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1.-INTRODUCCION

Desde la aparicion de las primeras civilizaciones, las plantas han jugado un papel
preponderante en la vida del hombre. Los usos a los que las plantas se destinaban en la
antigiledad han sido determinados a través del analisis de escritos y murales encontrados en
excavaciones; es asi como se descubrié que el hombre disefié los primeros jardines entre los

siglos XVIII y XIV a.C. (Browne, 1980).

En la actualidad la arquitectura del paisaje y disefio de jardines cada vez toma mayor
auge ya que al destruirse las dreas verdes nativas para la construccion de empresas, industrias,
casas habitacion, etc. se recurre a la construccién de jardines para compensar las areas verdes

destruidas.

Cuando un jardin se crea, las plantas decorativas constituyen el principal elemento

estructural en su disefio y son la fuente primaria de decoracién y color.

Una de las plantas de gran relevancia de uso decorativo de media sombra que se
utiliza en el disefio de jardines tanto de interior como exterior, es el helecho Boston
(Nephrolepis exaltata) ya que la belleza de sus frondas proporciona un ambiente de elegancia

al lugar.

El helecho Boston es una planta hibrida que no produce esporas viables, pero que es
de una facil adaptacién a propagarse vegetativamente, ya sea por el método tradicional, o
bien por medio de micropropagacidén. Esta ultima técnica, ademés que ha demostrado ser

eficiente para la propagacién de helechos en gran escala, también puede ser utilizada como



una herramienta experimental para el estudio de la actividad que presentan ciertos
compuestos organicos € inorganicos con los que se adicionan al medio de cultivo. Por lo
anterior el objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto de las vitaminas

simples o combinadas en el desarrollo in-vitro de Nephrolepis exaltata en la fase de

proliferacion.



2.- REVISION DE LITERATURA
2.1. Importancia Econémica de los Helechos

En la época victoriana los helechos gozaron de un grado de popularidad sin igual en la
historia de la jardineria. Sus diversas formas y diferentes tonos verdes, su adaptabilidad a
locales frios y a la escasez de iluminacion interior, junto a su capacidad de crecer en el
exterior en lugarés himedos y en sombra, donde pocas plantas parecian capaces de prosperar,
fueron factores que les granjearon miles de simpatias. A finales del siglo XIX se escribieron
mas libros sobre helechos ciue cuaiquier otro tipo de planta. Tras un periodo de *“‘olvido™, los
helechos recuperan ahora de nuevo su popularidad. Los floricultores han apreciado en.
seguida la belleza de sus frondas y los jardineros se estdn dando cuenta del espléndido

contraste que forman frente a los vivos colores de las flores vecinas. (Wright 1978).

Los helechos se utilizan principaimente en el diseifio de jardines, areas verdes,
balcones, terrazas, etc.; también para dar fondo y complemento a los arreglos florales (FIRA,

1985) y como complemento decorativo de navidad (Cronquist, 1977).

Ademas el helecho Boston es una de las plantas de follaje que se producen por cultivo
de tejidos y que se puede exportar a Estados Unidos a raiz desnuda debido a su facil manejo y

sin restricciones fitosanitarias.



2.2. Clasificacion de la Especie.

Division - Pteridophyta
Orden - Filicales
Familia . Polypodiaceae
Género " Nephrolepis
Especie - exaltata

El nombre genérico cientifico deriva del griego “Nephros”, rifién y “lepis” escama,
hace referencia a la escama reniforme del indusio, es decir, la membrana que cubre los

6rganos reproductores. (Bailey, 1977).

2.3. Descripcién de la Especie.

Nephrolepis es originario de las zonas tropicales de Ameérica, Africa y Australia
(Bailey, 1977).

Planta carente de tronco con grandes frondas pennados o bipennados, de larga
duracién y curvados de un modo muy elegante aunque desnudos en un breve trecho por la
base. Nephrolepis emite una serie de estolones de los que pueden desarrollarse nuevas

plantulas (Bailey, 1977).

La forma tradicional de propagar el helecho Boston es vegetativamente,
subdividiendo Ia planta madre; se efectda al terminar el invierno, antes de que se produzca la

emisién de hojas; se realiza con cuidado, dividiendo la planta madre en 2-3 partes. (Browne,

1980).



2.4.- Concepto de Micropropagacion.

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy pequerias
de ellas, de tejidos o células cultivadas asépticamente en un tubo de ensaye © en otro
recipiente en que se pueda controlar estrictamente las condiciones de ambiente y la

nutricion.( Hartmann and Kester 1987).

Originalmente, la micropropagacion se definié como "cualquier” procedimiento
aséptico que comprende la manipulacion en las plantas, de organos, tejidos o células que
produzcan poblaciones de plantulas y que permitan el desvio tanto del proceso sexual normal

como de la propagacion vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente. (Krikorian

1991).

Si el cultivo de tejidos consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes
constituidos por fracciones de un tejido u organo que se extrae de la planta, la
micropropagacion es practicamente una multiplicacion masiva jn-yitro. (Villalobos y Thorpe

1991).
2.4.1. Importancia de la micropropagacion.

En la actualidad, la micropropagacion se practica con €xito en especies horticolas,
ormamentales y, mas recientemente, en especies lenosas (Murashige, Hughes y Thorpe
citados por Villalobos y Thorpe, 1991). En algunas especies. esta metodologia ha mostrado
importantes ventajas en comparacion con los sistemas convencionales de propagacién, las

mas importantes son:



Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.

Reduccion del tiempo de multiplicacion.

Posibilidad de muitiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie

reducida, a bajos costos y en tiempos econdémicamente rentables.

Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.

Facilidad para transportar el material in-vitro de un pais a otro con menos

restricciones aduaneras.

Posibilidad de multiplicar ripidamente una variedad de la cual solo existan

pocos individuos. (Villalobos y Thorpe, 1991).

2.4.2. Etapas de la Micropropagacion.

Existen cuatro etapas fundamentales para micropropagar eficientemente una especie.

Etapa [. Establecimiento Aséptico del Cultivo

El objetivo de la etapa I es simplemente obtener un cultivo de tejidos aséptico de la

planta en cuestion, Murashige (1974), Hartmann y Kester (1987).

El objetivo de esta etapa es obtener un gran porcentaje de explantes libres de
contaminantes; esto se logra sometiendo al tejido a un lavado con agua corriente, seguido por
la esterilizacion con uno o mas desinfectantes a concentraciones apropiadas y en tiempos

determinados segun la especie (Torres, 1988).

Una vez que se logro el establecimiento aséptico y existan evidencias como el

alargamiento de los brotes apicales. presencia de yemas adventicias, embriones adventicios



aparentes o callos desarrollados, entonces se habra cumplido con el objetivo de la etapa I

(Murashige, 1974; Hartmann y Kester. 1987).

En esta etapa, tal vez la seleccion del explante es el mas critico ya que debe ser
fisiologicamente competente para sobrevivir el cultivo inicial y provocar la respuesta

apropiada (Hartmann y Kester. 1987).

En cuanto a la seleccion del explante, Murashige (1974) menciona que es importante
considerar los siguientes aspectos: el érgano que va a servir como fuente del tejido, la edad
fisiologica y ontogenética del o6rgano. la estacion en la cual el explante ha sido obtenido. el

tamatio del explante; y particularmente la calidad de la planta.
Etapa II. Multiplicacion del propagulo.

El mayor éxito de la etapa Il es la rapida multiplicacion de propagulos; esto se logra
a traveés del subcultivo repetido hasta obtener el nimero de propagulos o plantulas deseadas
(Torres, 1988).

Este incremento puede ser realizado por varios procedimientos alternativos, ya sea
por el desarrollo de yemas axilares y terminales, también por la induccidén de brotes
adventicios o a través del proceso de embriogénesis somatica (Murashige 1974).

Etapa IIl. Enraizamiento ip vitro y acondicionamiento.

Los brotes derivados [n-vitro pueden ser inducidos a producir raices ya sea in vitro

durante la etapa III o In-vivo durante la etapa IV (Torres, 1988).



Para Murashige (1974) ésta es la ultima etapa, en la cual el objetivo final es preparar
el propagulo para su sucesiva transferencia al suelo. Esta etapa involucra el enraizamiento de
los brotes disectados, endurecimiento de las plantas para impartir alguna tolerancia al estrés
de humedad, conferirle un grado de resistencia a ciertos patogenos. y la conversidén de plantas

desde el estado heterotrofico al estado autotrofico.

A esta etapa Hartmann y Kester (1987) le llaman pretrasplante, mencionando que el
proposito de la misma es preparar a las plantulas para su trasplante del medio artificial
heterétrofo del tubo de ensaye a una existencia de vida autotrofa en el invernadero y luego

en su sitio definitivo.
Etapa IV. Enraizamiento in vivo y Aclimatacidn.

Las plantas enraizadas, o sin enraizar. se sacan del recipiente de cultivo, se lava por
completo el agar que llevan adhendo. para remover una fuente potencial de contaminacion y
se trasplantan a una mezcla de suelo estandar, esterilizada, en macetas pequeiias en una forma

mas 0 menos convencional.

Cuando los brotes son transferidos fuera del frasco de cultivo para su enraizamiento.
pueden utilizarse varios materiales como medios de soporte; Torres (1988) enfatiza que
generalmente se utilizan mezclas de suelo. entre los cuales destacan la turba, perlita.

vermiculita, arena, corteza de arbol y también puede agregarse limo o fertilizante.
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La mezcla ideal para enraizamiento tiene que ser de preferencia neutra o ligeramente
acida, con una alta capacidad de retencién de humedad y a la vez que proveea un buen

drenaje y aereacion.

La aclimatacion es necesaria porque las plantulas derivadas in-vitro no estan
adaptadas ni establecidas en condiciones in-vivo. Las plantas logran aclimatarse reduciendo
gradualmente la humedad relativa en su ambiente; esto se efectiia simplemente reduciendo la
cantidad de vapor de agua recibida o haciendo cortes en la bolsa plastica o destapando
gradualmente las cajas o macetas en que estan contenidas las plantulas. También se ha
demostrado en diversos trabajos que el empleo de antitraspirantes en forma de spray resulita

benéfico en el endurecimiento del tejtdo de las plantas (Torres, 1988).

2.5. Constituyentes de los medios de cultivo.

Para crecer, las células requieren una variedad de nutrimentos organicos e
tnorganicos: estos requerimientos son facilmente observables en organos y tejidos extirpados

de plantas superiores e inferiores.

El éxito que se obtenga en un cultivo de tejidos vegetales dependera del uso del medio
nutritivo adecuado, como también del empleo de tejidos viables, incubacion, calidad de
reactivos, etc. Usando las sustancias quimicas necesarias y las combinaciones apropiadas de
nutrientes, asi como su forma quimica adecuada, ha sido posible establecer cultivos para casi

la totalidad de las partes de una planta en diversas especies vegetales en estudio experimental.



Los constituventes del medio de cultivo se pueden clasificar en :

a) Sales mnorgénicas. Mezcla de sales
b) Compuestos organicos

c) Complejos naturales

d) Materiales inertes de soporte

a). Sales inorganicas. Mezcla de sales.

Se han llevado a cabo diversas investigaciones con el fin de optimizar las necesidades
de plantas especificas, lo cual ha traido como consecuencia la tormulacion de varias mezclas

salinas.

La férmula de Murashige y Skoog (1962) contiene grandes cantidades de
macronutrientes: también contiene una alta concentracion de nitrégeno en forma de NH4

NO3 y KNO3. Generalmente se emplean diluciones de 3 a 1 (Cardenas, 1992).

b) Compuestos organicos.

Los compontentes organicos se pueden clasificar en tres grupos: Carbohidratos,
sustancias hormonales y vitaminas. Frecuentemente se han obtenido buenos resultados
cuando se emplean también ciertos aminoacidos y/o amidas, algunas purinas y pirimidinas,

hexitoles y acidos organicos (Hurtado y Merino,1987).



b.1) Fuentes de carbono.

La sacarosa es la fuente de carbono mas ampliamente usada, y se emplea a una
concentracion de 2 a 3%; sin embargo, en ciertas especies se emplean concentraciones muy
elevadas (5 a 12%). Ocastonalmente se emplea la glucosa en cultivos de monocotiledéneas,

ast como la fructosa y el almidon para otras especies.

b.2) Sustancias hormonales.

Entre las sustancias hormonales cominmente utilizadas se encuentran las auxinas y
las citocininas. Las concentraciones varian de especie a especie, pero generalmente las

auxinas se usan a una concentraciéon de 0.1 a 10.0 mg/1 y las citocininas de 0.03 a 30.0 mg/1.

Las giberelinas (AG3) se emplean en algunas especies para obtener plantas libres de
virus, principalmente en cultivos de dpices o meristemos. Su adicién en el medio de cultivo

no es critica (Hurtado y Merino, 1987).

Aminoacidos y amidas

Los requerimientos de aminodacidos y/o amidas se pueden determinar ripidamente por
medio de la adicion de un hidrolizado proteico. Cualquier efecto positivo puede ser
investigado por una adicién posterior de una mezcla de aminoacidos y amidas en lugar de
hidrolizado. Asi, un aminoacido o amida especificos pueden detectarse por un proceso de

eliminacion.
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¢) Complejos naturales.

Muchas preparaciones de composicion indefinida han sido empleadas para enriquecer

los medios de cultivos.

Se han utilizado:
- Pulpa de platano
- Endospermo de coco
- Emulsidén de pescado
- Extracto de malta
- Jugo de naranja
- Hidrolizado protéico
(caseina, lactoalbumina, peptona y triptona)
- Jugo de tomate

- Extracto de levadura

d) Materiales inertes de soporte.

El agar es el material de soporte mas ampliamente usado en el cultivo de tejidos, pues
provee al medio de un excelente gel humedo que sirve como soporte al inéculo. Sin embargo,
fisiologicamente no es inerte, puesto que es una fuente de cantidades variables de sustancias

inhibidoras o estimulantes del crecimiento.

Otros agentes gelificantes usados algunas veces en lugar del agar son la poliacrilamida
y la silicagel. Cuando se usa medio liquido, el papel filtro usado como puente o plataforma es

muy frecuente, asi como la fibra de vidrio.



El carbén, en bajas concentraciones, ayuda a adsorber sustancias que se forman como
desecho en algunos medios de cultivo. El carbén empleado debe ser muy fino y

preferentemente prelavado. (Hurtado y Merino, 1987).
2.6. Vitaminas.
2.6.1. Clasificacion de las Vitaminas.

Las vitaminas se dividen generalmente en dos grupos principales: Las liposolubles y
las hidrosolubles. Las vitaminas liposolubles , que se encuentran asociados a los lipidos de
los alimentos naturales son: las vitaminas A, D, E y K. Las vitaminas del complejo B y‘la

vitamina C son las que forman el grupo de vitaminas hidrosolubles. (Harper, 1975).

Las vitaminas utilizadas en la presente investigacion (ac. nicotinico, piridoxina y

tiamina) se encuentran en el grupo de las vitaminas hidrosolubles
2.6.2. Ac. Nicotinico. (Niacina)

Esta vitamina es un dcido monocarboxilico de piridina. Es un sélido cristalino blanco.

La amida y la sal sddica son biologicamente tan activas como el acido libre (Mertz, 1971).

El acido nicotinico funciona como un componente esencial de dos importantes
coenzimas, el dinucle6tido de nicotinamida adenina y el dinuclétido fosfato de nicotinamida
adenina. El acido nicotinico esta ampliamente distribuido en la naturaleza. Los tejidos
animales y las levaduras son la mejores fuentes. Pero las plantas de hoja y las levaduras

también suministran cantidades importantes en la dieta. Con la excepcién del maiz, los granos



de cereales son buenas fuentes. El acido nicotinico se sintetiza industrialmente y se emplea
por toneladas para el enriquecimiento de la harina blanca y la harina de maiz y en

complementos vitaminicos. (Harper, 1975, Mertz, 1971).
2.6.3. Piridoxina. (Vitamina Be)

La Piridoxina es un derivado de la piridina, y por lo tanto, estd relacionada
estructuralmente con el acido nicotinico. Son solidos cristalinos blancos, y son 6pticamente

activos. ( Mertz, 1971).

La funcién de la piridoxina, es como una coenzima de la decarboxilasas,

transaminasas y posiblemente, para ezimas que intervienen en la sintesis de aminoacidos.

La piridoxina se encuentra en los granos de cereales enteros, carne, leche y levaduras

de la hoja. La levadura de cerveza desecada es una fuente especialmente rica. (Mertz, 1971).
2.6.4. Tiamina (Vitamina B1)

Puede considerarse como un clorhidrato de pirimidina condensado con un anillo
heterociclico que contiene azufre y tiazol. Es un sdlido cristalino blanco que contiene, por

molécula, una molécula de agua de cristalizacion. (Mertz, 1971).

La tiamina estd ampliamente distribuida en los tejidos vegetales, animales y
microbianos. Las fuentes mas ricas son las semillas, en los granos de los cereales, la tiamina

estd concentrada en el embrion (gérmen) (Mertz, 1971).



2.6.5. Vitaminas en Cultivo de Tejidos Vegetales.

A las vitaminas en cultivo de tejidos vegetales se les considera generalmente como
cofactores que respaldan actividades enzimaticas; algunas vitaminas que se utilizan
comunmente en cultivo de tejidos vegetales son tiamina, piridoxina, acido nicotinico, acido
pantoténico entre otros. La unica vitamina que ha demostrado tener importancia en cultivos
de células y organos es la tiamina; otras se utilizan debido a que pueden estimular procesos
de crecimiento especificos que al mezclarlas inducen precocidad en violeta africana

(Saintpaula ionantaj. (Lozoya y Zapote, 1989).

Varias vitaminas tavorecen el crecimiento de los tejidos en cultivo in vitro; por otra
parte no se excluye que la falta de alguna de ellas pueda ser un factor limitante de los

fendmenos de organogeénesis.

Sin embargo, la inica vitamina a la que se le reconoce habitualmente un efecto claro

es la tiamina, aportada generalmente a concentracion variable entre 0.1 y 1 mg/It.

En algunos casos, aportes mas importantes (50 a 100 mg/lt) se realizan antes de pasar
por el autoclave. No puede excluirse en estos casos que una parte de la actividad observada

sea atribuible a productos de su degradacion.

Asimismo. a veces se han sefialado efectos favorables para el acido nicotinico. la

piridoxina y la riboflavina sobre el crecimiento de los cultivos.



En ocasiones se han utilizado mezclas mas complejas de vitaminas. Es posible que
estas mezclas puedan resultar ttiles, pero su actividad no ha quedado demostrada claramente

y su empleo en la mayor parte de los casos, se hace a titulo preventivo.(Jaques, 1988).

Lozoya y Martinez, (1992) realizé un estudio sobre la interaccion medio-vitaminas en
orquideas in-vitro; consideré que es necesario utilizar otras opciones de medio de cultivo.
Menciona que, utilizd 3 diferentes medios de cultivo los cuales fueron Murashige-Skoog,
Knudson y el medio para vainilla de Aguilar-Diaz, los cuales empleo con y sin una mezcla de
vitaminas. Las vitaminas utilizadas en la mezcla fueron: la tiamina, pantotenato de Ca, mio-
inositol, piridoxina, ac. nicotinico, riboflavina. ac. folico. biotina y ac. paraaminobenzoico. El
maximo peso fresco lo obtuvo en los medios de Aguilar y Murashige sin la mezcla de
vitaminas, y el mayor crecimiento se reporta en el medio de Aguilar con la mezcla de

vitaminas.

Un estudio realizado en cultivo in vitro de raices de espinaca demostré que la tiamina
fue mas efectiva como promotor de crecimiento que la piridoxina y el acido nicotinico, pero a
su vez el mejor crecimiento se manifesté con la combinacién de las tres vitaminas. La
concentracion de las tres vitaminas fue de 1.0, 1.0 y 0.8mg/lt respectivamente, el medio de

cultivo utilizado fue el MS al 50% suplementado con 1-2% de sacarosa. (Okuse, 1995).

2.7. Micropropagaciéon de helechos.

El cultivo de tejidos de helechos ha sido utilizado desde 1950 aproximadamente y
constituye una herramienta experimental para estudiar la potencialidad de desarrollo de los
primordios foliares, la diferenciacion de tejido gametofitico ¢ esporofitico. (Hennen y

Sheehan, 1978).



La forma de micropropagacion de los helechos es por medio del cultivo de esporas o

por los estolones.

Para el caso del helecho Boston no se puede micropropagar por cultivo de esporas ya
que éstas no son viables, por lo tanto para la propagacién in-vitro de Nephrolepis exalatata

uno de los explantes mas utilizados son los estolones (Cooke,1977).
Sin embargo, en especies en donde es posible la obtencidén de esporas viables, como

es el caso de Platycerium stemaria, Knauss, citado por Hennen y Sheehan (1978), establecio

un método de propagacion en cultivo de tejidos por medio de esporas.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon (F.A.U.AN.L)
localizado en el Municipio de Marin, N. L. cuya ubicacion geografica es a los 25° 56' latitud
norte y 100° 03' longitud oeste del meridiano de Greenwich, presentando una elevacién de

375 m.s.n.m.

32, Material de Laboratorio.

El material y equipo empleados en la presente investigacion pueden dividirse en
equipo e instrumental, material de cristaleria, compuestos quimicos y material de laboratorio

diverso.

2.1 Equipo e Instrumental

Se usaron los siguientes aparatos: balanza analitica , balanza granataria, horno de
microondas, campana de flujo laminar, autoclave, olla de presién, potenciémetro,

termometro, agitador magnético y refrigerador.

3.2.2. Material de Cristaleria

Se utilizaron cajas petri, probetas graduadas de 50, 100, 250, 500 y 1000 mli, vasos de

precipitado de 50, 250, 500 y 1000 ml, agitador manual de vidrio, recipientes de vidrio

18



(Gerber MR) de 130 ml. y pipetas de 0.5, 1, 2, 5 y 10 ml, matraces Erlenmeyer de 250 y 500

ml.

3.2.3. Compuestos Quimicos.
Los compuestos quimicos empleados fueron los siguiente

a) Agentes desinfectantes:
Alcohol etilico.
Detergente.

Cloralex MR (Hipoclorito de Sodio).

Tween-20.

b) Macronutrimentos.
NH4NOs.
KNOs.
KH2PO4
CaClz. 2H2o
FeSOa. 7H:20

c) Micronutrimentos.
MgSOa. 7H20
MnSQOa. 4H20
ZnSO0a. 7H20
CuS0a. 5H20
CoClz. 6H20



NaMoOa 2H20
HiBos

d) “Vitaminas
Acido Nicotinico.
Piridoxina.

Tiamina.
e) Reguladores de Crecimiento
Bencil Amino Purina (BAP).
Acido Naftalenacético (NAA)
32.4 Material de Laboratorio Diverso.
Otros utensilios usados tueron: lamparas de alcohol, pinzas de diseccion. mango y

hojas de bisturi, espatulas. pisetas, algodon. charolas. papel secante, papel aluminio, papel

filtro. tapas de poliestireno. estanteria metalica, regla métrica y cepillos de cerdas suaves

3.3, Establecimiento jn vitro

331 Seleccién de la Planta Madre.

La seleccion de la planta madre o donadora es importante ya que sus caracteristicas

seran transmitidas a otras geneaciones. Por tal motivo se debe observar perfectamente sus

caracteristicas fenotipicas.



La planta donadora se obtuvo en el Vivero El Canadd de la FAUANL. en

Escobedo, N. L.

3.3.2. Obtencion del Explante

Los explantes utilizados en ta presente investigacion para la obtencion de plantulas 1n-
vitro fueron los estolones de la planta madre, los cuales se cortaron aproximadamente de
10cm de largo y se requiridé que no se encontraran lignificados. Se elimino 2 cm de cada

extremo y despues se cortaron de 2 cm de largo cada estolén.

3.3.3. Desinfeccion del Explante.

Con el proposito de obtener explantes en condiciones asépticas, los estolones se
sometieron primeramente a un tratamiento de predesinfeccion el cual consistié en limpiar con
un cepillo de cerdas finas con detergente y agua: posteriormente: se mantuvieron una hora

en agua corriente.

Para la desinfeccidon. los explantes se colocaron en una gasa para sumergirlos en
alcohol al 70% durante 30 seg. y por ultimo permanecieron en hipoclorito de sodio al 10%

(v/v) durante 10 min.

33.4. Siembra del Explante

Antes de realizar la siembra, y con el objeto de eliminar restos de! agente

desinfectante y a la vez prevenir oxidacion, los explantes se enjuagaron 3 veces con una

solucion esterilizada de acido ascorbico y acido citrico a razén de 100 mg/lt cada uno.



Los explantes se sembraron en el medio de cultivo de Murashige - Skoog (1962)

Macronutrientes (mgl-")
NHaNO3 1650
KNO: 1900
CaClz2.2H20 440
MgSo4.7H20 370
KH2PO4 170
(NH4)2804

NaH2PO4.H20

Micronutrientes

KL 0.83
H:BO3 6.2
MnS(Q4.4H20 223
MnS04.H20

InS0O4. 7TH20 8.6
Na2zMo04.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.625
Na2.EDTA 373
FeS04.7H20 27.8

Con el objeto de obtener mayor precision en los nutrimentos en listados se procedid a

la elaboracion de las siguientes soluciones concentradas.



SOLUCION A.-
SOLUCION B.-

SOLUCION C.-

SOLUCION D.-

SOLUCION E.-

SOLUCION F.-

La solucion G consta de una mezcla vitaminas, glicina, piridoxina, acido nicotinico y

tiamina.

La solucién G no se incluyé en el medio de cultivo ya que lo que se va a probar en

esta investigacion es el efecto de las vitaminas por lo tanto la tiamina el acido nicotinico y la

CaCl2.H20, 22.0¢g
KNOs3, 1.9g1-!
NH4NO3, 1.65 g ]1-!
KL, 0415¢
CoCl2.6H20, .00125 ¢
KH2PO4, 34 ¢
H3BO3,0.124 g
Na:MoQ4.2H20, 0.005 ¢
MgSO04.7H20, 74 g
MnS04.4H20, 0.44 g
ZnS04.7H20, 0.172 g
CuS04.5H20, 0.050 ¢g
F2804.7H:20, 0.557 g
Naz EDTA. 0.745 ¢

1000x aforado a 50 ml
se pesan y se agregan directo
al medio

1000x aforado a 50 ml

400x aforado a 50 ml

400x aforado a 50 ml

200x aforado a 100 ml

piridoxina se utilizaron para preparar los tratamientos

A este medio se le agregaron 8 g de agar/l, ajustando el pH a 5.7

Los explantes se sembraron en recipientes de alimento infantil de 130 ml que

contenian ¢! medio Murashige-Skoog.



Se prepararon 20 frascos con el medio MS colocando 2 explantes por frasco, (sin
perder la polaridad del explante) posteriormente se pasaron al cuarto de incubacién el cual se
encuentra a una temperatura de 25°C con un fotoperiodo de 16 hrs luz . En estas condiciones

permanecieron durante 8 semanas.

De los 20 frascos sembrados se logré obtener 5 plantulas asépticas las cuales se

utilizaron en la fase de proliferacion.
34. Fase de Proliferacion

Se utilizé €l mismo medio de cultivo (Murashige-Skoog, 1962), sin vitaminas y
suplementado con los siguientes reguladores de crecimiento: BAP {(Bencil-amino-purina)

Smg/ity NAA (acido-naftalenacético) 0.5mg/lt, con 8 g de agar/lt y ajustado a un pH de 5.7.

Se subcultivaron las plantulas asépticas y se colocaron en el medio de cultive durante
2 semanas, las cuales formaron propagulos (conjunto de multiyemas) utilizados en el

experimento.

Al obtener suficientes propagulos se procedidé a preparar los tratamientos para el

experimento de proliferacion, en el cual se utilizo:
Un medio de cultivo Murashige-Skoog sin vitaminas para después preparar los

tratamientos con vitaminas, sin reguladores de crecimiento con 8 g de agar/lt y ajustado a un

pHde 5.7.
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Los tratamientos fueron los siguientes:

[.- Tiamina 0.5mg/It

2.- Ac. Nicotinico 0.5 mg/lt

3.- Piridoxina 0.5 mg/it

4.- Combinacién de las 3 vitaminas 0.5 mg/It
(tiamina, acido nicotinico y piridoxina)

5.- Testigo.

Cada tratamiento consto de 5 repeticiones.

Se colocaron 6 propagulos por frasco y se pasaron al cuarto de incubacion con una
temperatura 25°C y un fotoperiodo de 16 hrs luz durante 6 semanas para después evaluar las
siguientes variables:

a) Numero de Propédgulos.

b) Numero de Propagulos con Brote.

¢) Numero de Brotes por Propéagulo.

Namero de Propigulos.- Para esta variable se realizd un conteo de todos los

propagulos por frasco.

Numero de Propdgulos con Brote.- Se realizé conteo de propagulos que presentaban

brote, donde era evidente el desarrollo de “frondas” de al menos de 5 mm.

Numero de Brotes por Propégulo.- Se realizé un conteo de brotes por cada propagulo,

por frasco ( Se consideraron como brotes aquellos que presentaron frondas de al menos 5

mm.,),
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En el experimento, para evaluar las variables Numero de Propagulos y Numero de
Propagulos con Brote, los tratamientos se distribuyeron siguiendo un disefio experimental

completamente al azar con 5 repeticiones.

El modelo estadistico lineal utilizado fue el siguiente:
Yij=M+Ti+Ejj
Donde:

Yij = Es la observacion del tratamiento 1 en la repeticién j.

M= Es el efecto verdadero de la media general.
Ti=  Es el efecto del i-€simo tratamiento.
Eij= Es el error experimental.

Este disefio es el mas adecuado para trabajos en el laboratorio. Se utiliza cuando las
unidades experimentales son homogéneas, de tal manera que no es posible identificar un

gradiente de variabilidad entre ellas. ( Olivares, 1993 )
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

Al subcultivar las plantulas asépticas al medio de cultivo con los reguladores de
crecimiento (BAP Smg/it y NAA 0.5mg/lt) durante 2 semanas, estos provocaron la formacion

de propagulos (conjunto de multiyemas) los cuales se utilizaron en el experimento.

Estos propagulos se originaron de una yema de la base de la plantula que se
encontraba en contacto con el medio de cultivo. Lo anterior coincide con lo sefialado por
Hennen y Sheehan, (1978); donde la multiplicacion de los brotes ocurre en 3 areas del
explante: en las yemas adventicias formadas a patir de la base del explante, en raices

formadas en el cultivo y en las frondas producidas en el explante en contacto con el medio.

A continuacion se muestran los resultados de cada variable obtenidos en el

experimento.
Los resultados de la vanable naimero de propagulos por repeticion, se analizaron
utilizando la metodologia de un disefio completamente al azar; la tabla de analisis de varianza

s¢ muestra a continuacion

Cuadro 1. Analisis de varianza para la variable Niimero de Propagulos por repeticion.

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 132.496826 |33.124207 6.4436** 0.002
Error 20 102.812744 5.140637
Total 24 235.309570
CV.=22.72%

++ = Altamente significativo
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Como la F calculada es mayor que la F tabulada (con un nivel de significancia del 1
%), puede concluirse que existe diferencia altamente significativa entre el efecto medio de los

tratamientos (tiamina, ac. nicotinico, piridoxina, combinacion de las 3 vitaminas y el testigo).
Considerando la decision obtenida en la tabla de analisis de varianza, se procedié a
efectuar una comparacién multiple de medias utilizando el método de Diferencia Minima

Significativa (DMS).

Cuadro 2. Comparacidn de Medias de la Variable Numero de Propdgulos por repeticion.

Tratamiento Media
1 13.2463 A
4 10.6570 AB
2 10.6326 AB
5 9.1456 BC
3 6.2050 C

Nivel de significancia = 0.05

DMS =2.9913

De acuerdo con los resultados obtenidos de la comparacion de medias podemos
concluir que la tiamina mostré un nimero promedio de propagulos por repeticion, mayor; y la
pridoxina mostrdé un numero promedio de propagulos por repeticién, mas bajo. Lo anterior
coincide con lo mencionado por (Jacques, 1988) quien menciona que la tiamina es la Unica

vitamina a la que se le reconoce efectos claros en cultivo de tejidos.



Sin embargo, la combinacién de las tres vitaminas y el ac. nicotinico no diferieron

significativamente de la tiamina asi mismo que el testigo y la piridoxina iguales

significativamente pero diferentes numéricamente entre si.

En la Figura 1, se muestran los resuitados de los tratamientos de la variable nimero de
propdgulos por repeticiéon, en donde se aprecia que la tiamina obtuvo un mayor numero

promedio de propagulos con relacidn a los demas tratamientos.

Para la varniable Numero de Propagulos con Brote, el analisis de varianza se muestra

en el cuadro 3.

Cuadro 3. Analisis de varianza para la variable nimero de propagulos con brote.

FV GL SC CM F P>F
Tratamientos 4 106.138306 |26.534576 3.6024* 0.023
Error 20 147.315094 7.365755
Total 24 253.453400
CV.=68.24%

* = Significativo.

El analisis de varianza indica que existe diferencia significativa entre los efectos

medios de tratamientos, debido a que la F calculada es mayor que la F tabulada (con un nivel

de significancia del 1 %).

En base a los resultados obtenidos en el andlisis de varianza, se realizd0 una

tomparacion multiple de medias utilizando el método de Diferencia Minima Significativa.
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Cuadro 4. Comparacién de medias para la variable nimero de propagulos con brote .

Tratamiento Media
1 6.7585 A
5 5.6874 AB
4 3.7459 ABC
2 2.6926 BC
3 1.0000 C

Nivel de significancia= 0.05

DMS= 3.5806

La comparacién de medias (cuadro 4), muestra que la tiamina obtuvo el mayor

nimero promedio de propagulo con brote por frasco, y la piridoxina el menor promedio.

Para esta variable, el testigo y la combinacién de las 3 vitaminas no difieren

significativamente de la tiamina.

El acido nicotinico no muestra diferencia significativa con respecto a la piridoxina.

En la figura 2, se muestran los resultados de los tratamientos de la variable namero de
propagulos con brotes, en donde se aprecia que la tiamina y el testigo tuvieron el mayor

numero promedio de propagulos con brote en relacién a los demas tratamientos.

El comportamiento de la variable nimero de brotes por propagulo es mostrado en las

figuras 3 y 4.
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En la figura 3 se muestra el numero de propagulos sin brotes. En donde se observa
que la tiamina tiene el mayor promedio de propagulos sin brotes en relacion con los demas

tratamientos.

La figura 4 muestra el comportamiento de los tratamientos cuando los propagulos

obtuvieron de 1 a 5 brotes.

En esta figura se observa que aungue la tiamina no obtuvo el mayor nimero promedio
de propagulos con 1 brote, si lo obtuvo con 5 brotes; esto nos indica que con la tiamina hay

mas brotacion de las frondas.

(¥
L)
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CONCILUSIONES

5.1 Conclusiones.
De acuerdo con los resultados obtenidos se concluye:

La adicion de vitaminas en general tiene un efecto favorable en la etapa de

proliferacién de propagulos.

La vitamina mas eficiente para desarrollo in-vitro de Nephrolepis exaltata en la fase

de proliferacion es la tiamina.

No se presentaron efectos sinérgicos al utilizar la combinacion de las tres vitaminas

(tiamina, ac. nicotinico y piridoxina).
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