropsgacién
apropiada, de bajo costo ¥ de fécil acceso para los
agricultores en 1la regidn (Rublio, 1985). Por otra parte,
el establecimiento de un protocolc de propagacién es
requisitoc indispensable para garantizar la maltiplicacidn

clonal del material conservade in vitro (Roca, 1985).



2.2.1 Hicropropagacién de cucurbitdosas

Handley y Chambliss (1978) tuvieron éxito en la
obtencién de plantas completas, a partir de yemas laterales
de pepino (Cucumis sativus L.), sembradas en medios de
Murashige y Skoog (MS) (19882) complementado con vitaminas,
3% de sacaross v 0,1 mg/l de dcido naftaleno acético (ANA)

v cinetina.

Barnes (1879), Barnes et al (1878) informaron la
regeneracidén de plantas de sandia (Citrullus lanatus c.v.
Charleston Gray) s partir de 4&dpices de tallo sembrados en
un medio MS (1862) complementado con 0,05 mg/l de dcido
indol acético (ATA) y img/l de cinetina. Cuando wutilizaron
como explantes estacas con un nudo, obtuvisron plantas con

TR1Z.

Handley y Chambliss (1878) empleando yemas axilares de
Cueumis sativus L. en un medio semi s6lido, conteniendo
sales de MS (1962) complementadas con vitaminas, sacarosa ¥
0,1 mg/l de cinetina, lograron transferir exitosamente

plantas a suelo en el invernadero.

Hehner N4 Locy (18981) utilizando explantes de
hipocdétilo y cotileddn de 85 cultivares vy lineas de pepino,
sembrados en un medio M& (1862) complemsntado con

vitaminas, 1 mg/l de B-bencil aminopurina (BA) y 1 mg/1 de



ANA vy un 3% de sacarosa determinaron gque no se formaron
tallos a partir de segmentos de hipocdtilo, mientras gue 28
de las 85 lineas que emplearon tejido cotiledonar si

produjeron tallos.

Somarribas, Sandoval y HMiller (1980) trabajaron con
dpices de chayote sembrados ¢n un medio MG (1982),
complementado con 100 mg/l de inositol, Z mg/1l de glicina,
0,5 mg/l de acido nicotinico, 0,5 mg/1l de piridoxina, 0,1
mg/l de tiamina y 0,1 mg/l de riboflavina. El tratamiento
con 1 mg/l de ANA, 0,3 mg/l de BA vy 0,2 mg/l de cinetina
con 0,5 g/1 de carbdn activado produjo un desarrollo normal

del tallo vy hojas.

Los primeros trabajos con protoplastos (Jia, Fu y Lin,
1986) reslizados en la familia cucurbitscea se efectuaron
aislando protoplastos de cotileddn en seis cultivares de
pepino, éstos se mantuvieron en divigioén sostenids en un
medio liguido DPD (Durant et al, 1873; citado por: Jia, Fu
vy Lin, 1886) suplementado con 0,5 mg/l de 2,4-D (Acido 2-4
diclorofenoxiacético)y v 1 mg/l de cinetina. La frecuencia
de divisién aumenté s los ocho dias de cultivo, luego se
produjo la regeneracidn de plantas en un medio M.S. (1882)
complementado con 0,01 mg/l de 2,4-D, 1 mg/1 de BA v 0,2

mg/1 de AIA.



2.2 2 (Cultivo de embriones.

E1l embrién representa el inicio de una nueva
generacién esporofitica, se origina de 1la c¢élula huasvo
fecundada, gque generalmente se encuentra localizada en el
gametéfito femenino. Loz embriones pueden SEPArarse

ficilmente del tejido maternoc y ser cultivados in vitro

(Lépez, 1887). Existen dos categorias de embriones, los
relativamente maduros v diferenciados ¥y los embriones
inmaduros en fase de divisién temprana o proembrionss. El

estimulo pars el crecimiento continuo, puede deberse a
respuestas de sus propias cédlulas o de células que rodean

el endosperma (Raghavan y Srivastava, 1982).

E1 embrién requiere para su desarrollo, de una serie

de nutrimentos especializados: aminodcidos, carbohidratos,
purinas, pirimidinas, ¥ en algunos caso0s hormonas,
vitaminas v otros metabolitos. En embriones de

dicotileddneas, el estado de iniciacidn de los cotiledones,
con 1la consecuente diferenciscidén interna, hacen que el
embrién sea apto para su cultivo in vitro. La edad de
siembra mAs aproplada para el cultivo de embriones in
vitro varia de scuerdo a la especis (Georgs ¥y Sherrington,

1984; Raghavan v Srivastava, 1982).

Hanning, en 1804, sembrdé en condiciones aséptiocas,

embriones relativamente maduros ds tres empecies de
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Raphanus vy de Cochlearia en un medio con sales minerales vy
azdcar, inilciando asi la corriente de siembra de embrionses
que perdura hasts la actualidad. Por su parte Knudson, en
1922, hizo crecer en forma exitosa embriones de orguidess

sin hongo simbidtlico (UGautheret, 1985).

Laibach en 1925, visualizdé 1la aplicacién del cultivo
de embriones en la producecién de plantulas viables, sobre
todo en cruces donde los embriones son abortives (Raghavan

¥y Srivastava, 1882).

Los exbriones maduros, reguleren de un medio
relativamente simple, constituide prineipalmente de sales
minerales y sacarosa, pero existen una serie de compuestos
que pueden modificar los patrones de crecimiento C
incrementarlo: vitaminas (biotina, &dcido nicotinico, 4cido
ascorbico, Acido pantoténico, pirildoxina v tiamina),
compusstos nitrogenados (amincdcidos), y un amplic rango de
auxinas, giberelinas v citocininss. Ademds los factores
fisicos (temperatura, pH, radiscidn, intercambioc de gases)
influyen en el crecimiento eombrionario (Raghavan v
Srivastava, 1982). Ls interacecidn de estos factores con la
adad del explante, pusde establecer la pauta del éxito del
cultivo de embriones de una especie determinada (Raghavan y

Torrey, 1964)
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2.2.3. Cultivo de embriones de cucurbitdcesas

Se han rezmlizado trabajos sobre rescate de
smbriones interespecificos de hibridos estéril(inviavle) de
Cocumis vy de Cucurbita. El cruee entre Cucurbita pepo vy
Cucurbita ecuadorensis resulté en 1la produceidén des un
hibrido estéril (invisable) que fue rescatado y sembrado en
un medio de Schoch y Sibi (1878) dando plantas fértiles
como resultado (Dumas de Vaulx v Pitrat, 1880). Cruces
interespecificos de especies de C(Cucumis, se han realizado

e |

entre . Zeyheri v . metuliferus (Custers, 198l1), y entre

el

. metuliferus y . anguria (Fassuolitis vy Nelson, 1888),
utilizando como medio bédsico el M5 (1882) con difersntes
combrinaciones de auxinas, principalmente AJA vy citocininas,

en especial BA (B-bencil amine purina)}.

Rakoczy-Trojanowska vy Malepszy (1989), afirmaron gque
obtuvieron regeneracion de plasntas a partir de embriones
anormales derivados de hibridas Fi y BC de Cucurbita maxima
vy . pepo, la caulogénesis fue inducids en forma directa =
partir de cotiledones en un medio b&asico HS (1982), carentse
de reguladores del crecimiente v que contenia 130 mg/l de

edamina S, v 15 g/1 de sacarossa.
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2.3 Induceién de callo, regeneracioén y obtencién de

metabolitos secundarios

La regeneracion de plantas a8 +través de cultive de
callos se ha logrado por formscién de brotez adventicios o

por embriogénesis somdtics (Gautheret, 1885).

Se ha obtenido orgsnogénesis de nove a partir de
callos de Cucumis melo, tomando como explantes segmentos de
cotileddédn e hipocdtilo; 1la produccidn de brotes dependid
del genotipo y del medio de <c¢ultivo empleado (Bouabdallah y
Branchard, 1886). Halder y Gadgil (1982) indujeron a la
formacidén de callo en C.melo v en C.sativus, ssmbrando
explantes de cotileddn e hipocétilo en un medio HM.S.
(1862), suplementado con ANA, agua de coco (15% v/v) o AIB

con BA.

A través de tejidos de tipo sexual, se ha informado ls
induccidn de callo in vitro a partir de tejidos de tipo
sexual, especificamente ovarios vy anterss; el mejor
desarrollo se observd en medio M.S. (19682Z), conteniendo
auxinas: AIA (2-4 mg/l) v 2,4-D (0,4 mg/l); citocininas
com¢ la cinetina (0.02-0,2 mg/l) v vitaminas (0,2 mg/l).
Los ovarios mostraron mayor capacidad de formacidn de eallo
que las snteras; se detectaron anomaliss cromosdémicas,

principalmente haploidia y aneuploidia (Dryanovsks, 19858).
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Handler y Gadgil (1982) estudiaron la morfogénesia de
algunas cucurbitdceas empleando como fuente de indculo,
segmentos de cotileddén vy de hipoecdtilo de C. melo, O
sativus, Citrullus vulgaris, Homordica charantia vy Luffa
acutangula. Como resultado determinaron que el proceso
morfogenético fue lento v de baja frecuencia de
regeneracidén, por lo que sste modelo no es recomendable

para la propagacidn de estas especies.

Wehner y Locy (1981) estudiaron oxplantes de cotileddn
¢ hipocétilo de C. sativus y lograron la formacidén de
tallos v raices adventicias = partir de segmentos de
cotileddn en 28 de las B85 lineas probadas; el medioc de
cultivo utilizado fue el MS (1862) con Img/1l de ARA vy de BA
y 3% de sacarosa. Resultados similares fueron obtenidos
por Kim, Chang, Hydeon y Lee (1988), con callos derivados
de cotiledones de 10 cultivares de . sativus L. sembrados
en M5 (1962) complementado con 2.4-D v BA, las plantas

regeneradas fueron tetraploides.

El desarrollo de callos embriogénicos estd
influenciado por la Ffuente v 1la concentracién de auxins
empleados en el medio de cultivo, asi como por factores
enddgenos, probablemente de tipo genético. Jelaska et =al;
(198L) realizaron un estudio con segmentos de hipocétilo de

Cueurbita pepo, en uvn medioc MS (1862) con suplementos
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organicos y glucosa., en el que se sngregaron suxinas (AIA),
cComo resultado, obtuvieron la produccidn de cellos

embriogénicos.

En cultivos en suspension de O melo, se observd el
efecto de la cinetina, que a bajas concentraciones (0,5
mg/l) actud como promotor del metabolismo de dcidos
nucleicos, en un medio de White (1854), comp lementado con
agua de coco (10% v/v) y 0,5 mg/l de ANA (Vajranabaiah ¥y

Mehta, 1877).

Pandey v Gandgil (1984) informaron que la combinacidn
de suxinas (ANA y AIB) vy citocininas (cinetina y BA) incide
sobre 1la proporcidén de 4dcidos insaturados producidos en
cultivées de calle de €. meioy C sativus, derivados de

cotiledonses.

2.4 Conmgervacién de germoplasmsa

Withers (1987) sefiala que la conservacion de la
diversidad genética de las plantas estd estrechamente
relacionada con las diferentes etapas de 1a historia del
mejoramiento genético. En el vieijou mundo, la mayoria de
ies cultivos se diferenciabsn poco de sus parientes
s1lvestres: sin embargo, en el nuevo mundo, la agricultura

se extendidé y 1la diversidad genética fue dispersada entre



15

luos paises. permtiendo la inlroduccidén v utilizscidn de

gran diversidad de genotipos.

La nultima etapa involucras el uso de la tecnologia in
vitra y la ingenieria senética que posibilitan transferir

genes atn en especies no relacionadas y & veces hasts

incompatibles, esta tecnologir ha ampliasdo el alcance del
mejoramiento vegetsal a horizor tes impredecibles. Inidades
celulasres son objetoe Jde manipulacidn genética (polen,

protoplastos y suspensiones celulares) y las eastructuras
mas orgsnizadas (dpices. merislemos, embriones, etc) son la
fuente de explantes pars la obtencién y multiplicacidn de
los nuevos genotipeos, aque son evaluados en la produccidn

agricola in vivo (Withers, 1887).

El mecanismo tradicionsl mds préctico y eficiente de
ronservacion de germoplasma y el mds wutilizado sin duda, es
el almacenamiento de semillns Sin embargo, existen

especies que presentsn problewas para su conservacion por

esta via, ya que presentan semillas recalecitrantes o
intermedias. Por lo tanto, las téenicas de cultivo de
tejidos se perfilsm como ona opeién  valedera pars su

conmervacion in vitro (lublio, 198L; IBPGE, 1983).

Los procedimientos de cultive de tejideos se basan en

la totipotenrialidad drf las rceélulas vegetales v en la
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posibilidad de regeneracidn de plantas, a partir de células

aisladas 7 de explantes.

Ls conservacidn de dermoplasma in vitro estd
fundamentada en la reduccidn del metabol.smo y de la tasa
de divisisn celular, trstando de incrementar la longevidad
de los cultives con vcambios genéticos minimos (IBPGR,
1985a). Lo anterior permite el establecumiento de bancos
de germoplasma in vitreo, limitando el cre.imiento & corto vy
mediano plazo, periodos menores de un afic sin subcultivo,
generalmente 3, 6 6 ¢ meses (IBPGR, 1:85b) Se debae
limitar la frecuencias de subecnltivo para «vitar pérdidas de

material por manejo en el laboratorio (Roca, 1985).

El conjuntoc de técnicas in vitro para reducir o
minimizar Jla tasa de crecimiento del mat :'rial vegetal, es
la base de 1la implementacién de dos tinos de bancos de
genes:los bancos de genes activos in vitro (IVAG), aque
constan de los genes almacenados en cultivos mantenidos en
crecimiento lento, existentes en 1la actualidad, y los
bancos de genes base in vitro (IVBG), no existentes sin ¥
que emplearian técnicas de conservacidén & large plazo

(erioconservacion), (Withers y Williams, 1986)

ina carscteristica importante del IVAY (Bance ds Genes
Actives in vitro) es gue todo el material "fluye” a través

de un proceso ciclice en el gque los componentss son:
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multiplicseién y monitoreo, este dltimo comprende una
revision de viabilided, vigor, estabilidad genética y de

sanidad (IBPGR, 18886)

Los sistemas de conservacidén utilizados a través de
IVAG agrupan la desecacidén parcial del explante, uso de
baias temperaturas (Wescott, 1981b; Roca, 1889), induccién
de estrés osmético (Rublio, 1985, Roca, Hidalgo v Alvarez,
1988), supresidn de fuentes de carbono (Roca, 1885; Ochosn,
1985) disminucién de presidn parcial de oxigeno (Augeresn,
Courtis, v Petiard, 1986), la aplicacidn de inhibidores o
retardadores del crecimiento (Withers, 1883; Ldpez, 1887) vy
1a inmersion del material vegetsl en una capa de scaeite

mineral (Caplin, 1859; Courtis y Petiard, 1888 .

La especie a conservar debe contar con una metodologia
que garantice un elevado porcentaje de regeneracion para

asegursar una propagacidn efectiva.

En 1la actualidad, en los bancos de germoplasma in
vitro, se encargan de preservar el genoma intacto = través
del c¢recimiento limitado o de la erioconservacidn de
estructuras organizadss (dpices, microestacas, meristemos,
ete. ) (Withers, 1887) Existe otro tipo de conservacién
gue incluye la consservacilon de genes y de gdenomas. La

preservacidén de genes consiste en 8l almacenamiento de
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secuencias genéticas parcisles o totales de un genoma
(Peacock, 1984; c¢itado por: IBPGR, 1888). Los genomss son
formas «ue conservan més o menos en forma intacta vy
coordinada los sistemas de informacidén contenida en las
células o protoplastos, que no cuentan afin con un sSistema

de regeneracidn (Withers, 1884).

2.4.1 Efecto de baja temperatura sobre los sistemas

biolégicos.

La temperatura controla el crecimiento v
desarrollo, en forma global, tanto im vive como in vitro,
debido =al efecto sjercido sobre la actividad metabdlica vy
especificamente sobre la accidn enzimética, por 1o que este
factor fisico puede alterar eventos morfogénicos (Parkin vy
Kuo, 1989; Duncan y Widholm, 1887), e inducir la sintesis
de acidos grasos insaturados v de prolina como respuesta al
estrés térmico (MacCarthy y Stumpf, 1980; Duncan y Widholm,

183875 .

Diversos efectos del estrés causado por la inocubaciédn
a temperaturas inferiores a la éptima, han sido mencionados

en diferentes sistemas biolégicos.

Cambios de temperatura de 25°C a 15¢C influyeron en el

peso seco ¥y en el volumen de la pared celular en células de
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N.tabgeum L. v de Glycine max, en esta 1Hltima especie
afectd también el nimero de células producidas (MascCarthy y

Stumpf, 1980a).

Se citan efectos nocivos sobre proteinas y enzimas.
En plantulas de pepino, Cucumis sativus se determind un
descenso de la actividad de 1la catalasa (Parkin v Kuo,
1888 v un incremento de la actividad de la ACC (l-decido
carboxilico 1l-—smincciclopropano) sintetasa precursors dsl
etileno, la actividad enzimatica fue inducida por frio en
células epidérmicas del fruto de pepino incubsadas a 2.5¢C

durante cuatro dias (Wang v Adams, 1882).

Las hipotesis existentes sobre la accidon de las bajas
temperaturas gefialan el efecto sobre el grosor de la
membranse lipidica, 1la induceidn de la peroxidaciéon de
lipidos v la redistribucidn de calcio (Murata, 1983; Grahsam

v Patterson, 1882; Parking y Ruo, 1988).

La temperatura se cita c¢como un factor que incide no
solo en el grado de respuesta morfogendtics, sino también

en la via morfogenética a ssguir (Duncan y Widholm, 1987).

En algunas esgpecies sometidas a pericdos frios por
periondos de 2 a 4 semanas, se pueden obtener respuestas
morfogenéticas positivas. Hilding v Welander (1876);

Constantin (1981) al someter a bajas temperasturas pecioclos
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t
de Begonia x cheiﬁgta v Begonia x hiemalis, determinsron

que & temperaturas entre 15 y 18°C, ge incrementd lIa

regpuesta morfogenética, en tanto que en Begonia x hiemalis
se obtuvo una respuests pogitiva a temperaturas inferiores

a 15oC y superiores a los 9oC,

Callos de &.tuberosum derivados de protoplastos e
incubados a 20¢C, promovieron la regenerscidén de plantas en
mayor grado gue cuando se mantuvieron =a temperaturas de

25°C (Lillo, 1988).

El descenso de la temperatura y 2l estrés hidrico son
factores asociados con la acumulacidn de prolina en cultivo
de tejidos vy de células de plantas completas, (Duncan vy

Widholm, 1887).

En ocallos embriogénicos de Zea mays colocados a una
temperatura de 18oC, se produjo de 2,1 a 2,5 veces la
cantidad de prolina gue en el callo testigo, aumentando asi
1la tolerancia de los ecsllos al frio (Duncan vy Widholn,

19875 .

Whithers, (1985) y Duncan y Widholm (1887) afirman que
los dcidos grasos insaturados y la prolina tienen un efecto
crioprotector, debido a que los altos niveles de dcidos
grasos poliinsaturados ofrecen cierta flexibilidad a las

membransas mitocondrizles en plantas resistentes sl frio; el
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necanismo de aecién de 1l=s prolina =®wiGn no ha gido

emgelarecido (Dunesn y Widholm, 1887,

El efecto de la temperaturz sobre la sintesis de los
dcidos grasos en plantas, es bien conocido. La mayoris de
los trasbajos realizados correlaciona el incremento de la
produccién de dcidos grasos insaturados con la incidencia
de bajas temperaturas (MacCarihy y Stumpf, 1980b; Siebert=z

et al, 1878).

Cultivos celulares en suspensidén de Catharanthus
roseus G.Don., Glycine max .. Merr. v Nicotiana tabacum L.
fueron incubadas con [12 C] acetato, [14 C] acido oleico ¥y
[14 €] 4cido lincleico =a cinco temperaturas entre 15 vy
35eC. Las respuestas fueron especificas. En N. tabacum se
acumulé el dcido linoleico v en €. roseus el dcido oleico

(MaeCarthy v Stumpf, 1880a).

2.4.2 Aplicacién de bajas temperaturas in vitro como

nétodo de conservacioN

Esta técnica, ha sido la de mayor emplec en
conservacién in vitre, va que permite someter el material a

temperaturas inferiores al valor 6ptimo de crecimiento.

El primer banco de gormoplasma in vitro fue

establecido por Galzy en 1983. Este autor sometid a 9o(C,
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explantes de Vitis rupestris, conservando 800 cultivares
con seis repeticiones cada una por safio; en tan sélo 2 m2.
Esta técnica ha sido usada en cultivos de importancisa
aconomica: Ipomoea batatas, Phaseolus vulgaris y Solanum
spp (Cuadro 1). El Centroc Internscional de la Papa en Peri
(C.I.P.), mantiene wun banco de Selanum spp. que cuents con
8000 clones y combina bajas tempersturas e inhibidores ds

crecimiento (IBPGR, 1885a),.

Solanum tuberosum L. y otros genotipos de papa, se
mantienen por periodos de un afioc a temperaturss esntre los 6
vy los 12eC, en presencia de inhibidores (Alar-85, ABA o
manitol) (Wescott, 1881b). Ls conservacidén de dpices de
papa ha mostrado ser ventajoss en la reduceidn de
intervalos de transferencias, ademés, el genotipo es poco

alterado por las bajas tempersaturas.

Introducciones de Manihot esculenta se almacenan por
periodos similares a temperaturas més altas, 20C (CIAT,

1887).

Estudics sobre un rango limitado de suspensiones
celulares vegetales, sugieren que ls temperaturas éptima de
crecimiento se encuentra entre 25 y 30°C, pero este rango
varia en las diferentes especies. Kato, Hashimoto y Soh,
(1878) realizaron un estudio scbre el crecimiento de

sugspensiones celulares de tabaco en un rango de 17,5 a

v
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Cuadro 1. Ensayos de conpsrvacion utilizando bajas
tomperaturas.

fleferencias Especies Explante Trataaientos

falzy {1949) 800 rultivares Vitis rupestris  Nudos $C {1 afo)

Barlass y Skene {1983) Varias especies Vitis spp. Tallos 9.3¢C {1 afn)

Kullin vy Schelgel (1976)  Mds de 50 cultivares Fragaria spp. Heristeaas 4*'C - oscuridad

{6 alos)
tundergan y Janick (1979} c.v Goden delicious  Malus spp. fipices 12 meses
Westeott {1981b} Sulanum spp. Nudos H'C {12 meses)
CIP 4000 clones Solanum spp. Nudos
Ipusoea batatas  Nudos i5 ~ 180
Phaseolus spp.  Meristesas 26°C (luz) 15*C
{oscuridad)
Maring y et. al. {1983} Prunus spp. 14*C pgcuridad
El-Gizarwy vy Ford-lloyd (1987} Alliva sativea Estacas 1-3* {10 apses) 44C+
#5 50% (16 meses)
Jultien (1983) Asparagus Células del
officinalis aesofilo LM

37°C, a8 28°C se presenté un incremento de biomasa y de la

tasa de crecimiento

La conservacién a bajas temperaturas hs gido un
sistema muy exitoso, en plantas de zonas templadas con
especies tolerantes a rangos de temperaturas bajas;
deneralmente comprendidas entre los 0 y 10°C. No obstante,
ias egpecies tropicales son bastante susceptibles a

temperaturas inferiores a 15oC, a las gue generalmente se
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producen dafios irreparables en los tejidos (Withers, 1880;
Roca, 1985). Temperaturas entre los 14 vy los 18°C se
consideran adecuadss para conservacién in vitro de especies

tropicales (George y Sherrington, 1984).

2.4.3 Empleo de la sacarosa en conservacion

86lo un mnumero limitado de lineas celulares
vegetales han sido reportadas ccmo autotréficas, por lo
que, la mayoria regquieren de fuentes energéticas para la

sobrevivencia (George y Sherrington, 1984; Thorpe, 1880,

La mayoris de 1los cultivos in vitro tienen la
potencialidad de desarrollar un aparato fotosintético
funcional, pero crecen en un sistema mixotrofico en el gque
el €0z fijado por la via fotosintética contribuye =al

crecimiento (Neumann y Bender, 1887).

En 1934, White empleando segmentos de raiz de tomate
examiné el modo de accidén y el metabolismo de varios
ecarbohidratos. Posteriormente, Gautheret en 1949 trabajando
con tejidos de zanahoria encentré gque la sacarosa e€ra  en
comparacién a 1la glucosa, la maltosa~ v la rafinosa la

fuente del carbono mis efectiva (Gautheret, 1885).

Concentraciones de 2 a 4% del disacarido sacarosa son

empleados en forma rutinaria en la preparacidén de medios



pars cultive de tejidos vy células. Este rango de
concentraciones de ssacaresa asegurs el rapido erscimiento
de e¢mllos, célulass en suspensidén y explantes utilizados en
micropropagacion (Thorpe, 1885; George vy Sherrington,

1984).

Altos niveles de sacarosa pueden ser usados para
mantener cultivos en condicliones de dormancia por largos
periodos, Este sistema se basa en el efecto osmético
ejercide por 1la alta concentracion de sacarosa que actia
como crioprotector (Whiters., 1880; Thorpe; 1985; George vy

Sherrington, 1884).

La tasa de crecimiento de los tejidos vegetales se
reduce al disminuir el potencial hidrieco, por adicidn de
szicares. La inhibicidén del crecimiento ha sido usada en
cultivo de tejidos para la seleccidn de células resistentes
al estrés hidrico v para el slmacenamiento in vitro =

medisno plazo (Love, Rhodes v Hoyver, 198%)

Una serie de cambios fisioldgicos complejos dgque se
relacionan con la concentracidn de sacarosa en el medic de
cultive, estan involucrados en los siguientes eventos: la
regulacidn de la dormanecia (Taksyamas y Misawra, 1880); el
nimero vy tamafio de las cédlulas producidas (Sakuta, Takagi v
Komamine, 1987); la produccidén de metabolitos secundarios

(Matsumoto et al, 1973); en los procesos de diferenciacidn

5
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del xilema (Aloni, 1980; Thorpe, 1985) y en la sintesis de

ia clorofila (Dslton vy Perl, 1983; Gross y Richter, 1982).

2.4.4 Metabolismo de la sacarosa

La gacarosa e3 el disacdrido cominmente més
empleado por las plantas como fuente eriergética vy los
monosaciridos constituventes de la molécula son
congsiderados como las fuentes de energia adecuadas para
asegurar el crecimiento de tejidos, callos vy suspensiones

celulares in yitro (Thorpe, 1885).

Con la esterilizacion de los medios de cultivo se
produce hidrélisfé: parcial de la sacarosa, lo gue conlleva
a un ineremento de los potenciales osmdéticos (Dunwell ¥

Thurling, 1880).

El potencial hidrico y el potencial de los compuestos
disueltos de tejidos de tabaco transferidos de medios con
un 3% de sacarosa, se tornaron méAs negativos a las 24, 48 y
792 horas después de ls siembra, no hubo correlascidn entre
el ajuste osmético y la tasa de respiracion por lo gue se
sugiere que 8l ajuste fue pasivo (Hammersley~Straw ¥

Thorpe, 1888)

Existen tres sistemas enzimdticos involucrados en el

metebolismo de la sacarosa: fosfato sintetasa, sacarosa
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gintetass e invertasa soluble. En cultivos de célules vy
callos la invertasa es liberada sl medio, donde inicia la
hidrdlisis extracelp}ar de la sscarosa, sin embargo, en la
mayoria de los tejidqs examinados se ha demostrado gue 1la
asimilacidén de la sacarosa se puede dar sin hidrélisis
previa, va en el interior de las célulag es degradada por
la invertasa en wmayor proporcidén y por la sacarosa fosfato
sintetasa, la glucosa y la fructosa pueden entonces ser
metabolizadas a través de la glucdlisis o seguir la via de

las pentosas (Thorpe, 1885).

Variaciones en el suministro de sacarossa pueden
provocar alteraciones metabdlicas que conducen & la
acumulacién de polisacaridos. Zonas promeristemdticas de
callos de tabaco, sometidas a altas concentraciones de
sscarosa entre 10 v 15%, provocaron acumulacidn de almidon
en el tejido parenquimdtico (Hammersley-Straw y Thorpe,
1888). En segmentos de coledptilo de Avena sativa L. av.
Victory sometidos s la adicién de 30mM de sacarosa se
produjo un incremento de la cantidad de polissacdridos de la

pared celular (Inohue, Yamamoto ¥y Masuda, 1887).

La adaptacidén a diferentes regimenes de carbohidratos
pueden producir cambios en la sctividad enzimética de l=
sacaross sintetasa y de la invertass {(Clausen, Loveys ¥

Hawker; 1888). Al no agregar aziicar a2l medio de cultivo
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del xilema (Aloni, 1980; Thorpe, 1985) Yy en ls sintesis de

la clorofila (Dalton y Perl, 1883; Gross y Richter, 1982).

2.4.4 Metabolismo de la sacarossa

La sacarosa es el disacdrido cominmente més
empleado por las plantas como fuente energética vy los
monosacir idos constituyentes da ia molécula son
considerados como las fuentes de energia adecuadas para
asegurar el crecimiento de tejidos, callos y suspensiones

celulares in yitro (Thorpe, 1985).

Con 1s esterilizacidén de los wmedios de cultive =se
produce hidrélisis parcial de la sacarossa, lo que conlleva
a un incremento de los potenciales osméticos (Dunwell v

Thurling, 1885).

El potencial hidrico y el potencial de los compuestos
disueltos de tejidos de tabaco transferidos de medios con
un 3% de sacarosa, se tornaron més negativos a las 24, 48 vy
72 horas después de la siembra, no hubo correlacién entre
el ajuste osmdético y la tasa de respiracidn por lo que se
sugiere que el ajuste fue pasivo (Hammersley-Straw vy

Thorpe, 1888)

Existen tres sistemas enzimdticos involucrados en el

metabolismo de 1la sacarosa: fosfato sintetasa, sacarosa
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Los azicares se han identificado como directamente
involucrados en la diferenciacién de elementos vasculares
del xilema y del floema. En cultivos celulares la sacarosa
es reguerida en adicidén 8l AIA pars la diferenciacién de
elementos conductores (George y Sherrington, 1984). En
deneral, se afirms que la forms de carbono al igual gque la
de nitrdgeno puede influir en la diferenciscidn
cunantitativamente. En ensayos realizados con Helianthus
tuberosus se determiné que al sustituif la sscarosa por
maltosa disminuyd el ntmero . de elementos traquesnles
formados en un 60% (Minocha v Hslperin, 1974; citado por:

Thorpe, 1885).

Adicionalmente, se ha observado un efecto cualitativo
sobre 1la formscibén del patrén de la pared celular del
xilema, - concentraciones de 1,5 a 3,0% favorecieron 1la
formacidn de alementos escelariformes v reticulados
(Thorpe, 1985). La sacarosa afectd en forma proporcionsal
le cantidad de calosa depositada sobre las placss eribosas,
concentrasciones mayores que las empleadas para la formaeidn
de xilema fueron usadsas para la induceidén de procesos de
formacidn del floema, en callos de DPaucus carota L.,
Syringa vulgaris L., Glycine max L> (Merr)., Helianthus
annus L., Hibiscus cannabicus L. v FPisum sativum L. (Aloni,

1980).
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La oconcentracion de sacaross influye también en otros
procesos morfogenéticos Un incremento 8 80g/1 de saoarosa
produjo inhibicidn de la formacidén de escamas folimres en
Lillivm (Takayama y Misawa, 1880). Niveleas de 10, 12 vy 15%
de sacarosa inhibieron todos 1los estadios de caulogénesis
de N. tabacum provocando una reduccidén de las zonas de
divigién celular preferencial, dando origen 8 la
desorganizacidn de meristemoides (Hammersley~-Straw v
Thorpe, 1988). En N. plumbsginifolia, altas concentraciocnes
de smcarosa inhibieron la induccién de tallo (Lillo, 1989).
En protoplastos derivados de callo se promovid ls formscién
de tallo al disminuir la concentracié de sacarosa en un
rango de 3 s 15mM (Lillo, 1988). Cultivo de tallos de Rosa
“Blaze" mejorada mostraron raices adventiciag que
aumentaron en tamafio (204.5mM de ssacaross); este efecto no
pudo ser reproducido por agentes osméticos como el manitol
y el HADG (3-o-metil a-D glucopiranoea) por lo que se
relaciond positivamente esta respuesta con el metabolismo
de la sacarosa mé&s gue con su efscto osmético (Hyndman,

Hasegawa y Bressan, 1982).

El porcentaje de sacarosa tuvo un efecto significativo
sobre ls organogénesis de raiz ¥y tallo ¥y en 1s
microtuberizacidn de dos especies de Dioscorea, siendo el
4% y el 2% de sacarosa 6ptimo para D. bulbifera vy D. alata,

respectivamente (Mantell y Hugo, 1888).
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2.4.8 Incidencis de la sacarosa en la sintesis de
clorofila
Existen numerosos informes sobre los efectos
inhibitorios de logs azicares exégenos sgobre la formacidn
de 1ia clorofila y la fotosintesis en cultivo de tejidos

vegetales (Gross y Richter, 1882).

La formacidn de clorofila se ve afectada tanto por l=a
concentracién como por el tipo de carbohidrato emplesdo
(Dalton, 19880b). Asparagus officinalis presenté 15 veces
méds contenido de clorofila cuando se agregd lactosa en

lugar de sacerosa (Dalton, 1880a; Dalton y Perl, 1983).

2.4.7 Induccién de la produccién de metabolitom

gecundarios

El metabolismo Becundario de 1lss plantas
gsupsriores estd fuertemente influenciade por factores
ambientales. En eultivos en suspensidén, los reguladores
del crecimiento y los factores nutritivos afectan, no solo
el crecimientc sino también la produccién de mstabolitos
secundarios. Grandes cantidades de algunos agentes
osméticos, comunmente usados, son absorbidos en forma
diferencial y tienen influencis en 18 concentracién de
prolina y en octros amincdecidos libres en plantas gmometidam

a estrés (Cresms y Johnson, 1887).
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La sacaross es un factor nutricional de cultivo de
tejidos que tiene gignificancia en 1s sintesis v
metabolismo de metsbolitos secundarios. Concentraciones
superiores al 2% incrementan la produccidn de difersentes
compuestos, probablemente debido al aumento en la tasa de
sintesis de compuestos propios del crecimiento (Bohm,

1880).

En c¢élulas sometidas a estrés osmético se produce un
aumento de proteinas solubles, para ssegursr uns sctividad
metabélicae normal bajo las condiciones de estrés. El
incremento en la sintesis de prolina se ha correlacionado
sdemds, con la tolerancia al frio en callos de Zsa mays

L. (Sala, Cella y Rollo, 1979; Duncan y Widholm, 1887).

Sin embsrgo, los niveles de prolina libre disminuyen,
debido a que este aminodcido se asocia con grupos
hidrofébicos de proteinas aumentande asi su solubilidad
(Pritchard, Grout y Short, 1986). Pequefias alteraciones en
el estrés osmdtico parecen causar un alto reciclaje de lom
aminoécidos (Brown, Leung vy Thorpe, 1887). Algunos
trabajos revelan que la cantidad de prolina producida
depende del grado de estrés hidrico, como se observé en los
depdsitos de aminodcidos y especificamente de prolina en
Hilaria Jjamesii y en Atriplex canescens (Cress vy Johnson,

1887), en callos de Brassica napus L. c¢v. Westar 1s
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acunulscién de prolinae fue muy bajas en amusencie de
estrés, pero al adicionar al medioc NaCl o Naz804 o manitol
la prolina ge incrementd en un rsngo de 380 =a 520

uM/g/peso seco (Chandler y Thorpe, 1887).

Altss concentraciones de ssacarosa incrementaron lsa
sintesis de alcaloides indol en Catharantus roseus (Zenk et
al, 1877), inhibieron 1la formmoidén de ubigquinona an
cultivos en suspensidn de tabaco (Sakuta, Takagi v
Komamine, 1887); vy produjeron la formacidén ds antocianinas
en ocultivos en suspensidén de zanahoria v Peopulus (Matsumoto
et al, 1873). Concentraciones de 88 mM de Bacsrossa
incidieron en 1la acumulacion de betascianina en cultivos en
sugpension dse Phytolacca americana (Sakuta, Tahagi y
Komamine, 1987).

Cuadro 2. Algunos trsbajos realizsdos con inductores de
entrés osmbtico.

Referencia Expecies Explante Tratamientos

Westcott (1981a) Solanus spp. Nudos SACAROBA; 3 A 6% 18

RESES

Rubldo vy Kartha (1984} Phaseolus spp. fipices SACARGSA:  BX
Coabind Manitni

Roca, Hidalgo y Alvarez, Manihot spp. Apices 1X sacaross

(1982) ' 1,31 sorbitel 8-10'C

(10~12 meses}
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2.4.8 Inhibidores o retardadores del crecimiento

Se puede lograr una reduccidn de crecimiento in
vitro aifladiende inhibidores al medio; estas sustancias
inducen dormancia, disminuyen el metsbolismmo celular o

previenen la divisién celular (Rubldo, 1885; Ochoa, 1985).

El dcido sbsicico (ABA) se aplicé a ocho cultivares de
papa, a diferentes concentraciones, provocando un efecto de
dormancia; el tratamiento fuse efectivo por un lapsc de seis
a doce meses (Westcott, 1881ib). Roca ¥y colaborado-~
res (1883) sefifalaron efectos nocivos del ABA A

concentraciones superiores de 2,5 mg/1.

Otros inhibidores metab6licos aplicados constituyen el
phosphdn (producto comercial enanizante), 1l hidrazida
mialica vy 1la diaminazida junto con &l 4doidae acetil
salicilico (AAS), este dltimo, parece interferir en el
metabolismo del etileno e incidir en la inhibiocién de 1las
auxinas (Whiters, 1983; Ochoa, 1985; Leslie y Romani, 1888;

Lopez, 1887).

2.4.8 Aplicacidn del #dcido acetil smlicilico (AAS8)

El dcido =mcetil galicilico, se encuentrs
distribuido en forma natural en muchas plantas, perc =se

conocié en Spiraea, por lo que se le llamé aspirina (Ben-
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Tal v Cleland, 1882). Gerhardt en 1853 lo mintetizdé por
primera vez 7y Dresser en 1888 lo intrecdujo en ls medicina,
desde entonces ha sido ampliamente usado en humanos vy

animnales.

Ei AAS v los sasalicilatos en forma general son
compussatos de tipo fendlice (daterss del dcido salleilico).
El AAS resulta de 1la sacetilacidn del 4dcido salicilico,

componente de la aspirina (Lépez, 1987).

La estructurs quimica del compuesto es la siguiente:

COOH
0-CO-CHa

AAS (dcido acetil salicilico)

Presenta un pK de 3,5 un peso molecular de 18(,8 vy un

punto de fusién de 137°C.

El efecto de los fenoles sobre los procesos de
creciniento pusden ser promotores, inhibidores o inactivos.
E1l AAS ha mostrado su influencia en una amplirs gama de
procesos biolégicos. Existen varios trabajos que
demuestran 1la injserencia del AAS v del dcido salicilico
{(AS) en l1las induccidén floral de veriss especies del género

Lemna (Ben-Tal ¥y Cleland, 1982; Kshiars, Watansabe v
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Takimoto, 1881; OQota, 1875) y en Wolffis miocroscopica
(Khurane, Maheshwari, 1883). Ademds =Bme cita el efecto de
los salicilatos en 1lsa modificacidn de movimientos
escotondsticos y fotondatlicom en Csssis (Smedi, Gaillochat,
Bonmort y Roblin, 1884). Otra serie de trabajos demuestra
la induccién de resistencia contra infecciones virale=s
(Pennazio, Roggero, y Lenxi, 1883), fingicam (Hillm y Waed,
1884), bacteriales (Saint-Pierre, Mivilley Dion, 1884); sge
ha relacionado 1le resistencia adquiride con la posible
induccidén de sintesis de poteinas relacionadas a la
patogénesie (Pennazio, Roggero y Lenzi, 1883). Por otra
parte, los salicilatos pueden alterar la permeabilidad de
la nenmbrana c¢elular, probseblemente por depolarizacidén
(Marci, Vianelloc y Pennazio, 1988). Se informa la
influencia de estos compuestos sobre 1la reduccién de 1s
transpiracidn, y el ocierre estomdtico en Phaseoculus
(Larqué-Sanavedra, 1879). Doe efectos interemantesn 4
contrapuestos son los que le adjudican =81 AAS la inhibicién
del crecimiento de yemas axilares y ls promocién de ls
tuberizacidn in vitro de Solanum cardiophyllum (Loépez,
1987). Lee y Skoog (1985) probaron que el AAS y otro=s
derivados de los Acidos: benzoico, fenil acético y fenil
propancico, inciden sen la formasoidén de brotes en callos ds

tabaco.
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Las respuestas morfogenéticas inducidas por el AAS, se
han atribuido a complejas interacciones de estos compuestos
en la modulacién ya sea de la sintesis de AIA o de su
inactivacidn, fenoles aplicados en forma exdgena puseden
modificar la respuesta & los reguladores del crecimiento.
Lee y Skoog, (1865) observaron la formacién de brotes en
callos de tabaco expuestos a AIA y cinetina; eatos autores
concluyercn que el compuesto acelera la degradacién del
AIA, consecuentemente, una baja conéentracién de auxinas y

una alta concentracién de citocininas favorecisd la

formecidén de brotes.

2.5 ZEptabilidad genética de los mistemas ip witro

Para una conservacidn de 1la variabilidad genética en
forma adecuada, 8e requiere que la inestsbilidad del
matsrial sea mantenida s limites manejsbles. Existen poccos
datos sobre 1la estabilidad genética de algunos cultivos
somstidos a crecimiento lento, en tanto que, 1a
criopreservacién de meristemos provee “msyor seguridad"
contra 1a inestabilidad genética (IBPGR, 1985a; Simpson vy
Withers, 1886). La informacidén de la variacién de cultivos
in vitro es fragmentaria, ain no existe un método de
control de 1a variacidén somaclonal en cultivos en

congervacidon (Scowcroft, 1984).
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Existe evidencia de que algin grado de inestabilidad
genética ge produce en semillas y matsrial vegetal

slmacensdo (IBPGR, 1885b).

Muchos trabajos se refieren a los tipos de varisaciones
gue ocurren en slgunos sistemar de propagacidn v
conservacidén in vitro (Gantheret, 1985; Simpson y Whiters,
1988). $in smbargo, estudios serios sobre la estabilidad
genética de muchos cultivos vy especialmente en cultivos

tropicales, in vitro son incompletos (IBPGR, 1885a).

L.as variaciones relacionadas con colonias de c¢élulas
fueron descritas por primsera vez en 1942 por Gautheret
(Gautheret, 18835). En los afios 50 se produjeron gran
nimero de trabajos que describisn la wvariabilidad producida
por el ceultivo de callos {Gantheret, 1885).
Posteriormente, se ha informado de variabilidad en
suspensiones liquidas, cultivo de protoplastos, cultivo de
snteras, tallos adventicios, embriones somédticos, plantas
regeneradas in vitro; asi como en semillas y propégulos
vegetativos (IBPGR, 1985s; IBPGR, 1885b; Hithers v

Williams, 1986; Simpason y Withers, 1888).

La mayor incidencia de variabilidad se presents en los
sistemss de células, no organizados y éstos tienden a
ineremen: arse con el tismpo en cultives de protoplastos,

suspensiones celulares y callos (IBPGR, 1985a; IBPGR,
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19858b ). Se ha especulade mucho sobre la wvarisbilidad
gendtica in vitro, sin tomar en cuenta gue la variacidn
pueds tener diversos origenes de ordean ganético,
epigenético o fisioldgice. La variacidn segin parece es el
resultado de la interscecidn de factores exdgenos (fisicos y
gquimicos) del medio con las caracteristicas genotipicas vy
gl nivel de ploidia del explante (IBPGR, 1985a; Withers vy

Williams, 18886)

Como consecuencia de la inestabilidad pueden producir-
se variaciones en la estructura cromosdmica; en el nivel de
ploidia; Yy en las caracteristicas morfolégicas y
bicguimicas; cambios en loa nuecledtidos en genomas

nucleares v citoplasmidticos (Scowcroft, 1884).

A través de algunos andlisis genédticos, se ha
demostrado gue las variantes somaclonales pueden ser de

herencia simple o poligénicsa; recesivos o dominantes y

machos variantes son genédticamente inestsbles (IBPGR,
1883a)
Cuaslguier sistema de conservacidn In vitro puede

presentar un nimerc de estados en los cusales las variantes
se producen (IBPGR, 1985a). Es muy importante en el manejo
de estos recurscos medir y c¢aracterizar la variacidn

producida (Holden y Williams, 1984).



40

2.8 Técnicas de evaluacidén utilizadas en conservacidn

La descripecidn morfolégica v sgrondmica ha sido la
herramienta mas empleadsa en forma ltradicionel en los bancos
de germoplasma. Aungue la descripeidn fenotipica es
valioga v sampliamente usada, los datos morfolégicos son
dificiles de comprender en términos de patrones de
variacién debido a gque la mayoria de los caracteres de
interés son de herencis poligénica vy resultan de la
interaccién genotipo versus ambiente (Simpson y Withers,

1986).

Existe una serie de métodos bioquimicos gque pueden
ayudar & la distincién de genotipos; técnicas cromatogré-
ficas (separacion de flavonoles o terpencides, y anto-
cianinas); pruebas de dcidos nucleicos; andlisis de ADN de
restriceidn, fijacién isoceléctrica y andlisis de izoenzimas

(IBPGR, 1885a)

Puras estimar el nivel de diversidad genética dentro vy
entre introducciones, asi como 1os cambios producidos
durante el almacenamiento es recomendable el empleo de
electroforesie de isocenzimas (Gottlieb, 1977; Simpson vy

Withers, 1986).
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3. HATERIALES Y METODOS

Esta investigacidén se realizd en Ja Unidad de
Biotecnologia del Programe de Mejoramiento de Cultivos

Tropicales del CATIE, con sede en Turrialba.

3.1 Micropropagacidn
3.1.1 Seleecidn de explantes y desinfeccidn

Los explantes empleados en la realizacidén de
los ensavos de microprogacidn fueron: yemass axilares vy
apicales, microestacas, pecliolos, hojass, meristemos v
embrionss; se extrajeron de plantas de c¢ampo © en su
defecto, de plantas producto de la siembra de los frutos en
el invernadero. Loz embriones sexuales vy explantes
extraidos de estos se obtuvieron de frutos relativamente
maduros. El suelo empleado para la siembra en el
invernadero fue tratsdo con Casafold (25g/1) v Agryv-micin
500 (2,5g/1) antes de 1la siembra de los frutos. Las

plantas se fumigaron cads tres semanas con Agry-micin 100.

En las pruebas de desinfeccion de los explantes se
lavd el material con detergente, se coloed por varias horas
en agua corriente, y 8se sometid a los diferentes
tratamientos. En los cagos en gue se utilizd hipoclorito

de sodic o de valcio, se agregaron tres gotas de Tween-20,
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a un volumen aproximado de 500 ml de la solucién de
hipoclorito y agua. Posteriormente, se procedié a lavar los
explantes tres veces consecutivas con agua estéril en 1la

camars de flujo lsminar.

Se probaron diversos métodos para controlar la
contaminacién, incluyendo inmersidén en hipocloerito de
calecio (4, 5, 8% p/v) durante 10 minutos y en hipoclorito
de sodio (10, 20, 30, 40 y 50% v/v) desde 3 hasta 20

minutos.

Se realizaron pruebas sgregando los siguientes
antibidticos v un fungicida al medio de cultivo, con 1la
finalidad de disminuir el porcentaje de contaminscidén en el
medio de cultivo M.85. (1882): Estreptomicina: 100 mg/l,
300 mg/l v 400 mg/l; Terramicina: 100 mg/1, 300 mg/1l y 400
mg/l; Gentamicina: 40 mg/l v 80 mg/l, y combinacionses de:
Estreptomicina-Terramicinsa; 100 mg/1 100 mg/l; 200 nmg/l-
200 mg/l. Ademds se aplicd el fungicida Benliste: -
100mg/l;y Benlate-Gentamicina:-100 mg/1-40 mg/1 v 100 mg/1-
80 mg/l. La Estreptomicina y la Terramicina se filtraron vy
se dispensaron en 21 medioco de cultiveo en la cédmara de flujo
laminar , la Gentamicina v el Benlate fueron sautoclavados

con el medio de cultivo.

Los medios de cultivo se =sutoclavaron durante 20

minutos a 121°C (1,1 Kg/cm2), posteriomente lozs explantes
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se sembraron en los diferentes medios de cultive (Cuadro
3). S8e colocaron en una camara de crecimiento con un
fotoperiode de 16 horas vy una intensidad luminica de 2000
lux, a una temperatura controlada de 25x2°C, durante el dia

v de 23%2°C durante la noche.

S5e procedié a estudiar 1las respuestas morfogenéticas
producidas en los medios de c¢ultivo empleados (Cuadro 3).
Estos medios se caracterizaron por contener diferentes
tipos y concentraciones de auxinas y citocininas, asi como
con combinaciones de anxinas y citocininas o por carecer ds

reguladores del crecimiento (Cuadro 3).
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3.1.2 Creciniento v aeclimatacidn

Una vez determinada ls combinacidén adecusada de
los elementos del medio de cultivo v el tipo de explante
apropiado para la micropropagacidén (Cuadros 3 v 4 se
procedié a estudiar las diferentes fases de c¢recimiento.
La induccién de raices se promovidé empleando el medio HS
(1962) modificado, diluido =al 50%, 1la inoculacidn se
efectud en frascos Gerber. La aclimatacidn se llevd a cabo
en el cuartc de crecimients, con plantas que presentaban
sistema radical bien desarrollado; las plantas se sembraron

en macetas en la proporcidn 1:1 de arena ¥y tierra; ge

cubrieron con bolsas plédsticas las que 8e abrieron
gradualmente, haciendo incisones en el pléstico cada dos
dias. Estas plantas fueron rociadas dias alternos con

sules de MS (1962) diluidas al 50%. Posteriormente, en un
lapso de 4 8 7 semansas, segin el estado de las plantas,
éstas se trasliasdaron al invernadero y finalmente, en un

periodo de 3 a8 5 semansas se lievaron al campo.

3.2 Conservacion de germoplasma

El material vegetal para trabajar en las prusbas de
congervacién de germoplasma se obtuve de la siembra de
embriones sexuales extrsidos de frutos. Los frutos fueron

lavados con detergente y agua, luego se partieron vy se
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extrajo 1z semills. Las semillas fueron sometidas a8 una

desinfeccidn con hipoclorito de calcio al 4% v tres gdotas

de Tween-20, por 10 minutos, se lavaron tres veces con agua

estéril, Los embriones con un aegmente de cotleddn fuesan

sembrados en un medic MSe (1) o en el medio Ell, a las 3 o

4 semsnas de la siembra se extrajeron los explantes para la

realizacidén del ensayoc de conservacidn.

La wunidad experimental consistié de microestscas de

aproximadamente 5mm de longitud, tomadas de las plantas

regeneradas in vitro.

3.2.1 Seleccidn de varisbles

Esta primera fase del ensayo se reslizé con la

finalidad de selecciocnar la temperatura, asi como 1la

concentracion de AAS y de sacarosa a la cusl los explantes

tuvieron crecimiento minimo, al mes de 1la siembra, y que

ademas no produjeron efectos nocivos en las plantas.

Las microestacas de Sechium edule fueron

sembradas en vieles de 40 ml de capacidad, conteniendo

medio M.S. (1862) semisdlido, complementado con acido
nicotinico (0,5 mg/l), piridoxina (0,5 mg/l), tiaminsa-HCl

(0,1 mg/l) e inositol (100 mg/l) v con 200 mg/1l de caseina

hidrolizada v 3% de sacarossa (sxcepto en el tratamiento que

evalisa diferentes porcentajes de sacarosa). Los



tratamientos empleados incluyeron temperaturas de: 16°C,
18°C, 20°C, 22°C y 25%2°C; diferentes concentraciones de
AAS (Casa Sigma):0M, 10-3M, 10-84 y 10-9H vy medio de
cultivo con distintas concentraciones de sacarosa: 0, 3, 4,

5, 8, 7 vy 8%.

Las caracteristicas evaluadas en el material vegetal
incluyeron la medicidn del incremento en 1a longitud (mm),
incremento en &l peso (mg), ntmero de brotes ¥y hojas
producidas, peso seco (mg) vy aspecto general de las

plantas.

3.2.2 Rfecto de in temperatura vorsus AAS v

gacarosa

Esta segunda etapa del ensayo de conservacion
in vitro se efectué una vez que se seleccionaron la
temperatura (168°C), concentracidn de AAS (10-3H) b
contenido adecuadc de sacarosa (8%), gquse inhibieron el
crecimiento de los explantes. Se probé el efecto de la
interaccidén de un factor fisico (temperatura) combinado con
sl estrés osmético (sacarosa) o con interfersncia
metabdélica (AAS). El tratamiento testigo consistidé en la
siembra de explantes en un medio de cultivo #1, conteniendo
30 g/1 de sacarosa y OH de AAS, este tratamiento se incubd

en un cuarto de crecimiento & 2512°C.

47
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Las microestacas permanecieron en los diferentes
tratamientos por un periodo de seis meses en incubadoras
Percival modelo 1-35LL. Se realizaron muestrecs aleatorios
cada mes, que constaron de la evaluacién de 20 repeticiones
cads uno. Se tomaron datos sobre el incremento en la
longitud (mm), incremento en peso (mg), nimero de brotes vy
hojas producidas, peso seco (mg), aspecto general de las
plentas vy sobrevivencia. Se estudiaron los efectos
morfoldégicos producidos por las diferentes interacciones,
con este propésito se proocesaron explantes mensualmente vy

86 efectusd el estudio histolégice sobre microgacopia

electrénica de barrido.

3.2.3 Diseiic expoerimental

El disefio sxperimental utilizado fue un
irrestricto al azsr, con arreglo factorial 2 x 2, para la
determinacién de la temperatura, concentracidén de AAS ¥y
gacarosa que provocan la inhibicion de erecimiento del

explante.

Se realizaron los andlimis de varianza respectivos vy
ge efectuaron prusbes de Duncan paras los diferentes

tratamientos y sus interacciones.
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El modelo estadistico usado para determinar el
crecimiento de las microestacas sometidas a los distintos

tratamientos fue el siguiente:

Yig = p + o1 + €43

Donde:
Yis es el incremento en peso {(mg) o en longitud (mm)
i es la media general
agi es el efecto del tratamiento
€13 es el error experimentsal
En la segunda fase del ensayo se empled un nivel
seleccionado de cada factor. Se combind el factor fisico

con la concentracidn de AAS y de sacaross. Por lo tanto, el

modelo estadistico empleado fue:

it

Yis M+ 011.012 + €13

B+ gi1.013 + €13

il

Yai3

Donde o014 corresponde al efecto de la temperaturs
o1z s el efecto del estrész osmdtico
013 e8 el efecto de la concentracidn de AAS

c11.T12 y 0i1.Tis corresponds sl efecto de las
interaceiones en cada caso



50

4. RESULTADOS

4.1 Micropropagaciodn

4.1.1 Control de la contaminscion

El método mas efectivo de desinfeccidn
consistidé en lavar el material vegetal con un detergente
comercial (Axion o Brisol), después de somsterlc a un
lavedo con sagua corriente por varias horas, posteriormente
se coloecd durante diez minutos en una solucidn de
hipoclorito de caleio al 4Z(p/v) con tres gotas de Tween-20
v se lavd tres veces consecutivas con asgua estéril. El
empleo de hipoclorito de calcio, a concentraciones mayores
del 4%(p/v) o un tiempo de exposiciédn mavor de diez minutos
asi como la aplicacidén de hipoclorito de sodio, provocd
una pérdida de color en los explantes, éstos se tornaron
blancos, la tasa de sobrevivencia fue muy bsaja v & los

pocos dias los tejidos se necrosaron y murieron.

Respecto & la desinfeccién de los frutos, para lsa
siembra de embriones sexnales, resulté efectivo el lsavadoe
de la baya con detergente comercisl (Axion o Brisol)}. Le
desinfeccién de los embriones en hipoelorite de caleio &l

4%{p/v), con tres gotas de Twesen-20 por diez minutos v el

y
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iavado por tres veces consecutivas con agua estéril en l=

camars de flujo leminar.

Los antibidéticocs v el fungicida adicionados a 1los
medios de cultivo utilizados para el establecimiento

aséptico no mostraron los efectos esperados. De los

tratamientos probados, los f1nicos que disminuyeron el
indice de contaminacidn fueron los gque contenian
gentamicina v/0 benlate. El menor porcentaje de

contaminecidén fue de un 33,3 %, éste se observé en el medio
de cultivo que contenia 80 mg/l de gentamicina. El Benlate
en concentraciones de 100 mg/l en combinacidén con 80 mg/l
de gentamicina mostrd una tasa de contaminacién del 38.486%.
El nivel de contaminacién sumentdé a un 48.15% en el medio
de cultive que contenia solamente Benlate, ¥y fue de un 75%
en trastamientos en los que se apliéé gentamicina en menor

cantidad (40 mg/l) sola o combinada con Benlnte.

Antibiogramas realizados en la Facultad de
Microbiolgia de 1a Universidad de Costs Rica, determinaron
la presencia de cinco clases de bacterins tipo Gramt+ v
Gram-. La contaminacion bacteriana fue endégena, en los
casos en que se observéd contaminacidn fungosa éata fue

superficial.
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Cundro 4. Respuestas morfogenéticas de lm siembra de
distintos explantes de S. edule on diferentes
medios de cultivo.

Explante Hedio Respuestas
H3c Plantas
Yemas axilares 2,3, 4% Erecimiento - callos
&, 7 o
] callo con brotes
4, 10 buen creciaiento
13 callo - brote
Yemas apicales N&r Plantas
2y 3, 4, 35 Crecinientn - callos
' . o
8 caile con brotes
9, 10 buen crecimiento
13 tallo
Micropstacas K5c Plantas
13 Callo ~ brotes
12 creciniento pobre - callp
Meristeaos MSc Poco crecimiento
2, 3, 4, 5, o
&, 7, 8, %, 10, iB poco crecimiente calio

Eabritn sexual + ELL Plantas

segaento de colitleddn f5c Catlo - raices

Callos de hsjs o de periolo B4 Tallos - brotes

Plantulas in vitro 16 Raices

Hojas 13 Callo friable - brotes

17 Calle buen crecimiento

Peciolos 13 €allo iriable - brotes

17 Calio buen crecimiento

Hojas ingaduras (jdvenes) i1 Ballo - raices, callo ~ plantas, callo

Hojas maduras 12 {alle Ballo - tallos, cailo - raices

fotiletén (segmentn) . A3 faile - raices
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Se observo gue los explantes incoculsdos en medios con
Benlate sufrieron decoloracidn, formacidén de protuberancias
en la lémina foliar y una mayor produccion de brotes. La
alta conecentracion de gentamicina (80mg/l) mostrd ser
toxiea por lo que disminuyé la tasa de sobrevivencia,

producto de la decolorscidn v 1la necrousis.

4.1.2 Reaspuestas morfogenéticas producidas por 1a
interaccion de los medios de cultivo y los

tipos de explante

La siembra de yemas (axilares v apicales) y de
microestrcas en el medioc 1, sin presencia de reguladores
condujo & la formacidn de plantas (Figuras 2, 3, 4, 5 v 8),
en tanto que los medios de cultive 2. 3, 4 y 5 que
contenian desde bsajas concentracionss (8,5 mg/l) hasta
2mg/1 de BA indujeron a la formacién de callo y no
favorecieron el crecimiento (Figura 1) La respuesta a la
siembra de yemas, microestacas y dpices meristemdticos en
medios conteniendo suxinas en bajas c¢oncentraciones (0,1
mg/} ANA), en combinacidén con citoeininas (0, 0,5, 1, 1,5,
2y 3 mg/l de BA) produjo la formacidén de diferentes tipos
de callo. Respuestas similares en 1o que a formacién de
callo se refiere, se obtuvieron empleando pecioles, hojas

en diferentes estadios de madurez y segmentos de cotiledén



54

Figurs 1. Callo friable, derivade de segmentos de hojas
inoculadas en el medio de cultivo 12, se observa presencis

de raices.

Figuras 2 y 3. Plantas producteo de la siembra de
microestacas en el medio 1, sin reguladores del crecimiento

a los 8 y 8 los 20 dias de la inoculacidn, respectivamente

Figura 4. Planta regenerada de novo a partir de

microestacas apicales en 8l medio de propagaecidn 1 (MSc)

Figura 5. Planta regenerada s partir de microestacas,
observandose la proliferacidn de raices, cinco semanas

después de la siembra.

Figura 8. Plenta neoformada s partir de vemsas axilsres

sembradas en el medio 1.
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al sar sembrados en medios c¢onteniendo auxinas y
citocininas (12 v 13), o segmentos de cotileddn con solo

suxinas (17).

Los édpices meristeméticos mostraron una alta tendencia
a la formacidén de callo, ain a niveles bajos de BA, (medios
2y 3). Estos dpices =e carscterizaron por tfener un
crecimiento pobre en los medio sembrados, (2, 3, 4, 5, 86,
7, 8, 9, 10 y 18) por lo que no pudieron regenerar plantas.
El empieo de medio de cultive M.S (1962) complementado con
0,04 mg/l de BA, 0,05 mg/l de GAa, y 0,02 mg/l de ANA, 22
de sacaross vy agar lavado al 0,8%, ampliamente utilizado en
la inoculacion de dpices meristemédticos des yuca (CIAT), no

resulté efectivo en esta especie.

La siembra de embriones sexuales con segmentos de
cotileddén mostré una rdpida “"germinacidn” de los embriones
con formscién de plantas entre lo 7 y los 22 dims después
de 1la siembrs, los resultados fueron similares con la
inoculscidén en medio enriquecido con aminodcidos y con  un
4% de sacarosa (E11) (Cuadro 3) que con el medio M.S5.c {(1).
La adicién de dos citocininas: BA y 2IP (15) en la siembra
de embriones sexualss y de segmentos de cotiledones mostré
ia tendencia a la produccién de callos de bajo crecimiento,

en algunos casos se produjeron raiceaes.
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Otras respuestas morfodénicas se dieron en prasencia
de auxinas y citocininas (medios 12 y 13), con unas mayor
proporcién de BA (0,5mg/l y 3mg/l) que de AIA (0,03mg/l) ¥y
de ANA (0,1img/l) respectivamente. En ambos c¢asos hubo
formacioén de callo, pero se presentd una mayor tendencia s
la produeccién de brotes cuando el explante se sembré en el
medio gque contenis una mayor proporcién de BA (13). El
medio 18 fue empleado en forma sistemdtica para la
posterior induccién de raices en plantas producidas 1in
vitro, como requisito inicial para 1la aclimatacidn. Se
produjo caulogénesis al sembrar callos derivados de hojas o
de peciolos en medio liquido que contenia las sales de M.5
(1962) diluidas al 50%, caseinsa hidrolizada y agua de coco

(10%v/v).

Uno de los efectos mAds notorios del cultivo in vitro
de 8. edule fue la produccidén de brotes. Yemas axilares y
apicales y microestacas sembradas en los medios ds cultivo:
12, 13 v 8 indujeron a 1s formacidén de brotes, (Figuras 7 vy
8). El medio 13 resultd particularmente efectivo para la
produccién de brotes a partir de callos provenientes de
hojas, 1la transferencia de estos brotes a medio liquido
(14), que contenia agua de c¢oco (10% v/v) y caseina

hidolizada (1g/1), produjo plantss.



Figuras 7 y 8.

57

Reoformaecidon de brotes en callos derivados

de lza s=iembra de segmentos de hojas
inmaduras, en medio de cultivo 12
conteniendo suxinas vy citocininas, 828

observa la biopolaridad de los embriontes.
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Las microestacas de aproximadamente Smm de longitud
con una yema axilar, mostraron uwna rédpida regeneracidén in
vitro al =ser inoculadoz en el medio 1, que carece de
reguladores del c¢recimiento, por lo que se decidid

emplearlas como explantes en los ensavos de caonservacion de

germoplasma.

La aclimatacion fue exitoss silempre Que se
seleccionaron plantas con un sistema radical bien
desarrollado v de tamafio adecuasdo Figura 9) La primera

etapa de la aclimatacidn en el uarto de crecimiento

comprendld un lapso de tres 18 siete semanas. segin la
vigorosidad mostrada por las plantas .a fase de
invernadere no fue menur de un mes se oubservo que las

plantas no presentaban deposiciones de cers epicuticular
por lo que reguieren de una fase Jde endurecimiento’
adiecional. Algunas plantas sufrieron amarillamiento en las

hojas inferiores que luego se desprendieron

4.2 Congervaciin de germoplasma

4.2.1 Efecto de la concentracion de sacarosa

Las medias de: incremento de pesn incremento
de longitud, pesou seco, nidmerco de hoijas y nimero de brotes

praoducidos por nivel., se muestrsn en el Cuadro 5.



Figura 9.

Planta regenerada a partir
fase de invernadero.

de microestsacas,
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Cuacdro 5. Efecto de diferentes concentraciones de saoanross
sobre el crecimiento, sobrevivencia y producoidn
de hojan, brotes y raices en explante de Sechiup
edule.

Concentracitn de sacarosa
Variables 0 30 1) 50 ] 70 80

Increaento prossdio
en peso {ag) 17,7 163,49 238,43 107,65 98,35 46,11 4,40

Incresento prosedic
en longitud {am) i 7,4 1,8 4,0 4,15 2,81 3,15

Pasp seco promedio
{na} 2,80 19,40 27,83 18,460 19,80 9,32 14,20

Nimero de hojas pro-
apdio producidas §,35 9,5 8,9 7,35 4,70 2,8 1,25

Hisers de brotes
proaedio produtidos 0,148 1,70 i 1,05 2,09 0,69 0,53

4.2.1.1 Incidencia de 1la sacarosa en el

crecimiento

El mayor incremento promedio de peso,
longitud y peso seco del explante, 8e observé a una
concentracidn de sacarosa en el medio de cultiveo de 40 Q/I.
vy el incremento minimo se presentd en el medio carente de
sacarosa (Cuadro 5, Figuras 10 y 11). Las concentracionss
de 50 v 80 g/]1 mostraron un comportamiento similar en 1o
gue a incremento en pesc ¥y peso seco promedioc se refiere.

Fn cusnto al sumento en longitud, 1la concentracién de
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inomemenio de peso ‘(m)

m P

180

1”_ [

[+ © 0 30 40 so 80 T0 [:14]
Conosntracionss de smonrces (g/)

Figura 10. Incremento de peso a diferentes concentraciones
de sacarosa

woremenio on longitud (ram}

1] 80 4D &0 a0 70
Concentracion 44 secaroes {g/0

Figura 11. Incremento de longitud a los 30 dias de siembra
en diferentes niveles de sacarosa.
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80 g/1 ocupd el tercer lugar, antecedida por los medios de

cultivo con 40 vy el 30g/1 de sacaross

El numero mdximo de hojas promedio a los 30 dias de ls
siembra se produjoc en explantes sembrados en el medio que
contenia 30 g/1 de sacarosa (Fig. 12) y el mayor numero de
brotes se alcanzd a concentraciones de 860 g/l del

disacéarido.

Es importante anotar gque ls sobrevivencia varid con
los distintos tratamientos. La carencia de sacaross
produjo la menor tasa de sobrevivencias del experimento
(70 %), Altas concentraciones de sacarossa sumentaron la
mortalidad, siendo el porcentaje de sobrevivencia de un 80
vy 75 % en medios con 7 vy 8 % de sacarosa, respectivamente.
Los medios de 30, 40, 50 y 60 g/1 mostraron alta
sobrevivencia, cercana sl 100 %. Estas cifras se ven
reflejadas en el descenso del inerementoc en peso,
incremento en la longitud, produccidén de los brotes y lsas
hojas en los tratamisesntos ein sacarosa o con altos niveles
de la mismsa. La produccién de hojas fue muy baja en medios
de cultiva con 70 v 80 g/1 de concentracidn de SRCArOSa, ¥
la minimae se presentd en el medio de cultivo sin ssacarocsa

tFiguras. 12 y 13).



Nowmero de hojes

0 a3 40 60 o0 10, 80
Concentraciones de sacaroas {g/h

Fig 12:Numero de hojas producidas a 30
de la slambra con varlas ooncentragionos
saoarasa

28 MGme1v de hotes paodiaidos

2.--“

1.6

% R ——

on

30 40 80 o0 70 80
Concentracionss de sacarcsa (g/)

Fig 13: Brotes formados al maes do (a
slembra en medio con distintas
aonoentraclones de sanarosa
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El mayor nimero promedio de brotes ge obtuveo con 80
g/1 de sacarosa en 8l medic vy el menor en el medio sin

sacarosa (Figura 13).

La diferencia entre tratamientos fue altamente
significativa pars todas las variables (Cuadro 6) como se
puede observar en el andlisis de varianza. La prueba de
rango miltiple de Duncan para evalusr la diferencia de
medias mostrd que en todos los casos hubo diferencias
significativas (Cuadro 7). El incrementoc de peso agrupd
las medias de manera tal gue las concentracicnes de 30 y 40
g/1 constituyen el grupo &, con los mayores promedios de
peso, seguidos por el grupo b, gque incluve concentraciones
de v0, 70 v 80 g/1. finalmente sl grupo ¢ fue el gque mostrd
el menor incremento de peso, constituido por el ensayo con
medic carente de sacarossa. El incrementoc en longitud
pressnto grupos bien definidos (mavores maedias),
pertenecientes = concentraciones de sacarosa del 30 vy el 40
%4 (Cuadro 7), seguido por dos medias que presentan un grupo
de transicidn entre las medias a, b y c, v qus corresponden
a niveles de b0 v 860 g/l de sacsrosa. El grupo c esta
conformado por las medias de 70 v 80 g/1, el minimo
incremento de longitud estd representado por el grupo d

(D g/1 de sacarosa).



Cuadro 6.
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Significancia de 1las variables evaluadss a

diferentes concentraciones de sacarosa (0, 30,
40, 50, 60, 70 y 80 g/1) a los 30 dims de 1ls
siembra de microestacas de S. edule
Fuente de variacidn 6.l. increaento incresento en  Pesp serco fitaero de Nimern de
8 peEso longitud tinjas brotes
Tratamientos b 16,0748 12,36 11 2,33 ¢ 12,40 4,028%
Error 133 ¥2,3292 38,2292 9L, 77 75,083 15,546
C.v. 20,4353 43,45 24,40 31,07 39,82
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El pesoc seco promedio tuve una marcads tendencia =
diferenciar el tratamiento en ausencia de sacarosa de los
gque la contenisan, con el agrupamiento como b, en el primer

caso y como a en el segundo (Cuadro 7).

Los procesos morfogenéticos mostraron una mayor
complejidad para el andlisis. En cuanto al nOmero de hojas
se pueden observar tres grupos definidos: 8, by ¢ (Caadro
7> el nivel de 30 g/1 constituyd el grupo a siendo el mayor
promedio, el grupo b se refiere a la concentracidén de 70
g/1 y es intermedio, siendo el ¢ el minimo, correspondients
a la siembra en el medio sin sacarosa, los demas
tratamientos pueden ser considerados como un tipo
intermedio entre el grupo a y el b, vya que presentaron
medias de nimero de hojas promedio producidas, inferiores
al grupo &8 pero superiores al b son las econcentraciones ds
40, 50, 80 y 80 g/1 de sacarosa (Fig. 12). El menor ntimero
promedioco de brotes s=se dio en elmgrupo sin sacarosa, en
tanto que el maximo se presentd =a concentraciones de 60 g/1
(Figura 13), los altos niveles de sacarosa se comportan en
forma similar 8 la ausencia de sacarosa (Cuadro 7), en
cuanto al namero promedio de brotes producidos, agrupdndose
como d (0 g/1) v de (70 y 80 g/1), los tratamientos de 40 ¥
90 g/l se encuentran clasificados en bc; mientras que el

correspondiente a 30 g/l se relsciona con el de mayor
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induccidén de brotes y clasgsifica como ab, constituyendo el
segundo grupo productor de brotss del ensavo. Se
seleceionéd la opecidn de 80 g/1 de sacarosa, para la
implementacién de ekperimentos posteriores, tomando en
cuenta los porcentajes de inhibicidén del crecimiento, Ila
tasa de sobrevivencia y la alta proporcidn de brotas

producidos a esta concentracidn de sacarosa.

4.2.2 ERfecto de 1los niveles de AAS sobre el

creciniento v 1la morfogénesis

El Cusadro 8 y las Figuras 14, 15, 16, y 17,
muestran las medias generales de incrsmento de peso,
incremento en longitud, peso seco, nimero de hojas y brotes
producidos en los medios de cultivo con las distintas

molaridades de AAS.
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Cuadro 8. Medias por tratamiento de AAS de varios aspectos
cuantificados a los 30 dias de 1ls siembra.

Concentracidén de AAS (M)
Variable “ 0 10-2 ig-86 1G-9

Incremento promedio
en peso (mng) 185,8 111,75 107,30 144,85

Ineremento promedio
en longitud (mm) 7,40 5,8 5,05 9,156

Peso seco promedio
(mg) 19,51 14,35 11,40 11,55

Niimero de hojas pro-
medio producidas 9,50 4,75 B,05 5,90

Namero de brotes
promedio producidos 1,70 g,70 1,55 1,25

El andlisis de varianza (Cusdro 9) mostré diferencias
altamente significativas para los tratamientos con
distintas concentraciones de AAS, en incremento de peso y
de longitud, significancia al 5 ¥ pars el nimero de hojas
producidas y diferencias no significativas en cuanto sl
nimero de brotes ni a8l peso seco. El agrupamiento de
medias de Duncan al 5 % (Cusdro 7), determiné aque las
medias de los tratamientos se diferencian del testigo con
claridad en el caso de medias de incremento de peso. En
otras variables medidas, los tratamientos parecen
relacionarse entre si, el incremento de longitud, el
tratamiento carente de AAS (a) s5e asemejs al de mayor

concentracidén de AAS (ab). Todos los tratamientos con AAS
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#®0-3
Concentracion do ABA {0

Fig 16: Paso seao promadio de plantas
gometldas a ASA por 30 dias

Concentracion de ABA (M
Fig 17: Namero de hojas producidas con
varios nlvales de ASA
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Conuentracion de ABA O

Fig 18: Brotes producidos a los 30
dias de axposiolon al ABA

Figura 18. Brotes producidos a los 30 dias de exposicidn
al AAS.

Cuadro 9. Significancia de 1las variables evaluadas en
explantes sometidos a diferentes concentraciones
de AAS (0, 1034, 10-8M, 10-9H4) durante 30 dias.

Fuente de variacign 6.L. increasnto Incragento en Petp seco Niaero de Nimero de
BN pESD longi tud hoias hrotes

Trataaientos 3 6,358 1 4,096 &% 1,869 NS 3,1 0,447R.5

Error 78 27,548 25,923 17,543 29 bb4 13,302

Ly, Yo 12,2 30,37 16,43 22,48 27,20
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pertenecen al grupo b (bec o sb). En grupos come el nimero
de hojas y el peso seco, las medias gque mids se relacionaron
fueron 1la del tratamiento testigo vy is de ls menor
concentracidn de AAS, gque pertenscen en ambos casos =zl

grupe ab para OM de AAS y a sbe param 10-98 M,

En los experimentos en que se empled el AAS cabe notar
que 98l porecentaje de sobrevivencis fue bastante alto, de
alrededor del 85 %. Con 1a exposicidén a estas sustancias
ge produjsron cambios evidentss en el color de las plantas.
Cuando se utilizaron concentraciones altas de la sustancia
fendlica se observd la tendencim a la produccidn de plantas
amarillentas v o blancas, generalmente el color amarillo se
localizéd en 1la parte inferior de 1s planta y algunas veces

afectd también a las hojas.

No parece haber incidencia del AAS sobre 1la morfologis
foliar (Figurs 20) a los 40 dias de la incubacidn con
10-BHM, sin embargo, se observdéd la tendencia al incremento
del nimero de tricomas en la superficie adaxial (Figuras 21

y 22).



Figurs 18.

Figurs 20.
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Brote adventicio producido en microestacas de
8. edule expuestas a una concnetracién de 10-g
H de AAS '

Superficie adaexial de 1la lémina foliar expuesta
a 10-ag M de AAS, se observen estomas normalesde
tipo anomocitico.






Figura Z21.

Figura 22.

Superficie adaxial de hoja de chayote

vitrificads, obtenida de una planta expuesta a
un nivel de 10-9 H de AAS.

Superficie de 1a ldmina foliar de 5. eduale
ragenerada de novo en un msedio de cultivo con

10-9 MK de AAS, con gran cantidad de tricomas
mauiticelulares.
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El AAS mostré interesantes efectos sobre plantas
incubadas por periodos mayores de seis messes, produciendo
dos respuestas diferentes en los explantes. Los bajos
contenidos de AAS (10-84 y 10-8M) produjeron plantas
anormalmente largas de marcada dominancia apical, o por el
contrario, plantas relativamente peguefias pero con gran
cantidad de yemas y de ramificaciones laterales, en ambos
casos s& obsservéd una reduccidén del drea de la limina
foliar. Debido & las respuestas morfogenéticas obtenidas
con las bajas concentraciones de AAS, y a que las
diferencias obtenidas en inhibicién de crecimiento fueron
bastante similares entre los tratamientos de 10-2 y 10-8H,
e 8Selecciond la concentracién de 10-3M que no produjo
dichos efectos, esto se constatd en la incubacidén por seis

meses & 16°C.

Se observéd vitrificacidén de las hojas en plantas
tratadas con AAS, sin embargo el porcentaje fue bajo (no
excedid en ningdn tratamiento al 5%), (Figura 21), ademés
se observd una tendencia al inecremento del ndmero de
tricomas en la superficie foliar. Esta observaeidn debe
ser ratificada pues no se remlizé una cuantificacidén de
tricomas por unidad de superficie foliar. Los tricomas
fueron de longitud mayor en los tratamientos con AAS en

comparacidén con los otros tratamientos.
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4.2.3 Efecto de los niveles de temperatura scbre el
crecimiente ¥y morfogénesis en explantes de S.

edule

Se probd el efecto de 1la exposicidén de las
plantas dursnte un mes, a temperaturas de 16, 18, 20, 22°C
v ambiente. El Cuadro 10 contiene los resultados promedios
de incremento de peso, incremento de longitud, peso seco,
nimero de hojas vy brotes desarrollados en los distintos
tratamientos.

Cuadro 10. Efecto de 1la temperatura sobre el crecimiento
y algunos aspectos morfogénicos de 5. edule

Temperatura (°C)

Varisble 16 i8 20 22 25

Incremento promedio
en pesco (mg) 38,15 54,80 87,25 74,25 155,75

Incremento promedio
en longitud (mm) 3,258 2,05 3,50 3,10 8,30

Peso seco promedio
(mg) 7,20 6,20 9,585 8,35 18,40

Numero de hojas pro-
medio producidas 5.40 3,75 5,495 5,15 6,25

Nimero de brotes
promedio produacidos 1,30 0,45 1,05 0,80 1,75
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La exposicion a la temperatura de 1B6°C, produjo un
incremento menor de pesoc respecto a los otros tratsmientos
(Figura 23). La temperatura de 18°C condujc =al minimo
incremento de longitud (Figura 24) asi como a la menor
produccién de hojas y brotes (Figuras 25 y 28). E1 mayor
aumento promedio de peso, longitud, peso seco, numerc de
hojas y brotes se presentd en los explantex expuestos a 1la
Lemperatura de aproximadamente 25%2°C (Figuras 23, 24, 25 y

26).

La pruebs de andlisis de varianza (Cuadro 11) denota
que existen diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados para todas las variables estudiadas,
el nimerc de brotes producidos, fue significativo al 5%, el
incremento de peso y longitud, peso seco y nimerc de hojas

alcanzdé un nivel de significancia al 1%.

La prueba de medias de rango miltiple de Duncan al 5%,
muestra una tendencia a separar las medias en grupos més
definidos que en los tratamientos de evaluacioén del efecto
de ASA y sacarosa (Cuadro 7). Se puede observar que el de
incremento de peso promedio de los explantes expuestos =8
nna temperaturs de 16°C constituyve un grupo definide como
=, con el minimo incremento promedioc de peso. Las medies

de incremento de peso, correspondientes a ls exposicién a

temperaturas de 18, 20 y 22°C constituyen el grupo b.
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Fig 23: Incremento de peso a diferentes
temperaturas a los 30 dlas de slembra
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Fig 24: Incremenio de longitud a los 30
dias de slembra en diferentes
temperaturas
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Cuadro 11. Grado de significancia de las variables
cuantitativas evaluadas a diferentes
temperaturas (16°C, 18°C, 20°C, 22°C y 25°C) 30
dias después de la siembra

fuppte de variatidn 8.1, Incresents Increaenta en Pesg secn Nimero de Koaero de
en pesd longitud hnjas hrotes
Tratsmientos 4 7,67 11 8,48 11 8,67 4t 3,58 11 2.9
Errar 93 Bi, 904 43,223 29,087 24,460 21,69¢
£V, 23,72 50,1968 73,09481 21,60 41,3

El mayor inecremento promedio de longitud se presento
en las plantas colocadas a temperatura de 25°C (a), v el
menor incremento promedio en indculos sometidos a 18°C (c),
los demfs grupos fueron intermedios entre ambos. El peso
seco promedio fue significativamente diferente entre el
tratamiento de 25°C (a) vy los otros tratamientos (c). La
formacién de hojas en las plantass sometidas a 18°C fue
significativamente diferente a8 los demas tratamientos
evaluados (a). Se determind qus el promedio de brotes, al
igual gue el nimero de hojas promedio fue menor a los 18°C
(b), mayor =8 los 25°C y s los 1B°C (a), e intermedio a los

20 vy 22°C (Cuadro 7).

El wmayor porcentaje de sobrevivencis (100%), se
presenté en explantes sometidos a 25°C, a 18°C, 20°C, 22°C

y 25°C, v el menor en las plantas colocadas a 18°C (85%).
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La coloracion de las plantas tue verde claro, B
temperaturas de 2U0. 2ZZ°C y 25°C, & tempersluras menores se
nbservd gue la lamina foliar de lss plantas se tornsba a
una coloracién smarillienta y en algunos casos blancuszca.
Las bajas temperaturas, inhibieron la formacion de callo
basal, gue se presentd = los 20°0 (20%), 22°C (3d%)Y y =
A07°C C30%) Las bajias temperatuvas parecen ser inhibidoras
A la neoformacion de raices, obsérvéndose la presencia de
vsias sn  una proporcidn entre 10 v el 15% a los 168 y 18°C,
tespectivamente A los 20°C fue el 30% y los mayores
porcentajes se presentaron a 22°C (50% v oa 23°C (45%Y. La
lnngitud de las raices fue menor a bajas temperaturas (16 y
183°C)y, mostrande la maxima longitud radical el tratamiento
de »1%C . El aspecto general de las plantas fue muy bueno a

temperaturas de 20, 2Z° y 25°C,

Se selecciond 1la temperatura de 16°C parsa la
realizacion de la segunda fase de este trabajo por ser la
temperatura  con la gue se presentd wun incremento de peso
gquwe mostro valores cercanos a los minimos, y estuvoe en los
grupos de menor incremento en longitud Yy peso seco. Ademss
»sta temperatura produjoc un efectoe positivo sobre la

induceidn en 1ls produccion de hojas.



4.2.4 Efecto general de los tratamientos de sacarosa,

AAS v temperatura

A través del experimento se pudo observar quse,
en efecto, los compusstos empleados, asi COomo ia
temperatura sasctusron en forma inhibitoria del crecimiento,
afectando el incremento promedic en peso y longitud (Cuadro
i2), ademas parecen sjercer algin efecto en la induccidn de
hojas y brotes.

Condro 12. Hedims vy porcentajes totales peso de los
factores evaluados

Factor
Variable Sacaroga AAS Temperatura Testigo

Incremento X

de peso (mg) 93,83 121,33 49,07 180,825
Incremento X

de longitud (mm) 4,15 5,33 2,975 7,85

X peso seco (mg) 15,43 13,70 8,075 18,75

Namero X de
hojas producidas 5,323 5,57 5,082 7,875

Niamero X de bro-
tes producidos 0,815 1,17 G,9 1,725

Segun los resultados obtenidos, el mayor afoscto se
alecanzd con la exposicidén =& temperasturas menores de lo
normal para la especie, (Figuras 27, 28 y 28), dado que los

oxplantes sometidos a este factor fisico mostraron el menor

83
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incremento promedic de peso y longitud y la menor tasa de
produccién de hojas, no asi de brotes (Figura 28). Por
otra parte, los ensayos realizados con inhibicidn por
estrés osmético fueron menos efectivos en la disminucidn
del erecimiento que la temperatura, sin embsargoc, mostraron
un mayor rango de inhibicidén que los medios de cultivo que
contenian AAS. Las s8altas concentraciones de sacarosa
produjeron un incremento en la produccidén foliar vy el Acido
acetil salicilico incidié en un aumento de la produccidn de

brotes (Figura 29).

4.3 Ensayo de interaccion: Temperatura-Sacarosa v

temperatura-AAS

4 3.1 Efecto de los tratamientos sobre el crecimiento

Las pruebas de rango miltiple de Duncan

realizadas para cada varisble por wes, (Cuadro 135
mogtraron diferencias significativas entre los
tratamisntos. Se observd un incremento en: de longitud en
los custro primeros meses, un incremento en pseso en los
cinco primeros meses. En el quinto mes, el testigo v el

tratamiento temperatura-AAS se clasificaron en el mismo
grupo, ya que el ensayo que estudiaba las interaccidn de
temperatura-sacarcsa &alcanzd el menor incremento promedio

en longitud, esta situacidén varidé en el dltimo mes de la
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evalusacidn, en la gue este tratamiento mostrd una medin
mayor a los otros, codificandose en un grupo diferente
(Figura 28). En cuanto al incremento de peso, la inhibicidn
sufrida por leos tratamientos probados fus evidente, excepto
en el Hltimo mes en que el ensayo de tempersatura-AAS mostro

el menor indice de saumento en peso, en forma diferencial

del tratamiento sacarosa-temperatura (Figurs 30). El
promedio de peso seco tuvo un comportamiento similar, en
concordancia con el incremento en peso de los cinco

primeros mesmes. La comparacién de un efecto simple (AAS,
sscarosa vy temperatura), en relacidén con la combinacién de
efectos (T-AAS, T-sacsrosa) mostrd una inhibicidn del
crecimientoc mucho mavor en todos los aspectos estudiados.
El tratamiento de T-sacarosa mostré el minimo incremento de
peso y el T-AAS el menor crecimiento en longitud (Figuras

30 y 31).

4.3.2 Efecto de la temperaturs vs. sacarosa vy vs. AAS

sobre la inducecién ds hojas, brotes y raices

Se observd la tendencias de reduccidn de la tasa de
producecidén de hojas en los tratamientos causantes de
estrés, en el primero, segundo, tercero, cuarto vy quinto
mes. Los primeros cuatro meses fue evidente la diferencia
en cuanto 8l indice de hojas producidas por el tratamiento

control y los tratamientos de inhibieidn, en el quinto mes
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no hubo diferencias significativas y al sexto mes la
tendencia fue ascendente en el tratamiento con 680 g/1 de

sacarosa (Figura 32).

El desarrollo de nuevos brotes tue favorecido por el
tratamiento con una alta tasa de sacarosa, que tuvo una
tendencia =& ser mayor, incluso que &l testigo, excepto en
el segundo mes. En este mes ta diferencia no fue
significativa (Cuadro 13). El1 ensayo con ASA, mostrd ser
ligeramente superior al testigo en sSu capsacidad de
inducecion de brotes de nove solo en el primero, cuartc vy

quinto mes (Figura 33).

E1 analisis global de la prueba de Duncan, para los
seis meses del experimento (Cuadre 14) determind gue se
dieron diferencias significativas de inhibicidn entre el
testigo vy los tratamientos, para la mayoris de los
pardmetros; solo en el caso de l= produccién de brotes la
alta concentracidén de sacarosa produjo un incremento en su
numero. 3i se compara el efecto en la promociodn de
induccién de brotes y hojas de los tratamientos factorisles
iniciales, con los obtenidos en la segunda fase del ensayo
se determina que el efecto sobre el promedio de hojas vy
brotes producido en todas las interacciones fue menor que
con los efectos simples. El menor promedio se obtuve con

1a interaccién sacarosa-temperatura en cuanto al nGmero de
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hojas y AAS-temperatura respecto al namero de brotes

(Figuras 38 v 37).

La rizogénesis se inhibid con los tratamientos
causantes de estrés, la combinacidén tempsratura-sacarosa
ejercié mayor efecto inhibitorio, (Figura 38), solamente
se formé un 1,87% de raices en este caso. La organogénesis
que dio origen s la formacidén de raices se presentd en un
procentaje del 3.5% en el tratamiento de interaccidn
temperatura-AAS, promedio muy inferior sl 34.5% del
experimentoc sin AAS, temperatura ambiente vy sacarocsa
estandar (Figura 38). Asimismo, la longitud de las raices
fue mucho menor en promedioc que la del experimentc en
condicién estandar; en el primer caso ls longitud promedio
fue de aproximadsmente 2 mm y en el segundo de 70 mnm

(Figura 38).

La sobrevivencia de los tratamientos fue mayor en el
testigo, con un porcentaje del S0%. En el tratamiento de
alto nivel de sacarosa sobrevivieron el B82% de los
explantes y en el implementado con AAS, 1la tasa de
sobrevivencia alcanzd el 79.2%. Las plantas se mantuvieron
por més tiempo con una coloracidn verde normal, en los
tratamientos con altas concentraciones de sacarosa y en el
testigo. Los explantes sometideos al tratemiento con el

dcido acetil malicilico mostraron una tendencia a cambiar
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 MHicropropagacion

5.1.1 Control de la contaminacion

El chavote mostrd ser una planta con buen
potencial de morfogénesis in vitro. Ho obstante, la

contaminacidén por bacterias enddgenas fue uno de los

tactores limitantes de la pre=envs investigacidn, En un
gstudio bactericldgico efectuado = los explantes se
determind la presencia ds cince tipos diferentes de

bacterias, del tipo Gram + y (ram - de dificil combate. La
erradicacidn de contaminantes es dificil por la
susceptibilidad de los explantes a la desinfeccidn con
hipoclorito de sodio, gue provoca la pérdida de clorofila y
por ende =sumenta el nivel de mortalidad de las plantas.
Por lo tanto, es recomendable ]l empleo de hipoclorito de

caleio s concentraciones no mayvaores del 4% (p/v).

Le inoculacion en medios con antibidticos debe ser
estudiads con detenimiento para evitar posibles
altersciones morfoldgicas en los explantes vy otros efectos

indegeables gue estos compuestoas podrian provocar.

Aungue en el transcurso de rmsta investigacidn se
obtuvieron logros importantes en el establecimiento in

vitra de esta especie , se ha informado que esta planta



presenta dificultades para el establecimientoe y manejo en
condiciones asépticas (Somarribas, et al 1880). No fue
posible desarrollar la fase de conservacion de germoplasma
utilizando material vegetal extrasidoc del campo, debido =
que el nimerc de explantes requeridos para el trabajo era
muy elevado, vy era indispensable contar con un grado de

sanidad adecusdo para sfectusr la investigacidn.

En forma parslela se desarrollaron trabsjos con la
finalidad de buscar al explantie idesnl pATEA la

implementacidén de un banco de germoplasma In vitro en un

futuro cercano. Se realizaron varios eNnsSayns de
incculacidn de meristemos canlinares terminales. Bl
cuiltivo de meristemos, han sido empleados en forma

sistemdtica desde «que Morel en 1952 implementé su siembrs
en dalia vy Hartin en papa en 1855 para la obtenciodn de
clones sanos a partir de plantas infestadas por virus. En
1960 Morel generalizd su uso en crquideas, y determind que
el cultivo de meristemos, sademds de ser de interés
fitosanitario permite la muoltiplicascidn con un coeficiente
muy elevado {Margara, 1888; Gsutheret, 1985). L.os
meristemos proveen un sistema bioldgico organizado, de alta
egtabilidad genética recomendado para la implementacidn de
hancos de germoplasma in vitro (IBPGR, 1885). Sin embargo,
en esta investigacidn no obtuvieron los resultados

esperados, debido a gque se produjo induccion de callo con
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la. siembra de meristemos gque por demds tuvieron un
crecimiento relativamente pobre (Cuadro 4). Los resultados
anteriormente descritos coinciden con los encontrados por
Somarribas y col (1980), westos autores no obgervaron

diferenciacidn de plantas a partir de este explante.

Saint Pierre, Miville, y Dion (1884), informaron que
sl ASA possee sccidn backtaericida. lo gque lo convierte sn una
alternative en casos en que los desinfectantes no controlan
la presencia de microorganismos contaminantes en las
nedios iniciales de siembrs para el establecimiento in

vitro, como sucede con S. gdule.

5.2 Respuestas morfogenéticas

Ls respussta de los diferentes explantes en 1los
distintos medios de c¢ultivo, fue variadsa Segan los
resultados obtenidos se puede afirmar que esta especie
presenta un alto potencial morfogenético que incide sobre

la tasa de regeneracidn.

La interaceidén de auxinas-citccininas parece tener
aferto en los patrones morfogenéticos encontrados en este
Bnsayo. Skoog v Miller (1957) afirman que el efecto
combinado de smbos tipos de reguladores varia los procesos
de sintesis del ADN e incide en la elongacién ¥y en la

divisidén celular. Asimismo, el modelo de Britten-Davidson
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{citado por: Strickberger, (1985), trata de explicar los
diferentes patrones de respuesta & los estimulos gquimicos
(p.oj.reguladores), por madic de la activacidn de
diferentes bsterias de genes Qque poseen  secuencias
receptoras especificas de la c¢élula o el tejido, v que en
consecuencia activan ls sintesis de determinados ARN v por

ande de determinadas proteinas.

Probablemente el chayote posee una concentracion
endogena de =suxinas y citocininas apropiada para estimular
la regeneracidn de plantas en forma directa, a partir de
vemas o de microestacas, ysa Qque la organogénesis se
presentd en un medio de cultivoe carente de reguladores.
Egtos resultsdos #8 oponen a los mencionados por
Somarribas, et al (1980), que afirman que los reguladores
exdgenos son requeridos para obtener una micropropagacion

efectiva de este especie in vitro.

Los tratamientos en 4gue se combinaron auxinas ¥y
citocininas mostraron ger eafectivos en promover la
organogénesis, con la mediacién de una fase de callo,
especificamente en la neoformacidén de tallo, coincidiendo
con lo reportado por George y Sherrington (1884). Estos
autores proponen que bajas concentraciones de sauxinas
combinadas con concentraciones mayores de citocininas

favorecen este procesc morfogenédtico. Este comportamiento
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ha sido estudiado en vemas axilares de Cuvcumis sativus
{Handley vy Chambliss, 18978) v en Citrullus lanatus (Barnes,
1978), en los dos cassos se logrd ls  regenerscicdn  de

plantas completas.

La neoformacidn de tallo a partir de masas celulares
(callo}, se favorecié con el incremento del nivel de
citocininas respecto & las sauxinas (medios 12 v B 14},
coincidiendo con 1los resultados obtenidos en callos de

tabaco (Skoog y Miller. 18587).

La rizogénesis se¢ produjo en medios sin auxinas (16),
o en medios en los que se disminuyd el contenido de auxinas
raspacto A8l de citocininas, o que contenian solo
citocininas. Margara (1988) afirma que las raices
neoformadas a partir de c¢allos mantenidos in vitro, se
originan de la desdiferenciscidn localizada de tejidos del

explante, gue pueden ser: parénquima, xilema o cambium.

La mayoria de los explantes utilizados de esta especis
son ficilmente inducibles a 1la callogénesis.
Concentraciones de 0,3 mg/1l de 2,4-D promovieron ls
formacidén de callo. Resultados similares son citados en
otros miembros de la familis cucurbitdcesa. La siembra de
indculos de raiz de Luffa acutangula gn un medio con 2
mg/l de 2,4-D produjo callo (Halder vy Gadgil, 18981). E!

empleo de segmentos de cotileddn e hipocedtilo de Cucurbita



pepo L. en un medio M.8 (1862) con diferentes combinaciones
de 2,4-D (0,3 a lmg/l) también mostraron la misma respuesta

morfodénica (Jelaska, 1874).

Le respuesta observada al combinar dos citeocininas: BA
y 2IP (15) =a 1ls siembra de embriones sexuales y de
segmentos de cotilaedén, mostrd una tendencia a la
produccién de callo con poca capacidad de crecimiento, a
veces con presencia de raices. E1 2IP a una concentracidn
de 0,5mg/l, en combinscidn con el GAa produjo plantas en

Cucumis melo (Kathal, Bhatragar y Bhojwani, 1888).

En esta investigscidén se determind que la respuesta
morfogenética producida al incrementar el nivel de
citocininas fue la produceidn de callo (Cuadro 4), sin
embargo, la presencia de callo también se observd en medios
con auxinas ¥y citocininas y en medios que solo contenian
citoecininas. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Somarribas, Sandoval y Miller (1980) oen
chayote, ¥y 5e oponen a los obtenidos por OShoog vy Miller

{1957) en tabaco.

Loz embriones sexusles 58 desarrollaron an
forma adscuads en en un medio MS enriguecido con glutamina
y caseina hidrolizada, sin reguladores (E11l) (Cuadro 3),
asi como sn el medio 1, cuando se sembraron con un segmento

de coliledén. L.a respuesta ontogenétics varid, tanto en
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vigor como en c¢recimiento, probablemente debido & factores
genéticos y a la etapa de desarrollo en que se encontraban

los embriones inoculados.

Uno de los efectos méas notorios del cultivo in vitro
de S.edule fue la produccidn de brotes (medios 8 y 13), a
bajas concentraciones de ANA (0.1 mg/1) en combinacién cen

1, 1,5, 2 v 3 mg/1 de BA.

5.3 Efecto de la concentracidén de sacarosa y ASA y del

factor Lemperatursa
5.3.1 Efecto de ls sacarosa

LkLa sacaross ha sido descrita Como el
carbohidrato méds empleado en ocultivo de tejidos, por ser
metabdlicamente apropiado para la sasimilacidén por las
plantas (Thorpe, 1985). La concentracidn de carbohidratos
parece ejercer un efecto importante en el crecimientoc y lu
morfogénesis (Lu et al, 1882; Hargara, 1888). Debido a 1=
tomplejidad de las interacciones degencadenadas por la
sacaross tanto en el interior de la célula como en el medio
de cultive, es dificil discernir si su incidencia en
diferentes procesos c¢elulares (crecimiento, morfogédnesis, y
produccidén de metazbolitos) se debe sl efecto del potencial
nsmotico, o de la molécula de sscarosa per se (Thorpse,

1985). \
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Un numero reducido de 4denotipos de plantas creciendo
in vitro se han reportadoc como autotréficas, por lo que 1la
mavoris requisren de una fuente de energia externs (Neumann
v Bender, 1887; Thorpe, 1885). El médio de cultive sin
sacarosa empleado en este trabajo, produjo la mayor tasa de
mortalidad de todos los tratamientos, lo que indica que
S. edule, probablemente no sea un cultive autotréfico, por
lo que depende de 1la sacarosa suministrada en el medio de

cultivo para su sobresvivencia.

En la literatura se deseriben rangos del 2 al 4% como
apropiados para inducir al crecimiento y morfogénesis de

las plantas (Thorpe, 1880)

Aungque normalmente s emplea un 3% ds smacaroeEa en
nedios de crecimiento y regeneracidn, el presente estudioc
demostré que con un 4% de sacarosa se dioc el mayor
inoremento de peso y longitud de las plantas, y sl 3% se

produjo la mayor tasa de formacidn de hojas de novo.

El potencial osmético real de los medios des ocultivo
con sacarosa podria ser més negativo que el estimado
teéricamente, debido & la hidrélisis del digacédrido sufridsa

en el proceso de esterilizacidén (Dunwel vy Thurling, 1885).

Pequefios cambios de estrés osmético csusaron un alto

reciclaje de aminodcidos, un detrimento en l1s concentracidn
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de azicares reductores y la disminucién de la actividad de
la invertasa en cultive de células de cafia de szdear
(Maretzi et al, 1872). Ademsds la produccién de metabolitos
secundarios estd fuertemente influenciada por el incremento
en la concentracidn de sacarosa en cultivos en suspensién.
Se cita 1la formacidon de antocianinaz en Populus, y de
bhetacianinas en Phyvtolacca americana (Sakuta, Takagi vy

Romamine, 1887).

La acuomulacién de prolina se ha relacionado con
sintoma de eatrds hidrico y 81 bicsintesis ge realizs en el
cloroplasto (Ibarra-Cabsllero et al, 1988) Las enzimas
prolina deshidrogenasa y prolina oxidasa fueron inhibidas

en ocondiciones de estrés hidrico en Morus ailba L.

(Veeranjaneyulu v Kumari, 1989).

8i existe un excezo de sacarosa sobre la demsnda, los
monosacaridos producto de la sccidn hidroliticas se acoplan
nuevamente para produecir sscaross, posteriormente la
sacarosa producida es hidrolizada por la invertasa enddgena
en glucosa vy fructosa, que se acumulan en las células.
Eventualmente la glucosa puede polimerizarse =n almidén,
algunas de estas hexosa libres y la sacarosa en una baja
proporcidn pueden excretarse al medio nuevamente (Neumann y
Bender. 1887). Un exceso de la produccidn de carbeohidratos

A . .
puede resultar en la acumulsacidén masiva de sacarosa,
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almiddén o fructanos (Baydorfer Y VanDerWoude, 19888) y de
hexosas (Neumann y Bender, 1987), como una respuesta
adaptativa a la condicidn de estrés. Debidoc a8 que 1a
glucosa produce un potencial osmdético més negativo que una
solucién de la misma molaridad de la ssacarosa, es probable
que los wmedios de cultivo con altas concentraciones del
disacdrido que fueron empleados en este ensayo s comporten
produciendo potencialeas osméticos mencres (méds negativos)

que los teéricos.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan
con las observaciones de algunos sutores que determinaron
gque un incremento del nivel de sacarosa (Love, Rhodes y
Moyer, 1887) v la asusencia de ésta (Brown, Leung y Thorpe,
1979) provoed 1a disminucién en la tasa de crecimiento en

callos de tabasco por reduccién del potencial hidrico.

Algunas especies pueden sobrevivir por largos periodos
en susencia de carbohidratos, para lo cual requieren de un
considerable grade de flexibilidad metabélica. Cuando en
el medio de cultivo se omite 1la sacarosa, como primera
instancia se consume la sacarosa vacuolar, manteniéndose
una alta tass metabdlica. 8i ls permanencia del tejido en
el medio 8e prolonga, se utilizan otras fuentes de energis
como son los almidones, una vez gque éstos son consumidos,

ge oxidan proteinas y lipidos que se encuentran conformando
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estructuras defin@das de la célulsa (Baysdorfer v
VanDerWoude, 1868; Rebeille er al, 19888), En la especie
empleada en esta investigaeién, parecen estar ausentes los
mecanismos adaptativés compensatorios que saseguren su

sobrevivencia por largos periodos en un medio sin sacarossa.

Se ha encontrado que el tamsfio celular disminuye
conforme se incrementa la concentracién de sacarosa, pero
el nimeroc de células se ve afectado tanto por 1a
concentracidn de sacarosa como por el potencial hidrico

(Sakuta, Takagi y Komamine, 1887).

Los diversos patrones morfogenéticos aeguidos en
celulas, Srganos o tejidos in vitro Pueden ser encausados
con el uso de varios factores externos, entre los gue ge
citan: reguladores del crecimiento, luz y suplemento de
carbohidratos (tipo y concentracién), como se ha demostrado
en diversos sistemas biolégicos Y en modelos de capas

celulares delgadas (Tran Than Van y Trinh, 1983).

Ademéis del rol de fuente energética, este disacérido
ge cita como un factor que incide en los patrones de

diferenciacion del xilems (Aloni, 1980; Thorpe, 1885).

Niveles altos de sacarosa (10, 12 y 15%) en cultivo de
callos de Nicotiana tabbacum L., provocaron una reversién

de las células meristemoides s células parenquimiticas
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(Hammersley-Straw y Thorpe, 1887) En tanto, un rango de O
a B8X (p/v) de gsaoarosa fue probado y tuvo efecto
signifioativo sobre el desarrcllo de raiz, tallo ¥
nicrotuberizacién en dos especies de Dioscorea (Manteil y

Hugo, 1888).

En esta investigacién se encontrd que niveles de 80
g/1 influyeron en la produccién de una alta tasa de
induccidén de brotes. Concentraciones superiores al 6%
afectaron no solo el orecimiento, ®sino también la
norfogénesis, coincidiendo con lo sncontrade por Lu et al

(18682) y por Hammeraley-Straw ¥y Thorpe (1987).

Otro efecto importante de este disscérido es la
inhibicién de la sintemis de clorofila , este proceso 56 ha
nencionado en cultivoa con altas concentraciones de
agioares (Gross v Ritcher, 1882), pero 1la tasa ds
inhibicién aumenta si se retira el azicar del medio de
cultivo (Dalton, 1880). Las respuestas parecen ser, &in
embargo, muy espeoifioas (George y Sherrington, 1884). El
pecanismo por el cual se da la inhibicién parece estar
relacionado ocon una disminucién de la tasa de formacidén de
ia clorofila, por medio de la reduccién de la sintesis del
ALA (écido 5-aminolaevulinioo), precursor de las moléculas
de porfirina que son parte de la estructura de la clorofila

(Pamplin y Chapnman, 1875 citado por: George y Sherrington,



1984). En esta investigmeién se observaron ocambios
drésticos de color, en explantes inoculados en el medio
carente de sacarosa y en medios gue contenian ASA, no asi
en medios con altos porcentajes de sacarosa. Sin embargo,
ia inoubacién prolongada en cualquiera de los medios
empleadoa repercutié mensiblemente en la produccidén de
hojas verde muy claro o gque se tornaron ligoramente

blancas.

5.3.2 Rfeoto del ABA

Los salicilatos tienen pepeles diversos en ia
fisiologia de 1las plantas. El rol en la inhibicidn del
orscimiento, se ha oitado en algunas especies, como trigo
(Larqué-Saeavedra, 1875) y Solanum cardiophyllum (Lépez,
1888). De acuerdo oon los resultados obtenidos podria
jnoluirse a S. eduls en esta lista ya que 8su crecimiento
in vitro fue inhibido por concentraciones de 10-2, 10-s ¥

10-2 H de ABA.

Sin embargo, los resultados de esta investigacidn
difieren de 1lo encontrado en 3. cardiophyllum (Lépez,
1698), pues en esta especie, la tasa de inhibioién del
crecimiento correspondid an forma inversa a la
concentracién del compuesto usads. En el chayote, la

raspuesta a los niveles de ASA empleados no noatrd un
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comportamientoc tan clare ni fue de correspondencis
inversamente proporcional. Las concentraciones de 10-3M y
10-8M no tuvieron diferenoias significativas entre si, en
ia inhibicién del crecimiento. Aunque la concentracidén de
10~8H, fue el tratamiento donde se observé un leve aumento
del desarrollo longitudinal vy de incremento de peaso,
respecto a los otros tratamientos a los 30 dias de cultivo.
Eeta tendencia disminuyé notablements, conforme transcurrid
el tiempo, o ouando se combiné el efecto del ASA con el de
la temperatura. 41 bien, em cierto que el ASA inhibié el
ecrecimiento, no resultd ser tan efectivo como la

temperatura y la aachrosau

Las respuestas morfogendéticas con 1a utilizacién de
este compuesto fenélico, en chayote no coinciden con lo
obtenido por Lépez (1888), en S.cardiophyllum, respecto a
1a inducoidén en la produccidn de brotes. Probablemente
porque las plantas de S. edule no fueron transferidas
poateriormente 8 un medio de oultivo sin ASA, como 8@ hizo
con S.cardiophyllun. Sin embargo, de los tres factores
utilizados fus el que indujo la mayor tasa promedio dse
brotes, sélo superada por el tratamiento testigo, lo mismo

ocurrisé con la produccién de hojas bajo el efecto del ASA.

Existen varias hipétesis sobre la accién del ASA en la

jnhibiocién del crecimiento; una de las més apoyadas es la



interferencia de tipo wenzimdtico, en las vias de
degradacidn de suxinas espescificamente del AIA, 1lo que
provoca un desbalance de suxinas/citocininas, induciendo a
la producoidn de brotes, debido =l incremento de
citocininas en proporoidn a tas auxinas (Lee y Shkoog,
1885). Otra hip6tesis asegura que inhibe 1la produccidn de
otileno en las fases tempranas de la siembra, que & su vaz
tiende & disminuir los niveles endégenos de suxinas,
Pmvoreciendo la acumulacién ds citocininas y por ende, la

induceidén de brotes (Lisberman, 1878). Esta propuesta se

4}

opone a lo encontrado por Leslie ¥y Romani (1288), n
cultivos en suspensién de pers, en que 86 inhibidé la
formacién de etileno por inhibicidn no competitiva de la
enzima EFE (formadora del etileno) gue cataliza l=a
convarsion de ACC {(1-amino ciclopropano-1i-dcido
carboxilico) a etileno. Este efecto fue dependients de la
concentracién de ASA emplesda. La esterificacién del Adcido
galicilico pars formar ASA, elimina su accién como

‘desacoplador de membrans y ia ortohidroxilacidén parece ser

ia clave de su accidn inibitorie (Marci et al, 1888).

Los efectos observados sobre los patrones de
desarrollo de 1las plantas, que fueron descritos en la
meccidén de resultados, como 8on el slargamiento pronunciado
del tallo, o por el contrario, ~formacidn de brotes

laterales y ramificacién de las plantas, no parecen tener
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una explicacién w=mencille ¥y podris especularse que se dsben
s una compleja interacecién de reguladores endégenos del
orecimiento, posiblemente afectados por la presencia del

ASA.

5.3.3 Efecto de la temperaiura

La temperatura es un factor figioco gque rsguls
el crecimiento vy el desarrollo global de las células tanto
in vive como in vitro. Rl control puede darse en forma
individual, sobre las células, © sobre 1las vias mediadas
por enzimas, Yy que regulan procesos que conducen al

desarrollo (George ¥y Sherrington, 1884).

Lag bajaes temperaturas usadas en este ensayo mostraron
sar efectivasy an la inhibiciodn del erscimiento,
probablemente por sncontrarse en un rango inferior a lsa
tomperatura Sptima de emts sspecie, este método fue el gue
produjo menor incremento de peso y longitud, asi como de

pEs0 S800 promedio.
\

La temperatura de 16°C produjc la mayor tasa de brotes
de los tratamientos de temperaturas, min embargo, eosts
ntmero promedio de brotes no fue superado por el
tratamiento teatigo (25+2°C). En algunas especies,
perfodos frios de 2 a 4 semanas provocan 8l inicio de un

periodo morfogénico en al explante,. Hilding v Welander
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(1878) examinaron ls regpusesta norfogénica de
pretratamientos con temperaturas entre los 8 y los 24°C, en
Begonia » hiemalis, temperaturas superiores &8 15°C no
tuvieron efecto en la formacidén de tallos adicionales. 8in
embargo, (Fonnesbech, 1874) informa 4que en Begonia x
cheimantha temperaturas ocomprendidas entre los 15 y 1los
18°C sgumentan el nivel de morfogénesis, temperaturas
mayores de 18°C lo inhibian. Por lo gque la tempsratursa
inductora de egLos Procesos parece ser aespecifica,
probablemente controlade por patrones enzimdticos,
dependientes en todo caso, del acervo genético de la
especie. OSe determind que tratamientos con bajasg
temperaturas en plantas de cebada causaron la alteracion de
patrones de expresidn genétioan que se aspocisron con un

nimero de nuevas moléculae de ARN (Hughes y Pearce, 1888).

Las bajas temperaturas pueden ser requeridas para la
inducoién de procasos morfogénicos, pero una vaz
daegsencadenados, éstos no s8on sensitivos s la temperaturs

(Constantin, 1881).

Lag células sometidas a enfriamiento pueden tener
regpuestas similares a isns obtenides en células que sufren
de esstrés hidrico, como son al incremento de proteinse
totalese v de prolina (Pritchard, Grout vV Short, 1985;

Duncan ¥y Widholm, 1887). Ademés, se han detectado



incrementos en el nivel de dcidos grasos en cloroplastos
durante el proceso de enfriamiento (Graham y Patterson,

1982).

La adicidén de la prolina sl medio de cultive aumentd
la tolerancia al frio en callos de maiz sometidos a 4°C, 1la
prolina se produjo como respusstc al estrés ceusado por sl

frio en callos de maiz a 18°C (Duncan y Widholm, 1987).

5.4 Efecto de la intermccidn de factores

La interaceidén de la temperatura como faotor fisico,
con un compussto causante de estrés hidrico, o© con un
compuesto fendlico resultd en una inhibicidén de todas las
variables del crecimiento evaluadas, y una disminucién en
las respuestes de neoformacién de brotes y hojmas en un
mayor grado que en los tratamientos gque estudiaron el
efecto de los factores individuales. Es interesante
denotar el efecto de 1la interaccién ASA-Tewmpsratura, que
provocd el menor incremento en longitud, inversamente & lo
obtenido con el uso del ASA a 25°C. Con todas las
interacciones =ss presentd una mayor inhibicién del

crecimiento, probsblemente por efecto aditivo.

El tratamiento que incluyd 1la sacarosa resulté menos
afectado por el frio, probablements por sBu s8sccién como

crioprotector.
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Algunos de los efectos producidos en los dltimos meses
del ensayo se pueden deber & gue en este experimento no se
contemplaron subcultivos, debido principalmente & que no me
considerd necesario vVya que existen informes de oultivos
conservados in vitro por periodos de hasta un afio s8in
subcultivo (IBPGR, 1985). Existen informes de varias
especies mantenidas an crecimiento lento a bajaes
temperaturas, sin subgultivos tal s el caso de meristemon
de frambuesa gque se mantuvieron por seis aflos in vitro a
4°C en la oscuridad cocon adicién ocesional de medic de
cultivo (Hullin y Schlegel, 1878). Cultivos nodales de
papa tuvieron un alto porcentaje de sobrevivencia después

de 12 memes a B8°C (Wemcott, 18981).



8. CONCLUSIORES

Con bage an los regultados obtenidos bejo las

condiciones experimentales en que se llevé a c¢sbo este

egtudioc, se proponen lag sigulentes conclusiones:

El medio 1, sin reguladorss del crecimiento, resultd
ger el més efectivo para obtener una alta tasa ds
regeneracién de plantas a partir del cultivo de

microestucas de sproximedamente Smm de longitud.

Esta especie mostré una tendencia a 1la formacién de
callec en presencia de auxinas y citocininas, en

algunos casos con neoformecidn de plantas.

S¢ obmervé una alta incidencia en 1la produccidén de
brotes en medios de oultivo ain reguladores v con 4%

de sacarosa en cultive de microestacas.

La siembra de embriones sexuales en el medio 1 fue
bastante eficiente y se perfila come un medio ds
obtener material vegetal para agongervacién de
embriones mediamnte co¢recimiento lento o eventuslmente,
en el futuro, por crioconmservacién, como sustitutos

de un banco de semillas.

Lae concentraciones de ASA vy sacsarosa, asi como las

temperaturas empleadas incidieron cualitativamente en
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el cultivo in vitro de esta especie. Concentrsciones
de 10-8H de ASA, 86X de sacarosa y una temperatura de
18°C, tuvieron un mayor efecto sobre la porduccién de

brotes.

Lag altas concentraciones de sncarosa y los niveles de
ASA empleados en combinacidén con una temperatura de
18°C, mostraron ser inhibidores del crecimiento, pero

no de procesocs morfogendticos de este culiivo.

La exposicidon =l ASA a concentraciones de 10-8Y, por
periodos ds seis meses 0 mayores, incubados =
temperaturas de 25+2°C, causs un efecto de erecimiento

apical agudo.
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7. RECOMEBDACIONES

Rerlizer ensayos adicionales que faciliten el
egtablecimiento in vitro de materinl de campo, para

micropropagacién, conservacicén, ete.

Efectuar estudios histolégicos con el fin de conocer
el origen vy la anatomia de las estructuras y de los=

embrioides nsoformados en callos de esta sespecie.

Ho emplear el ASA en conservacién de germoplasma in
vitro, hasta no conocer méAs sobre su mecanismo de
accion y su influencia en aspectos morfoléglcos ¥

genéticos de loe explantes.

Efectuar estudios para elucidar 1la accidn del ASA en
el metabolismo de los reguladores dsl crecimiento. e
recomienda efectuar pruebas de medicidén de etileno
luego de la siembrs en medios con ASA o en
suspensiones celulares, asi como pruebas de reversiodn

con euxinas y citocininas.

88 recomienda emplear combinmciones de 86X de sacarossa
y 18°C en la implementacién de un banco de germoplasma
de esta especie, por ser el método Que mostrd ser
inicuo y provocéd menos altersciones morfogenéticas no

desadas en las plantas.
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Realizar un estudio de isoenzimas que permits detectar
8i con los métodos de inhibicién usados no se producen

alteraciones gendticas de importancia en sl material

conservadoe in vitro.
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