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RESUMEN

El presente estudio se llew a cabo en el laboratorio de
Biotecnologia Vegstal, sen el wvivero y en el invernadero de la
Facultad de Agronomia de la U.A.N.L., ubicados todos en Marin,
N. L., México, de Abriil de 1992 a Mayo de 19%3.

El objetivo de ésta investigacidn fud establecer la técnica de
micropropagacién de nim mediante el estudio de algunos factores
qusa de terminan el astablecimiento aséptica, brotacidn,
multiplicacion y enraizamiento a partir de yemas axilares,
seccliones de haja, tallo y pecieoclo. Por otro lado, también se
compard el efecto de tres fechas de colecta de estacas de talle
semilefiosas en cuanto a su brotacidén y enraizamiento en el

invernadero vy en el vivero.

Para lograr lo anterior, se efectuaron cinco experimentos. El
primero de ellos consistid en el establecimiento aseptico de
segmentos nodales de nim, en el cual se probaron nuayve
tratamientos abtenidos por la combinacion de la inmersidn de los
explantes durante 5, 10 & 20 minutos en una solucidn de Cloralex ™
al S, 10 & 20 % (“/v). E1 an&lisis de varianza detecté diferencias
significativas entre las concentraciones de Cloralex“‘, perc né
entre Iog_tieupos de inmersién ni  entre las interacciones; sin
embargo, las menores valores numéricos de cantaminaciéon se
pregsentaron con 20% de Cloralex™ " durante S5 minutos de inmersién &
mas.

También se realizé un experimento para promover ia
mulétiplicacion de yemas axilares, smpleando la adicién al mediog de
cultivo de diferentes concentraciones de sacarasa (10, 20, 3¢, 40
y S0 gl™"), asi como la adicién de 6-BAP y KIN tantoc solas como
comhinadas. En cuanto a la adicidén de sacarosa, el emplec de 1@

;;l"t fud la concentracidén gue promovid mas la brotacidén de yemas
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axilares, mientras gue con la adicién de 0.5 , i, 2.5 ¥y 5 mgl de
BAP ¥ KINM se indujo brotacién y formacidn de callo.

-~

Posteriormente se evaludy la adicién de 1 mgl«1 de AlA, 1 mgls‘
de ANA y ademgs un tratamiento control sin reguladores del
crecimiento. Se encontrd gue ninguno de los cuatro tratamigsntos
anteriores fué capaz de promover la formaci19én de raices en dos

estados fisicos del medic (sdlidos v liguidosl.

Al prabar secciones de hojas, peciolos ¥y tallos como
explantas en medios de cultiva con Q.5 mgfd de 2,4-D <+ .05
mgl™ de BAP; 0.5 mgl ‘de BAP+ 0.5 mgl " de ANA y sl tratamianto
cantrol, se encontrd gque los dos ultimos tratamientos fueron
inductores de morfogénesis de novo a los 105 di as despuds de 1ia
transferencia, obteniéndose brotes de talle y ralz en los

explantes de haja, previa formacidn de callo.

Finalmente al svaluar la respussta a la brotacion y
y enraizamiento de estacas de tallo semileflosas, cortadas en
tres é&pacas diferentes del afioc y colocadas sn dos ambientes de
cultivoa: vivera e invernadera, se encontr gue al colectar durante
el mes de fAgosto, se tuvieron resultados sobresalientes en

brotacién, enraizamiento y sobrevivencia de las estacas.

..
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SUMMARY

The present study was developed of Plant Biotechnology, the
nursery and the greenhouse of the Facultad de Agronomia, JANL

located i1n Marin, N.L. Mexico, from april 1992 to may 1993.

The objetive was to establish the micropropagation techique
tar the neeam tree by studying some factors that wnfluence &he
aseptic establishment, growth bud, multiplication and rooting from
axilary buds, and from leaf stem and petiole sectians.
Aditionally, the effect of three dates of collection of stem
cuttings on sprouting and rooting in the nursery and the

greenhouse.

Five test weras developad. The first consisted on the aseptic
establishment of node segments of neem, testing nine Sreatments
obtained from tha combination of three inmersion intervals (5, 10
and 20 min! and three Ciagraltex | concentrations 5, 10 and 20%
("/v¥3. The analysis of wvarianze found significant differences
between the Claralex concentrations, but not betwesan inaesrsion
intervals or interactions. The lower contamination ocurred in the

20% concentration.

Another test developed to promote the wmultiplication of
axilary buds, adding 10, 20, 30, 40 and SO 91-x of sucrose to the
culture wedium, and adding &-BAP and KIN along or cambined. Ten
gfq was the sucrose concentration that better proeocte axilary
gromth, while the addition of 0.5 . 1.0, 2.5 and S5 mgl'or BAP
and KIM promote bud grosth and callius formation.

Posteriorly, the addition of 1 aglﬂbf AR, 1 ugf1 of NAA

and a control without growth regulators was evaluated. It was
found that none of the three treatments had root formation in two

physical states of the mediua (solid and liqu:id}.

vl



When testing leaf, petiole and stem sections as explant in
— =4 -1

culture medium with 0.5 mgl ~ of 2,40 + 0.05 mgl °~ BAP, 0.5 mgl
af NAA and a control, it was found that two last treatmens promote
de novo morphogenesis in 105 days after the transference obtaining

growth of stem and reoat in leaf explants, after callus formation,

Finally, when evaluating the sprouting and roating of ctem
cuttings collected in three diffarent dates, and placed in two
environments:s nursey and greenhouse, 1t was found that the best

growth, rooting and surviving was in the august collection.

tx



I. INTRODUCCION

El nim dAzadirachia indica A. Juss) es un arbol originario de
la India y Birmania a partir de donde se ha distribuida a un gran
nimero de palses debido a su amplia adaptacidn y a SHS
cualidades y usos. 5e le ha utilizado en la elabhoracién de jabén y
pasta dental, también se ha aplicado al suelo como abono organico,
es apreciado por su madera y se ha comprobado su efectividad para

el control de un gran namero de insectos plaga.

Tomando en consideracion todo lo anterior, ademas de la alta
toxicidad de los insecticidas sinteticos Y s4s efectos
contaminantes al ambiente, 21 Dr. Josué {205 de la Facultad de
Agronomia de la B.A.MN.L. gecidid introducir ésta especie a México,
y fué en 1989 cuando llegaron las primeras 700 semillas
procedentes del Instituta Intsarnacional de Investigacidén en Arroz
{IRRI} en Filipinas, mismas que fueron sambradas en invernadero, ¥y
al cabo de un afia se establecid un huerto en el Campo Agricola
Experimental ubicado en Marin, N. L. El restoc de 1oz arboles

fueron distribuidos a lo largo de toda el pais.

La propagacidn normal de la especie es por semilias, mismas
que se obtienen de &rboles de mas de cinco afios de edad. Debido a
gue 1os 4rboles existentes en Mexico aun no rednen éstas
caracterisficas, y a4 que €l procesa de importacién de las semillas
es lento y dificil, se ha estudiado la propagacidon asexual con

poco éxito en el enraizamiento de estacas.

Pesde la introduccidén de las técnicas del cultivo de tejidos
vegetales en México en 1970, se ha impulsado ampliamente sus
aplicaciones practicas en la agricultura, tenienda a 1a fecha
una acepltacidn wmuy buena sobare todo en los €asos de
micrapropagacion de diferentes especies de importancia econdaica.
Esta técnica reine algunas ventajas adicionales con relacién a la
propagacién convencional, ya que se reguiere de muy poco espacio,

la multiplicacion es masiva y =n menor tiempo, ademas de que la



propagacién nS estdé limitada por las condiciones ambientales.

Considerando el paotencial de las técnicas de propagacidén
asexual para ia seleccidn y conservacidén de Qermap l asma
sohresaliente principalmente en adaptaci®n y en contenido de los
principios activos involucrados en el control de insectos plaga,
se planted el presente trabajo de investigacian con los abjetivas

siguientes:

Generales:

A nivel laboratorio:

Desarrollar la técnica de micropropagacidn de nim C(dAzaedirachica
tndica A. Juss? mediante el estudio de algunos factores que
determinan el establecimiento aséptico, brotacién, multiplicacidn
y enraizamiento de yemas axilares, secciones de hoja, tallo y
peciolo.

A nivel de invernadero y vivero:

Evaluar la reasspuesta al enraizamiento y brotacidn de estacas

semileflaosas, colectadas en tres épocas del afo.

Ademas se plantearon los siguientes objetivos especificoss

Para la desinfeccidn:

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Cloralex
e ¥y de tiempos de inmersidon, en la desinfeccién de segamentos
nodales, sectiones de Hhoja, tallo y pecitolo de fnim en dos é&épocas

del aflo.

Para el medio de cultivo:

Establecer la me jor concentracién de sacarosa necesaria para

una buena brotacién de yemas axiiares.
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Evaluar la adicidén de dos citocininas: la 6~ bencilaminopurina
(BAP} y 1a Cinetina (KIN} ftanto solas como combinadas para la

formacidén de brotes en yemas axilares.
Comparar los efectos de los reguladores del crecimienta ANA,
AIA, AIB contra un tratamiento control en su actividad inductora

de ralces

Analizar el comportamiento de los brotes en dos estados

fisicos del medio de cultivo : slidos y liguidos.
Para el tipo de Explante:

Comparar las secciones de fallo, hoja y peciolo, en su

capacidad matrfogenética

En Invernadero y Viveros

Evaluar el efecto de la época de colecta de estacas semilefiosas

en su respuesta a la brotacidn y enraizamiento.

Comparar los ambientes de invernadero ¥ vivero en la brotacidén

y enraizamisnto de estacas de talla.



I1 REVISION DE LITERATURA

2.1 Ubicacidn taxondmica y descripcidn botinica del nim

Sequn Bailsy (1977}, el nim tiene una clasificacién taxortmica

cOmMD sigue?

Reino Vegetal
Divisién Embriofitas
Subdivision Angiospermas
Clase Bicotiledéneas
Orden Geraniales
Familia Meliaceae
Sénero Azadirachla
Especie indrca

Tiene como sindnimas : Melia azadivachta L. y Melia indica A
Juss (Andmimo, 1987}.

Los nombres comunes con los que se le conoce son: nim, nimb,
nimba (India antigua}), &rbol margosa {(en &rabe}, vepam. nib, tin,

nimmi, azad dirakt t(en Persa:l (Andnimao, 1987).

Lta famil:ia Meliaceae se caracteriza por tener flores
hermafroditas, axiales, pentameras, bisexuales gue se agrupan en
paniculas. Las hojas son bipinadas, pecioladas y con un gran
numero de foliolos. En la corteza y en las hojas de las Meliiceas,
gue casi todas son lefiosas, existen también células secretoras.
En total, esta familia retne hasta 750 especies, que viven de
preferencia o exclusivamente en los paises calidos. Entre los
arbales mas importantes de ¢ésta familia, tenemos los que
proporcionan agquellas maderas de grano finisimo, de gran dureza,

densas y de un color rojo caocba (Jegues, 194465 Font, 1974}).

El nim es wun arbol robusto, siempreverde, de riapido

crecimiento, con tronco recto, corteza wmoderadamente gruesa vy
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copa redonda. Alcanza wuna altura de 7 a 20 m, y el disdmstro de
la copa es de 5 a 10 metros (Ansnimo, 1987).

ta producciZn de frutos se inicia a los 4 ¢ 5 afos y se
estabiliza a los 1. Después se obtienen 30 a 50 kg de frutos
anualments y puede vivir por mas de 200 afios. Los frutos (Figura
1A} son del tamalio de un cacahuate sin cascara y caen al suelo

cuando maduran {(Jacobson et a«l., 19823 Garza, 1987}.
2.2 Origen y distribucidn

El nim se considera nafivo del Sub—Continente Indo-Pakistano

y s& localiza en la India, Sri—-Lanka, Indonesia, Malasia, Haiti,

Surimam, Tailandia, Migeria, Sudan, Etiopta, Somalia, ‘enia,
Tanzania, Mozambigue, Bangladesh, Mauritania, Tongo, Costa de
Marfil, Camerdn, Fuji, Mauricio, Birmania; y recientemente ha sido
introducido en Arabia Saudita, Nicaragua, Filipinas , Yemen,
Estados Unidos, Argentina, Brasil, Chile, islas Vi rgenes,

Puerto Rico y Mexico (Amhed y Grainge, 1985}, (Fiqur a 2A}

El nim tolera suelos secos y pobres, su vasto sistema
radicular desarrolla una capacidad fisioldpica unica para extraer
elementos hutritivos de su2los arenosos y l{xiviados. El nim es
una especie trgpical de ripide crecimiesnto. Puede habitar tanto en
zonas subhumedas como semiaridas, y en suslos con buen drenaje, Yy
puede lIleqgar a ser suceptible a heladas en sus stapas jovenes ds
crecimiento. Es tolerante a suslos con sales, ¥ se adapta a
latitudes que varian de 3 ® Latitud Sur hasta los 35 ° Latitud

Norte (Font 1974; Ahmed y Grainge 1985:; Andnimo 1987).
2e2.1 Distribucidén en México

La Facultad de Agronomi a de la Universidad Autdnoma de Nuevo
Ledn inicid la diseminacidn de arbolites en Octubre de 1990 a
Centros de Investigacién, Instituciones Educativas, Viveros vy

Agricultores de la regién y del Pais. Se han repartido a 1la fecha
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546 4rboles en 20 Estados de la Repizblica (Figura IAl

logcalizados en 171 sitios diferentes de 85 wmunicipios (Leos y
Salazar, 1992).

2.3 Importancia

En general se ha reportado efectividad del nim en el control
de mas de 100 insectps, 2caros nemitodos y de insectos de almacén.
También puede ser empleado para combatir algunos insectos urbanos,
tales como la mosca doméstica y las larvas de zancudos. Se usa
caoma repelentes o disuasivo de 1a alimentacidn y de la deposicidn
de huevecillos, pero su principal accidén es la de regular el
desarrollo de los insectos, posiblemente interfiriendo en la
concentracién de las hormonas gue regulan la muda (S¢ein vy
Parrellia 19855 Andnimo 1987, andnimo 1991},

Las hajas han dado buen resultado en el control de los
insectos. Se n2cesitan de 40 a 150 kg de hojas para proteger 2 46 I
toneladas de grano, y de 53 a 200 kg de pasta para proteger una

hectarea de arroz (Aterri y Prasad, 1980:.

El nim ha resultados ser efectivo ¥y también es seguro para
mami feros y @&l ambiente. Por ser productos naturales, los
insecticidas del nim son biodegradables, aungue hasta 1la fecha
solo dos han sido aprobados: el Marguaan—d"n (cuyo nombre proviene
de “margosa“, uno de 1los nombres comunes del nim), v 1la
azatina™" producida por AgribDyne Technologies (Jotwani y Sircar,
19653 Andnimo, 1987).

En 1a India el nim se wusd por muchos afios para curar
enfermedades y dolencias, era practicamente la botica del pueblo.
Actualmente es usado por muchos pati ses Como fuente de aceite.
Aproximadamente el 60% de aceite del nim producido en 1la India
Sse& usa para la manufactura de jabones, pasta de dientes Yy
cosméticos (Figura 4A) (Winters y Williams, 1982).
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Varias parves del nim tisnen accidn antihelmintica,

antiperiddica, antis®ptica, antisifili tica, astringente,

demulcente, emenagébégica, emoliente y purgativa. Ademas se usa

para el tratamiento de tumores, enfermedades venéreas ¥

dlceras {(Achundow et «l!, citados por OGarza, 196873 Lagunes vy
Rodriguez, 198%).

Los aldeanos Indo-pakistanies se baffan en agua mezclada
conN nim pafra prevenir arupciones y tumores. Las ramas del
nim son usadas para lavarse los dientss, también con el wmismo
fin s usa la pasta de nim. El pim es un axcelente arbol de
sombra y se considera que el hecho de permanecer bajo su sombra

ayuda a la salud sequn los aldeanos Indo-Pakistanti es (Garza, 1987).

Los agricultores de la India bharren y recojen los frutos de
2rboles de sus plantios, luego ins venden a negocios que
fabrican aceites, lo qus ayuda a las economi as lacales a f&raves
del estahlecimiento de cultivos comerciales e industrias wviables

en las areas rurales (Lsos y Salazar, 1992).

También se ha usado para la fabricacién ge esmalte para ufias,
pegamentos, lubricante de maquinaria, combustible para calentar e
iluminar, 2 inclusive en su convarsidn a polyol puede ser usado

para impulsar cohetes (Andnimo 1987, Leos y Salazar, 1992).

La madera del nim es dura y sa parece a la caocba Cubana, por
ser resistentes al ataque de termita ¥ a3 las pudriciones, se usa
mucho en la construccidn. Su resina es un substituto del

pegamento (Ketkar, 1977; Washington International Center, 1983).

2.4 Praopagacidén sexual de plantas

La propagacién de las plantas es una ocupacidon fundamental
de la humanidad, teniendo sus inicios probablemente cuando el

hombre antiguo aprendid a sembrar ¥y a cultivar ciertas clases de
plantas gue satisfacian sus necesidades nutritivas v las de sus
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animales. A medida que avanz® la civilizacién, se fue affadiendo a
ia diversidad de plantas otros cultivos, no s¢io alimenticins sino
aquellos que le proporcionaban fibras, medicinas, ocasi®n de
recrea y arnato. De la gran diversidad de piantas , €1 hombre ha
seleccionado aguellas que le han sido mas wUtiles para Su
bienestar (Rodriguez, 1984).

En la é&poca actual, el mejoramiento de plantas ha sido
precedido por un gran progresc en la seleccidn de las mismas. Ast
al paso del tiempo algunas plantas fueron evolucionando a “tipos"
que diferian por completo de sus ancestros silvestres. 8Sin
embarga, ésta seris de procesos hubieran carecido de importancia,
a menDs gque simultaneamente, se dispusiera de métodos para
mantener en cultivo a las plantas seleccionadas y mejoradas con
lo que origind asl 1a invencidn y descubrimiento de los metodos de

propagacidn de plantas (Hartman y Kester, 1980).

Las plantas superiores se raproducen de manera natural por
semillas. Una de las caracteristicas de la produccidn por semilla
es la variacidn gue puede existir dentro de un grupa de plantulas.
Sin smhargo la propagacidén de plantas cultivadas requisre gue
durante la reproduccién de la semilla se controle la variabilidad,
pues de otra manasra puede perderse el valor del cultivar (Hartman
y Kester 1980).

El nim inicia su produccidn de frutos (los cuales contisnen la
semilla) a los 4 & 5 afios y se ectabiliza a 1los 10. Despueés se
gbtienen de 30 a 40 kg de frutos anualmente.

2.4.1 Prepagacién por semilila del nim
2.4.1.1 Métaodo de cultivo
Jacobson, et dl., 1983 reportan que estudios hechos en Puerto

Rico sobre la germinacién del nim, mopstraron gque las samillas

s2cas o inmaduras se pudrieron al ser plantadas en el suelo. Por
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se decidid sembrarlas en charolas planas con agujeros en el fondo,
4 las cuales se les puso primern una capa de piedras de
tamafo peque¥n (3.5 cm y luego una de arena). Las semillas fueron
cubiertas con 0.5 cm de arena y regadas por goteoc usapndo un
embudo de separacidn con una pipeta pasteur ajustada para formar
pequalfias gotas. La cantidad fue requlada a tres gotas por minuto.
ta charola fué€ cubierta parcialmente con dos wvidrios colocados
sobre varilias de vidrio ¥ el agua entraba 4 1z charola a travées
de wuna abertura entre los vidrios. Las charolas fueron colocadas
en wun invernadero a una temperatura constante de z2° cC. Con

éste método se obtuvo uha germinacién completa.

Cuando las plantulas ¢uvieron un mes de edad, fueron
trasplantadas a macetas de barro ¥y cuando alcanzaron wuna altura

de ID 2 45 cm, se procedid a trasplantarlas en e1 campo.

Se ha reportado qgue las semillas del nim pierden su
viabilidad en el transcurso de dos semanas, pero la semilla madura
ya sin la pulpa o mesocarpio del fruto puede ser almacenada por un
largp periodo {(mas de un afio) sn ur lugar fresco y seco sin perder
la viabilidad.

Las tres expertiencias existentes =2n la FAUANL se obtuvieron en
1987, 1990 vy 1992, con sewmillas gue se i1mportaron en 1989 del IRRI
en Manila , Filipinass en 1990 con semillas de la E£scuela Agricola
Panamericana Zamorano, en Honduras; y en 1992 con semilla propia
de la FAUANL (Leos et al. , 1994},

En Agosta de 1989 se sembrd en wuna mezcia de 2/5 partes de
arena de rio, 2/5 partes de tierra de hoja ¥ 1/5 parie de perlaita.
como sustrato. La mezcla se puso en bolsas de plastico de un litro
de capacidad y se colocaron 1las semillas individualmente a una
profundidad de 1.5 «m. Las bolsas se colocaron en un invernadsro
can temperaturas de 32° C en la makana b z7° € en la tarde., EI
sustrato se mantuvo muy himedo por 30 dias c¢con riegos pesadaos
semanales con agua gue contenia 2 9 por litro de Captan 50 PH
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para prevenir pudriciones. Despucs, el riz2go se dif mas ligero y
con la manguera. La emergencia de plantas sa&a 1nicit ocho di as
después de sembradas y 1llegd a su maximo (Fi%Ur el 22 de
septiambre. En noviembre se pasaron las plantulas a hglsas de
polietileno de 5 1 de capacidad. Se tomaron datos psriddicos de
las condiciones de temperatura y humedad relativa del invernadero
y sombreadera, también se midid el crecimientn de las plantas.
Ee tuvieron praoblemas con heladas, clorosis, enfermedad por
Bhyzec tonia sg lo que ocasiond que 77 plantas murieran (Leos y

Salazar 19922}).

En 1990 se recibieron en 1a FAUANL 200 ssmillas procedentes de
Honduras. Estas fueron obtenidas de 4&rboles gue habi an crecido en
ese pais y gqgue fusron plantados ea 1981, usando semillas
provenientes de Haiti ., Se hizo wuna seleccidn de semillasz: B89
fusron eliminadas por estar guebradas y e: resto se clasificd en
cuatro grupos de acuerdo a su tamafio. Fueron sembradas el 16 de
Noviembre, en condiciones similares a las que se 2mplearon con las
semillas de Filipinas. La germinacidn fue lenta v se encontrd un
un efecto en el porcentaje de germinacidén de acuerdo al
tamafic de Ia <semilla, para las da famafio medio fue 11% y las de
tamafioc grande fue 10.7%5 de las pequefias solo se cbtuvo un  2.6%.
Berminaron sélo 104 semillas, pero séloc 73 plantas sobrevivieron
después da seis meses. Despueés de un afio, las plantas sagqui an
mostrande los efectos del famafio de sus semillas, las habia de
tamafio bajo, medio y altoj; éstas mostraron en promedioco ser mas
altas que las plantas obtenidas de semillas provenientes de

Filipinas de la misma edad.

La temperatura no fué la razédén de la baja germinacidn, ésta era
igual gue para las de Filipinas. La primera y¥ la dltima emergencia
de plantulas se obtuvo a los 20 ¥y a los &2 dias después de la
siembra respectivamente. Se distribuyeron en Nuevo Laén 45
arbolitos de logs cuales 22 se repartieron 2n un solo municipio.
Dos planftas se enviaron a Guadalajaray otros 14 4&arboles se

plantaron en un hyerto, pero con la helada de febrero de



13

1992 se wmurieron 12 de ellos. Se sestima gque 12 arbolitos

sa& han perdido.

La f¢ercera e«periencia gue tuvo la FAUANL fude con semilla
producida en México. filgunos &rboles gue crecieran de semillas
provenientes de Filipihas que s= encuentran localizados en el
campp experimental y en puablos cercanos mostraron pocas flores en
1992, pero la buena floracién y fructificacidn en 1993 de
arbolss de cuatrg afins de edad. Los frutps se colectaron y se
separaron en ocho grupos de acuerdo a: el Arbol individual, el
método de recoleccidn vy la calidad (por wmaduracidn, calar y
humedad). La pulpa fué removida de izs semillas, $-1-]
trataron con fungicida y se sembraron como se hizao en el casa de
las semillas de Honduras. La fecha de siembra fué =1 26 de agosto.
Dos semanas d e spués, cinco plantas eamergisron, y la Ultima
emergencia de plantulas fue a los 47 dias. El1 mas alto valor
(6B.9%) de esmergencia fué para la semiilas de primsra calidad, gue
provenian de frutos maduros. En cuanto a la sequnda calidad, se
obtuveo un 55.3 4. Los oiros grupos de semillas demostraron bajos
porcentajes de germinacién, porgue las semillas eran muy viejas o
teni an una deficiente maduracidng no obstante, de é&stos valores,
el mas alto fud igual gue el mostrado en las semillas provenientes

de Honduras.

2.5 Propagacidn asexual de plantas

2.9.1 Estacas

Las estacas son partes separadas de una planta madre, puede
ser un trozo de ftallo, estacas de ralz ¢ estaca de hoja, las
cuales puesstas en condiciones ambientales favorables son capaces
de emitir raices, brotes y tallos dando origen asf a4 una nueva
planta, que en la , mayorfia de las veces gson iguales 3 la

planta de la cual procedsn (Hidalgo, i983; Hammett, 17843.
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La propagaciZn por estacas. es el mtodo m2s importante para
propagar arbustos ornamentales, tanto ce especies
caducifolias como de sspecies perennifolias de hoja ancha o de

hoia angosta (Hidaigo, t983).

Cuando las estacas del tatlo son herbiceas, se les llama'
esgue jes y si tienen madera, se conocen como estacas. En  ningan
-aso tienen raices. Los citricos, la higuera y 1 avellano son
faciles de snraizarj por 21 contrario, 21 aguacate., el mango v el

zapots son muy dificiles (Berlin, 198Z).
2.5.1.1 Tipos de estacas

Las estacas casi siempre S2 hacen de las porciones vegetativas
de la planta, como los tallos, los tallos wmodificados (rizomas,
tubéreulos, cormos vy bulbos) las hojas o las rafices (Brunbarg vy
Sartori, 196BE).

Ee puedan hacer diversos tipos de &stacas que se clasifican
de acuerdo <con la parte de la cual proceden: estacas de
sallo, estacas de hoja, sstacas de hoja ¥y yema, y estacas de ralz.
A su vez, las estacas de tallo de acuerdo con su  consistencia
pueden ser:y de madera dura, semidura, suave y herbaceas (Calderdn,

197735 Hartman y Kester, 1980).
2.5.1.2 Factores que infiuyen en el enraizado de estacas

Segun Hartman v HKester en 1?80, el enraizado puede ser

favorecido o estimulado por los siguientes factores:

1.— Estado nutricional de l1a estaca. Se refiere al hecho de
gue las estacas de magera ielosa o del crecimiento del afio
anterior son las m&s bien nutridas y por ende las mas faciles de
enfaizar gue las semilefiosas 0 sea basales del crecimiento del afio
en curso y algo seme jante ocurre con las tiernas o brotes apicales

que no tienen reservas alimenticias.
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2.- Medio erralzante. En general se puede decir que entre s
suelto sea el medio enraizante es relativamente mé&s ficil 1la
emisidén de las ralces. 8Se recamienda usar arena, asSErT™ N,
vermiculita, perlita, agrolita @ otros productos o mezclas
sintéticas afi nes. Todos &stos medios 32 aeamplean Lon estacas
semileffosas vy tiernas, mientras que las |effiosas enraizan en suelo

directo.

Jd.- Acidou indolbutirico y cofactor es. tLasi todas las auxinas
producen efecto enraizante, pero mas en particular el Ac:rdo
Indolbuti rica (AIB); existen ademas algunas enzimas como Rutin o©O
algunos carbohidaratos como el azticar Que tienen un efecto
favorable en la emisiédn de raices paor parte g2 las estacas, éstos
fitoreguladores y sustancias en general sSe usan comunmente en

estacas semilefiosas y tiernas, mientras gue poco en las leflosas.

4.- Alta humedad relativa. Artificialmente puede provoacarse una
lluvia i1ntermitente para simular lluvia y aumentar la humedad
relativa, lo que en estacas semilefiosas y tiernas con - hojas

facilita la actividad del follajes y en counsecusncia la emisiéon de

las raices.

S.- Etioclado o acodadoa. Consiste en aplicar un hule oscuro en
una porcién del tallo de la parte interna del arbol , de ésta
forma se logra Qque se empirecen a formar raices adventicas en ei

tallo como consecuencia de dicha oscuridad.

6.- Ubicacidn de las estacas. Generalmente la porcidon media del
arbol es la m&s suceptible de enraizar, asi comc la porcién med:ira
de la rama del arbolj debido a que las porciones apicaies son
més tiernas y las basales muy 1lign:ificadas, por ende las

porciones medias son las mas recomendables.

7.- Cotte de la estaca. En cuanto al corte basal, 10 m&s

recomendalle es realizarlo ligeramente por debajo de una yema va
que ahi ey el nudo es donde cominmente se acumulan resarvas
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nutritivas y el corte debera de ser sesqgado enla parte apical para

evitar posibles inversiones en cuanto a Ia paolaridad se refiere.

B.- Posicidén de 1la estaca. Entre mas horizontal se encusntre
ésta, os mas facil la brotacidén radical y aérea debido a l1a wmenor
resistencia o dificultad para el ascenso de la saviag tabe aclarar
gque normalmenta se siembran vert:icales o ligeramente horizontales
para evitar dificultades al momento de 1la extraccién de las

estacas ya enraizadas.

7.— Anillgado. Dentro de 1a rama lefinsa o semileffiasa de un
Arbaol, se pusden anillar las ramas rembDviendo exclusivamente 1la
corteza de 3 a3 5 ¢cm de distancia permitiéndole asi el ascenso de
la savia mas no asi 2] descenso abstiruyendo el paso de nutrientes
y acumulandose entonces en la parte superior de dichos cortes, que
al sesr las estacas desprendidas o separadas de la planta
ligeramente por debajo del anillado a los 15 a 30 dias, nos
permite tensr mas reservas alimenticias para el wmsomento de

enraizar.

10.— Factores climiticos. Estos factores juegan un papel
importante en la capacidad de curacién y desarrollo de las raices
de los ecquejes. Debido a gque no tienen ralces, se debe retrasar
el crecimienfo en altura hasta gue se desarrolle un sistemsa de
ratices que lg balancee. Para que haya un 4ptimo crecimiento sin
marchitamiento, debe existir un equilibrio entre 1a humedad, =£l
agua, la temperatura y la luz sclar. La remocidn de las hojas debe
de ser minima, ya que, cuantoc mayor sea el &rea foliar turgente,
mas préactica se tormard para 1la produccién de hormonas y
carbohidratos. Una baja temperatura del aire retarda la
respiracion y el crecimiento en altura. Con una humedad relativa
alta se requiere menos aqua, por lo tanto, se absorbera el diéxido
de carbono en las hojas, se producira la fotosintesis y s=
ocbtendran los carbohidratos y las hormonas necesarias (Hartman y
Kester, 1980; Halfacre y Barden, 1984).
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2.5.1.3 Tratamiento de las estacas con reguladores de crecimiento

£1 objeta de tratar con reguladores del crecimiento como las
auxinas, 85 aumentar el porcentaje de estacas gue formen
raices, acelerar la formacidén de las mismas, aumentar el mGmero ¥y
la calidad de las raices formadas en cada estaca y aumentar la
uniformidad del enraizamiento. E1l empleo de éstas materiales
es en especies cuyas estacas enraizan con dificultad. £l wuso
de sustancias que promusven 21 enraizamiento no permite gue se
ignaren las buenas pr&cticas de propagacitn por estacas, comao el
mantenimiento de las relaciones de agua y las condiciones de luz
y temperatura adecuadas (Hidalgo, 12833.

l as preparacioness comerciales =n polva traen instrucciones
completas para su uso, junto £on una lista de plantas que con mas
seguridad responden a cada preparacién. Las especies lefiosas,
dificiles de enraizar, se deben tratar con las preparacionss mas
concentradas, =2n tanto gue las especies tiernas, suculentas y de
facil enraizamiento se deben tratar con materiales de menor

concentracidén (Kramer, 19825 Hidalge, 1983).

El polvo que se adhiere a 1as eshacas después de haberlas
sacudido li geramente, 25 suficiente para producir s81 safecto
dewsaeado. Si hay poca o ninguna humedad natural em la base de las
estacas se puesden humedecer presionandolas contra una esponja

mojada y asi se lss adherira o1 polvo {(Kramer, 1982).

Las estacas se deben insertar en el medio de enraics
inmediatamente después del tratamiento. Para evitar gque se caiga
el polvo al encajar Iaé estacas en el medio, se puede hacer en
éste un corte con una navaja gruesa antes de insertar las estacas

(Hammett, 1984:.

2.5.1.4. Medios para enraizamiento

Ltas estacas de muchas especies enraizan con facilidad en una
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gran diversidad de medios. En las plantas gqgue epnraizan con
dificultad, el medic de enraice puede influir mucho no s6lo en el
porcentaje de las gue enraicen, sino LFambién en 1a calidad del

sisfemz radical gue se forme (Hidalgo, 1993).

Las combinaciones de algunos materiales, por lo general dap
me jores resul tados que empleando cualgquiera de ellos solos. Para
determinar la mejor mezcla para anraizado, es aconse jable
experimentar con las plantas en las condiciones ambientales en gue
se va a trabajar <(Hidaigo, 12833 Hammett, 1984). & continuacidn

se describen algunos medios para enraizamiento:

1.~ Sueloe. €1 suelo se usa para plantar estacas caducifolias de
madera dura y estacas de raiz. Un migajén arenoso bien aireado es
preferible a un suelo arcillpso pesadoj en el prisero un mayor
porcentaje de estacas forman ralces gque suelen ser de mejor
calidad. Ademas en suelos arenosos mas ligeros, las estacas pueden
plantarse y despi¥s del enaraice, sacarse mucho mas pronto desputs

de las lluvias que si se plantan en suslos pesadas,

2.- Arena. La arena se usa mucho como medioc para enraizar
estacas. Es relativamente poco costosa y facil de obtener. La que
puede conseguirse de los comerciantes en materiales para
construceidn y que se empliea para limpia, con aristas agudas,
libre de materia organica y de tierra es excelents., ta arena debe
ser 1o suficientemente fina como para retener algo de humedad
alrededor de las estacas y lo bastante gruesa para permitir que el

agua se drene facilmente a través de ella.

J.— Musgo tuwrboso. Este en pcasiones se afiade a la arena en
proporciones diversas para aumentar la capacidad de retencién de
agua en la mezcla. Esta combinacién es un buen wedioc para el
enraizado de estacas de la mayoria de las especies. Las mezclas

usadas varian entre dos partes de arena por una de musgo turboso,
y una parte de arena por ¢res partes de musgo turboso.
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4.- Vermicultita. tLas pruebas realizadas han demostrado que

las estacas de divarsas plantas han enraizado me jor an
vermicultita con particulas de tamaflo grande, en tanto qgue
otras lo hacen mejor cuando las particualas de éste material

son pegusaias,

S.— Perlita, Se usa mucho como medio de enraice para estacas
de hojas, especialmente bajo niebla, debido a sSUs buenas
propiedades de drenaje. Se puede usar sala, perg es mejor si s
emplea wmezclada en diversas porciones con musgo turhboso o

vermiculita.

6.— Aguza, El1 agua desde hace mucho tiempo se ha usada para el
enraizamiento de estacas de f4cil enraice. Su mayor desventaja es
la falta de airpacién. Las pruebas realizadas han demostrado que
aireando artificialmente el agua con oxigeno, se puede tener
un sxceleante enraice de las estacas de algunas especies (Hartman y
Kester 19803,

2.5.2. Micropropagacidn

Los tres métodos de micropropagacion vegetal existentes som
ambriogénesia somatica, organogénesis y braotaciéon axilar (Martinez
19925 Djeda, 19933.

2.5.2.1 Embriogénesis somstica

La embriogénesis somatica es un procesoc a traves del cual se da
origen a un embri4dn gue no es producto de la fusién gamética. La
induccién de embriones somaticos puede realizarse directamente de
tejidos como en citricos y mango, & indirectamente pasandao por
callo. Las primeras publicaciones a este respecto se realizaron en

1958 en zanahoriay, ¥y a la fecha hay reportes de hasta BO especies
(Fuller y Gallon, 1985).
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Los embriones iniciados 3 parfir de células que no son el
producto de 13 fusidn de gametos se les denomina embriones
asesuales, advencticios o somaticos; los cuales soan sstructuras
bipolarss con un eje radical—-apical sin conexién wvascular en el
tejido materno, donde dichas estructuras deben ser capaces de
formar plantas normales. ©5Sin embargo, la naturaleza de 1la
diferenciacién que seé registra como resultado de la embriogenesis
somatica no ha sido probada y las interpretaciones de i1os eventos
que ocurren tempranamente en las células y gque trasn consigo ia
diferanciacién de plantas a partir de callos siguen siendo
hipotéticas (Litz y Jarrety citados por Iracheta, 12%23). Por
consiguiente, estos mismos investigadores consideran que todos los
tejidos vegetales tienen capacidad para formar callos in witrgyg
pera soloc pocos explantes poseen la habilidad para producir calios
embriogénicos; por lo general se han empisado como explantes
hipocotilaos y embriones; adicionalmente, se& han usado apices
caulinares, segmentos de tallo, hojas , raices e inflorescencias

inmaduras (Kyte, 19833 Villalobos, 1985).

Los factores que dJdeaterminan la induccidén de embriogénesis
somatica son principalmenta la especiea, 21 genotipo, 21 wedio da

culfivo, la edad y sabre todo, 1los reguladores del crecimiento.

En relacién conr el tiempo en cultivo, s tiene bien
establecida que conforme $ranscurrs 21 tiempo, se va perdiendo la
totipotencia debido a cambios cariotipicos y de ploidia en
respuasta a la presencia de auxinas, adema s de cambios
epigenéticos probables,

La induccién con el uso de regquladores del crecimiento, tiene
particularidades especiales ya que e requiers de un chogque
auxinico en la mayoria de los casos, es decir, cultivar los callos

en presencia de 2,4-D y subcultivar en un medio ausente de éste.

ta principal aplicacion de ésta técnica va encaminada a la
formacion de “"semillas” sintéticas wmediants la produccién de
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embriones somaticos y su encapsulacicén (Villalobos, 1983).

2.5. 2.2 Organcgénesis

La nrganogénesis es un proceso gue da lugar a ja formacion de
4drganos adventicios. El antecadente mas remoto data de 1957 cuando
Skoogg ¥y Miller (citados por Villalohos, 1985} ¢rabajando con
tabaco sncaontraron que la relacidn auxinas/citocininas regulaba el
proceso organoganético, de tal forma que la relacién alta inducta
la produccidan de rafices, mientras que una proporcidn baja product a
brotes (Rodriguez, 1986).

Organogénesis es un término en cultivo de tejidos gque se
refiere a 1la diferenciacién del explante (Thorpe, 1978 ¥y
comprende al desarrollo de yemas directamente & a partir de callos
donde la formacién de orpands en explantes se conoce como
ruta de la organogénesis indirect a, donde un callo sin sstructura
arganizada puede dar origen a brotes y raices. A4 éste proceso se
l1a conoce con el nombre de brotacién adventicia. Todas las partes
de la planfta se han usada como explantes para la inicjiacidén de
callo, sin embargo, los tejidos jovenes poseen un alto grado
de activigad meristematica y tienden a tener mas plasticidad
in witlre {(Fullepr y 6Gallion, 1985}.

Tisserat y Hussay (citados por Martinez, 1992} consideran que
la regeneracién a fravés de la arganogénesis puede lograrse por

medio de los siguientes modelos:

1~ Produccién de drganos adventicios originados de calla,
derivado éste a su vez del explante (brotes adventicios

via callo}.

2- Emergencia de d4rganos adventicios directaments del

axplante sin l1a intervencién de la fase de callo
(regeneracién directamente del explante cultivado).
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En 194& Torrey, planted la hipdtesis que explica el procesa

consistente en la formaci®n de meristemoides a partir de c2lulas

aisladas 0 agregados celulares que desarrollan brotes. Este

esquema ha sido comprobado y ejemplificado en varias especies,

entre ellas en Pinus redicta (Cooping y Rodgers, 19853 Villalobos,
1985}

La prganogénesis esti regulada por muchos factores, siendo los
princi p ales: la especies, el bzalance de 1los reguladores del
crecimiento y aspectos guimicos, aunque éste ultimo factor es muy
dificil de conocer su influencia, debido a gue nunca se le separa
de los factores fisicos, de interaccidn y menos ain dentro de los
quit micos. En el caso de la especie, los ejemplos mas comunes song

tabacc, Fseudotsuga y Pinus radiata {(Dixon, 1985).

2.5.2.3 Brotacidn axilar

La brotacidn axilar es 2l méiodo de micropropagaciédn mis usado,
usa yemas axilares {segmentos nodales), apices ¥ meristemos como
explantes. Es el procesoc mas sencillo para regenerar una planta
debido a3 que se parte de estructuras ya diferenciadas ¥ solamante
S necesaric romper su represiédn, debido a la dominancia apical

mediante la inclusidn de citocininas en el medio de cultivo.

2.85.2.4 ELtapas de la micropropagacidén

En la propagacidn tn witro se pueden diferenciar cuatro fases
4 etapas, mismas que tienen caracteristicas esped ficas (Murashige
1974, citado por Iracheta, 1993: Villalobos, 19861}.

La primera es el establecimiento aséptico en la que =21 método de
desinfeccidén y el medio de cultivo desempefian un papel importante.
Agqut el objetivo es simplemente obtener un cultive aséptico da
la planta en cuestion. El1 cultivo puede resultar en un
2largamiento de brotes, enraizamiento ¢ produccién de callo.
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La segunda es la proliferacién y multiplicacidén del propigulo.
Existe un rapido desarrollo de brotes que pueden ser de aorigen
axilar o adventicing los primeros se originan a partir de yemas
situadas en la axila de la hosa y los segqundos a partir del callo

de 1a base del brote.

ta wmultiplicacitn de los prop&gulos puede incrementarse
induciendo drganos adventicios, farmando embriones o aumentando la
induccidn de brotes axilares. En muchas especies, 21 método mis
adecuado de wmulfiplicacién es la organogénesis adventicia o
embriogénesis somatica. En muchos casos, la formacidn de callo es
empleada como wuna forma des multiplicacidn de propagulos
tVillalobos, 1985).

—

Lta tercera fas2 la constituyan el anraizamiento vy la‘{
aclimatacidn. Esto i1nvolucra la induccidn y diferenciacidn de
rat z en los brotes obtenidos durante la preliferacidn, debiéndose
emplear sustancias gue promuevan la rizooénesis como las auxinas.
Esta etapa estéd programada para preparar propigulos para su
establecimiento al ¢transferirlos al suelo. Agui se involucra el

enraizamiento de los brotes cortados.

Para que las plantulas regeneradas in vitrce tengan un mayor
porcentaje de sobrevivencia cuando sean transferidas al suelo es
nececario incluir aclimatacidn para impartir tolerancia a la falta
de humedad.

Finalmente la cuarta fase es el reestablecimiento de las
plantas #n el suelos es la canversidn de las plantas del estado
heterotrédfico al estado autotréfico (Serret, 19273, Rodriguez,
198613 .

2.5.2.5. Yentajas de la micropropagacién

Las tecnicas usadas en la propagacién in wiltre han despertado
mucho interées en los ultimos afios, pasando de 1o0s estudios
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botinicos y fisiol®gicos a una aplicaci“n mis prictica, ¥
colaborando de una manera mas directa o indirecta en varias

actividades comerciales (Thorpe, 1978§ Hurtado y Merino, 1987).

Hasta la fecha el exito logrado en la multiplicacidn clonal ha
sido en especies gue Se propagan p or métodos asexuales ¥y
canvencionales, Ccon excepcidn de algunos cultivos de importancia
agrondmica {cafia de azicar, papa, esparrago, fresa) no s2 ha
aplicado a los demas Culfivos, pues la mayoria son propagados por
semilla. Una de las ventajas de la micropropagacidn radica en la
rapida produccidn de grandes cantidades de plantas con un minimo

de material vegetal (Hussey 1984, citade por {jeda, 19%3).

Con la t2cnira de micropropagacidn se pusds generar
variabilidad para luego wusarla en la produccién de variedades
sobresalientes de alto rendimiento, entre otras aplicaciones
{(Djeda, 1993,

Huang €t al, (1985} sefialan gue la mefodolongia in wiire tiene
muchas wventajas sobre las fécnicas tradicionales de prgpagacién
asexual. Ademas de las altas tasas de multiplicacidn anotan gue
se obtiene una busena estabilidad genética de las plantasi que se
disminuye @1 espacia individual para un lote de plantas madrej
qua se obtiene un mejor control en la sanidad de las plantulas al
poder trabajar bajo condiciones asépficas. y al poder emplear

varios métodos de sliminaciédn de patégenos.

Actualmente €1 cultivo In wvitro es reconocido como una
herramienta en las practicas horticeolas y es un metodo importante
para la propagacion de un amplio grupo de plantas (Evans, 1989,
citado por Ojeda, 1993).



ITI. MATERIALES Y METODOS

F.1 Localizacidn

El presente trabajo se desarrollsd de abril de 1992 a wayo

de 1793 2n el tLaboratorio de Biotecnologia Wegetal, en el
invernadero y en el vivera de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Aut¢énoma de Nueva Lasn (F.AU.ANL.Y localizados
en el municipio de Marin, M. L. cuya ubicacidn geografica es a los
25° 56’ latitud norte y 100° 03’ longitud oceste del meridiano de
Greenwich, presentando una slevacién de I7S M.S.N.M.

El clima gue predomina en la regién es semidesértico
BS(h Yhxi{a’'), segun la clasificacidn de Kaoppen modificado por
Barcia (19732) para Mexigos; las temperaturas medias anualses
son de 22 Cy los meses mas frios son Diciembre y Enero con
temperaturas promedic mensuales inferiores a los 18° €, siendo
en ocasliones muy extremosas , ya que entre el dia y la noche puede
oscilar hasta en 14" C. Las temperaturas mas altas se presentan

en los meses de Julio y Agosto, siendo &stas mayores de 32° C.
3.2 Material de laboratorioc y campo

Los materiales y equipos empleados en la presente
investigacidon pueden dividirse en equipo ¢ instrumental, material
de cristaleria, compuestos guimicos, material de laboratorio

diverso y material de campo.
3.2.1 Equipo e instrumental

Se usaron los siguientes aparatos: balanza analitica Sartorius
160 g ,balanza granataria Ohaus, horno de microondas Panasonic 0.8
piess, camapana de flujo laminar Alder, autoclave Mapco BOOO, olla

de presion All  american 25K, potenciémetro Corning 103,
termémetra, regulador de fotoperiodo Kmart (relojl vy agitador

magnetico Corning.
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3.2.2 MHaterial de cristaleria

Se usaron cajas petri, probestas graduadas de 50, 100, 250, 500

y 1000 ml, vasas de precipitado de 50, 250, S5S00 y 1000 al,
agitador manual de vidrio, recipientes de vidrio (Berber™ ) de 130

ml, tubos de cultivo (Sigmaggb de 150 mm x 25 mm, pipetas de 0.5,
1, Z, 9 y 10 ml.
3.2.3 Compuestos quimicos

Los compuestos quimicos usadas fueron 1los siguientes:

Agentes desinfectantes: alcohol al BO y P6%, dgetergents,

hipoclorito de sodio en solucidn comercial al &% (Cloralex un)
v polioxetilen monolaurato (Tween—20!,
Sales inorga&nicas. Yodos los medios utilizados en los

experimentos fueron adguiridos sn farma de mezcla de sales basales
Sigma "R, cuya presentaciéon fué en frascos con 4.2 g de polvo con
el gue se pusde preparar un lifrg de medio. La compasicion de

éstas sales se puede observar en el Cuadra 1.

Regquladores del crecimiento: 4cido indolbuti rice (AIB}, acido
indolacético (AIA), arcido naftalenacético (ANA}Y, &—-
bencilaminopurina (BAP), 4cido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) ¥y

cinetina (KIM}), todos ellos marca Sigmau'.

Vitaminas (Sigma MRy: tiamina y piridoxina.
{
Azucares : sacarosa (azucar de mesa) y mio—inositol (Sigmau ).

Sustancias de soporte: Phytagel (Sigma“) y puentes de papel
filtro.-
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Cuadro 1. Compos:icién de la mezcla de sales inorganicas

MS (Eigma W

Compuesto mg
Nitrato de amonia 1650.0
Acido bérico &2
Cloruro de calcio IZ2.2
Cloruro de cobalto hexahidratado 2,025
Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
EDTA hidratado I7.26
Sul fato ferroseo heptahidratado 7.8
Sulfato de magnesio 180.7
Sulfato de manganesa 16.%9
Mitrato de potasio 1900.0
Fosfato de paotasio monobisico 170.0
Molibdato de sodia dibidratade .25
Suulfato de zinc hsptahidratado 8.6

8 Datos del fabricante
3.2.4 Material de laboratorio diversa

Otros utensilios usados fusron: lamparas de aleohol, pinzas de
diseccidén, manga y hojas de bisfturi, espiatulas, pisetas, algaoddn,
charoclas, papel secante, papel aluminio, papel filtro, tapas de
poliestirenc, estanteria metalica, regla mé trica y cepillaos de

cerdas suaves.
3.2.5 Material de campo

Para el trabajo de propagacidén por estacas, se emplearon
tijsras de podar, raegla métrica, vernier, enraizador comercial
Rootone "% (0.1%  de Acido indolbutirica y  0.2% de
naftalenacetamida como ingredientes activos), cajas de propagaciédn

y perlita,.



3.3 Material VYegetal

El material vegetal utilizado fueron &rboles de uno y tres
afios de edad establecidos en el Campo Agricola Experimental de 1la
Facultad de AQAgronomia de la U. A. M. L., en Marin N. L., wmismos
gue fueron oabtenidos a partir de semillas enviadas por el
Instituto Internacional de Investigacidn en arroz {IRRI:,

localizado en Manila, Filipinas.

En algunos experimentos se usaron segmentos nodales, los
cuales contenian a las yemas axilarss; en otros, sSecciones de
hoja, tallo y peciolo; y en otros, estacas semilefiosas del afio

anterior,

3.4 Medio de Cultiveo

El medio de cultivo empleado en la presente investigaci¢én fué
21 de Murashige y Skoog (1962}, adicionadeo ds tiamina,
mio-inositnl y reguladores del crecimignto. Camo <se wmenciond
anteriormente los compuestos inhorganicos fueron adguiridos en

= MR
forma de una mezcla de sales en polvo, marca Sigma

E1 procedimiento para la elaboracién del medio biasico seqin

recomendacion del fabricante fué:

i- En un recipiente dos veces mayor que €1 wvolumen final
deseado, se agreqd un P0¥% del volumen final a preparar de

agua bidestilada.

2~ Mientras se agitd el aguay, se fué agregando el polvo

(mezcla de sales basicas).

3~ Se& enjuagd el frasco eoriginal con un poco de agua destilada
para remover los restos de polvo ¥y se agregd a la saolucién

del paso mamero 2.
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4— Se agregaron los suplamenzos ytilizadoss vitaminas,

S3icarosa, rejuladores de <Crecimiento, etc.
5- S8 ajustd 21 pH a 5.7 I 0.1 usando NiOH 6 HOL 1 y G.1 N,

6- Se agrend la zantigad Ge anua bidestilada para lograr sl

volumen final deseado del medio.

7- €2 salidificd el medio com ia adicidén de Phytagetl MR

a razén de 1.8 g 1 ' disolviendolo en el harno
de microondas durante 5 — 7 minutos.

Se sirvieron los recipisntes o contenedores con el wmedio
de cultivo caliente con wuna cantidad de 25 ml para los

) MR
frascos OBerbar v de 12 ml para los tubos de cultivo; y

luega se taparon.

S- Sa esterilizs 21 medio de cuitivo sn una autocliave con una
| -2 ]
oresidn de (.1 ¥gom a 121° € durante un tiempo de 135
MinLdtos.

Una w2z preparaoo =21 medio se almacend a wuna tewmperatura de

D . .
267 C durante tres ¢ guatro di as para verificar Quée no hubiera
contaminacidn.

El medio de cultiveo para todos los sxperimentos consistid en
sales inorganicas de Murashige y Skoog (1962} adicianada de OG.4
mgl_t de tiamina, 100 mgl—1 de mio—~ inositol y 1 mgl_i de
piridoxina. En algunos experimentos se agregaron diferentes
reguladores del crecimiento. Se usaron las salucinnes concentradas
descritas en el Cuadro 2.
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Cuyadro 2. Soluciones concentradas utilizadas en la preparaciln

de los medios de cultivo en los sesxperimentos de

fim.

Soluciones Concentracion
Tiamina 20 me/1i00 ml
Mio—inositol 1 a/7100 ml
Pirigoxina 20 mg/l100 ml
BAP 2C wmg/i00 ml
Cineftina 23 mg/100 ml
AIA 20 mo/ 100 ml
AIE 20 mg/100 mi
ANA 20 mg/if0 ml

3.5 Ambiente de cultive

Los recipientes wusados en los experimentos, fueron colocados
en un cuarto de incubacidon 1 ctual estaba regulado para
proporcionar 14 horas luz y 8 horas oscuridad, mediante el uso de
un conecior de circuitos con reloj. El cuarto permanecid
permanentemente a wuna temperatura de 26 £ 1°C, la cual se logrd

con el auxilic de un dparato de clima artificial.

Debido a 1la relacién existente entre el establecimiento
aséptica 1 vitro ¥ las candiciones ciimatoldgi €as 3 las que Se
encantraban expuestas las plantas madre, adem&s de la influencia
climatica sobre los experimentos de propagacidén por estacas en
invernadero ¥y viverg, se presentan en el Cuadro I las condiciones
prevalecientes 2n Maringy N. L. durante el periodo gue duraron

dichos experimentos.
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Cuadro 3. Condiciones climaticas prevalecientes en el Campo

Experimental de la FAUANL en Marin, M. L. durante 1992
 }

y 1992
Mes T @ ¥ mensual T o minima T @ mAxima Evaporacidn
¢ i e ¢ & _gi (mm )
1992 1993 1992 1993 1992 1993 1992 1993
Ene 14.2 15.3 7.8 8.6 28B.0D 22.0 4.2 3.0
Feb 16.7 17.46 1.3 11.4 25.0 2.0 .2 3.B
Mar ie.4& 12.5 12.0 13.0 24,0 26.0 5.8 F.5
Abr 21.9 22.0 14.2 15.3 27.1 2B.7 3.2 4.0
May 24,2 23.9 12.0 18.0 32 Ix.0 &.2 6.3
Jun 29.0 28.0 20.4 21.7 I3.0 3Z.4 3.1 5.0
Jul J0.0 Z27.06 24.¢ 23.0 3.0 35.0 8.5 2.9
Ago 0.0 2%2.0 Z24.0 23. 4.0 IS5.5 F.2 2.3
Sep Z28.0 2&4.0 22,0 21.0 IZ.0 3I2.0 7.2 &.2
Bct. 24.G 22.0 1B.O 16.0 0.0 28.0 5.2 4.4
MNowv. 1&.0 16.6 8.0 .7 24.5 2.5 J.4 2.5
Bic. 13.0 16.0 B.5 ?.0 21.5 24.0 2.9 2.9

b Datos proporcionados por el departamento de Ingenieria
Agricola de la FAUANML.

Se eafactuaron un total de cinco experimentos, gque comprenden:t
establecimiento aséptico, multiplicacidn, entraizamiento,
morfogenesis y propagacién por estacas. élgunos de éstos, fueron

repetidos en dos o ftres fechas distintas.
3.6. Establecimiento aséptico y brotacidn

Fl objetivo de ésta etapa fué gesarrollar una metodologia de

desinfecciéon de partes vegetativas de nim con la cual se lograra
una asepsia adecuada.
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Para gl establecimienfo de este experimento, S SelecCcionaran
Arboles del huerto de nim de tres afos de edad del Campo
Experimental de 1la Facultad de Agronomla de la Universidad
Autdnoma de Muevo Ledh, ubicado en Marin, N. L., 108 cuales fuaron
vigorosos y €on una sanidagd aparente. Se recalectaron baretas
de nuevo crecimiento de alrededor de 20 cm de longitud, que se
llavaron al laboratorio para removerles las hojas y darles un
primer lavado con agua y detergente con ayuda de un cepillc de

cerdas suaves.

Posteriormente, se cortaron segmentos de 1 as baretas de 4 -5
cm de largo con un bisturi y se les did un segundo lavado con agua
y detergente, mismos que se colocaron en alcohol al 80%
(“svy durante 30 segundos Yy despues gse ¢ransfirieron a las
soluciones desinfectantes las cuwales esftaban constituidas por
las diferentes concentraciones de Claralex =% que se especifican

en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Tratamientos de desinfeccidén a base de diferentes
concentraciones de Cloralex 0 ¥ tiempos de
inmersidn utilizados para el establecimiento

aséptico de segmentos nodales de nim.

Concentracidn Tiempos de inmersidn
de Cloralex™" {mif)
(%) 5 16 20
S 1 2 I
10 4 5 &
20 7 8 4

Una vez concluido el tiempo de inmersidn de los ssgmentos da
bareta en su agente desinfectante (Cloralex ") se realizaron

tres enjuages con agua bidestilada estéril en la campana de flujo
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laminar, con el objetivo de guitar los residuos del desinfestante.

Despu¥s. 52 procedidy a hacer los cortes con un bisturi a una
longitud zaproximada de 5—10 mm en una caja petri estéril, vy
finalmente, se procadid a colocar los explantes en cada recipiente
conteniendo el wedic de <cultivo descrito en el apartado 2.4

-

adicionado de O.2 mgl—l ge acido naftalenacetico y i mgl_ide

é—-bencilaminopurina,

Despu®s de haberse realizado la siembra, s colocaron los
recipientes en 1 cuarto de incubacidn.
) 5 " MR
Se evalud el etectno de tres concentraciones de Cloral ex

(que =25 wun Bblangusador comercial gque contiene hipoclorifo de

sodio al A%} y de diferent es tiempos de exposicidén a3 éste. Las—1

combinaciones de é&stos dos factores dieron nueve $ratamientos los
cuales sz describen =20 el Cuadro 4. Este sxperimento =3-)
evalud =2n dos fechas distintas: el 28 de saptiembre y el 5 de

noviembrs de 1992,

Cada uno de los tratamientos anteriores fuvo entre siete y
gcho repeticiones, y o2 establecievon en tubos de cultivo de 125 «
25 mm con 12 ml de medio, bajo un disefio completamente al azar,

realizando un arreglo vactorial.

Para el andlisis de varianza se procesaron los datos obtenidos
considerando a cada ¢pocd como repeticidn, aun y cuande cada uno
de eéstos datos se obtuvieron ds siete a ocho tubos de cultiva.
Para la realizacién de dicho analisis de varianza, oee utilizd
1a transformacién del arcoseno de la ral z cuadrada de los datos

del porcentaje original (Snedecor y Cochran, 1971).

La evaluacién de los resultados se sfectud a los cinca , 10 ¥y
20 dias degpuwes de 1la siembra, y se basé en el conteg del
porcentaje de tubos contaminados, los siete u ocho tubos de cada
fecha se tomaron coma o1 100%.
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3.7 Multiplicacidén

El objetivo de ¢sta etapa fué promover 1la brotacién v el
crecimientg de yemas axilares, mediante el ampleg de dos
fitohormonas y diferenties concentraciones de sacarosa en 21 medio

de cultivo.

Para lograr lo anterior se establecid un experimento #n donde
se probd el efecto de la sacarosa mediante ia adicidn al wmedio de
cultivo de 10, 20, 30, 40 y 50 91_‘. Se usd el medio MS adicionado
de los suplementos descritos en el apartado 3.4 mas 1 mgl ‘de

bd=-bencilaminopurina (BAP}.

Se fuvieron puepve repeticiones por cada tratamiento

M .
estableciéndose en frascos Gerber & £on 23 ml de medioc. Se2 usaron
segmentos nodales de nim de 5 mm como explante los cuales

contenian una yema axilar de i-2 mm de longitud.

Para probar el efecto de las citocininas, se selecciond el
me jor tratamiento de sacarosa abtenido en el experimento previo,
el cual fud de 10 g[d, y se establecid un experimento en el cual
se probd la adicidn de é6-—bencilaminopurina (BAP} y Cinetina (KINM}
tanto solas coma combinadas, dando un total de seis tratamientos
que se describen en el Cuadro S.

Se tuvieron seis repeticiones en frascos gerber™™ en dos

fechas de siembra: s! 1° de Junio y el 7 de Julio de 1992.

En ambos experimentos se tomaron datos semanalmente durante &0
di as. se contd el porcentaje de explantes brotados y se estimd
s tamafio; también se observd el porcentaje de frasceos con
formacidn de callo y su magnitud. El1 porcentaje de brotacién y de
callo fué obtenido mediante el conteo de les frascos con brotacidn

¥y de frascos con callo, en relacidn con el total de repeticiones.
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Cuadro 5. Concentraciones de las citocininas utilizadas en

l1a evaluacidn de 1la wmultiplicacién y crecimiento

de yemas axilares de nim.

Tratamiento Concentracidn (mgl-‘)

y fitoreguladores

1 1.6 BAP
2 5.0 BAP
3 1.0 KIN
3 9.9 FKIN
o .5 BAP + 0.0 KINM
& 2.5 BAP + 2.5 KIN

tos brotes se widieron empleandn una regla graduada,
midiendo exclusiwvamente la yema axilar o 21 brote qenerado a
partir de ésta, 835 decir que las mediciones realizadas no
representan =21 tamafio total del explante, sino el del brote &
yema. La magnitud del callo se registrd con una escala arbitraria
visual. ©Otras observaciones gue se sgfectuaron fueron el origen

de los brotes {(adventivio o axilar) y el vigor de 1las mismos.
3.8 Enraizamiento

Este superimento se planted con el objetivo de encontrar una
combinacidén adecuada de reguladores del crecimiento para lograr

un buen enraizamiento de brotes.

Se probaron cuatro tratamientos formados por la adicién de 1
mgl—‘ de wuno de las tres fitoreguladores siquientes: &cido
indglaceéticao (AIAY, 4cid o indolbutirico (AIB}, y &cido
naftalenacetico (AMA). También se tuvo un tratamientoc caontrol el
cual carecia de reguladores del crecimiento. Estos ¢tratamientos se

colocaron en dos medios de cultivo idénticos excepto por el estado



fisico va gue unos fueron sélidos y otros liguidos.

Se tuvieron ocha repeticiones oe cada tratamiento, los cuales
se establecieron en tubos de cultiva de 125 % 25 ml con 12 ml de
medio de cultivo. El medio des cultivo empleado fué sl gque se
describe2 &n la seccidn I.4 con sus vitaminas pero sin adicionar

citocininas.

Be utilizaron como explantes brotes de yemas axilares de 3 om
de longitud, obtenidos en el experimento de multiplicacidn a

partir de segmentos nodales, a los cuales se les sepand el brote.

Se tomaron datos periddicamente durante &0 dias cuantificando
2] tama¥o del brotes, numero de hojas y 21 porcentaje de callo. Los
datos se analizaron estadisticamente bajo un disefio completamente

al azar.

No s&8 cuantificd o1 enraizamiento debido a Que los
tratamientos evaluados no fueron capaces de inducir el proceso de

formacidn de raices.

3.9 Morfoagénesis

Se investigd la morfagénesis in 9ilrg del nim como un meiodo
alternativo de clonacion de plantas, dadas las dificultades
actuales en México para conseguir semilla para propagacidn, vy
sobre todo, pensando en el potencial de la técnica para seleccidn
de germoplasma superiaor en adaptacién v contenido de los

principios activos involucrados en el control de insectos plaga.

Se utilizaron tres diferentes tipos de explantes
estableciéndose en tres medios de cultivo distintos. La

combinaci¢on de éstos dos factores did como resultado nusve
tratamientos y cada uno conté con 10 repesticiones (Cuadro &3.
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Cuadro &. Tratamientos evaluados para la 1nduccién de callos y
regeneracion de plantas a partir de diferentes explantes

v reguladores del crecaim:iento.

T ratamiento Explants Cantidades (mgl_l) y
Regulador del

crecimiento

i Saeccitn de hoja 2.5 2.4-D + 0.05 BAP
= Secrion de hoja 0.5 BAP + 0.5 ANA
=z Sercidn de hoja Control
Eaccidn de pecio's 2.3 2.4-0 + 0.05 BAP
Saccidn de pescinio 0.5 BAP + 0.5 ANAa
& Secc-idén de pecioio Controil
7 Seccidn de tallo #.3 2,4-D + .05 BAP
e Saccidn de tallno Q.5 BAP + 0.5 ANA
g Seccidésn de tallo Control}

Se ptiliraron frascos Berber“u aque conteni an 25 ml de medio de
tultivo y =8 colocaron dos sxplantes por fraseo. Cada explante fué
considerago como una unidad expsrimental y tentan originalmente un
tamafic de | ©m para secciones de tallo ¥y pecioclo y 1 cm para

secciones de hoja.

El mtodo de desinfeccidn consistid en introducir los
explantes en una solucion da Cloralex™  al 20% durante un tiempo
de inmersicon de 2C minutos para el caso de los tallos y peciolos,

y de una cancentracidon de t:lc.n~a.1r.=:4tu"l en solucidn al 10% durante
i0 mwinutos, para el ¢aso de las hojas, debido a la mayor

sensibilidad de écte tejido a la concentracion del desinfectante.
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Se utilizé =1 medio de cultivo MS (1962F adicionado de 0.4
mgl ' de tiamina, 100 ol ' de mio—imositol y 1 mgl™! de
piridoxina, ademis de los reguladores de <cracimieato descritos

en 2l Cuadro &,

Se afectuaron abservacianes peric¢dicas durants cinco meses con
énfasis especial cuando se apreciarofl cambios significabtivos.
Las observaciona2s realizadas durante el $ranscurso del experimento
fueron sgbre la caontaminacidn de los cultivos y cambios en las
explantes cowmo: induccidén de callo, crecimiento, arrugamiento de

hojas, enraizamiento y brotacidn.
3,10 Propagacidén por estacas

e svalu® la respuesta a la brotacidn y enraizamiento de
estacas de tallo semilefiosas obtenidas a part:ir de &rboles de
tres afins de pdad y cartadas en tres diferentes épacas del afio:
Febrero, Junio vy fgosto. En cada época s cortaron 100 estacas de
20 0 26 €cm de lomgitud yv de 1 a3 2 cm de grosor vy se removieron las
hoias, se Humedecid la base del tallo y s2 impregnd de enraizador

, MR
comer—ial Rootons .

lLas estacas fueron plantadas en dos zambientes de cultivo:
4nas #n cajas de propagacidn con perlita como sustrato y colocadas
an el invernadero, ¥ las otras se establaciaron directaments
en el terrenn del wvivero. £l invernadero utilizade na contaba con
un control de temperatura por lo quz2 normalmente se encontraba

4°C por encima de la temperatura externa.

Se registraron datos sobre los porcentajes de brotacisn,
enraizamiento y sobrevivencia. La brotacicn fué evaluada antes de

los I0 dias ¥ a los 30, 60 ¥y 90 dias.

El enraizamiento fué registrada udnicamente en estacas de
invernadero per la facilidad gque proporciond la perlita para

ax¢{raer las sstacas sin dafiar 21 sistema radicular. Este dato se
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tomd shlo al trmino del experimenta (90 dl as despu®s de la
siembra DDS} para no estar sacando las estacas continuamente. En
vivero el dato fué estimado +¢omando comoc base el porcentaje
de sobrevivencia, asumiendo gque las plantas muertas carecifian de
ratz, lo anterior sblo fué comprobado en las estacas del

invernadero.

Se realiz? un anilisis de varianza para los porcentajes de
brotacidén y enraizamiento comparando los dos ambientes de cultivo
{invernadero y vivero}, bajo un dissfico completamente al azar; y
considerando los datos de diferentes meses O épocas comd
repeticiones debido a gue no se contd con datos individuales sing
solamente porcentajes. También por ésta razon se transformaron
los datos al arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje

original.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Establecimiento aseplica

Los resultados obtenidos an los experimentos de
establecimiento aséptico en las daos fechas de siembra se muestran
en el Cuadrp 7, y los promadios de los efectos principales, en
2} Cuadro B. El1 4nalisis de varianza pudo detectar diferencias
astadisticas s ignificativas al nivel de 6.05 para las
concentraciones de Cluralexua, pero no pudo detectar para tiempos
de idinmersidn, ni interacciones (Cuadro 9. Sin embargo s@
discutiran las diferencias numéricas entre los tregs tiempos de

inmersidn asl como la interaccidn observada.

Al comparar las dos 4pocas de establecimiento se pudo observar
gue hubo cierta diferencia entre sus promedios (Cuadro B). En
Noviembre se tuvo un promedio general de 66.8% de contaminacidén
mientras en Saptiembre se tuvo la mayor presencia de patégenos con

un 83.2% de recipientes contaminados.

Los resultados anterigres parecen tener relacidén con las
condiciones climbdticas prevalecientes en 21 campo 3l momento de la
colecta de baretas ya gue en Moviembre de 1992, 1la temperatura
promedio en Marin N. L. fué de IEPC, eg decir una de las m&s bajas
del afio (Cuadro I}, y sabemos gue las temperaturas bajas limitan
el desarrollo de microorganismos, en tanto que las temperaturas
altas como las de septiembre (28> € en promedioc) gpromueven el
crecimiento de patdgenos, eésto pudiera explicar en parte los

resul fados obtenidos.

Al comparar la contaminacién en los tratamientos com S, 10 ¥
20% (v} de Cloralex (Cuadro B y ) se detectd diferencia
significativa antre tratamientos, en donde el mejor fué el uso de
1a concentracidn al 20% con un S54.5% de contaminacidén. Las otras

dos concentraciones utilizadas fueron iguales estadisticamente (S
y 10%) con un B8&6.%% y 6B.2% de contaminacidén respectivamente.
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Cuadro 7. Porcentaljes de contaminaciZn de segmentos nodales de

nim al ser somstidos a wvarios tratamientos de

i
desinfeccion sn dos feschas de siembra .

Cloralex™ Tiempo Epaca de establecimiento
(%3 (min?y

Septiembre Noviembre

5 5 75 100
10 B7 100
5 20 100 100
10 5 100 100
10 10 87 50
10 20 B7 I8
26 S B7 38
20 10 63 8
20 20 63 38

1 <
Datos obtenidos del promedioc de sietes y ocho observaciones.

El nim parece ser una especie con alta sensibilidad a la
presencia de patdégenos, ya que otras especies tienen wmenos
requerimientos para su desinfeccidn como es el casa del orégano,
con el cual Carriles (19924) ogbtuvo un 100% de asepsia a partir de
&pices jévenes usando Cloralex™™ al S, 10 y 20%¢ aungque una
diferencia notable es que en tal investigacidn se usaron explantes

de menor grosor, lo cual favorece la asepsia.
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Cuadro B. Promedios de contaminaciln de segmentos nodales de nim
establecidos en &tres épocas, sometidas a diferentes

; MR . E ; ']
concentraciones de Cloralex y tiempos de inmersién .

fpoca de siembra Contaminacian (%)
Septiembre 83.2
Noviembre &6.8

MR
Cloralex (%}

5 86.9 a
10 48.2 ah
20 54.5 &

Tiempo de inmersidn (min)

5 85.7
10 70.8
Z0 59.3

* patos obtenidos a partir de 72 observaciones.
2 . y g . . ‘
Yalores con letras distintas indican diferencia estadistica.

En cuvanto a los tiempos de inmersién de los explantes, se
observd gqgue con 5 minutos de inmersidén, se obtuveo un B3.7%
de contaminacidn promedio y que al aumentarlo a 10 y 20 aminutos,
s8 redujo a 70.8B y a 59.3% respectivamente., Se recomienda el wuso

de 20 minutos de inmersién porque se tiene la wmenor contaminacion.
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Cuadro 2. Andlisis de wvarianza del paorcentaje de contaminaciin de

segmentos nodales de nim sometidos a diferentes

tratamientos de desinfeccidn.

Fy 6L CHM F P.F
Factor A 2 1687 .7465625 7.1760 .014 *
Factor B 2 254.0%7654 1.0804 0.3B81 N.D.
Interaccién 3 361.273438B 1.5341 0.271 N.S.
Error e 235.195313
Total 17

Aln y cuando el anilisis de varianza nd detectd diterencia
para la interaccién, visuaimente se aprecia una interaccidn entre
la época de establecimiento ¥y la concentracidn de Clcralexu.
(Cuadro 7)), sobre todo en la siembra realizada en Noviembre, la
cual myestra una clara tendencia a disminuir la contaminacign al
aumentar la concentracidén de Claralexun io caa. no acurri4 durante

el mes de Sepftiembre.

Los resultados parecen indicar que es posible Segur
incrementando la concentracion de Cloralex MR y =81 tiempo de
inmersidn de los explantes para obtener una me jor asepsia, sin
smbargo é&sto no pusede hacerse en forma indefinida debido a que los
tejidos vegetales son sensibles a su accidn pudiendo causar
quemaduras. En éste caso con el tratamiento mas severo de 20% de

Cloralex“., no caus® éste tipo de dafio.

Con base en lo anterior, se puede integrar gque el mejor

tratamiento se obtuvo con el establecimiento del cultivo en
Noviembre y usando una concentracidn de Cioralex™ al 20% (v/v®
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durante 2 minutos de inmersion ¢ mMisi con #5ta tf€cnica se tuvo un
I8% de contaminacin. S2 podrfa tratar de reducir la contaminacisn
mediante el uso de wvaclo, como 1o sugiere Ojeda (1993} para
semillas de dstrophyium <cagricosne para tener una me jor
penetracidén de Cloralex an, ¢ bien se pudiera implementar una
doble desinfeccidn (Brown, 197%).

4,2 Multiplicacisn

En relacidén con =21 efecto de la sacarosa sobre la brotacién y
formacién de callo, el Cuadro 10 muestra una brotacién entre un
IT y 7TL&% de los explantes. Se obtuvo un  mejor pcrcentéje de
brotacidn al wusar {0 gfﬂ de sacarosa y el resto de los
tratamientos parecen ser muy similares. Lo anterior no coincide
con el promedio general de cultivos i wilro, los cuales usan
normalmente 30O 9!1 de sacarosa, gue dan un medioc de cultivo con
con =3  bares de potencial osmétic o < —-0.5 wmPa (Alvavrado,

comunicacién personall.

Lo ocurrido agu! puede explicarse comd un requerimisnte
especi fito para <=ta especie, que rompe el letargo de las yemas
con altos potenciales hidricos (cercanos a cero?! los cuales son
obtenidos al usar bajas concentraciones de sacarosa. No se midid

1

el potencial hidrico del medio con 10 g1 de sacarosa pero de

acuerdo a experiencias anteriores se estima en -3 bares.

Se puda apreciar también gque 1la concenfracién de sacarosa
modificd la consistencia de los medios, ocasionando un efecto
secundario al del estrés hidrico. con el uso de 40 y SO gl-‘ se
tuvo una mayor consistencia (firmeza y penetracién). De cualquier
manera se sabe gue la cantidad de agar s la principal responsable

de ésta caracteristica deseable en un medio de cultivo ({Deberg,
1983%) .
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Cuadro 10. Brotaciin y formacifin de callo de yemas axilares de nim

< o " 4
gn un medio con diferentes concentraciones de sacarosa

Sacarosa Brotacidn Callo
(o1™ (%3 Magni tud®
10 78 +
20 Iz +
IO I3 ++
440 43 ++
o0 40 +¥

1 .
Valores obtenidos de nueve observaciones a los
60 di as despuéds de la transferencia,

gEscala de magnitud: + leve, ++ medio, #+++ abundante

Todos los tratamientos formaron callo, siendo ligeramente

U
superiar en magnitud al usar IO, 40 y 3¢ gl de sacarosa.

En relacién con el experimentoc sobre reguladores dei
crecimiento (Cuadro 11}, se observd que en todos los fratamientos
se produjo un 100% de brotacién, con excepcién del tratamiento con
5 mgl ' de KIN, el cual tuvo un BI%. Esto muestra gue las yemas de
nim son capaces de brotar sn presencia de diversas concentraciones
de citocininas en el medio de cultivo. Las yemas axilares de nim
respondizron rapido, obteniéndosa las primeras respuestas visibles

a los sieta dias despueés del establecimiento.

En relacidén con el crecimiento de los brotes, s aprecia una

una diferencia num&érica entre tratamientos.

En todos los tratamientos existié farmacidn de callo en los
brotes, é&éste varid entre un 560 y 100% de los brotes y
aparentemente la combinacién de los dos fitoregquladores dieron los

resul tados més slevados, éste comportamiento no puede atribuirse
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exclusivamente a los reguladores del crecimiento adicionados
exigenamente pues desafortunadamente no se tuvo wun tratamiento

testigo para observar la faormacién de callo zin fitareguladores.

Se puede suponer que sn el casoc del nim, la induccidn de
callos en medios con ¥y sin fitorequladores exdgenos, puede estar

relacionado con el nivel end®geno de los mismos (Weaver, 1976).

Cuadro 1t. Efectos de dos citocininas en la brotacién y formacid

de callo de yemas axilares de nim‘.

< Trat. Descripciln Brotaci¢n -Callo
(mgl ")
(%) Longitud (mm)} (%) Magni tud®
1 1.0 BAP 100 i9 100G ++
2 5.0 BAP 100 S 50 +
e 1.0 KIN 100 12 83 +
4 S.0 KIN B3 i1 50 ++
3 3.5 BAP + G.5 Kin 130 & 100 +
[ 2.5 BAP + 2.5 Kin 100 & 100 ++
Datos obtenidos a3 1las nueve semanas, promedio de 12

observaciones en dos épocas de siembra.
3
Escala de magnitud: + leve, ++ medio, +++ abundante.

La formacidén de callo es indeseable en muchos culfivos In

viire ya que es generador de varviabilidad genética, ¥y la energta
que se usa va en detrimente del crecimiento del brote. Sin

embargo, se deben buscar atras alternativas que promuevan m&s el
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crecimiento de brotes y eviten la induccitn de callo; posibliemente

1as giberelinas pudieran ser utiles.
4.3 Emralzamiento

tos resultados del experimenfo de enraizamiento se presentan
en el Cuadro 12. Se muestran s&lo los datos de longitud del brote,
el numero de hojas y el porcentaje de callo, pero no se presentan
porcentajes de enraizamientc debido a gue los explantes

evaluados en 1los medips con diferentes auxinas no formaron ralces.

Cuadro 12. Tamafio de brote, nimero de hojas y porcentaje de callo
obtenidos en brotes axilares de nim, establecidos en

medios s0lidos y liguidos can diferentes auxinas®

Auxina Longitud de Brote N° de Hojas Callo

(mg1” ') (mm) (%)

Medio sdlido

4

1 AlIA 8.7 & 2.9 100
1 AIB 7.7 AB 2.5 100
i ANA 2.0 A 2.3 100
Control &.4 B 1.1 100
Medio 1{guido

1 AlA 8.B A 2.6 100
1 AIB 8.2 A I.0 26

1 ANA 7.0 A 2.5 100
Control 8.5 A J.0 100¢

Patos promedio de ocho repsticionesa los 72 dias

después de 1la transferencia.

Las medias con 1a misma letra nd son diferentes entre

i esstadisticamente a3l nivel de significancia de 0.05
seQuUn la prueba de DMS.



46

Aparentemente el nim presenta limitacionas para inicirar el
procast de rizogenssis, ya gue las auxinas utilizadas son las mas
comunes para enraizamiento L8 ULits e (H ULUD, aungue en £ste caso
sb1o s& hayan usado a2 unad sola dosis (1 mgl-‘) que ftal vez fué

insuficiente.

La falta de enraizamiento in wilro se asemeja a la abservado
en viverao & invernadero, en donae al usar estacas para propagacidén
adicionadas de esnraizador comercial el porcentaie de enraizamiento
obtenido fud bhajo, ¥ en el mejor de los casos fuée de un Z7%. San
ambarga, =2n el trabajo de morfooénesis a pariir de callos de nim
gue se dascribe en la siguiente seccidn, st se tuvo abundante
formacién de rajces, aungque éstas fueron generadas por un proceso

muy distinto.

Se encontrt diferencla significativa entre tratamientos en
medio solido, para longitud de brotes, 2n donde las auxinas AMA vy
AIA tuvieron brotes mas largos que el control. Con ANA los
brotes midieron 2 wn ¥ con AIA B.7 mm 2n promedio. En el medio
liquido n4 se encontrd diferencia significativa entre tratamientos

{Cuadro 13:.

En 8l medieo lguido, el tratamiento can 1 mgl-’ de AIA también
mostré buen crecimiento (8.8 em), lo cual parece indicar su efecto
favorable, aungue en otras especies como el orégana, el
comportamiento de éste fitoregulador fué igual al tratamiento

control sin reguladores del crecimiento (Carriles, 1994).

Con relacién al numero de hojas, no se realizd un analisis
estadi stico, perc visualmente se observa poca variacidan entre
tratamientos fluctuando entre una y tres hojas. Lo anterior indica
poca respuesta en ésta wvariabls2 a 1la pregencia de auxinas

exdgenas. En  promedio, el sxperimento en medio 1liquido tuvo mayor
numero de hojas que el de medio soOiido.
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Al igual que en los tratamientos de multiplicacitn, la

presencia de callo fué bastante noforia y abundante, sobrs todo

en la parte basal del explante, encontrindose de 96 a 100% de

explantes con callo. Esto era de esperarse, ya gue se sabe gque las

tres auxinas anteriores, e incluso la falta de ellas induce
desdiferanciacién del tejido.

la

Cuadro 13. An&lisis de varianza para longitud de brotes de nim
al emplear ¢tres fitoreguladores adicionados a medios
sélidos y liquidos.

Medio s6lido

BIBLIOTECA Ag onom’a U. A. N.L

FV GL M F P>F Signific.
Tratamiantos 3 9.468274 4.4915 0.012 *
Error 24 2.107142
Total 27

C.¥Y. = 18.23%
Medio liquido
FV BL €M F P>F
Tratamientos I 4.70243F 2.6871 0.068 NS
Error 24 1.749993
Total 27

C.V. = 1&6.17X.
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Cebido a los resultados obtenidos., es convenientes contipuar
buscando otros factores promotores del enraizamiento. Un ejemplo,
pusde ser el empleo de carbén activado, que ayuda a fijar
sustancias gus se forman como degsecho en  3lounos medios de
cultivo. Oftro factor importante puecde ser 1z adicidédn de
aminoacidos, tal como 1o hizo Tonin (1981}) citado por Martinsz
(1992) guien promovid la morfogénesis Jdptima de ralices en
explantes de hoja en frijol, usando el medio MS adiciaonado de 60O
mglﬁ' de arginiha y 50 mgld de acido aspartico, ademas de
10 mgl ' de caseina. Por dltimo, también seria recomendable probar
el a2mpled de diferentes dosis de auxinas e inclusive combinandolas
entre sl ademés de ia reduccidn =2n la concentracién de sales

inorganic-as {(butiérrez, 1988}).
4.4 Morfogenesis

Con 21 tratamiento de esferilizacidn superficial wusado, se
tuvo wna sxcelente asepsia (100U en los erxplantes de hoja vy
peciolo, Taso contrario ocurrid con (05 explantes de tallo, en
donde la confaminacidn fue de un 100N a 1os 12 dias despuss de
la transTevencia. Esta diferencia de contaminacion entre explantes
v los resultados des los experimentos de establecimiento aséptico
(dascritos en  la saccidn 4.1}, an donde &n el mejor de los casos
se tuvo un 3I8% de contaminacion en éste mismo tipo de explante,
nos indica gque el tallo requiere de un tratamiento de desinfeccién
mas severo para su establecimiento aséptico. Es poco probable que
éste ¢€ratamiento cause dafio al explante, considerande gue el
talio estid compuesto de tejidos mas lefiosos y resistentes que

las hojas.

Ltos cambios observados en los explantes de nim durante =al
desarrollo del experimento se muestran en el Cuadro 14. La primera
regpuesta obtenida se presentd a los 12 di as d espués de la
transferencia {(DDT) siendo diferente para los tipos de explante,
pero néd para 1los medios utilizados. Las secciones de hoja

mostraron primero un ondulamiento gue se volvid mas pronunciado
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y se amplid al 100% de las unidades experimentales, a los 28 df as.
A los 3C DBT se obtuva la formacidn de calios en el 10Q% de los

explantes.

En el caso de los peciolos, ¢stos tuvieron un aumento en
grosor como respuesta inicial a los 12 DDT para despuss alargarse
e iniciar la formacidn de cailo en el 100¥ de los explanftes a los
28 DDT. Posteriarmente, a los 50 DDT se generalizd la formacidn
de callo al 100% de los explantes, ¥y luego ya no sufrieron cambio

atguna en el resto de los 140 di as gque durd &l experimento.

La mayor rapidez en la formacién de callo en las seccianes de
peciolo comparado con las secciones de hoja, ya se ha observado en

atras especies como el frijal (Brown y Thorpe, 1980).

Los cambios visibles mds significativos relacionados con la
morfogénesis de nowvg de nim ocurrieron a los 105 PBDT gue fué
cuando se definid la incapacidad del pecioclo para diferenciar
organos en cualgquisra de los medios utilirados; mientras que los
callos obtenidos de seccionhes de haja, sufrisron cambias
aparentemente dependientes de los reguladores del crecimianto
adicionados al medic de cultivo. El $ratamiento adicionado con 0.5
awg;l“t de 2,4-B y Q.05 mglq'de BAP, no sufrid cambios a los 140
DDT, 1o cual parece congrusnte consideranda el conocimiento
existente de que el 2,4-D es un fitoregulador de usc wmas
generalizado para la induccidén y mantenimiento de callos (Weaver,
19746},

Al usar secciones de hoJa como explante, el tratamiento
adicionads con 0.5 mgl™® de BAP + 0.5 mgl' de AN& y el
tratamienta control, fueron los anicos inductares de la
morfogénesis de rwove 1a cual se manifesto a los 105 DPDT en todas
las repeticiones en donde los «allos tuvieron un abundante
crecimiento y ademas formaron protuberancias granulares Yy

aparentemente independientes unos de otros, lo que hace suponer
gue el proceso involucrado sea embriogénesis somitica.
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En ésta misma fecha 1nicid 1a emergencia de brotes y raices.

No parece haber yna diferencia enire éstos dos tratamientos, ni
inclusno a los 114G BDRT en donde <se ipcrementd el mimero de

axplantes con brotes y ratces asi como el tamafo de estos.

El uso mezclas de BAP y ANA como inductores de la morfogénesis
de rwve fué reportado sn 1985 por NMarayvan y Jaiswal (1985 guienes
usaron éstos mismos fitoreguladores en varias concenfracionss
logrando aobtener regenevacidn de plantulas de nim. Ellos
encontraron enraizamiento en tadas las concentraciones de ANA
probadas (0.05 A 1.0 mgl_‘), pero la que indujao mayor numero de
raices (3—-9 por cultivo?l en un mayor porcentaje de cultivos
(50.0 % 7.3%) fu¢ 1la de ©O.5 mgl-‘ a ios 28 dias. La
concentracion anferior es la misma que se probd en el presente
estudion. Con ia conce n tracidn de 1.0 mgl_‘, el envraizamiento

se redujo drasticamente.

NMarayan v Jaiswal (19835) también mepcionan gue el uso de
BAP a concantracinnses de O.08 a 1 mg]-‘, favorecid al

crecimiento de brotes. El porcentaje de cultivos con formacidn de

+ 3 de

brotes Tue 54.1 - 7.5 maximdO ©n la concentracion de 0.1 mgl—
BAP, pero en concentraciones mayores se redujo la brotacidn. Al
combinar ésta concentraciédn de BAP con diversas concentraciones de
ANA (0.05, C.1, 0.5 ¥ 1.0 mgl—‘) los autores citados encontraron
que debajo de ©.05 mgl © de ANA el porcentaje de brotacisn se
incrementaba en relacidn al BAP solo; pero concentraciones
mayores de 0.05 :m:.;lﬂ de ANA en combinacidn con BAP eran
inhibitorias de la formacidén de brotes

La combinacién probada en el presente experimento (8.5 mgli™
BaP v 0.5 mq;;l_1 ANA} con bastante é&xito, nd produjo brotes ni
raices en el trabaj o de Marayan y Jaiswal (1985). Esto puede
atribuirse a que sllos subcultivaron a las sesis semanas, misntras
gque en el presente trabajo las primeras respusstas morfogenéticas

se presantaraon a los 105 di as.
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Mas racientemente, en 1993, EShrikande y €olab. seffalaron gue

gl procesno morfogenético involucrads en la microprcpagacién de nim
es l1a embriogénesis somdtica, y gue 4ste se presentd en su maxima
expresién a las 18 semanas da la transferencia al medin, 1lo cual

soporta en gran medida la asuncidédn anterior.

En el caso del +tratamiento control, pareciera parcialmente
incongruente su comportamiento ohservado, el cual es muy similar
al del tratamisnto 2, va fue es bien conocido gue en varias
sspecias la ausencia de fitoreguladores induce enraizamiento, I
cual se ha comprobado en Poliominthae (Carriles, 17294} y en

Saintpaulia (Alvarado, comunicacidn personall.

Ltos resultados de éste trabajo acrecentan 1la factibilidad de
gue al mejorar la técnica de micropropagaciéon incluyendo las
getapas aclimatacion y fransferencia al suelon, se tenga un
método practico de propagacidn del nim in wilro a gran escala, con

mayor tasa de multiplicacién gue los mé¢fodos convencionales.
4.5 Propagacidn por estacas

Los datos obtenidos en wvivero e invernadero sobre la
propagacidn por estacas se muestran sn el Cuadro 15. Los datos de
enraizamiento raal sélo se obiuvisron de las astacas en
invernadero ya que en las estacas del viverc se asumi¢ gqgue 1a

sobrevivencia estaba asociada con la produccidn de ratces.

El an&lisis de varianza (Cuadro 146} néd detectd diferencia
estadistica entre tratamientos para enraizamientoj pero si detectd
diferencia significativa en cuanto a laz brotacidn. La comparacidén
da medias muestra que el wmejor ambiente para la siembra de

estacas de nim fué el invernadero.
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Cuadro 13. Porcentajes de brotacién, enraizamiento y sobrevivencia
de esftacas de nim establecidas en tres épocas del afio

de 19923 en dos ambientes.

Fecha de corte ¥ Brotacicén Enraizamiento y/0
siembra sobrevivencia a los
Ii as despufs de 0 di as despues de

la siembra la siembra.

0 0 60 90

Invernadero
Febrero (4] X4 X4 5 (9]
Junio 92 52 952 52 b
Agosto 37 &1 &1 &1 27
Yivero
Febrero = - 1?2 19 i5
Junio - 24 24 224 (9]
Agnsto 21 21 2% 21 &

El enraizamiento de estacas también esti influenciado por 1la
existencia de ciertos cofactores del enraizamisnto que permiten un
crecimiento mds acelerado de las raices. Perg también Weaver
(1976} menciona que existen muchos otros cofactores presentes en
las hojas que ayudan al enraizamiento, éstos pueden ser azucares y
materiales nitrogenados o0 algunos compuesios fernwlicos como el
&cido cafeico, el catefol y el 4cido claorogénico que interactdan
con las auxinas al inducir la iniciacidén de ralces. Por otra
parte, también existen inhibidores enddgenos que al encontrarse en
concentraciones =elevadas pueden detener el efecto de las

sustancias promotoras presentes.
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De hecho, la velocidad de brotacidn de las estacas tambien fug
m&s rapida en el invernadero que en el vivero. Esto fué guizas
debido a que las altas temperaturas activaron la brotacién. Esto
1o fundamenta Hartman (1280} gquien menciona gque las mejores
temperaturas para la propagacién por estacas fluctfla entre
21 y 27 °C durante el dia, y alrededor de 15° durante la nocheg y
éstas temperaturas son similares a las que tenfia el inverandero

con en 2l cual se trabajs.

En invernaderg hubo una mayor brotacidén en Agosto gque en
Junio y Febrero. En general, el enraizamiento fué bajo, incluso
Cer0 O cercano a4 cero en dos de las fechas de siembra en
invernadero y vivero. En el invernadero solo en la fecha de RAgosto
se obtuvo un busn porcentaje de enraizamiento relativo (Z27%); de

hecho £ste fué sl valor miés alto de todo el experimento.

Las temperaturas excasivamente altas promueven el desarrolle
de la yama antes que el desarrollo radigcular & incrementan las
pérdidas de agua por las hojas. Es importante que 1la ratz ge
desarrolle primero gue las yemas, por esc s recamendable manteaner
l1a temperatura mas alta en 13 base de la estaca que en la parte

superior.

Algunos de los factores determinantes para €1  enraizamiento
son 1a luz y 1la temperatura; ésta ditima puede afectar
directamente la respiracién de 1la estaca provocando que las
reservas sSean reducidas en un tiempo m&s rapido de 1o que son las
respuestas, VY alin cuando la luz sea suficiente para una

ganancia fotosintética neta (Hartman y Kester, 19803,

En niveles bajos de 1luz obtenidos por el sombreado, 1las
estacas con grandes &reas foliares pueden compensar un nivel de
fotosintesis bajo (por unidad de Area),; sin embargo, en grandes
4reas foliares puseden ser perjudiciales en sistemas donde 1la
pérdida de agua ¥y la temperatura son altas, ya que tales estacas
perderfn mi&s agua que aguellas con 4reas foliares pequefias.
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En gemneral, los resultados denotaron wun porcentaje bajo de
enraizamiento, la causa principal de Ioc anterior puede sar
atribuida a la especie. Hartman (1980} menciona gue eaxiste un
numerg ealesvado de plantas y variedades gue tienen reducido
parcentaje de prendimiento por estacas, 16 cual es upa condicién
intrinsica de la especie &4 que aun no se ha determinado con
axactitud sus requerimientos espacificos para el enraizamiento par

estacas.

€l 2exito relativo logrado en la siembra de Agosto seflala que
ia especie puade responder favorablamente bajo ciertas

condicionss especificas de manejo y ambiente.



V. CONCLUSIONES

Con base en ios objletivos generales y especi ficos planteados,
y en los resultados obtenidos bajo las condiciones en las que se
desarrplld €sta investigacidn, y a la discusidn de los wmismos se

derivan las siguientes conclusiones:

El andlsis de varianza detectdé diferencias significativas
entre las diferentes concentraciones de Cloralex um abteniéndose

la menor contaminacién rcon el uso de 20% (“-v)  de Blora!ex“-.

No se detectd diferencias entre los tiempos de inmersisn
ni an las interaccionss entre éstos dos factores para =21
establecimiento aséptico de segmentos nodales de nimsg sin
embargs, numéricamente se obiuvieron los &ejores resul tados

colactando las baretas v estableciendo los explantes en 21 mes de
Moviembre y usandoa Cloralex™ ™ al 20% (“ov) con una inmersion

durante 5 minutos ¢ més.

Las concentraciones de sacarosa 10, 20, 30, 40 y 50 gl *
adicionados al medino de cultivo promuesven la brotacién de yemas
axilares wn wiiro, pereo el mayor porcentaje de yemas brotadas se

obtuvo con la adicién de 10O gfﬁ de sacarosa.

La adicion al medio de 0.5 4, 1, 2.5 ¥y sungl-‘ de
é-bencilaminopurina ¥y kinetina promovierpn la brotacién de yemas

axilares.

Ltos tratamientos evaluados de 1 mgl de &cido
naftalenaceético, 1 mgf“ da acido indolbutiricao, i mgl“ de Aacido
indolacético adicionadons al medio de cultivo, y un tratamiento
control gque no contenia reguladores del crecimiento, no fueron
caparss de promover la formacidn de ralces iIn viirc en medios

s@lidos ¥y liquidos.



=]

El tratamiento control sin reguladores del crecimiento fue
capaz de inducir morfogenesis de #2¥2 a los 105 dias despusds de
la +t{ransferencia, produciéndose un efecto similar con la adicidn
de 0.5 mgl 'de BAP y 0.5 mgl ' de ANA al media de cultivo. Dicha
morfogenesis fué obtenida exclusivamente en explantes de hoja,
previo paso por formacidon de callo y se manifestd como formacién

de brotes y raices. Con el uso de pecioclos como explante, solo

se forméd callo en 8l 100% de los contensdores,

El invernadaro propicid condiciones ambientales que

favorecieron ia brotacion de estacas mas que la siembra directa en
vivero.

El mes wmas adecuado para 1a colecta y siembra de estacas de
tallo semilefiosas de nim fué Agosta, en el cual se laogrd wna

protacién de un  &1% y un enraizamiento de Z7% en invernadero.
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Figura 1A, Ramas con hojas y frutos del nim.
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Pasta derntal

Figura 4A. Jabdn y pasta dental fabricados 3 base de aceite de nim.
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Cuadre iA. Significado oe las abre.iaturas utilizadas en el

oresente s=crito.

Apreviabtu—a Significado
MS Murashige y Skoog
MR Marca registrada
LAY volumean / volumen
5—BAP &-bancirlaminopurina
I Fipetina
Aln az1d0 ndolacético
AlE ac.do 1ndolouxi rico
ANG acido nafialenacetlico
2,4-B aAcidn 2.4 diclorofenoxiacetico
m‘;:l'-1 mrlioramcs por litro
gi™ Granos oor litro
mF3a MmiLrYpa-c—ales
nm my ' netros
mi mililitros

MASNM metros sob~2 pivel del mar
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