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RESUMEN 

REGENERACION in vitro DE Dahlia imperialis, Roezl Y Dahlia 

excelsa, Benth. 

Samuel Gonzalez Alcalde. Maestria en Ciencias en Horticultura. 

(Bajo la direcci6n del M.C. Jose Merced Mejia Munoz) 

El objetivo de este trabajo fue el de establecer un sistema de regeneraci6n 

in vitro de Dahlia excelsa y Dahlia imperialis, asi como probar los efectos de la 

inoculaci6n con Agrobacterium tumefaciens sobre la planta. Se utilizaron 

plantas adultas en crecimiento vegetativo y como fuente de explante; hojas, 

tallo, peciolo, apices, yemas apicales, botones · florales y flores liguladas. Se 

emple6 el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog), adicionado con diferentes 

compuestos y reguladores de crecimiento, segun los objetivos de cada 

experimento. Se observ6 que las planta-s provenientes de campo presentaron 

una fuerte contaminaci6n sistemica, principalmente de bacterias y una gran 

susceptibilidad a deshidrataci6n. Asimismo se present6 una fuerte oxidaci6n en 

todos los tejidos, siendo menor en tallos y los antioxidantes que mejor controlan 

fueron: acido dtrico 150 mg·l-1, acido asc6rbico 150 mg·l-1 y 1-cisteina 100 mg·l-1. 

Los explantes que favorecieron la formaci6n de callo fueron el tallo y 

hoja provenientes de plantas en estado vegetativo en un medio de cultivo 

suplementado con benciladenina (BA) de 0.1 a 3.0 mg·l-l;la interacci6n con AlB 

nose obtuvo efecto organogenico. En yemas la presencia de ANA favoreci6 la 



formaci6n de callo en Ia base de estas, mientras que AG3 +sulfato de adenina 

provoc6 Ia brotaci6n y crecimiento de yemas en ambas especies. En callos 

ninguno de los tratamientos empleados se obtuvo regeneraci6n de brotes. La 

presencia de AlA en concentraciones de 0.5 a 1.0 mgl-1, provoc6 los mejores 

efectos de enraizamiento. Las plantas obtenidas se trasfirieron al invernadero 

sin ningun problema y despues de cuatro semana se pasaron a campo. El efecto 

por Ia inoculaci6n de A. tumefaciens en hojas fue un abundante enraizamiento, 

pero sin Ia formaci6n de callo. 

P ALA BRAS CLA VES: Cultivo de tejido, clonacion, reguladores de 

crecimiento. 



ABSTRACT 

S. Gonzalez A. 

REGENERATION in vitro OF Dahlia imperialis, Roezl AND 

Dahlia excelsa, Benth. 

(Under the direction of J. M. Mejia M) 

The objective of this work was to establish an in vitro regeneration 

system of Dahlia excelsa and Dahlia imperialis, as well as to prove the effects of 

the inoculation with Agrobacterium tumefaciens on mature and vegetal plants 

were the source of explants of leaf, stem, petiole, shoot tips, axillary buds, floral 

buds and lijulated flowers. It was observed that the originating plants growing 

in the field presented a strong contamination of sistemico type, mainly of 

bacteria and a great susceptibility to dehydration. Also a strong oxidation in all 

explants appeared, being lower in stems and petioles and highert in shoot tips, 

axillary buds, floral buds, lijulated flowers and leaf, the antioxidant ones that 

controlled better were: citric acid 150 mg·l-1, ascorbic acid 150 mg·l-1 and !­

cysteine 100 mg·l-1. 

The explants that favored the formation of callus were stem and leaf of 

plants in vegetative state in a medium supplement with bencyladenine (BA) of 

0.1 to 3.0 mg·l-1, the interaction with IBA did not obtain organogenic effect. In 

lateral buds NAA favored the formation of callus in the base, whereas adenine 

sulphate + G& caused the sprounting and growth of lateral buds in both 

species. None of the treatments generated regeneration shoots. The presence of 



IAA 1.0 to 0,5 mgP, caused the best effects of rooting. The obtained plants 

transfered to the greenhouse without problem and after of four weeks went to 

field. The effect inoculation with A. tumefaciens in leaves was an abundant 

rooting, but without the callus formation. 

KEY WORDS: Tissue culture, donation, regulators of growth. 
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1 INTRODUCCION 

El genero Dahlia es originario de Mexico y parte de Centroamerica. En el 

siglo XVI, los espafioles lo mencionaron como una especie utilizada por los 

aztec as para transportar agua y conocido como "acocotli" o agua-bast6n 

(Killingsworth, 1996). Actualmente es conocida a nivel mundial, con amplia 

variabilidad en colores y formas, producto de hibridaciones. Sin embargo de las 

27 especies de este genero solo 4 6 5 constituyen la base genetica de las dalias 

cultivadas; por lo que las posibilidades de introducci6n de nuevas 

caracteristicas geneticas a esta planta, queda abierta en funci6n del mayor 

conocimiento y domesticaci6n del resto de las especies de dalia (Hammet, 1980). 

Para el mejoramiento genetico y caracterizaci6n de especies ornamentales 

se utiliza actualmente el metodo in vitro en un medio nutritivo y condiciones 

esteriles (Pierik, 1994). La regeneraci6n in vitroes una tecnica muy importante y 

bastante utilizada para observar la expresi6n de genes extrafios introducidos 

por Agrobacterium y / o biobalistica para mejorar algunas caracteristicas como el 

color de la flor, tal es el caso de la introducci6n de una copia adicional del gen 

de la chalcona sintetasa (CHS) en petunia, lo cual produjo una gama de colores 

en las flores de diversas plantas generadas a partir de esta introducci6n 

(Robinson y Firoozabady, 1993; Elomaa y Holton, 1994). 

La producci6n de plantas morfol6gicamente normales que contengan y 

expresen los genes introducidos ha sido posible por el uso de un vehiculo 

natural que transfiere los genes como es Agrobacterium tumefaciens. Dentro de 

1 



Ia cadena de ADN de esta bacteria, en Ia zona Ti ha sido removido y 

reemplazado con genes quimericos para inducir a una resistencia a los 

antibi6ticos, lo que permite lograr una expresi6n de los genes modificados 

(Horsch et al., 1985). 

Sin embargo se requieren mas estudios sobre cultivo in vitro en tejidos de 

dalias, para poder establecer en definitiva un sistema de regeneraci6n por 

micropropagaci6n ya que no se cuenta de tal sistema de cultivo in vitro que 

garantice una respuesta uniforme y favorable para Ia obtenci6n de plantas en un 

mismo genotipo y esto es mas notorio en especies silvestres, en este caso las 

arborescentes. 

Da acuerdo a las consideraciones expuestas en Ia presente investigaci6n 

se plantearon los siguientes objetivos: 

1. Establecimiento de un sistema de regeneraci6n in vitro de Dahlia. 

imperialis y Dahlia excel sa. 

• Establecer que explante es el mas adecuado para una 

propagaci6n masiva de las especies tratadas. 

• Encontrar el medio adecuado para formar organogenesis de los 

callo 

2 Realizar inoculaci6n de Agrobacterium tumefaciens en hojas, para 

conocer su efectividad como vehiculo de inserci6n de genes. 

Hip6tesis: 

1. Es posible obtener plantas completas mediante Ia utilizaci6n de 

cualquier explante, y obtener organogenesis de callos formados. 

2. Existe al menos una cepa de Agrobacterium que infecta eficientemente 

tejidos de dalia arborescentes. 
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2 REVISION DE LITERATURA 

2.1. Origen 

El genero Dahlia es originario de la region desde Guatemala hasta la 

parte central de Mexico, principalmente de zonas montafiosas. En el siglo XVI, 

los espafioles lo mencionaron como una especie utilizada por los aztecas para 

transportar agua y conocido como "acocotli" o agua-bast6n (Killingsworth, 

1996). Tambien se registra con el nombre nahualt "acocoxochitl" (De la Pefia, 

1995). Heillenman (1995) mencion6 que los aztecas fueron los primeros en 

domesticarlo y llegaron a utilizarlo como alimento, aunque se sabe que el 

tuberculo tiene un sabor amargo, ademas no se sefiala la manera de 

preparaci6n. Aird (1997) mencion6 que los aztecas lo conocian como "acocotli y 

chichipatl" y era utilizado como ornamental, medicinal para transporte de agua 

y como alimento. 

Los espafioles la introdujeron a Europa en 1700, inicialmente en los 

jardines botanicos de Madrid, Espana. A inicios del siglo XVIII, sefialan las 

primeras flores dobles, sin embargo a partir de 1810 a 1840 se fueron ampliando 

las combinaciones de colores, formas y tamafio (Killingsworth, 1996). Algunos 

autores indican que en 1784, Don Vicente Cervantes, Director del Jardin 

Botanico de Mexico, envi6 algunas semillas al Abate Cavanilles, que fungia 

como Director de los Jardines de Madrid, Cavanilles les design6 el nombre de 

dalia en honor del botanico Sueco Andres Dahl (De la Pefia, 1995). 

3 



El desconocimiento de su cultivo en Europa indujo a los cultivadores a 

cuidar las dalias en estufas e invernaderos, fracasando en ciudades como Berlin, 

Londres y Paris y no fue hasta el afio de 1808 que se inicia su cultivo al aire libre 

en Inglaterra por orden de Wedgwood y su clasificaci6n como planta 

ornamental en Lovaina, Belgica en 1824 (De la Pefia, 1995). 

En 1872, un corresponsal mexicano envi6 a un horticultor holandes Van 

Der Berg una caja conteniendo diversas semillas de cebolla y bulbosas, de entre 

todas las semillas se distinguia una dalia doble de la cual sus petalos 

terminaban en punta, muy parecida a los de una flor de cactus, portal motiv6 

las cultiv6 profusamente, tomando popularidad de inmediato. Este horticultor 

quiso rendir homenaje al pais de origen, dandole el nombre de Dahlia juarezii 

en estima a Benito Juarez, el cual en fecha reciente habia expulsado al ejercito 

frances (De la Pefia, 1995). 

Aird (1997) sefiala que Cavanilles sembr6 especies originales de los 

actuales especies de D. pinata, D. rosea y D. coccinea. Ademas indica que D. 

coccinea es uno de los originarios de las flores simples, en tanto que D. pinata y 

D. rosea produjeron colores rojo, escarlata, violeta y morado. 

2.2. lmportancia 

De las especies que Mexico ha aportado al mundo, la dalia (Dahlia spp.) 

es sin duda una de las mas populares, debido a la diversidad de formas, colores 

y un amplio uso en la horticultura ornamental. De las 27 especies del genero 

Dahlia solo 4 6 5 constituyen la base genetica de las dalias cultivadas; por lo que 

las posibilidades de introducci6n de nuevas caracteristicas geneticas a esta 

planta, queda abierta en funci6n del mayor conocimiento y domesticaci6n del 

resto de las especies de dalia (Hammet, 1980). Sin embargo, Mejia et al. (1995) 
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mencionaron que este genero esta formado por 30 especies endemicas de 

Mexico, sin embargo no se sabe con precision el valor agronomico que tienen las 

especies de este genero, ni la posibilidad de recombinaciones geneticas. 

Actualmente se ha extendido por todos el mundo, asi podemos 

encontrarlo en paises tan remotos como Nueva Zelanda, Rusia, la India y Japon. 

Particularmente en los paises europeos como Holanda, Belgica, Francia y de 

algunas otras regiones, donde se dedican grandes recursos economicos para la 

obtencion de nuevas variedades que se incrementan en un promedio de 200 por 

afi.o. En Mexico, el interes actual no refleja la importancia historica de la dalia, 

no obstante que en fecha reciente se proclamo como la Flor Nacional por el 

Presidente Adolfo Lopez Mateos, por decreto presidencial del 25 de abril de 

1963, por sugerencia de Instituciones oficiales y particulares, como la Sociedad 

Botanica de Mexico, el Periodico Excelsior y La Union Nacional de Floricultores 

y Viveristas (De la Pefia, 1995). 

Heillenman (1995) menciono que a nivel mundial existen 

aproximadamente 40,000 nombres cultivares de dalias. En Francia la dalia 

cultivada ocupa el cuarto Iugar dentro de las bulbosas, con mas de 400 

cultivares, sin embargo se dificulta su comercializacion por el sistema de 

propagacion mas utilizada, que es por bulbos (Wang etal, 1988). 

Aird (1997) sefialo que el tuberculo tiene un sabor amargo, maloliente y 

penetrante, sin embargo una vez ingerido alivia dolores de estomago, elimina 

las flatulencias del estomago, estimula el sistema urinario, ayuda a eliminar el 

azucar de la sangre; por ser una fuente de fructosa para los diabeticos, saca el 

frio del estomago, induce resistencia a colicos, abre obstrucciones y reduce 

tum ores. 
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La dalia como flor de corte es poco importante, ya que se han obtenido 

pocos cultivares especificos para este fin, principalmente porque tiene un 

periodo muy corto de vida de florero, Heillenman (1995) menciona que el valor 

como flor de corte es mediante un tutoreo, sin embargo en flores grandes no 

representa una soluci6n. En D. excelsa Ia flor completa, dura en florero bajo 

sombra de 6-8 dias, los primeros sintomas es marchitez de Ia inflorecencia y 

caida de las flores. 

Aird (1997) mencion6 que en 1804 Humbolt y Bonplant llevaron semillas 

del Sur de Mexico y Centro America a Europa, esta semillas crecieron en el 

Jardin Botanico de Hamburgo, de esta colecci6n se reportaron los primeros 

hibridos, ademas indicaron que el color crema y amarillo al parecer iniciaron las 

flores hibridas. Desde entonces ninguna especie silvestre nueva ha sido 

explotada, para Ia obtenci6n de nuevas variedades. 

2.3. Caracteristicas 

2.3.1. Clasificaci6n taxon6mica 

De acuerdo a Sorensen (1969) y Hammet (1980) Ia clasificaci6n 

taxon6mica del genero Dahlia es Ia siguiente: 

Reino: Vegetal 
Subreino: Cormofita 

Division: Em bryophyta 
Subdivi6n: Angiospermae 

Clase: Dicotiledoneae 
subclase: Simpetala 

Orden: Campanulales 
Familia: Asteraceae (Compositae) 

Tribu: Heliantheae 
Subtribu: Coriopsidinae 

Genero: Dahlia. 
Las especies consideradas son; Dahlia imperialis (merckii) y Dahlia excelsa. 
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Sinonimia son: dalia arborescente campanilla, arbol candelabra y dalia 

arborescente. Es una planta perenne, color de la flor es blanco, morado y 

lavanda, florece en otofto, de 2 a 3.5 metros de altura (Fell, 1995); el mismo autor 

indic6 que el tallo es parecido al bambu y las cabezuelas florales crecen de 4 a 7 

pulgadas de ancho. Bajo condiciones ideales puede crecer hasta 7 metros, sin 

embargo se sabe que las dalias crecidas de semillas no son tan grandes. Estrada 

(1996) mencion6 que D. imperialispuede alcanzar una altura de 5 metros. 

A nivel mundial no es conocido la especie D. excelsa, ademas 

ocasionalmente se confunde como especie igual a D. imperialis, ya que en todos 

los trabajos son referidos a D. imperialis/ y corresponden a esta especie, porque 

no indican que exista variaciones en los tipos de flares, como es tipico en la 

especie D. excelsa/ como lo mencion6 Arcos et al. (1994), los cuales 

determinaron que esta especie presenta capitulos sencillos, intermedios y 

dobles. 

2.3.2. Citologia 

Gorer, citado por Hernandez et al. (1994), mencion6 que las especies 

progenitoras de las dalias cultivadas tenian 32 cromosomas y estas fueron 

diploides con numero haploide igual a 16. Sin embargo cuando se estudi6 el 

comportamiento mei6tico de los cromosomas se encontr6 que todas las especies 

son tetraploides y originalmente debi6 de haber existido una especie antecesora 

de dalia con 8 cromosoma. 

2.3.3. Tipos de dalias 

Killingsworth (1996) mencion6 que La Sociedad Americana de la Dalia, 

clasifica a las dalias en varios grupos basandose en talla, forma y color de la 
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flor. Para los tallas; tenemos a gigante (Aa) de mas de 25 em, grande (A) de 20.3 

- 25 em, media (B) de 15.2- 20.2 em, pequefia (BB) de 10.1- 15.1 em, miniatura 

(M) de 10.00 em, bola (BA) de 8.8 em, bola miniatura (Mb) de 5.5 - 8.8 em, 

pompon (P) 5.2 em, mignon solo (MS) hasta 5 em de diametro 

Killingsworth (1996) sefial6 una clasificaci6n con base a la forma de la 

forma de la flor y arreglo de petalos, de la siguiente manera: Simples cada flor 

tiene ocho a diez petalos circundante y un disco central, anemona flores dobles 

con una o mas hileras de petalos pianos circundantes y un denso grupo de 

petalos tubulares mas largos que en el disco en las flores simples, collarete flor 

simple con ocho a diez petalo externos, con un pequefio collar de pequefios 

petalos bordeando por afuera del disco central, agua-lili flor grande doble 

generalmente los petalos angosto en las puntas, los cuales son pianos o 

ligeramente encorvados en los margenes, la distribuci6n de la flor da la 

apariencia plana, decorativa flor ancha y doble con petalos pianos que curvean 

ligeramente los margenes hacia el tallo, bola aplanado o esferico, flor doble 

completamente con petalos casi tubulares, pompon aplanados o esfericos, flor 

doble con mas de cinco em de ancho - una forma de bola miniatura, cactus flor 

doble angosto los petalos puntiagudos pueden ser rectos o encrespados hacia 

adentro y tener un doblamiento en los hordes de los petalos por mas de las dos 

terceras parte de su longitud, semicactus son flores dobles similares a cactus 

pero con la base amplia en los petalos y los hordes doblados en la parte de la 

punta, miscelaneos flores con una amplitud rango de tipos no clasificados, 

incluyendo tipo orquideas, formas dobles o simples y fibrilados. Existen otras 

clasificaciones, las cuales son variantes de la clasificaci6n anterior. 

Killingsworth (1996) seftal6 que la Sociedad Americana clasifica en 

quince colores o combinaciones; blanco, amarillo, naranja, rosa, rosa oscura, 

rojo, rojo oscuro, lavanda, morado, pastel, bronce, color fuego, combinaciones 
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oscuras, colores jaspeados y bicolores, sin embargo no se reporta el color azul, 

ni tonalldades azuladas, como en otras especies floricolas se esta buscando. 

2.4. Propagacion 

Las dallas pueden perpetuarse mediante semilla, enraizamiento de 

esqueje o el mas utilizado, mediante tuberculos (Evans, 1998). Wang et al. 

(1988); Hernandez y Mejia (1994) reportron que se han obtenido por 

micropropagacion partiendo de yemas laterales y de botones florales . Evans, 

(1998) mencion6 que las dallas comerciales entran en reposo durante los meses 

invernales. Se observ6 en campo que bajo condiciones adecuadas de 

temperatura D. excelsa/ puede inducir la brotacion en invierno en 

aproximadamente dos semanas, por lo que la influencia de las reservas son 

determinantes para la regeneracion de nuevos brotes, lo que implica que para 

esta especie no es necesario un reposo invernal. Para D. imperialis esta puede 

permanecer viva durante todo el afio, debido al engrosamiento de la base del 

tallo, en donde se acumulan las reservas y de donde surgen los brotes cuando 

las condiciones de humedad y temperaturas sean adecuadas, sin embargo no 

necesariamente requiere de periodo de reposo para brotacion, esto es por tener 

un origen de clima calido. 

Se deben sembrar en un lugar soleado, suelo con buen drenaje para 

evitar encharcamientos y un pH de alrededor de 6.5, la separacion entre plantas 

varia dependiendo de la talla de la especie (Kerrigan, 1992). 

Como toda planta ornamental, requiere de un suelo rico en nutrimentos, 

en caso de fertilizaci6n requiere de una dosis baja en nitr6geno como 5 - 20 - 20, 

aplicando al inicio del ciclo y no al final, de hecho en el Estado de Ohio no se 

debe aplicar despues de agosto (Kerrigan, 1992). 
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Un manejo de formaci6n en las dalias es el pinchado cuando se tienen de 

3 a 4 pulgadas de la yema terminal justa arriba del segundo par de hojas, con 

esto produce dos tallos principales (Kerrigan, 1992). 

Las dalias pueden perpetuarse mediante semilla, enraizamiento de 

esqueje o el mas utilizado, mediante tuberculos. Evans (1998) menciona que las 

dalias comerciales entran en dormancia durante los meses invernales. Se 

observ6 en campo que bajo condiciones adecuadas de temperatura D. excelsa/ 

puede inducir la brotaci6n en invierno en aproximadamente dos semanas, por 

lo que la influencia de las reservas son determinantes para la regeneraci6n de 

nuevas brotes, lo que implica que para esta especie noes necesario un reposo 

in vernal. 

2.4.1. Tuberculos 

Aird (1997) mencion6 que no necesariamente el tamafto de un tubercula 

corresponde un crecimiento proporcional de la planta, ademas los tuberculos 

pequeftos son mas faciles de almacenar. Las plantas originadas de estacas 

usualmente forman tuberculos con proporci6n baja de "ojos" o "yemas". 

Para la extracci6n de los tubercula, Aird (1997) mencion6 que deben 

tener un "ojo" o "yema", el cual es una protuberancia blanca localizado cerca de 

la base del tallo, sin embargo no todos los tuberculos la presentan. En el Estado 

de Ohio se sacan los tuberculos a finales de octubre, el cual coincide con el 

inicio de las nevadas. Se remueve todo el ramal, quedando al ras del suelo, los 

tuberculos se dividen y deben tener un tallo por cada tubercula, lo cual indica 

que tiene una "yema" u "ojo" (Kerrigan, 1992). 
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Una vez extraido, se elimina toda la tierra y lava con agua a presion, 

eliminar todas la raicillas y los tuberculos danados o enfermos y cubrir las 

superficies cortados con una soluci6n de azufre. Colocarlos en cajas con una 

capa de aserrin, vermiculita o "peat moss" en el fondo y parcialmente cubiertos 

para evitar la desecaci6n, realizar revisiones ciclicas (Kerrigan, 1992). En tanto 

que Aird (1997) recomend6 que se deben de enjuagar en una soluci6n con cloro 

(200 ml comercial por 3.5 litros de agua), por 15 a 30 minutos luego escurrir y 

enjuagar, sin embargo tambien recomienda usar combinaciones de fungicidas e 

insecticidas en Iugar de la soluci6n clorada. Y no almacenar por abajo de los 

7°C, ademas no colocar directamente sobre un piso de concreto. 

2.4.2. semilla 

Normalmente es utilizado por los fitomejoradores para obtenci6n de 

nuevas variedades. En las camas se debe cuidar de la polinizaci6n cruzada que 

se presenta en esta especie, ya que dicha cruza puede producir un cultivar no 

puro. En el caso de Estados Unidos se colectan las semillas en septiembre y 

octubre. Se cortan las cabezuelas de las flores maduras y abiertas, ponerlas en 

una charola para que se terminen de secar y desprenderse, una vez secas se 

separan de la paja (Kerrigan, 1992). Se prepara el semillero despues que ha 

pasado el peligro de heladas, sin embargo pueden sembrarse resguardados, la 

emergencia de plantulas es a los 7 dias. En el caso de D. imperialis, Ia 

germinaci6n en una misma charola varia de 10 a 20 dias a 25°C durante el dia, a 

mayores de 30°C durante el dia disminuye, todas las semillas emergieron en 

menos de 8 dias. Salmeron (1981) indic6 que en dalias cultivadas, la duraci6n 

maxima para la germinaci6n a 18°C es de 15 dias. 
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2.4.3. Esqueje 

Se recomienda colocar los tuberculos a vegetar con una temperatura de 

20°C, de aqui se toman los esquejes cuando alcancen una altura de 10 em, se 

cortar el brote con o sin el talon, lo que implica cortar todo el brote o por debajo 

del primer par de hojas. 

Cunningham (1998) mencion6 que se pueden propagar igual que las 

nochebuenas (Euphorbia pulcherrima), plantando secciones de tallo, el cual 

debe tener dos nudos, se planta a poca profundidad y en una semanas 

apareceni los brotes en el nudo superior, no mencion6 siestas plantas producen 

tuberculos. Al igual que Kerrigan (1992) mencion6 que los esquejes nose deben 

cortar por abajo del primer par de hojas, con una longitud de 7,5 a 10.0 em. 

2.5. Plagas y enfermedades 

Con Ia presencia de plagas y enfermedades en cualquier tipo de dalia, no 

se recomienda, en ningun caso utilizarlos para propagar nuevas plantas (DPPM, 

1998) reportaron que La Sociedad Americana de Ia dalia, report6 como plagas y 

enfermedades mas comunes en cultivares comerciales (D. variabilis), las cuales 

se enlistan a continuaci6n: 

Virus del mosaico y jaspeado (Ring MV). Las hojas son verdes claras, con 

las nervaduras claras y las hojas pueden presentar puntos circulares claros. Las 

plantas pueden ser enanas y ramificadas. Las medidas de control es Ia remoci6n 

y destrucci6n de todas las plantas infectadas tan pronto son detectadas. Los 

tuberculos infectados no deberan ser usados con prop6sito de propagaci6n. Y se 

deben de controlar afidos (Aphis spp.), chicharritas (Empoasca spp). y trips o 

piojillo (thrips spp. ). 
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Virus del Mosaico de la Dalia (DMV). Las plantas infectadas se atrofian, 

bandas amarillas y I o verdes palidas se desarrollan a lo largo de la nervadura 

de la hoja infectada. Las hojas pueden ser mas pequefias que las normales, 

rizados y I o puntiagudos. 

Virus de jaspeado de la Dalia (DaRingV). en las hojas se forman 

pequefios circulos amarillos, del tamafio de una moneda pequefia, 

posteriormente se pueden unir y formar grandes areas amarillas o verde palido, 

centro con tono cafe. Esta enfermedad puede ser transmitida por tuberculo y 

esqueje desde plantas enfermas. El mosaico y "ringspot" de la dalia puede ser 

transmitido por insectos. 

Wang et al. (1988) indicaron que los virus mas importante son el CMV 

(Virus del Mosaico de las Cucurbitaceas) ylo complejos de DaMV=DMV y 

CMV, los cuales no pueden ser eliminados con tratamientos quimicos. Mori, 

citado por Wang et al. (1988) indic6 que el unico metodo practico para 

erradicaci6n de virus en plantas con propagaci6n vegetativa, es por medio de 

cultivo de tejidos, termoterapia y sustancias que inhiben Ia multiplicaci6n de 

virus, normalmente se utiliza combinaciones de los dos ultimos. 

Mildiu polvoriento (Erysiphe cicloracearum D.C.). Se caracteriza por un 

crecimiento blanquecino a grisaceo sobre Ia superficie de Ia hoja. Se debe evitar 

un sombramiento o altas densidades de las plantas. 

Pudrici6n de tuberculos (Botrytis cinerea). Como el principal metodo de 

propagaci6n es por division de tuberculos, evitar el mal manejo, ademas es 

importante Ia aplicaci6n de un compuesto de azufre en Ia base del 

almacenamiento. 
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Tizon de Ia flor (Botrytis spp.). En epocas htimedas los botones pueden 

ser atacado por una pudricion blanda y todo el boton puede estar infectado y 

cubierto con un mantillo grisaceo o blanquecino. 

Ademas las dalias son susceptibles a marchitamiento por ( Verticillium 

dahlie Rke y Berth), marchitez bacteriana (Erwinia spp.), pudricicin radicales 

(Fusarium spp.), roya surefia ( Uromyces spp.), carbon negro (Puccinia spp.) 

2.6. Mejoramiento 

Entre las especies silvestres de dalia existen diferencias morfologicas de 

las plantas, de coloracion de la flor y consistencia de las raices tuberculos, lo 

cual hace que las respuestas sean muy diferentes bajo las mismas condiciones 

edaficas. Por otra parte, la altura de Ia planta y la estructura del tallo, 

constituyen un factor de interes para aumentar la vida util de los capitulos; 

tallos semilefiosos como en Dahlia imperialis o semisolidos como Dahlia excelsa 

que influyen en la floracion (Hammet, 1980). 

La forma y posicion de los capitulos en el tallo ofrece posibilidades de 

separar mas las inflorescencia del follaje, por ejemplo como D. scapigera contra 

D. excelsa. Lo relacionado a frecuencias estomaticas en hojas podrian establecer 

relaciones interespedficas de nivel ploidia o inclusive eficiencia en el desarrollo 

y comportamiento floral (Jorgenson, 1990). 

2.7. Reguladores de crecimiento 

Fitohormona es un compuesto organico que se sintetiza en algun lugar de 

la planta y que se trasloca a otra parte, en donde a concentraciones muy bajas 

causan una respuesta fisiologica, que puede ser promotora o inhibitoria. Existen 
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evidencias que nos indican que las fitohormonas ayudan a direccionar la 

traslocaci6n, por ejemplo la removilizaci6n de las reservas acumuladas en 

6rganos de almacenamiento como rakes primarias o parenquima del tallo de la 

cafta de azucar (Salisbury y Ross, 1994). Sin embargo la combinaci6n de 

reguladores de crecimiento pueden tener efectos aditivos, sinergicos o 

inhibitorios (Gifford y Evans, 1981). 

Una de las funciones de los reguladores de crecimiento es controlar la 

actividad genetic a. Y a que generalmente la actividad de las proteinas receptoras 

causan un cambio metab6lico que conduce a la amplificaci6n de la senal, 

aunque se dan varios procesos de amplificaci6n en secuencia antes de que 

finalmente se de la respuesta esperada. Estas sustancias actlian en la membrana 

plasmica y no en primera instancia en el nucleo, ya que es en las membranas 

donde existen las proteinas receptoras (Salisbury y Ross, 1994). 

2.7.1. Giberelinas 

Estas hormonas se descubren en 1926 en Jap6n a partir de plantas de 

arroz que alcanzaban grandes alturas, en ese mismo afto con extracto de 

Giberella fujikuroi (Fusarium moniliforme) reprodujeron sintomas similares. 

Para 1990 ya se habian descubierto 84 tipos de giberelinas en varios hongos y 

plantas, la mayoria en plantas superiores y del hongo Giberella fujikuroi 

(Salisbury y Ross, 1994). Ademas dicha sustancia puede promover un arreglo 

mas ordenado y transverso de los microtubulos y microfibrillas, propios de las 

paredes celulares (Butenko et al., citado por Murashige, 1974). En cultivo in 

vitro, las giberelinas se les asocia con alargamiento de los entrenudos y 

crecimiento de los meristemos o yemas, ademas pueden romper el reposo de 

yemas (Pierik, 1990). Pero inhibe la formaci6n de rakes adventicias (Pierik y 
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Steegmans, citado por Pierik, 1990), e inhibe la formaci6n de vastagos 

adventicios (Pierik, 1990). 

En granos, las giberelinas producidas por el embri6n estimula las celulas 

de las cap a de aleuronas para sintetizar y secretar oc-amilasa (y otras hidrolasas) 

las cuales degradan almid6n en el endospermo, suministrando azucares para 

las plantulas j6venes Oacobson y Chandler, 1990). 

Este regulador de crecimiento es muy comun en semillas, sin embargo se 

ha logrado su extracci6n en brotes. Y se le asocia con un alargamiento 

internodal, sin embargo la mayoria de los diferentes tipos de giberelinas tienen 

poca o no conocida actividad biol6gica, algunos son receptores moleculares y 

unos pocos (AGt, AG3, AG4 y AG7) si cumplen con los requisitos de hormonas 

primarias {Sponsel, 1990). Salisbury y Ross (1994) mencionaron que estas 

hormonas eshin asociados con un alargamiento del tallo y pueden producirse en 

hojas de plantas j6venes y en rakes, de hecho gran parte del aporte de 

giberelinas del sistema aereo provienen de las rakes via xilema. Estos mismos 

autores indicaron que promueve la division y crecimiento celular en el apice del 

tallo. Pharis y Ruo, citados por Salisbury y Ross (1994) mencionaron que la 

mayoria de la dicotiledoneas y algunas monocotiledoneas responden creciendo 

mas rapido cuando se trata con giberelinas 

2.7.2. Auxinas 

Se conoce varias formas de sintesis de auxinas, sin embargo el mas 

comun es del tript6fano, que es un precursor del AlA (el mas estudiado entre 

las auxinas), la presencia de AlA es mas concentrado en tejidos j6venes y partes 
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en crecimiento, indicando que se sintetizan en meristemos de tallo, hojas y 

frutos en crecimiento. Ademas las plantas poseen mecanismos para controlar las 

cantidades de hormonas tan potentes y la desactivacion temporal, con la 

formacion de conjugados auxinicos (Salisbury y Ross, 1994). 

El AlA puede traslocarse a traves de celulas parenquimatosas que se 

encuentran en contacto con haces vasculares, moviendose a traves de tubos 

cribosos si se aplica ala superficie de una hoja lo bastante madura para exportar 

azucares, pero el transporte normal en tallo y peciolos es de las hojas jovenes 

hacia abajo; por los haces vasculares (Salisbury y Ross, 1994). 

Pierik (1990) sefialo que esta hormona generalmente produce 

alargamiento celular y expansion de los tejidos, division celular (formacion de 

callo ), formacion de rakes adventicias, inhibicion de la formaci on de vastagos 

axilares y adventicios; frecuentemente embriogenesis en los tejido en 

suspencion. El mismo autor indico que bajas concentraciones de auxinas se 

forman raices adventicias y con altas se forman callos. Sin embargo la mayoria 

de las plantas requieren auxina para conseguir una regeneracion radical eficaz, 

pero en auxinas muy potentes como el 2,4-D y el ANA, generan cantidades 

excesivas de callo. En tanto que Bonga y Dunzan (1987) mencionaron que en 

pruebas con tabaco, Solanaceas, Convolvulus/ Scurrula y Lactuca formaron 

brotes con presencia de auxinas. Wang et al. (1988) sefialo que en dalias, las 

altas concentraciones de ANA favorecen la formacion de callos. 

2.7.3. Citocininas. 

No existe una definicion como tal, sin embargo en 1984 R. Horgan, lo define 

como sustancia que, en presencia de concentraciones optimas de auxinas, 
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inducen citogenesis (division celular), dicha division tambien se da en tejidos 

cultivados in vitro (Pierik, 1990; Salisbury y Ross, 1994). Sin ser el (mico Iugar 

de sintesis, en las rakes se sintetizan (en las puntas) y se trans porta a las hojas 

jovenes, frutos y semillas por el xilema. Se sabe que concentraciones altas de 

citocininas y sin auxinas (AlA) se producen ramificaciones excesivas en tabaco 

(Salisbury y Ross, 1994). 

El fenomeno de fasciacion o "escobas de brujas", asociado a 

Corynebacterium facians y donde existe un incremento de los niveles de 

citocininas. Tambien es comun que las citocininas exogenas puedan promover 

Ia expansion celular en hojas jovenes, cotiledones, coleoptilos de trigo e 

hipocotilo de sandia (Salisbury y Ross, 1994). Las concentraciones elevadas (1 a 

10 mg·l-1) pueden promover la formacion de vastagos adventicios porque 

disminuye la dominancia apical, pero se inhibe la formacion de rakes (Pierik, 

1990). 

2.8. Procesos morfogenicos 

2.8.1. T otipotencia y clonaci6n 

Existen celulas o tejidos con la potencialidad de formar todo tipo de 

celulas y j o regenerar una planta, a lo que se le denomina totipotencia (Pierik, 

1990). Una celula no embrionaria tiene el potencial de diferenciarse en celulas 

embrionarias y despues desarrollarse en una planta nueva completa si el 

ambiente es favorable. Puede existir totipotencialidad en el desarrollo de tejido 

calloso cultivado, que producen plantas nuevas o clonacion (Salisbury y Ross, 

1994). 
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Un don consiste de todos los organismos que se han producido 

asexualmente a partir de un organismo individual antecesor. El hecho de que 

algunas celulas son totipotentes no demuestra que todas las celulas son 

totipotentes; en cualquier tejido tisular hay muchas celulas que no llegan a ser 

embriones (Pierik, 1990; Salisbury y Ross, 1994). 

2.8.2. Organogenesis 

La organogenesis es la formaci6n de un sistema aereo o rakes adventicias 

(o ambos) a partir del callo (Pierik 1990). Segun Thomas y Davey, citados por 

Pierik (1990) indicaron que los callos son mas capaces de regenerar rakes, que 

los vastagos adventicios. Las rakes y los vastagos se forman por lo general de 

forma completamente independiente unos con respecto a los otros, es decir, no 

existe conexi6n entre ellos, aunque se originen de un mismo callo y al mismo 

tiempo (Pierik 1990). 

2.8.3. Embriogenesis somatica 

La embriogenesis es la formaci6n de un embri6n que se transforma en 

organos aereos y radicales, se le conoce como embriogenesis somatica, en la cual 

las celulas somaticas (no reproductoras) haploides o diploides se transforman 

en plantas diferenciadas a traves de etapas embriol6gicas caracteristicas y 

depende del estado de desarrollo de las celula o tejido. Se realiza mas 

facilmente en los tejidos que morfol6gicamente son mas embrionarios 

Quveniles). Sin embargo pueden existen grandes diferencias, en la capacidad de 

division celular y regeneraci6n en plantas de una misma especie (Pierik, 1990). 

Cuando el embri6n o fases juveniles madura, solo un grupo de celulas 

epidermicas pueden formar un embri6n o de celula epidermicas individuales 
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pueden forman embriogenesis. Y cuando un tejido es completamente maduro, 

la embriogenesis solo es posible despues de que se ha inducido un callo, con 

mayor probabilidad, si el callo proviene de tejido reproductivo incluyendo 

yemas florales, 6vulos, tejido somatico de anteras, embriones maduros o 

inmaduros o cotiledones y menos probable de tallos, yemas de callo, 

primordios florales y radicales (Salisbury y Ross, 1994). 

2.9. Cultivo in vitro 

Para el cultivo comercial y el mejoramiento genetico se explotan las 

ventajas que ofrece los sistemas de regeneraci6n in vitro como son: cultivo de 

embriones, producci6n de plantas libres de enfermedades, micropropagaci6n 

de muchas especies, variaci6n somaclonal, fertilizaci6n in vitro, inducci6n de 

haploides, manipulaci6n genetica, transformaci6n e inducci6n de mutaciones, 

aislamiento de mutaciones y duplicaci6n de cromosomas (Pierik, 1994). De 

hecho el unico metodo practico para erradicaci6n de virus es por cultivo de 

meristemo y para incrementar material vegetallibre de virus (Mori, citado por 

Wang et al., 1988). Se puede utilizar cualquier 6rgano o tejido como explante, sin 

embargo, se deben considerar que el tejido sirva como tal, la edad fisiol6gica 

del6rgano, epoca de obtenci6n, tamafio del explante y condiciones de obtenci6n 

(Murashige, 1974; Pierik, 1990). Para multiplicar plantas in vitro por formaci6n 

de 6rganos o embriones adventicios, es necesario que sean capaces de 

regenerarse y esta capacidad esta determinada por el genotipo, condiciones 

ambientales (nutrimentos, reguladores de crecimiento y condiciones fisicas) y el 

estado de desarrollo de la planta (Pierik, 1990). 

2.9.1. Etapas de cultivo in vitro 

La sistematizaci6n en la propagaci6n por cultivo de tejidos, presenta un 

esquema general, que consiste en etapas, generalmente tres, y cada una puede 
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presentar caracteristicas especificas. En cada etapa se presentan diferentes 

objetivos y posiblemente diferentes requerimientos. Es comun que sean las 

mismas condiciones, tanto el medio de cultivo como las condiciones 

ambientales en dos etapas, normalmente la etapa uno y dos, con la misma 

composici6n y forma del medio, ademas las misma condiciones de luz y 

temperatura, normalmente las condiciones de la etapa 3 es diferente, dado que 

los objetivos son diferentes (Murashige, 1974). En los apartados siguientes se 

explican. 

2.9.1.1. Etapa 1: Establecimiento de un cultivo aseptico 

El objetivo principal es obtener cultivo en condiciones asepticas de la 

planta en cuesti6n. Este cultivo puede proceder de cualquier parte de la planta, 

como apices vegetativos, radicales, callos, etc. La proporci6n de sobreviviente 

en esta etapa debe ser lo mas alto posible y que garanticen un rapido 

crecimiento poblacional (Murashige, 1974). 

2.9.1.1.1 oxidaci6n 

La oxidaci6n es un fen6meno asociado a cambios en la permeabilidad de 

la pared celular o cambios en las estructuras internas de los organelos, en donde 

estan involucradas enzimas oxidativas, normalmente peroxidasas, catalasas y 

fenoloxidasas (Fric, 1981). Cuando las reacciones son incontrolables, surge el 

fen6meno de desnaturalizaci6n de las proteinas, por la ruptura de los enlaces de 

hidr6geno y el resultado es una precipitaci6n en forma de color oscuro 

(Fessenden y Fessenden, 1985; Pierik, 1994). Sin embargo el resultado de esta 

precipitaci6n son dos fen6meno denominados oxido-reducci6n y en donde se 

involucran directamente los fenoles, los cuales son compuestos aromaticos, al 

que se unen diversos grupos sustituyentes como hidroxilo, carboxilo y metoxilo 

(-0-Cfu), como son tript6fano, tirosina, fenilalanina, ac. cinamico, etc., por 
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ejemplo, el acido clorogenico; en tejido de papa se forma en cantidades altas y 

su oxidaci6n seguida de una polimerizaci6n por radicales libres causa la 

formaci6n de quinonas, responsables del oscurescimiento que se aprecia en los 

cortes de los tuberculos frescos (Salisbury y Ross, 1994). 

Existen algunas sustancias que atenuan la presencia de oxidaciones en los 

tejidos, como los antioxidantes, los mas comunes son: el acido citrico, acido 

asc6rbico, tiourea o L-cisteina, los cuales impiden la oxidaci6n de los fenoles 

(Pierik,1994). El acido citrico es importante porque acrua como un inhibidor de 

la oxidaci6n y perdida de C02 del piruvato (Salisbury y Ross, 1994). Sin 

embargo el carbon activado puede actuar como agente antioxidativo en 

concentraciones de 0.2 a 3.0 % pjv, puede absorber sustancias s6lidas y liquidas 

asociadas con la oxidaci6n (Pierik, 1994). 

En el procedimientos para detectar virus, en pelargonium, orquideas y 

dahlias, unicamente en la ultima especie fue necesario la adici6n de 

antioxidante o mercaptoetanol para evitar que el extracto se oxidara (Albouy et 

al., 1994). 

2.9.1.2. Fase II: Multiplicacion del propagulo 

El prop6sito es un incremento del numero de 6rganos o tamafto de la 

estructura, de donde se tamara para formar una planta, ya sea por la fonnaci6n 

o desarrollo de un embri6n u 6rgano. En muchas especies tienen una 

multiplicaci6n de 6rganos, en las cuales se reduce el coeficiente de propagaci6n 

(Murashige, 1974). Torres (1989) indica que el metoda de multiplicaci6n por 

yemas axilares, es el mas usado en terminos de numero de generos que puede 

ser propagado. 
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En esta etapa se considera el metoda por el cual se llevara acabo la 

multiplicacion, por ejemplo brotes adventicios, embriones asexuales, brotes 

axilares. En especies como Nicotiana glauca, en donde las secciones de tallo o 

callas no existe induccion de rakes adventicias o brotes en respuesta a la 

aplicacion de auxinas o citocininas (Murashige, 1974). 

2.9.1.3. Fase Ill: Preparaci6n para restablecimiento de Ia planta a suelo 

El exito de un metoda de cultivo de tejido, es la alta frecuencia del 

establecimiento de plantas en suelo derivadas de este cultivo . . Esta etapa es 

entendida como preparar al propagulo para la transferencia a suelo. Esta etapa 

incluye el proceso de enraizamiento, preparacion para tolerar un cierto grado 

de estres, resistencia a patogenos y conversion de plantas heterotroficas a 

autotroficas (Murashige, 1974). Sin embargo el eraizamiento puede ser puede 

ser tanto in vitro como ex vitro o fuera del frasco (Torres, 1988). 

2.9.2. Medio de cultivo 

Los requerimientos necesarios para un media nutritivo se pueden 

clasificar en tres categorias: mezcla de sales inorganicas, sustancias organicas y 

complejos naturales, ademas del agar y agua. Las sales inorganicas son tanto de 

macroelementos como microelementos, las sustancia organicas son las 

vitaminas, carbohidratos, antioxidantes y los complejos naturales incluyen a 

todas las hormonas y reguladores de crecimiento. Las combinaciones de sales 

deben de cubrir los requerimiento, el mas comun y que ha demostrado ser 

adecuado tanto en plantas y organos es la formula de sales MS (Murashige, 

1974; Pierik, 1990). 
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El contenido de carbohidrato se satisface facilmente, con la incorporacion 

de 2 a 3% de sacarosa. Se incluyen vitaminas como tiamina, inositot acido 

nicotinico, el (mico imprescindible es tiamina en un intervalo de 0.1 a 0.4 mg.l-1. 

El acido ascorbico ha sido usado particularmente en combinaciones con acido 

citrico para retardar el oscurecimiento del tejido incubado en combinaciones 

variables. En la etapa dos es comun la utilizacion de purinas y adeninas, 

aunque tambien se utiliza otras base nitrogenadas (Murashige, 1974). 

Sin embargo los componentes organicos mas criticos en un medio son las 

auxinas y citocininas, el AlA es una auxina debit en cambio el AlB, ANA y 2A­

D son mas activas (Pierik, 1994; Torre, 1989), en particular el 2A-D puede 

ocasionar un crecimiento desorganizado y mutaciones (Torres, 1989). En 

citocininas el 2-ip es el mas efectivo sin embargo BA y kinetina se obtienen 

buenos resultados, los requerimientos de citocininas en algunas especies 

pueden ser de hasta 30 mg·l-1 (Skoog y Miller, 1967). 

El efecto promotivo de adenina sobre iniciacion de brotes (Murashige, 

1974). Miller y skoog, citados por Murashige (1974) mostraron que el sulfato de 

adenina tiene un efecto de revertimiento del efecto anticaulogenico de auxinas, 

demostrando una competencia entre sulfato de adenina y AlA en la formacion 

de brotes en secciones de tallo de tabaco. Nitsch et al., citados por Murashige, 

1974) sugieron que la adenina favorece la multiplicacion de celulas diploides 

sobre celulas endopoliploides, lo cual incremento la iniciacion de organos 

Salisbury y Ross (1994) mencionaron que el sulfato de adenina promueve la 

division celular, por ser un constituyente del ADN. 

Gautheret, citado por Murashige, (1974) menciono que en Helianthus 

tuberosum la presencia de luz puede sustituir las necesidades de giberelinas. 

Pero es conocido que con luz las giberelinas pueden inhibir la formacion de 

raices, sin embargo en oscuridad y con auxinas puede estimular enraizamiento. 
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2.9.3. Luz 

La iluminaci6n esta considerada en terminos de intensidad, longitud del 

dia y calidad, aunque en cultivo de tejido la fotosintesis no es absolutamente 

necesario, al menos en etapa 1 y 2. La luz es necesario para regular ciertos 

procesos morfogeneticos como la formaci6n de brotes, inducci6n de raices y 

embriogenesis asexual (Ueda y Torikata 1972). Torres (1989) indic6 que en 

ciertas especies es necesario la presencia de luz para iniciar el proceso de 

emaizamiento en ciertas especies. 

2.9.3.1. Intensidad de luz 

La gran variabilidad de las respuestas a la intensidad varia conforme a 

las especies y a las etapas del proceso de producci6n in vitro, en el caso de 

Asparagus, Gerbera, Saxifraga y bromelias se ha descubierto una intensidad 

optima de 1000 lux para la etapa 1 y 2, en tanto que para la etapa 3 es de 3000-

10,000 lux, las altas intensidades de luz en la etapa 3 es principalmente para 

incrementar el porcentaje de sobrevivencia en suelo (Murashige, 1974). En tanto 

que Vasil y Thorpe (1991) indicaron que generalmente las intensidades de luz, 

pueden incrementar la embriogenesis y organogenesis, sin embargo Webb 

(1994) indic6 que todas las longitudes de onda fomentan o activan la oxidaci6n 

de fenoles. 

2.9.3.2. Periodo de luz 

Las respuesta a las variaciones en la duraci6n de luz en una especie noes 

muy contrastante como el caso de la intensidad. Gautheret, citado por 
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Murashige (1974) describe como 12 h ideal para iniciar enraizamiento en 

secciones de tuberculos de Helianthus. En cambio para diferenciaci6n de rakes y 

brotes de callos en Nicotiana, el periodo del luz 6ptimo es de 16 horas usando 

una intensidad de luz de 1000 lux. Webb (1994) mencion6 que en cultivo de 

protoplasto de lechugas se requiere una incubaci6n de 11 horas de luz para 

disminuir los efectos de oxidaci6n. 

2.9.3.3. Calidad de Ia luz 

Weis y Jafre, citados por Murashige (1974) determinaron que la porci6n 

critica del espectro de la luz para la inducci6n de brotes fue la region azul, en 

cambio la luz roja (660 nm) nose observ6 ningun efecto. En contraste la luz roja 

favorece la inducci6n de raiz pero noel azul. Sin embargo el azul descompone 

el AlA, pero no el ANA (Pierik, 1990). Estas y otras observaciones realizadas 

indican que los procesos organogeneticos zn vitro son fen6menos 

fotomorfogeneticos, mas probablemente regulado por fitocromos (Murashige, 

1974). 

Las lamparas de luz fluorescentes que normalmente son utilizadas para 

las camaras de incubaci6n, emiten luz ultravioleta (2.15% ), dicha emisi6n puede 

ser nociva para las peroxidasas, rifoflavina, triptofano y tirosina. Ademas esta 

longitud de onda es obsorvida por flavonoides y quinonas en la cadena 

respiratoria y la energia es transferida al ADN, pudiendo causar dafios 

mutagenicos o alteraciones enzimaticas (Bonga y Durzan, 1985). 
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2.9.4. Temperatura 

Es importante reconocer los requerimientos de fluctuadones minimas y 

maximas diurnas y las variaciones estacionales, este ultimo es importante para 

especies que presentan dormancia. En estudios con Chondrilla juncea hechas por 

Kefford & Caso, citados por Murashige (1974) muestran que el regimen 6ptimo 

en la cual se obtuvo el mayor grado de brotes adventicios fue de 21 a 27oc 

durante el dia y 16 a 22 durante la noche. Sin embargo para la producci6n de 

brotes en callos de tabaco el mas alto fue a temperatura de 18°C en cambio a 33 

y 12oc disminuyen drasticamente (Skoog y Miller, 1967). Normalmente en 

bulbosas es a 18 °C, o una temperatura altas para especies tropicales de 28-29oc, 

Pero generalmente la temperatura ideal para crecimiento in vitro es de 3-4 oc 

mas alta que para crecimiento in vivo (Pierik, 1990). 

2.10. Cultivo in vitro de dalias 

Aunque se da por hecho la micropropagaci6n de dalia, es evidente que 

no se cuenta con un sistema de regeneraci6n in vitro que garantice una respuesta 

uniforme y favorable para la obtenci6n de un mismo genotipo (Hernandez y 

Mejia, 1994). Ya que no se ha reportado una organogenesis como consecuencias 

del efecto de algun tratamiento, en trabajos realizados por Read y 

Gavilertuatana, citados por Hernandez y Mejia (1994) mencionaron que se logr6 

unicamente callo a partir de segmentos de hoja o de flores liguladas en un 

medio MS, adicionando BAP y ANA; en cualquier caso se regeneraron 

unicamente callo. Sin embargo Hernandez y Mejia (1994) reportaron que 

lograron una desdiferenciaci6n de botones en D. pinnata, asociandolo con la 

aplicaci6n de AlA y BAP, ademas lo asociaron con la presencia de citocininas 

internas. 

27 



Actualmente la micropropagaci6n y multiplicaci6n in vitro de dalias 

comerciales es para control sanitaria, principalmente de virus (Albouy et al, 

1994); indicando que en Francia el uso de la micropropagaci6n in vitro ha 

logrado una mayor calidad en la sanidad de las plantas. Wang et al. (1988) 

mencionaron que el procedimiento de propagaci6n por medio de meristemos, 

podemos obtener dalias sanas desde planta que es conocido que esta infectada 

por DaMV o del complejo DaMV y CMV, lognindose en seis meses 

(subcultivando), una eficiencia de 81.2 hasta 100%, dependiendo de los 

cultivares. El cultivo in vitro, ademas de ser potencial para erradicaci6n de 

virus, tambien incrementa rapidamente las plantas libres de virus. 

2.10.1. Metodologias 

En los trabajos donde se han obtenidos buenos resultados en D. pinnata, 

se han utilizado meristemos apicales y axilares con un tamafio de 0.2 a 0.8 mm 

(Wang et al., 1988; Shatilo et al., 1991; Wei et al., 1991 y Hernandez y Mejia, 

1994). Aunque Hernandez y Mejia (1994) reportron un 25% de los explante, la 

obtenci6n de organogenesis partiendo de botones florales de D. pinnata. 

Para la desinfecci6n del material, primero se enjuag6 en agua corriente, 

despues se sumergi6 en alcohol por un minuto (Wang et al., 1988; Hernandez y 

Mejia, 1994); posteriormente se paso al hipoclorito de sodio al1.8 % y Tween 20, 

por 25 minutos (Hernandez y Mejia, 1994), Wang et al. (1988) mencionaron que 

esteriliz6 utilizando hipoclorito de calcio al 5% durante 15 minuto. En ambos 

casos se realiz6 tres enjuagues con agua esterilizada y en condiciones de 

asepsia; el medio utilizado fue MS con un pH desde 5.5 a 5.7, 8 g·l-1 de agar en 

caso de solidificaci6n y de 20-30 g·l-1 de sacarosa (Wang et al., 1988; Hernandez 

y Mejia, 1994). 
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En ensayos hechos por Wei et al. (1990), obtuvieron los mejores 

resultados para la proliferacion de brotes en D. pinnata (Cav) en un medio MS 

suplementado con 3 mg·l-1 de BA + 0.2 mg·l-1 de ANA+ 10 mg·l-1 de AG3 +50 

mg·l-1 de sulfato de adenina, aunque la respuesta entre las cinco variedades 

probadas varia demasiado. 

El cultivar Fatima tiene una sobrevivencia en 15 dias del 65.6 % en medio 

liquido y 44.4 % en medio solido. En el medio se le adiciono 0.5 mg·l-1 

isopenteniladenina (IPA) + 0.5 mg·l-1 de kinetina + 0.5 mg·l-1 de ANA+ 1.0 mg·l-

1 de AG3 (Wang et al., 1988), el tratamiento donde obtuvieron un mayor 

crecimiento de apices fue 0.1 mg·l-1 de AlA y sin BAP y este mismo tratamiento 

fue el mejor para enraizamiento. 

Shatilo et al. (1991) indicaron que el acido giberelico (AG3) a una 

concentracion de 4 mg·l-1 es necesario para el desarrollo de los meristemos, 

dichos explantes se obtuvieron a mediados de junio, en un medio solido. 

A las tres semanas de iniciado la brotacion de los meristemos se traspasa 

a un medio para enraizamiento, en este caso fue solidificado con Difco Bacto 

agar 8 g·l-1 y suplementado con 2 g·l-1 de carbon activado o 1 mg·l-1 de AlB+ 0.5 

mg·l-1 de ANA + 0.2 mg·l-1 de IPA, en ambos casos se obtuvieron niveles de 

enraizamiento dependiendo de los cultivares probados desde 40 hasta 92 % 

(Wang et al., 1988). Shatilo (1991) reporto los cultivares Triomphe de Paris y 

Golden Heart con gran capacidad para enraizar con la adicion de AlA y su 

contraparte sintE~tica AlB en concentraciones de 0.03 y 0.1 mg·l-1. Para Wei et al. 

(1990) los mejores resultados para enraizamiento fueron en un medio MS alSO% 

suplementado con 0.2 mg·l-1 de ANA+ 20 g·l-1 de sacarosa. Yen tres semanas 

todas los brotes formaron callas. 
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En algunos cultivares de dalias los meristemos cortados de brotes j6venes 

desarrollan mas rapido que los brotes viejos, sin embargo no influye si los 

meristemos provienen de la parte apical o basal, tampoco la epoca de corte. El 

efecto de la intensidad de luz es tambien involucrado en el desarrollo de 

meristemos, ya que con intensidades bajas no se tiene alargamiento (Wang et al., 

1988). En los apices probados por Hernandez y Mejia (1994) mencionaron que 

los apices tienen una fuerte dominancia, por lo que se obtiene un solo tallo. 

2.11. Transformaci6n genetica 

Te6ricamente con esta tecnica se puede introducir uno o mas genes 

dentro de las celulas de una planta. Existen muchas especies en donde la 

transformaci6n resulta exitoso, sin embargo una especie puede requerir de una 

metodologia propia. Podemos mencionar dos formas de obtener plantas 

transgenicas, la mediaci6n de Agrobacterium tumefaciens y la introducci6n 

mecanica de particulas del ADN. Sin embargo la mayoria de las plantas 

transgenicas se han obtenido usando de A. tumefaciens (Fisk y Dandekar, 1993). 

La producci6n de plantas transgenicas involucra dos distintos procesos. 

a) la transferencia del gen dentro de la celula y b) el desarrollo de una planta 

completa y su progenie a partir de esta celula. Este ultimo proceso involucra un 

proceso selectivo de las celulas de interes, denominado selecci6n positiva, en 

donde bajo estas condiciones unicamente se desarrollarse aquellas que tengan el 

gen foraneo. En el proceso selectivo ultimo, involucra la incorporaci6n de 

marcadores geneticos, como el gen nptii que codifica para la enzima, neomicina 

fosfotransferasa II, el cual inactiva por foforilaci6n a antibi6ticos 

aminoglic6sidos, como kanamicina, paromocina, gentamicina, etc. Sin embargo, 

el mas usado es la kanamicina, aunque puede disminuir la capacidad 

regenerativa de los callos (Wang et al., 1995). Otro marcador es la selecci6n de 

celulas transformadas con ~-glucuronidasa (GUS), en donde una citocinina 
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conjugada con un glucuronico, las celulas transformadas son las (micas con la 

capacidad de hidrolizar este conjugado y por lo tanto de liberar la citocinina 

que les permita desarrollarse in vitro (Martin, 1997). 

Por lo que respecta a los sistemas de transformacion genetica, hasta el 

momenta se han desarrollado varios, con diferentes grado de eficiencia, 

aquellos que se valen de procesos biologicos para la introduccion del ADN y 

aquellos que lo hacen por medias fisicos. Para el primer caso los vehiculos mas 

utilizados son: A. tumefaciens y A. rizogenes (Salisbury y Ross, 1994). El efecto en 

petunia por la introduccion de genes de la chalcona sintetasa (CHS), en diversas 

posiciones del genoma, produjo una gama de colores en las flares (Robinson y 

Firoozabady, 1993; Verma, 1993; Elomaa y Holton, 1994). Se reconoce que los 

flavonoides producidos a partir de la reaccion de la CHS, le sirven a la planta 

para varias funciones como la produccion de color por las antocianinas o bien 

para la proteccion contra la luz ultravioleta generada por la luz solar. Se sabe 

que otros flavonoides diferentes de las antocianinas absorben la luz ultravioleta 

(Verma, 1993). 

2.11.1. Agrobacterium tumefaciens 

A. tumefaciens es una bacteria fitopatogena aerobia Gram negativa que 

causa el trastorno conocido como "a galla de la corona", caracterizada por la 

produccion de tumores en el tejido. El mecanismo patogenico se basa en la 

transferencia de informacion genetica al genoma de la planta infectada. Esta 

informacion se localiza en un megaplasmido (± 200 Kb) llamado plasmido Ti 

(inductor de tumores), dentro del cual se encuentra una region denominada 

ADN-T (ADN transferible) que es el que se inserta y expresa en la planta. El 

resultado de esta introduccion se manifiesta en la produccion de enzimas 

involucradas en la biosintesis de auxinas, citocininas y opinas. Dentro de las 

funciones de las enzimas involucradas en estos procesos se encuentran la 
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conversion del triptofano a acido indolacetico y sintesis de citocininas. AI tener 

una sobreproducci6n de auxinas y citocininas se forma un crecimiento 

desordenado, dando origen a los tumores (Martin, 1997). 

La habilidad de la cepa bacteriana para transformar una celulas vegetal 

puesta en cocultivo, esta basado en la eficiencia del sistema de selecci6n para las 

celulas transformadas, eficiencia del sistema de cocultivo in vitro y la estabilidad 

del nuevo ADN incorporado al genoma vegetal (Dandekar, 1992). Braun, citado 

por Herrera-Estrella (1984) mencion6 que una vez inducido el tumor, no 

requiere de la presencia de la bacteria para continuar desarrollandose y puede 

ser cultivado in vitro, el cual genera sus propias hormonas y el media de cultivo 

sin reguladores de crecimiento. Herrera-Estrella (1984) mencion6 que este 

tumor tiene dos propiedades: la capacidad para crecer in vitro sin el suplemento 

de reguladores de crecimiento que normalmente se requieren y la capacidad 

para sintetizar un conjunto de nuevas metabolitos conocidos como opinas, los 

cuales no estan presentes en las celulas normales, las opinas son aminoacidos o 

derivados de azucares que pueden ser utilizados como fuentes de carbona y 

nitr6geno por la bacteria responsable de incitar el tumor. La producci6n de 

plantas morfol6gicamente normales que contengan y expresen los genes 

introducidos ha sido posible por el uso de un vehiculo natural que transfiere los 

genes como Agrobacterium spp. Dentro de la cadena de ADN de esta bacteria, 

en la zona Ti ha sido removido y reemplazado con genes quimericos para 

inducir resistencia a los antibi6ticos, lo que permite lograr una expresi6n de los 

genes modificados (Horsch et al., 1985). 

2.11.2. Metodo de Horsch et al. 

Inicialmente la transformaci6n era la derivaci6n de planta a partir de 

cultivo de protoplastos, que se sembraban conjuntamente con celulas de A. 

tumefaciens, sin embargo muchas plantas presentan muchas dificultades para la 
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viabilidad, en algunos caso para lograr una regeneraci6n en algunas especies es 

de hasta 6 meses y las plantas pueden ser mas susceptibles a mutaciones. Por lo 

anterior se ha buscado introducir los genes directamente a las celulas, 

particularmente en los tejidos de hojas, ademas las cepas especificas han sido 

modificadas es sus estructuras de la cadena genetica, con genes quimericos para 

la resistencia a la kanamicina y donde el vector (en este caso A. tumefaciens) 

contiene el gen de importancia para que se exprese alguna caracteristica en la 

planta (Horsch et al., 1985). El gen utilizado nptii codifica para la enzima 

neomicina fosfotransferasa II (NPT II) es la modificacines geneticas mas 

universalmente utilizado, esta enzima inactiva por fosforilaci6n un mimero de 

compuestos de antibi6ticos tipo aminoglucosidos, incluyendo kanamicina, 

paromomicina, gentamicina, etc. (Wang et al., 1995) 

Se han hecho las pruebas con cortes de hojas en forma de discos, 

colocandolos sobre un pedazo de papel (6 mm de diametro) y sumergido en un 

medio que previamente se le ha inoculado con la bacteria por una noche, sin luz 

e incubado a 28oC, este medio no debe ser completamente solido. Se agita las 

hojas para asegurar la infecci6n en todos los hordes, posteriormente son sacados 

y secados con papel. Se incuban en un medio para inducir brotaci6n. La edad y 

dosificaci6n de la bacteria tiene poco efecto sobre la transformaci6n; sin 

embargo se debe evitar remojar en el medio con la bacteria por mucho tiempo. 

Pasados 1 a 3 dias, los discos son transferidos a cajas de petri, con algun tipo de 

medio con reguladores de crecimiento y conteniendo carbenicilina (500 ~-tg·ml-1) 

o kanamicina (300 ~-tg·ml-1), que son antiobi6ticos que permite el desarrollo de 

las celulas que han recibido el gen foraneo que previamente se ha modificado. 

Despues de 2 a 4 semanas, los brotes desarrollados de los callos se transfiere a 

un medio adecuado para enraizar, este medio debe contener carbenicilina 

(500~-tg·ml-1) o kanamicina (100 ~-tg·ml-1) (Horsch et al., 1985). 
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3 MATERIALES Y METODOS 

3.1. Lugar donde se realiz6 Ia investigaci6n 

El establecimiento del sistema de regeneraci6n se realiz6 en el 

Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de Fitotecnia, U.A.Ch. y la 

inoculaci6n con la cepa de Agrobacterium tumefacciens fue en el CINVESTA V­

Irapuato. 

3.2. Material vegetal 

Debido a la diferencia entre las dos especies, se menciona el 

procedimiento para la obtenci6n del material vegetal de cada una. 

Dahlia imperialis/ que se caracteriza por no formar tuberculos, 

simplemente un engrosamiento del cuello de la raiz, estructura que es suficiente 

para que se tenga brotaci6n cuando las condiciones de humedad y temperaturas 

sean adecuadas. Sin embargo, esta especie produce semillas, se colocaron las 

semillas en charolas de unicel, en un sustrato de tierra con "pitmoss". bajo 

condiciones de invemaderos, en el area de Fisiologia del Departamento de 

Fitotecnia, a inicio de febrero de 1997. A los dos meses se transplantaron a un 

lote del Campo Experimental. 

En las evaluaciones del grado de desarrollo, el cual comprende plantas 

j6venes y maduras, para el primer caso se estableci6 los semilleros dos meses 

antes de establecer el ensayo, para tener las plantulas de un tamafio de 20 em. 
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Para Dahlia. excelsa/ se utilizaron tuberculos, ya que esta especie si las 

produce contrario ala especie anterior y son de gran tamafto. Puede presentar 

tres formas de flores en la misma planta, pero no produce semillas en ninguna 

de estas formas. Dado el fen6meno anterior los tuberculos se plantaron a finales 

de febrero de 1997, mes en la que inician su brotaci6n. Se ubicaron en un lote 

anexo ala especie anterior. 

En esta especie tambien se evalu6 el grado de desarrollo, los caules 

fueron plantas j6venes y maduras. Como se mencion6 anteriormente no 

produce semilla, tinicamente se realiz6 una poda severa a las plantas para tener 

una brotaci6n, para evaluar brotes j6venes, actividad que se realiz6 4 semanas 

antes de su utilizaci6n. 

Para evitar el periodo de heladas invernales 1997-1998, y por la 

susceptibilidad de estos materiales, se podaron 10 ejemplares de las dos especie 

y se trasladaron en el mes de noviembre a invernaderos de cristal para evitar 

daftos por los cambios bruscos de temperatura. En ambas especies se present6la 

brotaci6n de yemas basales sin diferenciaci6n a floraci6n, aun cuando en am bas 

especies estaban en plena floraci6n, por los fotoperiodos cortos propios de esta 

temporada. La inducci6n de las yemas fue notoria a las 4 semanas de la poda y 

principalmente del cuello y en el punto de corte o poda del tallo. 

3.3. Establecimiento del sistema de regeneraci6n 

Para establecer el sistema de regeneraci6n in vitro de estas dalias, se 

inici6 probando en medio MS (Murashige y Skoog), el cual se ha notado 

efectividad para la regeneraci6n de dalias comerciales (D. variabilis Cav) 

(Hernandez y Mejia, 1994). A este medio se le adicion6 100 mg·l-1 de inositol, 1 

mg·l-1 de tiamina, 30 g·l-1 de sacarosa, ajustando el pH a 5.6±0.1, y las pruebas 
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con medio liquido se utilizo puente de papel. La solidificacion con agar 8 g-l-1 y 

la esterilizacion fue en autoclave a una libra de presion a 120 °C por 15 minutos, 

cuando se requirio de la utilizacion de antibioticos y AG3 se esterilizo con 

membrana millipore de 0.2 !J.m, el cual posteriormente se explicanl.. Las 

condiciones de incubacion fueron de un fotoperiodo de 16 h luz, a 27±2 °C y una 

intensidad de 1200 lux. Se efectuaron diferentes modificaciones en los 

componentes del medio de cultivo, tanto en sales inorganicas, sustancias 

organicas y complejos naturales, las cuales se indican en los apartados 

correspondientes. 

Se iniciaron los primeros ensayos en el mes de agosto de 1997, con la 

utilizacion de explantes como tallo, peciolo, hoja, yemas laterales y apices. Para 

octubre, mes en el cual presentan los botones florales, se evaluaron dichas 

estructuras en ambas especies. Las actividades realizadas se representan en la 

Figura 1. 

3.3.1. Manejo del material 

Se aplicaron en ambas especies, en campo, en el mes de junio y julio, 

Cuprimicin 500 a 0.5 g·l-1, Benlate 1.0 g·l-1 y Tamaron 0.5 ml-1-1 para reducir los 

problemas de plagas y enfermedades. Ademas se fertilizo con Triple 17, cada 2 

meses. La obtencion del material para explantes fue de las zonas apicales. 

3.3.2. Desinfeccion del material 

Todo el material a utilizar, se desinfecto de la siguiente manera, un 

enjuague en agua corriente con jabon por 5 minutos para la eliminacion del 

polvo y j o insectos o acaros. Posteriormente se sumergio en alcohol al 70% por 

menos de un minuto, inmediatamente se paso el material a una solucion de 
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hipoclorito de sodio comercial equivalente al 1.5% de ingrediente activo, se 

coloc6 en la camara de flujo laminar por 20 minutos, posteriormente tres 

enjuagues con agua deionizada y esterilizada en condiciones asepticas. 

En evaluaciones posteriores se prob6 el efecto de la disminuci6n tanto el 

tiempo de enjuague con agua y jab6n, como a la exposici6n en la soluci6n con 

cloro, con la finalidad de reducir los dafios por hiperhidrataci6n de los tejidos, 

en este caso se tom6 el material en condiciones de invernadero. 

II Planta en campo o invemadero 
II 

. I 
I Obtenci6n de explante I 

I 
Obtenci6n de callo o 21 dias 

brote de yema 

Subcultivo de callo, con Subcultivo del brote para 
regula do res de crecimiento fonnaci6n de raices 
para obtener organogenesis 

I 20 dias 
40 dias de incubaci6n 
de callos 

I 
Obtenci6n de organogenesis. sin que sea 

Aclimataci6n en microtunel resultado de los tratamientos aplicados y en 
en invernadero 

porcentaje muy bajo. 20 dias 

Figura 1. Actividades realizadas para establecer el sistema de 
regeneraci6n en Dahlia excelsa y Dahlia imperialis. Chapingo, 
Mex. 1997-98. 
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3.3.3. Evaluaciones 

Todas las evaluaciones estaban relacionadas con la busqueda de una 

metodologia para la propagaci6n eficiente de estas especies y en donde cada 

evaluaci6n corresponde a un requerimiento o busqueda de una mejor respuesta 

que nos condujera a cumplir los objetivos de la regeneraci6n. Los resultados 

obtenidos de un ensayo eran retomadas para plantear un posterior y buscando 

mejorar el sistema de propagaci6n. Tambi€m se determin6 los explantes mas 

adecuados y descartando otros por su respuesta viabilidad y respuestas. 

Los primeros ensayos se realizaron en el mes de agosto de 1997, sin 

embargo continuaron por todo el periodo invernal, dado que se obtuvo el 

material vegetal bajo condiciones de invernadero. 

3.3.3.1. Prueba de explantes 

Se sembr6 en un medio MS basico para determinar el comportamiento de 

los diferentes explantes, el grado de oxidaci6n y como afecta el tamafto de un 

explantes. Se someti6 a evaluaci6n los explantes presentes, tallo, hoja, yemas 

laterales, yemas apicales y peciolo de las dos especies. 

D. excelsa 

T1: tallo (tamafto fue de 0.5 a 0.8 cm2 y cortados a la mitad). 
T2: hojas (tamafio desde 0.5 a 1.0 cm2). 

T3: yemas laterales. 
T4: apices (de menos de 1.0 em). 
T5: peciolos (de 1.0 a 1.5 em de longitud). 

D. imperialis 

T1: tallo (tamafio fue de 0.5 a 0.8 cm2 y cortados a la mitad). 
T2: hojas (tamafto desde 0.5 a 1.0 cm2). 

T3: yemas laterales. 
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T4: apices (de menos de 1.0 em). 
T5: peciolos (de 1 a 1.5 em de longitud). 

Para evaluar, se denomin6 como unidad experimental a un tubo de 

ensayecon un explante y cada tipo de explante se consider6 un tratamiento, se 

evaluaron 10 repeticiones en cada tratamiento. El parametro de medici6n 

establecido, fue que un tejido se consider6 oxidado cuando present6 mas del 

50% del total oxidado. 

3.3.3.2. Prueba de antioxidantes 

Debido al nivel de oxidaci6n presentada en los tejidos, probados en el 

ensayo anterior fue necesario probar algunos tratamientos para reducir su 

presencia. Se utilizaron antioxidantes, las cuales fueron una combinaci6n de 75 

mg·l-1 de acido dtrico, 50 mg·l-1 de acido asc6rbico y 25 mg·l-1 de L-cisteina, 

ademas de los enjuague empleado, con el objetivo de remover fenoles y taninos 

que causan el oscurecimiento de los tejidos u oxidaci6n. 

Tanto para D. excelsa, como D. imperialis se evaluaron los diferentes 

tipos de explantes (factor A), tallo, hoja, yemas laterales, yemas apicales y 

peciolo. Y las tecnicas para reducir la oxidaci6n (factor B). La combinaci6n del 

factor A y B, da un total de 20 combinaciones o tratamiento y en cada 

tratamiento con 10 repeticiones, que a continuaci6n se representan en el cuadro 

1. 

Factor (A) 

T1: Remojar en agua corriente por 12 horas y con antioxidantes en el medio. 

T2: Remojar en agua con antioxidante por 6 horas. 

T3: medio con carbon activado 10 g·l-1. 

T4: Medio liquido. 
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Factor (B): Tallo, apice, yemas laterales, peciolo y hoja. 

Cuadro 1. Combinaciones del factor A y B, para determinar el efecto de 
los metodos y los tipos de explantes sobre la oxidacion, en Dahlia 

. F D hF i Ch M ' 1997 1mpena 1sy a 1a excesa. apmgo, ex. 
T1 + tallo T1 +apices T1 + yemas laterales T1 + peciolo T1 + hoja 

T2 + tallo T2 +apices T2 + yemas laterales T2 + peciolo T2 + hoja 

T3 + tallo T3 +apices T3 + yemas laterales T3 + peciolo T3 + hoja 

T4 + tallo T4 +apices T4 + yemas laterales T4 + peciolo T4 + hoja 

Del ensayo anterior, fue necesario probar algunas variantes de los 

tratamientos, debido a los resultados obtenidos. Se evaluaron los mismos 

explantes, con combinaciones de sales y carbon activado. 

T1: sales al100% 

T2: sales alSO% 

T3: sales al100% +carbon activado 10 g·P. 

T4: sales alSO% +carbon activado 10 g·P. 

Similar para el caso anterior, se hace una combinaci6n entre las variantes 

para el control de oxidacion y el tipo de explante, resultando 20 combinaciones 

(cuadro 2) y cada combinacion con 10 repeticiones. 

Cuadro 2. Combinaciones de las tecnicas para reducir la presencia 
de oxidacion y los tipos de tejidos de Dahlia imperialis y 
D. hF i Ch M' 1997 a 1a excesa. ae_mgo, ex. 

T1 tallo T1 apices T1 yemas laterales T1 peciolo T1 hoja 

T2 tallo T2 apices T2 yemas laterales T2 peciolo T2 hoja 

T3 tallo T3 apices T3 yemas laterales T3 peciolo T3 hoja 

T4 tallo T4 apices T4 yemas laterales T4 peciolo T4 hoja 
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En cada tipo de explante, se evaluaron el nivel de oxidaci6n y el tiempo 

en presentarse. Tambien se observ6 la presencia de callo en hoja, tallo y peciolo. 

En yemas se evalu6 si present6 crecimiento. En el caso del nivel de oxidaci6n se 

utilizaron los siguientes niveles para determinar la severidad y fueron los 

siguientes: 0= < 10%, 1= 210 < 30%, 2= 230 <60%, 3= 260 <90% y 4= 290%, la 

ultima escala se consider6 un tejido con 90% de oxidaci6n, como tejido muerto. 

El disefio experimental para este ensayo fue completamente al azar con 

dos factores, para hacer comparaciones y determinar el tipo de explante que 

presenta los niveles mas altos y e que tratamientos disminuyen. Los datos de 

oxidaci6n se analizaron con el metodo no parametrico de kruskal-Wallis, dicho 

amilisis de varianzas fue sobre la escala arbitraria. 

3.3.3.3. Prueba de citocininas 

En este caso se someti6 a evaluaci6n tallos y hoja, el objetivo de este 

ensayo fue buscar la formaci6n de callos compactos y luego la morfogenesis. Se 

utiliz6 un medio MS, con la adici6n de citocininas; BA (10.0, 3.0, 1.0, 0.3, 0.1 y 

0.0 mg·l-1), kinetina (10.0, 3.0, 1.0, 0.3, 0.1 y 0.0 mg·l-1), 2-ip (10.0, 3.0, 1.0, 0.3, 0.1 

y 0.0 mg·P) y el testigo. Para este ensayo se evalu6 unicamente D. imperialis 

Cuadro 3. Tratamientos para determinar el efecto de citocininas en tallos 
y hojas de Dahlia imperialis y Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 
1997. 

Tallo Hoja 
BA Kinetin a 2-ip BA Kinetin a 2-ip 

10.0 mg·l-1 10.0 mg·l-1 10.0 mg·l-1 10.0 mg·P 10.0 mg·l-1 10.0 mg·l-1 

3.0 mg·l-1 3.0 mg·l-1 3.0 mg·l-1 3.0mg·P 3.0 mg·l-1 3.0 mg·l-1 

1.0 mg·l-1 1.0mg·P 1.0 mg·l-1 1.0 mg·l-1 1.0 mg·l-1 1.0 mg·l-1 

0.3 mg·l-1 0.3mg·P 0.3 mg·l-1 0.3 mg·l-1 0.3 mg·l-1 0.3 mg·l-1 

0.1 mg·l-1 0.1 mg·l-1 0.1 mg·l-1 0.1 mg·l-1 0.1 mg·l-1 0.1 mg·l-1 

0.0 mg-1-1 0.0 mg·l-1 
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En este caso se utilizo un disefio experimental completamente al azar con 

dos factores (citocininas y tipo de tejido), en donde resulta 32 tratamientos, con 

10 repeticiones en por tratamiento. En este caso se evaluo Ia formacion de callo 

en un lapso de 30 dias, asi como el porcentaje de oxidacion. Las mediciones 

fueron hechas, considerando un panimetro arbitrario establecido, en tallo fue 

para crecimiento de callo, en donde 0= nulo, 1 = poco, 2= mediano, 3= grande y 

4= muy grande. Y para hoja se evaluo Ia formacion de callo, Ia escala dentro del 

panimetro fue: 1 = nula, 2= pequefia, 3= mediana y 4=grande. Por utilizar 

valores cualitativos, los datos, en ambos casos se analizaron con el metodo no 

parametrico de kruskal-Wallis, dicho amilisis de varianzas fue sobre los datos 

de Ia escala establecida en las variables. 

3.3.3.4. Prueba con estructuras florales 

Para este ensayo se requirio de botones florales los cuales se presentan en 

los meses de octubre y noviembre, en donde se probo Ia posibilidad de formar 

callo ( desdiferenciacion) y I o organogenesis I em briogenesis partiendo de ligulas 

y botones florales. Para la siembra de ligulas se utilizaron botones que 

empezaban a mostrar color (a punto de abrir) en cambio para botones florales 

estaban completamente cerrados y compactos, tanto enteros como partidos ala 

mitad. Dado los niveles de oxidaciones obtenidos hasta ahora en los tejidos, se 

adiciono carbon activado (10.0 mg·l-1) y antioxidantes (100 mg·l-1 de acido 

citrico, 75 mg·l-1 de acido ascorbico y 50 mg·l-1 de L-cisteina) para contrarrestar 

la oxidacion, ademas se agrego 1.0 mg·l-1 de BA, por los resultados obtenidos 

del ensayo de citocininas, para favorecer Ia division celular y por tanto la 

formacion del callo. 

Debido a los diferentes tipos de flor en D. excelsa/ se utilizo flor ligulada 

y tubuligulada, por lo tanto, los explantes para esta especie fueron: D. excelsa, 
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botones florales (BF), ligula (L) y tubuligula (TU). Para D. imperialis/ como 

unicamente presenta flor ligulada, por lo que los explantes fueron ligula (L) y 

botones florales (BF). El tamafio de ligula en ambos casos fue de 2.0 a 2.5 em. En 

tanto que para tubuligula fue de 1.5 a 2.0 em., en ambas especies representado 

en el cuadro 4. 

Cuadro 4. Tratamientos para determinar la presencia de 
desdiferenciacion en estructuras florales y efecto de agentes 
antioxidativos en Dahlia imperialis y Dahlia excelsa. 
Chapingo, Mex. 1997. 

Tl: D. imperialis + antiox. BF 
T2: D. imperialis + carbon BF 
T3: D. imperialis + antiox. L 
T4: D. imperialis+ carbon L 

Tl: D. excelsa + antiox. BF 
T2: D. excelsa +carbon BF 
T3: D. excelsa + antiox. L 
T 4: D. excelsa +carbon L 
TS: D. excelsa + antiox. TU 
T6: D. excelsa +carbon TU 

BF= botones florales; L= ligula; TU= tubuligula. 

El disefio utilizado en este ensayo fue completamente al azar con 6 

tratamientos D. excelsa y 4 para D. imperialis. En todos los casos con 10 

repeticiones. Las variables respuestas evaluadas fue progreso de la oxidacion y 

formacion de callo. 

3.3.3.5. Pruebas de hojas en diferentes etapas de desarrollo 

Este ensayo se realizo en enero de 1998 y los explantes utilizado fueron 

obtenidos bajo condiciones de invernadero como se explico anteriormente. El 

objetivo era conocer si existe alguna diferencia en cuanto a la capacidad de 

desdiferenciacion de las hojas hacia callos, influenciado por el estado de 

desarrollo de la planta. 

Se sembraron de ambas especies dos tipos de hojas; procedentes de 

plantas maduras y de plantas jovenes (D. excelsa/ brotes reciente yD. imperialis 
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de pl<intulas), El medio utilizado fue MS, con Ia adicion en cada explante de 

carbon activado (10 mg·P) o antioxidantes (100 mg·l-1 de acido citrico, 75 mg·l-1 

de acido ascorbico y 50 mg·l-1 de L-cisteina), para reducir Ia oxidacion y 1 mg·l-1 

de BA en todos los casos para promover la formacion de callo, los tratamientos 

se reportan en el cuadro 5. 

Cuadro 5. Tratamientos evaluados, para conocer Ia influencia del nivel 
de desarrollo para Ia desdiferenciacion y oxidacion en hojas de 
Dahlia imperialisy Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 1998. 

Especie Explante Control de oxidacion 
T1: D. excelsa + madura + carbon 
T2: D. excel sa + mad ura + antioxidantes 
T3: D. excelsa + jovenes + 
T4: D. excelsa + jovenes + 
T5: D. imperialis + madura 
T6: D. imperialis + madura 
T7: D. imperialis + plantulas 
T8: D. imperialis + plantulas 

carbon 
antioxidantes 
+ carbon 
+ antioxidantes 
+ carbon 
+ antioxidantes 

Todos los tratamientos fueron con 10 repeticiones. Se evaluo el nivel de 

oxidacion y el tiempo en formarse el callo, asi como su tamafto. El disefto 

experimental fue completamente al azar y analizado sobre los rangos del nivel 

de oxidacion, los cuales fueron: 0= < 10%, 1= :2-:10 < 30%, 2= :2-:30 <60%, 3= :2-:60 

<90% y 4= :2-:90%. En cambio para Ia formacion de callo se utilizo Ia escala 

O=nulo, 1=pequefto, 2=medio y 3=grande. 

3.3.3.6. Incremento del nivel de antioxidantes y disminuci6n del tiempo 

de desinfeccion 

Este ensayo se realizo por los altos niveles de oxidacion reportados hasta 

ahora en los ensayos realizados, principalmente en hojas y yemas. La presencia 

del fenomeno de oxidacion, esta influenciado por factores que producen estres 

como la deshidratacion e hiperhidratacion, este ultimo se presento durante Ia 

44 



desinfecci6n cuando el tejido esta en contacto con el agua, por lo cual se decidi6 

reducir el tiempo a Ia exposici6n al agua. 

Para contrarrestar un posible incremento de los niveles de 

contaminaci6n, se aplic6 Cuprimicin 500 a una concentraci6n de 0.5 gr·l-1 

semanalmente en las plantas ubicadas en el invernadero antes mencionado. 

En este ensayo se redujo el tiempo de exposici6n del tejido a Ia soluci6n 

con cloro a 10 minuto, sin embargo Ia concentraci6n del cloro activo fue de 

2.5%, con 4 enjuagues con agua desionizada y esterilizada, en condiciones 

asepticas. El medio MS se le adicion6 antioxidantes, en las cantidades 

siguientes: 100 mg·l-1 de L-cisteina, 150 m g·l-1 de acido citrico + 150 mg-l-1 de 

acido asc6rbico. Los explantes probados fueron yemas laterales y hojas de 

partes recien brotadas. 

Cuadro 6. Tratamientos para evaluar altos niveles de 
antioxidantes en yemas y hojas de Dahlia imperialis 
y Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 1998 
Especie Explante Control de oxid. 

T1: D. excelsa + 
T2: D. excelsa + 
T3: D. excelsa + 
T4: D. excelsa + 
T1: D. imperialis 
T2: D. imperialis 
T3: D. imperialis 
T4: D. imperialis 

yemas + 
yemas + 
hojas + 
hojas + 
+ yemas 
+ yemas 
+ hojas + 
+ hojas + 

sin antioxidante 
antioxidante 

sin antioxidante 
antioxidante 

+ sin antioxidante 
+ antioxidante 
sin antioxidante 
antioxidante 

Las variables a evaluar en cada una de las dos especies fue el nivel y 

porcentaje de oxidaci6n, asi como el porcentaje de contaminaci6n en cada 

explante. Para hojas se evalu6 la inducci6n de callo y en yemas su crecimiento. 

El disefto experimental considerado para esta evaluaci6n fue en completamente 

al azar con 10 repeticiones de cada tratamiento. 
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3.3.3.7. Efecto de BAy AlB 

Se evaluaron yemas laterales y formaci6n de calla en hojas. Los calla se 

obtuvieron de los ensayos anteriores, en la cual solamente se realiz6 un 

subcultivo. Dicho media para calla se adicion6 BA para promover la division 

celular. 

Las mediciones hechas en este ensayo fueron para conocer la influencia 

de AlB y posible interacci6n con BA para la inducci6n de morfogenica y su 

efecto sabre el crecimiento de brotes laterales. Las respuestas evaluadas fueron 

crecimiento de yema y crecimiento de calla y la respuesta organogenica. En este 

caso se utilizaron 16 repeticiones de cada tratamiento y el dise:fio experimental 

fue completamente al azar. 

Cuadra 7. Tratamientos para determinar el efecto de la presencia de 
citocininas (BA) y auxinas (AlB), en yemas y callas de Dahlia 
imperialis y Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 1998 

T1 D. excelsa calla Sales 50%, BA 3.0 mg·l-1, AlB 0 3 mg·l-1 

T2 D. excelsa callo Sales 50%, BA 3.0 mg·J-1, AlB 3.0 mg·l-1 

T3 D. excelsa calla Sales 100%, BA 3.0 mg·l-1, AlB 0.3 mg·l-1 

T4 D. excelsa calla Sales 100%, BA 3.0 mg·l-1, AlB 3.0 mg·l-1 

T5 D. imperialis calla Sales 50%, BA 3.0 mg·l-1, AlB 0.3 mg·l-1 

T6 D. imperialis calla Sales 50%, BA 3.0 mg-J-1, AlB 3.0 mg-1-1 

T7 D. imperialis calla Sales 100%, BA 3.0 mg-J-1, AlB 0.3 mg-1·1 

T8 D. imperialis calla Sales 100%, BA 3.0 mg-J-1, AlB 0 .. 3 mg-1·1 

T1 D. excelsa yemas Sales 50%, AlB 0 3.0 mg-1·1 

T2 D. excelsa yemas Sales 50% 
T3 D. excelsa yemas Sales 100%, AlB 0.3 mg-1·1 

T4 D. excelsa yemas Sales 100% 
T5 D. imperialis yemas Sales 50%, AlB 0.3 mg-1·1 

T6 D. imperialis yemas Sales 50% 
T7 D. imperialis yemas Sales 100%, AlB 0.3 mg-1·1 

T8 D. imperialis yemas Sales 100% 
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3.3.3.8. Pruebas de AG3 y Sulfato de adenina 

Los objetivos y variantes de este ensayo se explican por separado (inciso 

a y b), para los callos, el objetivo era determinar la posible organogenesis, 

considerando que el AG3 es termolabil y que puede perder hasta un 90% sus 

propiedades con una esterilizaci6n con calor, fue necesario esterilizar con un 

filtro de membranas millipore de 0.2 J.lm como se detalla mas adelante. Para las 

yemas laterales la esterilizaci6n del medio fue con autoclave como en las 

anteriores. 

a). Prueba con callo. Para el caso de callos, el objetivo era determinar la 

posible organogenesis con la aplicaciones del acido giberelico (AG3: 5.0 y 10.0 

mg·l-1) y sulfato de adenina (25.0 y 50.0 mg·l-1) mas el testigo, los callos 

evaluados fueron a partir de hojas y tornados de ensayos anteriores. Este ensayo 

se llev6 acabo para las dos especies. Los tratamientos utilizado fueron: 

Cuadro 8. Tratamientos para evaluar la influencia de AG3 y sulfato 
de adenina sobre la organogenesis en callos de Dahlia excelsa 
y Dahlia inmperialis. Chapingo, Mex. 1989. 

Especie AG3 Sulfate de Especie AG3 Sulfate de 
(mg·l-1) adenina (mg·l-1) (mg·l-1) adenina 

(mg·l-1) (mg·l-1) 
1: D. imperialis Testige 1: D. excelsa testige 
2: II 0.0 25.0 2: II 0.0 25.0 
3: II 0.0 50.0 3: II 0.0 50.0 
4: II 5.0 0.0 4: II 5.0 0.0 
5: II 5.0 25.0 5: II 5.0 25.0 
6: II 5.0 50.0 6: II 5.0 50.0 
7: II 10.0 0.0 7: II 10.0 0.0 
8: II 10.0 25.0 8: II 10.0 25.0 
9: II 10.0 50.0 9: II 10.0 50.0 

En este ensayo se utiliz6 frascos tipo gerber por el tamafio del callo y 

forma de preparaci6n del medio, en cada frasco se deposito 15 ml de medio de 

cultivo. El disefio experimental para este ensayo fue completamente al azar con 
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diferentes numero de repeticiones, en cada frasco fue colocado dos o tres callos 

dependiendo del tamafto, cada callo es considerado una repetici6n y fueron 4 

frascos por tratamiento. La variable respuesta fue la presencia de organogenesis 

con la formaci6n de brotes vegetativos y I o radicales. 

Esterilizaci6n con filtro millipore. Se esteriliza el medio en un matraz 

Erlenmeyer, cubriendo la boca con papel aluminio, sin haber agregado el AG3. 

Se agrega el AG3 con el filtro en ambiente esteril proporcionado por una 

campana de flujo laminar, se mezcla bien y vada a los frascos o cajas 

esterilizadas que normalmente son de boca ancha para facilitar el vaciado y 

evitar la solidificaci6n. 

b). Yemas. El objetivo de este ensayo fue determinar si existe algun 

efecto del AG3 y I o sulfa to de adenina en el crecimiento de brotes. El medio de 

cultivo utilizado fue MS, adicionado con BA 3.0 mg·l-1. Se evaluaron ambas 

especies y los tratamientos fueron: 

Cuadro 9. Influencia de sulfato de adenina y AG3, sobre el crecimiento de 
yemas laterales en Dahlia imperialis y Dahlia excelsa. Chapingo, 
Mex. 1998. 

1: D. imperialis + Sulfato de adenina 50 mg-1·1 y AG3 3.0 mg-1·1 

2: D. imperialis ---------
3: D. excelsa + Sulfato de adenina 50 mg-1·1 y AG3 3.0 mg-1·1 

4: D. excelsa 

Cada tratamiento fue con 16 repeticiones y el disefto experimental fue 

completamente al azar, las variables respuestas que se tomaron fue el tamafto y 

numero de brotes a partir de la yema lateral. Se evaluaron en ambas especies. 
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3.3.3.9. Tratamiento para enraizamiento 

Una vez obtenidos las respuestas del efecto de AlB y AG3, sobre los 

brotes, se llevo acabo el tratamiento para la induccion de rakes. Los 

tratamientos evaluados tanto para D. excelsa como para D. imperialis/ son las 

siguientes: 

Cuadro 10. Tratamientos para inducir enraizamiento en brotes Dahlia. 
imperialis y Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 1998. 

T1: 
T2: 
T3: 
T4: 
TS: 
T6: 
T7: 
T8: 
T9: 
T10: 
Tll: 
T12: 

sales alSO%, O.S mg·l-1 AlA 
sales alSO%, 0.2 mg·l-1 AlA 
sales alSO% 
sales alSO%, 1.0 mg·l-1 AlB, 1.0 mg·l-1 BA, sin carbon 
sales alSO%, 0.1 mg·l-1 ANA 
sales alSO%, 0.5 mg·l-1 ANA 
sales al 100%, carbon activado 
sales al100%, sin carbon activado 
sales alSO%, con carbon activado 

sales alSO%, 1.0 mg·l-1 BA, 1.0 mg·l-1 AlB, con carbon activado 
sales al100%, O.S mg·l-1 AlA 
sales al100%, 1.0 mg·l-1 AlA 

El disefio experimental fue completamente al azar con 20 repeticiones en 

cada tratamiento, la variable repuesta fue el numero y longitud de raiz, asi 

como presencia de callo en la base. 

3.4. Aplicacion de Agrobacterium tumefaciens 

La bacteria empleada fue A. tumefaciens/ la cepa especifica utilizada fue 

pTicS8, con marcador genetico NPTII, el cual se obtuvo del cepario del 

CINVESTAV-Irapuato, las particularidades de su manejo son consideradas en el 

apartado correspondiente. 
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Esta fase se realiz6 en el mes de agosto de 1998 y todo el proceso fue 

realizado en las instalaciones del CINVESTA V de Irapuato. En este ensayo se 

utilizaron hojas de plantas j6venes, los cuales se sembraron en los invernaderos 

antes mencionados en el mes de junio de 1998. La metodologia de inoculaci6n 

con A. tumefaciens fue con el metodo de Horsch et al. , ya que es la mcis 

adecuada para este tipo de tejido (Dra. Alba E. Jofre y Garfias: comunicaci6n 

personal). En esta fase se realizaron diferentes actividades, como lo representa 

el siguiente cuadro: 

Para conocer el grado de infectabilidad y / o la agresividad de esta cepa 

en un tejido especifico, fue sometida a una prueba ex vitro, Hamada prueba 

oncogenica, la cual se explicani mas adelante. 

Cuadro 11. Actividades realizadas para evaluar el efecto de 
la cepa de Agrobacterium tumefaciens in vitro y ex vitro, 
en tejido de dalia arborescentes CINVESTAP­
Irapuato, Mex. 1998. 
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3.4.1. Cepa bacteriana 

La bacteria empleada fue Agrobacterium tumefaciens/ la cepa especifica 

utilizada fue pTic58, con marcador genetico NPTII, el cual se obtuvo del cepario 

del CINVESTAV-Irapuato, las particularidades de su manejo son consideradas 

en el apartado correspondiente. 

3.4.2. Preparaci6n de medio para la cepa de A. tumefaciens 

Primero se prepara el medio de cultivo para la cepa, el cual es un medio 

liquido denominado YEB (Yeast Extract B). Para garantizar la pureza de la cepa 

a utilizar, fue necesario aplicar un agente selectivo, en este caso un antibi6tico 

(rifampicina), que se agreg6 5 JliD por cada 5 ml de medio, la aplicaci6n fue con 

una jeringa, sin la utilizaci6n de filtro porque el antibi6tico se comercializa en 

frascos sellados y esterilizados, (micamente se utiliz6 una jeringa esteril y en 

ambiente aseptico. 

Despues de la inoculaci6n, se incub6 por 24 horas a una temperatura de 

28 °C, con agitaci6n orbital y en condiciones de oscuridad. 

Cuadro 12. Medio de cultivo especifico YEB (Yeast Extract B) para 
Agrobacterium tumefaciens. CINVESTAP-Irapuato, Gto. 1989. 

Estracto de carne 5.0 g·l-1 

Estracto de levadura 1.0 g·l-1 

Bacto peptona 5.0 g·l-1. 
Sacarosa 5.0 g·l-1 

Ajustar el pH a 7.2 con NaOH. 
MgS04·7HzO (1M) 2.0 ml 
Agar 18.0 g·l-1 

La concentraci6n de la bacteria en el medio YEB fue aproximado, pero 

uniforme ya que se inocul6 una vez con el asa bacteriol6gico. Pasadas las 24 
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horas de incubaci6n, de este medio se tom6 con una jeringa esteril 0.5 ml para la 

inoculaci6n a las hojas o cocultivo y 0.5 ml para la prueba oncogenica, cada uno 

se disolvieron en 2 ml de agua esteril y desionizada. 

3.4.3. Inoculaciones in vitro y ex vitro 

i) Prueba oncogenica. De las plantulas llevadas de Chapingo a 

Irapuato, se tomaron 10, de las cuales 9 fueron inoculadas con la bacteria, tanto 

en hojas como en tallo, la bacteria fue la misma que se obtuvo anteriormente, 

junto con el testigo se incub6 a 25°C y con un fotoperiodo de 15 horas. En este 

ensayo se evalu6 la formaci6n tumor en hojas o tallo, asi como las reacciones de 

hipersensibilidad en un lapso de 4 semanas. La inoculaci6n no se requiri6 de 

condiciones esteriles, ya que las plantas inoculadas estan en un sustrato no 

completamente esteril. 

ii) Cocultivo 

•Proceso de desinfecci6n del material vegetal para el cocultivo 

Desinfecci6n del material (hojas) 

-1 a Con alcohol al 70% por un minuto, despues en cloro al 1% por 10 minuto, 

seguido por tres enjuagues en condiciones asepticas con agua deionizada y 

esterilizada. 

-2a HgCh al 0.2%, por 10 min. al vado, utilizando mascarilla (para evitar aspirar 

el olor por ser cancerigeno ), posteriormente en condiciones aseptic as se enjuag6 

5 veces con agua deionizada y esterilizada 

Cocultivo. E1 objetivo de esta etapa fue infectar las hojas y permitir la 

inserci6n de un gen contenido en esta bacteria, se utilizaron el primer (sencillo) 

y segundo (trifoliadas) par de hojas. El ensayo se realiz6 en un medio MS sin 
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antibi6tico (Claforan®=cefatoxima). El procedimiento para la inoculaci6n fue en 

condiciones asepticas, en donde del medio preparado en el inciso a, se pinch6 la 

hoja (previamente desinfectada) poniendo en contacto la bacteria con el tejidos; 

el pinchado de hojas, es una por una e inmediatamente fue depositado en la caja 

de petri conteniendo el medio y se incub6 por 24 horas a 25°C. 

3.4.4. Siembra y efecto de A. tumefaciens 

Dada las caracteristicas que confiere la bacteria a los tejidos, el medio, 

para observar las reacciones, debe ser sin hormonas. Para el traspaso de los 

tejidos infectados se utiliz6 un medio basico MS con las sales al 100%, en donde 

se le adicion6 un antibi6tico (Claforan®) 500 mg·l-1 en condiciones esteriles. Este 

antibi6tico elimina a la bacteria, pero la informacion genetica se implant6, como 

se mencion6 anteriormente A. tumefaciens es solo un vehiculo de transporte. E1 

cambio de un nuevo medio se realiz6 en 30 dias o si la bacteria empezaban a 

formar colonias. En el nuevo medio se adicionaba la misma concentraci6n de 

Claforan® para la eliminaci6n definitiva de la bacteria. Las condiciones de 

incubaci6n fueron en la sala correspondiente a 25°C, con 1300 lux por 16 horas. 

En este caso se evalu6 la apariencia de los tejidos como; amarillamiento, 

necrosamiento, formaci6n de callo, raiz o brote. Los ensayos fueron con 20 

repeticiones. Se emplean tinicamente hojas, sin embargo fueron en plantulas, en 

hoja sencilla y trifoliada. 
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IV RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 Observaciones generales 

Por los altos indices de contaminaci6n presentada en los diferentes 

ensayos, principalmente de explantes obtenidos en campo, noes recomendable 

obtener material vegetal bajo estas condiciones. Se observ6 principalmente 

colonias de bacteria en los medias de cultivo, en proporci6n mayor en yemas y 

apices, lo cual puede estar asociado con una contaminaci6n de bacteria 

sistemica, con el que sin una aplicaci6n adecuada de un bactericida, los niveles 

son altos. El traspaso de las plantas de campo a condiciones de invernaderos, 

redujo los niveles de contaminaci6n, lo que indica que no existen condiciones 

ideales de diseminaci6n como el polvo, lluvias e insectos, ademas el control 

fitosanitario en estas condiciones es mas efectivo. 

4.2 Prueba de explantes 

Las primeras observaciones hechas en estas especies, fueron relacionadas 

con la sensibilidad a deshidrataci6n e hiperhidrataci6n, ademas se determin6 la 

susceptibilidad a la oxidaci6n de los diferentes explantes. 

Deshidrataci6n. Las dos especies evaluadas presentan una alta 

susceptibilidad a este fen6meno, ya que el tiempo transcurrido para transportar 

el material del campo agricola al laboratorio del Departamento de Fitotecnia, 

fue suficiente para que se presentara la deshidrataci6n, la cual se manifiesta por 

una perdida de turgencia principalmente en hojas y en brotes tiernos, a pesar de 

que el corte del material fue temprano, antes que la temperatura fuera alta. 
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Hiperhidrataci6n. La hiperhidrataci6n se observ6 durante el proceso de 

desinfecci6n por el contacto del tejido con el agua, manifestandose con aspecto 

acuosos y semitransparente, con tonalidades oscuras. Es mas comun en hojas y 

partes j6venes, dicho fen6meno puede enmascarar la presencia de oxidaci6n, ya 

que la coloracion acuosa en menos de una semana presenta una oxidaci6n totat 

Torres (1989) indic6 que durante la esterilizaci6n de los tejidos se forman 

polifenoloxidasas y triosinasas, originando un oscurecimiento, el cual coincide 

con las tonalidades presentadas en los tejidos de dalias hiperhidratadas. 

Oxidaci6n. El comportamiento para ambas especies en respuesta a la 

oxidaci6n en cualquier explantes es muy similar, Figuras 2 y 3, en donde existen 

diferencias a los 8 dias entre los explantes. Los porcentaje de oxidaci6n en 

apices y hojas son mayores que en tallos, peciolos y yemas laterales. En un 

estudio para determinar los contenidos de fenoles en tejidos de dalias, Martifton 

(1998) encontr6 que existen diferencias en los contenidos de fenoles entre hojas 

y tallos, por lo que la susceptibilidad a oxidaci6n son diferentes, siendo de 3.7 

mg·g-1 y 4.6 mg·g-1 para tallo y 30.1 mg·g-1 y 10.0 mg·g-1 en hojas, de D. imperialis 

y D. excelsa, respectivamente. Adem as los contenidos de ligninas en tallos son 

mayores y evitan la oxidaci6n, ya que son estructuras de soporte y mas 

tolerantes a este fen6meno. Santos (citado por Martifton, 1998) mencion6 que el 

oscurecimiento de los tejidos involucra reacciones enzimaticas catalizadas por el 

complejo de enzimas llamadas polifenoloxidasas, lo anterior indica que acman 

multiples enzimas para que se presente la oxidaci6n. 

Las hojas se sembraron en trozos de 0.5 a 1.0 cm2, los cortes efectuados 

para obtenci6n de estos tamaftos foment6 el estres e inici6 el proceso de 

oxidaci6n, Torres (1989) mencion6 que el tamafto inicial del explante no es 

normalmente critico, aunque la proliferaci6n puede fallar si el tamafto del 

explante esta por debajo del critico, esto depende de la especie ya que la 

presencia de polifenoloxidasas y triosinasas se activan inmediatamente despues 
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de un corte, sin embargo este autor no considera la obtenci6n de un tamafio 

mediante cortes, los cuales ocasionan un estres y activaci6n de estas enzimas. 

En yemas apicales la oxidaci6n se inicia durante la siembra, en donde se 

present6 durante el corte, un liquido rojizo producto de oxidaciones de 

compuestos fen6licos como fitoalexinas y flavonoides, Salisbury y Roos (1994) 

mencionaron que estos compuestos suelen concentrarse en zonas apicales y 

manifestarse con tonalidades oscuras, y ademas que las estos mismos autores 

mencionan que las cumarinas, los cuales tienen un mismo origen que los 

fenoles, se originan cuando la planta experimenta lesiones o en senescencia, 

fomentando la oxidaci6n. Pierik (1994) mencion6 que un corte en tejido puede 

emanar un liquido oscuro y muy t6xico como producto de oxidaci6n de fenoles 

y quinonas. Par lo que los apices sembrados ademas del corte que fomenta el 

estres, existe oxidaciones de los altos indices de fenoles, taninos y quinonas, se 

observ6 para el primer dia una oxidaci6n del 100% del tejido, en 80 % de los 

explantes. 

A las 4 semanas de realizado el ensayo, los niveles mas bajos de 

oxidaci6n se presentan en tallos y peciolos aunque con tendencia hacia un 

incremento, en esta fecha las yemas laterales presentaron un promedio de 

oxidaci6n del 50%, sin que presenten crecimiento las yemas, indicando que el 

media de cultivo empleado no existe un proceso de inducci6n. Los tallos y 

peciolos son tejidos mas lignificado y presentan niveles bajos de fenoles y 

taninos Martifion (1998), en un estudio enzimatico en tejidos de dalias, encontr6 

que la concentraci6n de fenoles en tallo es menor que en hojas, ademas los tallos 

tienen mayores concentraciones de ligninas, par lo que en estos tejidos 

presentaran los menores porcentajes de oxidaciones. 
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Figura 2. Presencia de oxidaci6n en diferentes explantes de 
Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 1997. 
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Figura 3. Presencia de oxidaci6n en diferentes explantes de 
Dahlia imperialis. Chapingo, Mex. 1997. 

Las figuras anteriores indican que a 8 dias, la presencia de oxidaci6n en 

tallo y peciolo es menor del 10%, para yemas apicales es del 100% indicando 

una gran diferencia en susceptibilidad a la oxidaci6n. En tallos, en 15 dias 

present6 un crecimiento de calla blanquecino y desagregado, que emerge de las 

lenticelas sin formar una estructura compacta, en peciolos ocasionalmente 
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pueden presentar dicho crecimiento, aunque es mucho menor que en tallo, los 

tallos extraidos de las partes mas j6venes fue menor este crecimiento, lo cual 

esta determinado por la propia distribuci6n de lenticelas en la planta, ya que se 

concentra mas en partes mas desarrolladas del tallo y menos en las partes 

j6venes. 

Las dos especies de dalias evaluadas resulta evidente que los mejores 

explantes para buscar organogenesis (yemas apicales y hojas) presentaron 

indices de oxidaci6n muy altos, en hojas fue determinante el tamafio (0.5 a 1.0 

cm2) y los cortes efectuados en dicho explante, en tanto que los apices 

presentaron los indices mas altos de actividad fen6lica y enzimas oxidativas. 

Murashige (1974) mencion6 que la mayoria de las especies vegetales presentan 

una mayor totipotencia en yemas apicales, laterales y hojas, el mismo autor 

menciona que la mayoria de las especies de la familia Helianthiaceae, como 

gerbera, crisantemo, girasol, etc. utilizan yemas apicales, laterales o botones 

florales como sistema de regeneraci6n. Mientras que Wei et al. (1990) indicaron 

que puede lograrse una inducci6n de brotes de dalias comerciales (D. pinnata 

Cav.) utilizando una rebanada de tallo con una yema lateral, sin embargo, este 

autor no mencion6 la presencia de crecimiento de callas en las lenticelas en el 

troz6 de tallo. En ambas especies evaluadas, los mejores explantes (yemas 

apicales y hojas) presentaron indices de oxidaci6n muy altos. 

4.3 Prueba de antioxidantes 

Los explantes evaluados mostraron una misma tendencia en la presencia 

de oxidaci6n comparado con el ensayo anterior. Los tratamientos de remojar los 

explantes para remover los fenoles y taninos result6 contradictorio por la 

presencia de hiperhidrataci6n en la mayoria de los explantes probados, este 

dafio fue mas severo en hojas y yemas apicales, en tanto que en tallo, peciolos y 

yemas laterales fue menor. 
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La hiperhidratacion se presento durante la desinfeccion por el contacto 

del tejido con el agua, Martifion (1998) reporta valores altos de peroxidasa y 

fenoles en hojas de dalias arborescentes, ademas Fric (1981) indico que los 

contenidos de fenoloxidasas en cloroplastos, mitocondrias y en general en el 

citoplasma son altos, lo anterior indica que en hojas facilmente puede 

presentarse estas enzimas ocasionando un descontrol de la membrana que no . 

permite un intercambio diferencial y una regulacion de la entrada de agua 

ocasionando este fenomeno. Ademas la hiperhidratacion enmascara la 

oxidacion, ya que dichos tejidos a los 8 dias estan completamente oxidados. 

Las evaluaciones de estos tratamientos fue a las 3 semanas, sin embargo 

en yemas apicales el efecto puede ser observado en menos de 24 h, ya que la 

oxidacion se presenta inmediatamente por una gran actividad de fenoles. 

Tratamientos. El tratamiento de remojar por 12 horas los explantes (T1) y 

por 4 horas (T2), se observo dafios por el fenomeno de hiperhidratacion, 

dafiando la mayoria de los explantes probados, este dafio es mas severo en hojas 

y yemas apicales, por lo que la incidencia de la oxidacion en estos explantes 

resultaron mayores. A los 5 dias, la mayoria de los explantes en el tratamiento 

T1 y T2 estaban oxidados (Figura 4 y 5). 

Los mejores tratamientos, en ambas especies fue con carbon activado (T3) 

y media liquido (T4), reportados en la figura 4 y 5, los cuales presentan 

diferencia estadistica (P $.05), sin embargo los valores promedio de estos dos 

tratamientos son altos; en D. imperialis en T3 fue de 2.08 a y T4 de 2.03 a, 

mientras que para T1 y T2 fue 3.50 b y 3.06 b respectivamente, indicando que 

los tratamientos probados influyen de manera diferente en el control de 

oxidacion en los explantes. Los datos anteriores indican que el carbon activado 

y media liquido pueden reducir o atenuar los indices de oxidacion, Pierik (1995) 

menciono que el carbon activado absorbe y retiene sustancias relacionadas con 
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la oxidaci6n, tambien menciona que un medio liquido no permite la 

concentraci6n de sustancias t6xicas en un solo punto del medio de cultivo, 

ambos factores influyeron para la reducci6n de la oxidaci6n en estos 

tratamientos. 

Explantes. Las dos especies presentaron una oxidaci6n en apices del 

100% (figura 4 y 5) y en cualquiera de los tratamientos, dicho fen6meno se 

present6 durante el corte, en donde existe un exudado color marr6n/ negro, 

generalmente polifenoles y taninos que dificultan el crecimiento y desarrollo del 

explante, como se mencion6 anteriormente. 
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Figura 4. Promedio de las oxidaciones presentadas en los explantes 
evaluados en D. imperialis. Chapingo, Mex. 1997. Escalade medici6n 
establecida 0= < 10%, 1= ~10 < 30%, 2= ~30 <60 %, 3= ~60 <90% y 4= 
~90%. Chapingo, Mex. 1997. 

Donde: 
T1 = Remojar en agua corriente por 12 horas + antioxidantes en el 
medio; T2= Remojar en agua con antioxidante por 6 horas; T3= 
carbon activado 10 g-l-1; T4= medio liquido. 
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Los explantes con menor incidencia de oxidaci6n fueron peciolos y tallos, 

a los 12 dias se observ6 un crecimiento de callo desagregado como en el ensayo 

anterior. En hojas en crecimiento (sin extenderse totalmente) y maduras (todos 

los foliolulos extendidos), pero de plantas maduras, se tienen diferentes 

respuestas; el primer caso es mas susceptible a hiperhidrataci6n y el segundo 

mas susceptible a oxidaci6n u oscurecimiento de la venaci6n en toda la hoja, 

finalizando con una oxidaci6n, Torres (1989) mencion6 que los problemas de 

oxidaci6n son menores en tejidos j6venes que en tejidos maduros ya que 

contiene menos taninos e hidroxifenoles. 
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Figura 5. Promedio de las oxidaciones presentadas en los explantes 
evaluados en Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. Escala de medici6n 
establecida 0= < 10%, 1= ~10 < 30%, 2= ~30 <60%, 3= ~60 <90% y 
4= ~90%. Chapingo, Mex. 1997. 

Donde: 
Tl = Remojar en agua corriente por 12 horas + antioxidantes en el 
medio; T2= Remojar en agua con antioxidante por 6 horas; T3= 
Carbon activado 10 g·l-1 en el medio y T4= medio liquido. 

Contaminaci6n. Principalmente por bacterias y hongos, presentando 

mayores indices en los tratamientos con enjuague (Tl y T2), se incrementa por 
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el contacto con el agua, ya que las bacterias y algunos hongos encontraron 

condiciones ideales para invadir los tejidos, comparados contra los que no se 

remojaron (T3 y T4) en cualquiera de los explantes probados. El promedio por 

tratamiento fue; T1 de 80%, T2 de 70% , T3 de 40 % y T4 de 45 %, en los dos 

primeros casas los explantes que presentaron mas repeticiones sin 

contaminacion, correspondieron a tallos y peciolos, debido a que son tejidos 

mas lignificados. 

4.3.1 Concentraciones de carbon activado y sales del medio 

Las respuestas obtenidas en este ensayo corresponden a las 3 semanas de 

establecido el ensayo, existe una disminucion de oxidacion en los tratamientos 

aplicados comparados con el caso anterior. Sin embargo, los datos indican que 

existe un efecto igual para las diferentes concentracion de sales y la presencia de 

carbon activado (Cuadra 13), Murashige (1978) y Pierik (1994) mencionaron que 

el carbon activado disminuye las oxidaciones en tejidos, en este ensayo no se 

observo dicho efecto, debido a rapidez con que se presenta este fenomeno y en 

gran proporcion que el efecto del carbon activado no es visible, ademas las 

enzimas oxidativas de fenoles se activan durante la siembra hacienda el 

fenomeno irreversible. 

Las respuesta de los tejidos mostraron diferencias significativas, 

corroborando los resultados obtenidos en los apartados 4.2 y 4.3. En el analisis 

estadistico de los datos no presento interaccion, porque la oxidacion de los 

explantes siguen un comportamiento similar en cualquier tratamiento evaluado. 

Los mejores explantes fue tallo y peciolo, mientras que las yemas apicales y 

hojas presentaron valores mas altos (Cuadra 14). 
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Cuadra 13. Medias de oxidacion en los diferentes tratamientos 
evaluados en Dahlia irnperialis. Chapingo, Mex. 1997. 

Tratamientos D. irnperialis 
T1: 100% sales 1.94 az 
T2: 50% sales 2. 06 a 
T3: 100% sales + carbon act. 
T4: 50% sales+ carbon act. 

2.12 a 
2.10 a 

zLos valores con la misma letra no son significativamente diferente 
(P c:; 0.05). Esc ala de medici6n de oxidaci6n; 0= < 10%, 1 = 210 < 30%, 
2= 230 <60%' 3= 260 <90% y 4= 290%. 

Cuadra 14. Medias de oxidacion en los diferentes explantes 
evaluados en Dahlia irnperialis. Chapingo, Mex. 1997. 

Explantes D. imperial is 

Yemas apicales 3.90 az 
Hojas 2.32 b 
Yemas laterales 1.70 be 
Peciolo 1.35 c 
Tallo 1.00 c 

zLos valores con la misma letra no son significativamente diferente 
(P ~.05). Escala de medici6n de oxidaci6n para determinar la 
severidad; 0= < 10%, 1= 210 < 30%, 2= 230 <60%, 3= 260 <90% y 4= 
290%. 

La Figura 5 muestra que el tratamiento con los valores mas bajos de 

oxidacion fue en T1, sin embargo los mas uniformes y mas bajos los tenemos en 

el tratamiento T4. En la misma figura indica los niveles mas bajos de oxidacion 

en hojas se presentaron en los tratamientos T3 y T4 (sales al 100 y 50%, con 

carbon en los dos casas), en cambia para yemas laterales los niveles mas bajo 

fueron en T1 y T2 (sales al 100 y 50%, en ambos sin carbon), la presencia de 

carbon activado no influyo significativamente en la adsorcion de pigmentos 

toxicos, sustancias inhibitorias, fenoles y taninos o el tiempo en producirse estos 

pigmentos fue muy rapido que no permite que actue ningun agente de control. 

La influencia de bajas concentraciones de sales tampoco influyo 

significativamente, ya que los datos son muy similares. Los mas bajos niveles de 

oxidacion se presentaron en el T1 (Cuadra 13), sin embargo, si observamos los 

explantes dentro de este tratamiento podemos observar que esto fue debido a 
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que los datos para tallo fue muy bajo, consecuentemente la media fue baja. 

Pierik (1990) menciono que Gerbera y Rhododendron son sensibles a altas 

concentraciones de sales respondiendo con un incremento en los niveles de 

oxidacion. En este ensayo existe una ligera respuesta de los explantes, las hojas 

presentan ligera disminucion de oxidacion con carbon activado en cambio para 

yemas laterales los indices de oxidacion son menores sin la presencia de carbon 

activado (Figura 6). 
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Figura 6. Medias de la oxidacion en los tipos de explantes de Dahlia 
imperialis. Chapingo, Mex. 1997. 

Donde: T1= sales al100%, T2= sales alSO%, T3= sales al100% +carbon activado 
10 g·l·', T40 sales alSO%+ carbon activado 10 g·l·'. 

En estas dos evaluaciones ( apartados 4.3 y 4.3.1) resultaron los explantes 

mas adecuados el tallo y peciolo. En este ultimo ensayo los niveles de oxidacion 

en yema laterales son bajos y no existen diferencias significativas entre el tallo y 

peciolo como se muestra en el Cuadro 14. Sin embargo el crecimiento en tallos y 

peciolos corresponde a un callo muy desagregado y sin consistencia que puede 

emerger de las lenticelas, lo que dificulta la formacion de un callo verdadero y 
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la formaci6n de brote. Aunque estas respuestas en tallo pueda deberse a un 

control hormonal interno, que hasta ahora no se ha probado. 

Los altos indices de oxidaci6n reportados hasta este momento indica que 

puede influir tanto el manejo previo a la siem bra como los componentes de un 

medio para disminuir los efectos de este fen6meno, sin embargo el promedio de 

oxidaci6n de los explantes de mayor interes (yemas y hojas) esta en los niveles 

mas alto dentro de la escala establecida (1 a 4). 

4.4. Prue ba con citocininas 

La respuesta obtenidas en los dos explantes evaluados, indica que el BA, 

2-ip y kinetina causan un efecto diferente en la inducci6n de callo en hojas y 

tallos (Figura 7 y 8). En ambos explantes la mejor citocinina fue BA comparados 

con kinetina y 2-ip, en trabajos realizados por Karim y Hamidah (1992) 

encontraron que Cineraria chinensis (Helianthaceae) responden mejor a la 

formaci6n de callo con kinetina en concentracionesdosis bajas que con BA, en 

tanto Ganapathi y Nataraja (1993) reportaron que en Guizotia abyssinica 

(Helianthaceae) la respuesta entre kinetina y BA es similar, lo anterior nos 

indica que dentro de la familia taxon6mica las respuestas a esta hormona son 

muy variable. 

El analisis estadisticos de los datos de las diferentes concentraciones de 

BA no muestran diferencias significativas (con P .50.05), ni para el testigo, ya que 

en todos los casos muestra crecimiento de callo tanto en las hojas (Figura 9), 

como en tallo (Figura 9). En una evaluaci6n visual se observ6 que los 

tratamientos con tamafto mayor de callo en hoja fueron con 0.1 y 3.0 mg·l-\ y 

para tallo los tratamientos con mayores crecimiento fueron en las dosis altas 

(Figura 7). La aplicaci6n de BA, kinetina y 2-ip no cambio el patron de 

crecimiento de los tallos, ya que siguen siendo el mismo que se mencion6 
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anteriormente de callo desagregado, aunque la presencia de BA incrementa 

ligeramente el vigor comparado con 2-ip y kinetina, en ningun caso se formaron 

callas compactos en tallos. 

Por las respuestas de la aplicaci6n de BA en ambos explante, indica que el 

BAsi £omenta citocinesis, como lo mencionaron Salisbury y Ross (1994). En el 

testigo, pudo existir las condiciones adecuadas de luz o la presencia de 

citocininas end6genas que favorecieron dicha respuesta, ya que Horgan (1984; 

citado por Salisbury y Ross, 1994), report6 en tabaco, la presencia de citocininas 

induce division celular en la parte medular del tallo aun sin aplicaci6n externa. 
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Figura 7. Promedio del efecto de citocininas evaluada en hojas de 
Dahlia imperialis. Chapingo, Mex. 1997. Escala arbitraria 
establecida para la medici6n de formaci6n de callo en hojas; 1 = 
nula, 2= pequefia, 3= mediana y 4= grande. 
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Figura 8. Promedio del efecto de citocininas evaluadas en tallo de 
Dahlia imperialis. Chapingo, Mex. 1997. Escala arbitraria 
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Figura 9. Efecto de las diferentes concentraciones de BA sabre la formaci6n 

de calla en hoja de Dahlia imperialis. Chapingo, Mex. 1997. 
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Las respuestas en tallos evidentemente es favorecida por la presencia de 

citocininas, principalmente por BA en concentraciones altas, sin que esta 

diferencia sea tan notoria como en hojas. El tipo de crecimiento encontrado en 

callo es poco util, sin embargo hacienda una comparaci6n de las observaciones 

de este crecimiento contra los medio sin reguladores (discutidos anteriormente), 

se observa un cambio en el vigor de crecimiento, el que causa un efecto mas 

favorable es el BA, aunque esta variaci6n fue menos evidente en 2-ip y kinetina. 

Actualmente no existen reportes que indiquen que en este genero exista la 

formaci6n de callos compactos u organogenesis a partir de tallos. 

4.5 Prueba con estructuras florales 

Botones florales. Los resultados observados a los 12 dias en botones 

florales enteros indican un 100% de oxidaci6n, para cualquiera de las dos 

especies. En los tratamientos donde se evaluaron botones cortados a la mitad, 

en menos de 8 dias mostraban un 100% de oxidaci6n, estos datos indican que 

los agentes antioxidativos empleados en el medio de cultivo, no tuvieron 

ningun efecto para contrarrestar dicho fen6meno en estos tejidos y dada la 

presencia tan temprana de la oxidaci6n, no se observ6 efecto por la adici6n del 

BA, no podemos afirmar que causa o no efecto en estructuras florales. En 

trabajo realizado por Hernandez y Mejia (1994) reportaron que en D. variabilis es 

posible tener una desdiferenciaci6n de botones florales y diferenciaci6n a brotes 

vegetativos, los mismos autores reportan los resultados en tres meses de 

incubaci6n. En este ensayo en menos de 15 dias los botones florales presentaban 

una oxidaci6n del 100%, tiempo que no fue suficiente . para observar el 

fen6meno de desdiferenciaci6n, mucho menos la rediferenciaci6n de estos 

tejidos. 

Con los tratamientos probados no fue posibles lograr una formaci6n de 

callos a partir de botones florales, la primera limitante fue la oxidaci6n u 
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oscurecimiento del tejido. Esta oxidacion se asocio al grado de desarrollo de los 

botones, ya que se sembraron botones bien formados y de tamanos de 0.6 a 1.2 

em, en donde los niveles de fenoles y tanino es alto, Torres (1989) menciono que 

los tejidos maduros es mas comun la oxidacion que en tejidos jovenes debido al 

incremento en las concentraciones de fenoles e hidroxifenoles. 

La diferencia en el tiempo en presentarse la oxidacion entre botones 

enteros y mitades, indica que el dano que causar los cortes efectuados para la 

division del boton influye en la presencia de este fenomeno, aun cuando se 

adiciono antioxidante en el medio y la parte cortada estuvo en contacto directo 

con el medio de cultivo, por lo que el estres por el corte activa de manera 

inmediata la oxidacion de fenoles ya que en estas estructuras presentan altos 

niveles de fenoles y taninos, Salisbury y Roos (1994) indicaron que fenoles y 

cumarinas se forman cuando una plantas es lesionada o en senescencia, en tanto 

que Torres (1989) reporto que la necrosis u oxidacion resulta de la accion de 

varias enzimas como polifenoloxidasa y triosinasas, formadas debido a lesiones 

durante el corte de un tejido, De hecho el contenido de fenoles en botones es 

alto, por eso se observo la oxidacion en poco tiempo, sin embargo bajo una 

lesion las diferentes enzimas se activan inmediatamente confirmando que 

efectivamente estas estructuras tienen muchos fenoles y compuestos similares 

que son muy oxidativos. 

Ligulas (flores liguladas). En D. excelsa a los 5 dias, se observo un 70% 

de las ligulas oxidadas totalmente, en tanto que el 30% presento un ligero color 

amarillo en la base, aunque todas las repeticiones presentan la parte distal 

totalmente oxidada. Los datos reportados en la Figura 10, corresponden a una 

duracion de 3 semanas en donde el 100% de las ligulas y tubuligulas estaban 

oxidadas. En esta figura la diferencia en cuanto al tiempo en presentarse la 

oxidacion en los dos tipos de explantes, es por el dano en la manipulacion de 

extraccion de las tubuligulas, ya que las ligulas son mas sencillas de extraer. 
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Figura 10. Progreso de la oxidaci6n en ligulas y tubuligulas en 
Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 1997. 

En D. imperialis, como en este caso se evalu6 (micamente ligulas, a los 5 

dias present6 el 90% de oxidaci6n y contaminados el 40%, en 12 dias, el 100% 

estaban oxidados (Figura 11 ), en ninguna repetici6n se form6 callo. Existe una 

pequefia diferencia en el tiempo en presentarse la oxidaci6n entre carbon 

activado y presencia de antioxidantes para las mismas fechas evaluadas, sin 

embargo ambas llegan a tener un 100% en menos de 15 dias. Despues de 15 dias 

no se observ6 indicio de formaci6n de callo en los diferentes tratamientos. En 

ambas especies se presenta el fen6meno de oxidaci6n desde la siembra, sin 

embargo se sabe que la sala de incubaci6n se registraron temperaturas mayores 

de 28°C, lo que pudo haber influido en la manifestaci6n de este fen6meno, al 

igual que en los ensayos anteriores, ya que Wang et al. (1988) en ensayos hechos 

con dalias comerciales encontr6 que la temperatura de incubaci6n es de 25°C en 

brotes de D. pinnata. 
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Figura 11. Progreso de la oxidaci6n en ligulas de Dahlia 
imperialis. Chapingo, Mex. 1997. 

4.6. Incremento del nivel de antioxidantes y disminuci6n del tiempo de 

desinfecci6n 

Este ensayo, se realiz6 debido a los altos niveles de oxidaci6n reportados 

en los ensayos anteriores y en los tejidos de mayor interes (hojas y yemas). En 

estos explantes, las respuesta obtenidas hasta ahora no son uniformes ni 

constantes. 

Los resultados indican que los altos niveles de antioxidantes (acido cftrico 

150 mg·l-1, acido asc6rbico 150 mg·l-1 y 1-cisteina 100 mg·l-1) probados en hojas y 

yemas laterales reducen los niveles de oxidaci6n. En las hojas donde inicia con el 

corte y continua como una mancha oscura, puede ser atenuada y bajar los 

promedios de oxidaci6n (Figura 12), comparados con los resultados del 

apartado 4.2 en donde se obtuvieron porcentajes de oxidaci6n de 100 y 50% en 

hojas y yemas, respectivamente, en D. excelsa. En este ensayo para la misma 
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especie en hojas present6 el porcentaje maximo de 25% con antioxidantes en el 

medio de cultivo, por lo que la aplicaci6n de acido cftrico 150 mg·l-1, acido 

asc6rbico 150 mg·l-1 y 1-cisteina 100 mg·l-1 reduce los indices de oxidaci6n, Torres 

(1989); Salisbury y Ross (1994) mencionaron que sustancia como el acido cftrico 

y acido asc6rbico, son efectivos para modificar el potencial redox y disminuir la 

susceptibilidad de los tejidos a la oxidaci6n. Por lo anterior es posible utilizar 

estos porcentajes de antioxidantes sin que se tenga una respuesta negativa, ya 

que disrninuye en hojas y yemas laterales los porcentajes de oxidaci6n, sin que 

exista una aparente efecto dafiino. 

Los tratamientos sin antioxidantes influy6 el manejo empleado, el cual 

fue de 10 minuto en agua clorada para la desinfecci6n, tiempo que fue 

insuficiente para la activaci6n masiva de enzimas relacionadas con la 

hiperhidrataci6n, ya que Torres (1989) report6 que durante la desinfecci6n se 

activan enzimas como fenoloxidasas y triosinasas principalmente por el contacto 

con agua y surge dafios a los tejidos asociadas con este fen6meno el cual 

favorece la oxidaci6n. Si comparamos los resultados de este ensayo 60 y 35% en 

hojas y yemas respectivamente (Figura 12), con los resultados del ensayo 4.3. es 

evidente que en este ensayo los porcentajes de oxidaci6n son mas bajos 

asociadas por la disminuci6n del tiempo de exposici6n al agua para la 

desinfecci6n, Burdon y Marshall (1983) mencionaron que el ataque o lesion de 

un pat6geno incrementa enzimas como glucosa-fosfato deshidrogenasa, 

fosfatasa, peroxidasa y polifenol oxidasa, las cuales estan asociadas con la 

oxidaci6n y considerando que el contacto del agua con el tejido en tiempos muy 

corto puede iniciar hiperhidrataci6n es claro que pueden surgir este tipo de 

enzimas y fomentar la oxidaci6n, sin embargo por el tiempo corto este no llega 

ser muy alto. 
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Figura 12. Influencia de antioxidantes en un media MS y 
disminuci6n del tiempo de exposici6n al desinfectante en 
hojas y yemas laterales en Dahlia excelsa y Dahlia imperialis 
sabre el porcentajes de oxidaci6n. Chapingo, Mex. 1998. 

La figura anterior nos indica que no es suficiente utilizar un solo metoda 

para bajar los niveles de oxidaci6n en los tejidos de ambas especies, lo anterior 

indica que para garantizar una respuesta favorable de los explante por este 

fen6meno es necesario aplicar antioxidantes, mencionados anteriormente. 

Los resultados que se observ6 al momenta de la siembra es una 

disminuci6n del dafio ocasionado por hiperhidrataci6n, por el hecho de haber 

expuesto menos tiempo los explantes al contacto con el agua, principalmente en 

hojas que presentaba los dafio mayores, ya que no se activaron las enzimas 

encargadas de las oxidaciones o en cantidades suficientes para tener efecto 

visibles y aunque no podemos afirmar que los altos niveles de antioxidantes 

sean t6xicos, es evidente la reducci6n de la oxidaci6n en los tejidos evaluados. 
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4.7. Pruebas en hojas de diferentes etapas de desarrollo 

Oxidaci6n. Los resultados reportados para conocer la influencia de la 

etapa de desarrollo o edad de un tejido sobre los promedios de oxidaciones, los 

cuales fueron mas altos en hojas maduras en cualquiera de los tratamiento, 

siendo mas evidente en la especie D. imperial is, lo que indica que los tejidos 

provenientes de plantulas son menos susceptibles a oxidarse, ya que los 

tratamientos T6 y T8 existe una reduccion de los porcentaje de oxidacion y no de 

rebrotes como D. excelsa (Figura 13) en la misma figura, los tratamientos con 

antioxidantes presentaron las medias de oxidacion mas bajas T2, T4, T6 y T8 que 

los tratamientos con carbon activado en cualquiera de las dos especies. 
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Figura 13. Efecto de la etapa de desarrollo, antioxidantes y carbon activado en 
hojas de Dahlia excelsa y Dahlia imperialis sobre el promedio del nivel de 
oxidacion. Chapingo, Mex. 1998. Escala de medici6n del grado de 
severidad de la oxidaci6n, en base al porcentaje de tejido oxidado 1 =0-
30%, 2=30-60%, 3=60-90% y 4=>90%. 

Donde: T1= D. excelsa, en planta madura +carbon activado; T2= D. excelsa en 
planta madura + antioxidantes; T3= D. excelsa en brote + carbon 
activado; T4= D. excelsa en brote + antioxidantes; TS= D. imperialis en 
planta madura + carbon; T6= D. imperialis en plantas madura + 
antioxidantes; T7= D. imperialis en plantula + carbon activado; T8= D. 
imperialis en plantula + antioxidantes. 
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Figura 14. Efecto de la etapa de desarrollo sobre la induccion de callo en 
hojas de Dahlia excelsa y Dahlia imperialis. Chapingo, Mex. 1998. 
Escala para medir crecimiento; 1 = nula, 2=medio y 3=grande. 

Donde: T1 = D. excelsa, en planta madura + carbon activado; T2= D. excelsa 
en planta madura + antioxidantes; T3= D. excelsa en brote + carbon 
activado; T4= D. excelsa en brote + antioxidantes; T5= D. imperialis en 
planta madura + carbon; T6= D. imperialis en plantas madura + 
antioxidantes; T7= D. imperialis en plantula +carbon activado; T8= D. 
imperialis en plantula + antioxidantes. 

4.8. Efecto de AlB y BA 

Callos. Los resultados del efecto de la interaccion de auxinas y citocininas 

en la organogenesis y citocinesis se tomaron a las dos meses de establecido el 

ensayo. En donde los tratamientos aplicados para evaluar el crecimiento del 

callo, no causaron diferencias significativas (Po0.05), por lo que bajo estas 

condiciones altas o bajas de AlB, en combinacion con 3 mg·l-1 de BA tuvieron un 

incremento igual en el tamafi.o de callos sembrado (Cuadro 15). Las medias en el 

cuadro 15 indican que. no existe una respuesta diferente en el incremento del 

tamafi.o del callo de los tratamientos aplicados en las dos especies, aunque la 

media mas alta fue 0.620 em (tratamiento 100% de sales, BA 3 mg·l-1, AlB 3 mg·l-1 
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Callo. Los datos de formaci6n de callo, corresponden a tres semanas, en 

esta fecha las hojas de plantas j6venes empezaban a formar callo, contrario a las 

hojas de plantas maduras que empezaron en menos de dos semanas, indicando 

que esta inducci6n es mas rapido en hojas maduras. Las hojas de plantas 

maduras a los 10 dfas de sembrado inicia un crecimiento intervenal que 

ocasiona que las hojas se vean arrugadas, el cual es el inicio del proceso de 

formaci6n de callo o desdiferenciaci6n de tejidos, este crecimiento se observa en 

toda la hoja, en cambio los explantes con etapas de plantulas (D. imperialis) y 

brotes tiernos (D. excelsa) forma un crecimiento de callo en la base de la hoja, 

donde esta en contacto con el medio de cultivo, el cual se observa 20 dfas 

despues de sembrado, Salibury y Ross (1994) mencionaron que en embriones 

entre mas maduros en mas diffcil el proceso de organogenesis, sin embargo no 

menciona el grado de desdiferenciaci6n de un 6rgano que puede estar 

influenciado por el grado de desarrollo de los tejidos de conducci6n y porque 

los tejidos de plantas j6venes aun estan en crecimiento y no asimilan de igual 

forma elBA presente en el medio de cultivo. 

El callo observado en tejidos de plantas maduras es muy irregular, con 

muchas porciones del tejido oxidado y no existe un crecimiento compacto en un 

solo Iugar, comparado con el callo en hojas de plantas j6venes, los cuales es un 

callos compacto en la base. Aunque los datos reportados en la Figura 14, 

muestra semejanza del efecto de BA, no existe una respuesta similar en cantidad 

y calidad de callos en un tiempo igual en ambos tipos de tejidos. 

Los datos anteriores indican que es mejor la utilizaci6n de plantulas o 

material de rebrote comparado contra material obtenido de plantas maduras, 

principalmente por los niveles de oxidaci6n, la utilizaci6n de altos niveles de 

antioxidantes actlian mejor en la reducci6n de la oxidaci6n que el carbon 

activado, como se coment6 en el ensayo anterior. 
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en D. imperialis) y el mas bajo 0.125 em (tratamiento sales 50%, BA 3 mg·l-1, AlB 3 

mg·l-1 en D. excelsa). 

Aun sin la diferencia estadistica, los valores mas altos los presenta D. 

imperialis. Y en esta misma especie, los valores de crecimiento mas altos, eshin 

presentes en los medios de cultivo con 3 mg·l-1 de AlB, indicando que 

concentraciones altas de AlB, tiene un pequefio efecto sobre la division celular y 

crecimiento en el tamafio de callo sembrado, sin embargo puede ser producto de 

la interacci6n BAcon AlB. 

En este ensayo los resultados relacionados con la organogenesis, indican 
• 

que en ninguna repetici6n en las dos especies produjeron brotaci6n de yema o 

raiz, por lo tanto la interacci6n AlB (3.0 mg·l-1 y 0.3 mg·l-1) con BA (3 mg·l-1), no 

causa efectos organogenicos, pero tampoco se foment6 la oxidaci6n de callos. 

Cuadro 15. Interacci6n BA, AlB y sales del medio MS sobre crecimiento de 
callo originados de hojas en Dahlia excelsa y Dahlia imperialis. Chapingo, 

II 

II 

· Mex. 1998. 

Sales 50% + BA 3 mg·l-1 +AlB 3 mg·l-1 

Sales 100% + BA 3 mg·l-1 +AlB 0.3 mg·l-1 

Sales 100% + BA 3 mg·l-1 +AlB 3 mg·l-1 

D. imperialis Sales 50% + BA 3 mg·l-1 + AlB 0.3 mg·l-1 

Sales 50% + BA 3 mg·l-1 + AlB 3 mg·l-1 

Sales 100% + BA 3 mg·l-1 +AlB 0.3 mg·l-1 

Sales 100% + BA 3 mg·l-1 +AlB 3 mg·l-1 

.. Media~ dtz~cresi~rnto . 
.. de ·callo (em) · 

0.340 az 

0.125 a 

0.175 a 

0.175 a 

0.300 a 

0.500 a 

0.371 a 

0.620 a 

zValores con Ia misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P~0.05). 
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Y emas. Para conocer las reacciones de las yemas en el crecimiento y 

brotaci6n de rafz por la presencia de AlB, se tomaron los datos 25 dias despues 

de establecido el ensayo, el analisis de varianza de la respuesta sobre el 

crecimiento de yemas (Cuadra 16), indican que producen diferencias 

significativas (P::::0.05) entre los tratamientos evaluados y la respuesta obtenida 

con porcentajes mas altos fueron con sales al100% en D. excelsa. Pero de manera 

general los datos indican que existe una disminuci6n del tamafio del brote T1 

T5 y T7 con la presencia de AlB, lo cual se asocia a una formaci6n de callo en la 

base de los brotes sembrados los cuales demandan azucares que podrfan ser 

utilizados en el crecimiento del brote. De manera general los brotes de D. excelsa 

tiene un mayor crecimiento que D. imperialis, en la mayoria de los tratamientos, 

reportados en el Cuadra 16. 

En cuanto a las combinaciones para saber en que tratamiento se 

obtuvieron los mejores crecimientos de brotes, tenemos que si existen 

diferencias significativas (P::::0.05) entre aplicar sales al 100% + AlB 0.03 mg·l-1 

(T3) en la especies D. excelsa contra todos los demas tratamiento evaluados, los 

datos mas bajos corresponden a sales al 50%, esta disminuci6n pudo haberse 

dado por £alta de minerales o su escasez, lo que influy6 en el crecimiento, sin 

embargo no se formaron rafces con la reducci6n de minerales ni por la presencia 

de esta auxina. 
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Cuadro 16. Efecto de la concentraci6n de AlB y sales del medio MS 
sobre el crecimiento de yeinas laterales de dalia. Chapingo, Mex. 
1998. 

T1: D. excelsa Sales 50%, AlB 0.03 mg·l-1 

T2: II 

T3: II 

T4: II 

Sales 50% 

Sales 100%, AlB 0.03 mg·l-1 

Sales 100% 

T5: D. imperialis Sales 50%, AlB 0.03 mg·l-1 

T6: II 

T7: II 

T8: 

Sales 50% 

Sales 100%, AlB 0.03 mg·l-1 

Sales 100% 

Medias de crecimiento de 

2.57 bz 

3.45 b 

6.30 a 

2.78 b 

1.00 b 

2.32 b 

3.21 b 

3.54 b 

zValores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, Ps0.05). 

4.9. Pruebas de AG3 y sulfato de adenina 

Yemas. Los ·resultados obtenidos en este ensayo indican que la presencia 

de AG3 y sulfato de adenina favorecen la brotaci6n y crecimiento de yemas 

laterales en las dos especies, ya que los promedios presentados en el cuadro 17, 

asi lo indican. Aunque la especie con los valores de crecimiento mas altos fue D. 

imperialis, tambien se present6 crecimiento de yemas en las dos especies con el 

medio de cultivo sin AG3 y sulfato de adenina. Los resultados obtenidos fueron 

con concentraciones muy bajas de AG3 , considerando que en la esterilizaci6n 

del medio se puede perder hasta un 90% de este regulador de crecimiento como 

lo indica (Pierik, 1994), por lo que con niveles bajos de AG3 se obtienen 

crecimiento de yemas, Salisbury y Ross (1994) indicaron que plantas de chicharo 

pueden responden a cantidades tan pequefias como 10-9 gramos (un 

nanogramo) de AG3, Wei et al. (1990) reportaron que la utilizaci6n de 10.0 mg·l-1 

GA3 + 50.0 mg·l-1 de sulfato de adenina en un medio de cultivo MS en D. pinnata, 

se obtuvieron los mejores crecimiento de brotes, aunque tambien reportaron que 
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las variaciones entre cultivares es muy alta. Por lo que la diferencia de las 

respuestas en este ensayo entre las dos especie es interferida por 

concentraciones de hormonas end6genas, sin embargo, se obtienen crecimiento 

por aplicaciones de AG3 y sulfato de adenina T1 y T3 (Figura 15). 

Cuadra 17. Efecto de AG3 y sulfato de adenina sobre el crecimiento de 
yemas laterales de Dahlia excelsa y Dahlia imperialis. Chapingo. Mex. 
1998. 

Tratamientos 
T1: D. imperialis medio MS + Sulfato de adenina 50 mg·l-1 

+ AG3 3.0 mg·l-1 

T2: D. imperialis medio MS 
T3: D. excelsa medio MS + Sulfato de adenina 50 mg·l-1 

Promedio de 
crecimiento 

3.51 az 

1.35 be 

+ AG3 3.0 mg·l-1 .54 ab 
T4: D. excelsa medio MS 0.98 c 
zValores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, p s;Q.05). 

I 0 mgT' dl.' A<,, 

J mgT ' Je ll t\ 

o 2 rn r' 

0 m ·r' de uJ lliJUI 

Figura 15. Efecto de AG3 + sulfato de adenina, en un medio MS 
suplementado con 3.0 BA mg·l-1 + 0.1 mg·l-1 de ANA en 
Dalia imperialis. Chapingo, Mex. 1998. 
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Efecto en callos. En este ensayo se aplicaron altos niveles de AG3, Estos 

tratamientos no causan un efecto diferente por la presencia del AG3 y I o sulfato 

de adenina, debido a que no tenemos una respuesta organogenica. Los brotes 

obtenidos en los callos, no fue producto de la respuesta por la aplicaci6n de los 

tratamientos 5 y 10 mg·l-1 de AG3, ya que dicha brotaci6n se le asocia a un 

control hormonal interno de ese tejido, ademas, unicamente un solo callo 

present6 dicha organogenesis (Cuadro 18). 

En concentraciones altas y bajas, se observa un crecimiento en el tamafio 

del callo, sin embargo este no necesariamente esta asociado con la presencia del 

AG3 y I o sulfa to de adenina, ya que en los testigos se observ6 este crecimiento, 

por lo que aplicaciones externas no incrementan directamente el tamafio del 

callo, pero los callos observado son mas compactos·que los ensayos anteriores. 

De manera visual se observ6 que los callos tuvieron mejor crecimiento compacto 

en las concentraciones mas altas de sulfa to de adenina. 

Cuadro 18. Efecto de AG3 y Sulfato de adenina sobre 
organogenesis en Dahlia excelsa y Dahlia imperialis. 
Chapingo. Mex. 1998. 

0.0 0.0 9 0.0 
0.0 25.0 7 0.0 
0.0 50.0 7 0.0 
5.0 0.0 12 0.0 
5.0 25.0 10 0.0 
5.0 50.0 8 0.0 
10.0 0.0 10 1 0.5 
10.0 25.0 9 0 0.0 

10.0 50.0 7 0 0.0 
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0.0 0.0 8 0 0.0 
0.0 25.0 7 0 0.0 
0.0 50.0 6 0 0.0 
5.0 0.0 7 1 3.5 
5.0 25.0 7 1 1.0 
5.0 50.0 8 0 0.0 
10.0 0.0 9 0 0.0 
10.0 25.0 7 1 (3) 2.0, 1.5, 0.5 
10.0 50.0 9 0 0.0 

4.10. Tratamientos para enraizamiento 

Los resultados obtenidos indican que existen diferentes factores que 

influyen para que se presente el efecto de los tratamientos aplicados, ya que los 

tratamientos probados indican que existe clara tendencia a la formaci6n de 

raices por la adici6n de AlA en un medio de cultivo MS en ambas especies. Los 

tratamientos con carbon activado tienen cierto efecto en al formaci6n de raices, 

este efecto es mas evidente en D. excelsa, tambien con sales al 50%, como se 

presentan en los Cuadros 19 y 20. 

Como observamos en los Cuadros 19 y 20, el comportamiento de las dos 

especies es muy similar por efecto del AlA. Para la longitud de raiz, existe un 

pequefio incremento por concentraciones de 0.5 (T1 y Tll) y 1.0 (T2) que de 0.1 

mg-1-lde AlA. Para el mimero de raices, los datos indican que tenemos una 

ligera tendencia hacia un incremento por la aplicaciones de sales al100% (Tll y 

T12) con 0.5 y 1.0 mg·l-1, respectivamente. Y la mayoria de los otros tratamientos 

sin esta hormona la formaci6n y longitud, asi como el porcentaje de brotes 

enraizados, presentaron niveles mas bajos principalmente en D. excelsa. 
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El efecto de los tratamientos con adicion de carbon activado T10, T9 y T7, 

sobre la induccion de rakes, indica que es posibles este enraizamiento, Torres 

(1989) indico que el carbon activado absorber sustancia toxicas como los fenoles, 

que no permiten un crecimiento del explante, y Pierik (1994) menciono que 

dificulta la disponibilidad de nutrientes y reguladores de crecimiento en un 

medio de cultivo. Lo anterior hace suponer que los explantes expuestos a dichas 

condiciones primero tuvieron un lapso de restricciones, posteriormente 

generaron la concentraciones indispensables para formar rafz, Biran y Havely 

(1973) encontraron que en esquejes de D. variabilis las auxinas bajan de yemas y 

hojas a la base para formar rafz. 

Los datos reportados para los tratamientos con carbon activado fue a los 

35 dfas, fecha en que empezaron a notarse dicha respuesta, este tiempo es 

aproximadamente el doble comparado con los medios de cultivo con AlA, el 

cual fue de 15-20 dias, ademas las rakes con el carbon activado fueron mas 

delgadas pero mas ramificadas. 

En los tratamientos con menos respuestas positivas fueron con el T4 y T8 

en donde para el primer caso se aplico AlB y BA, en las dos especies no produjo 

ninguna rafz y para el segundo caso fue con un 100% de sales sin presencia de 

hormonas y tampoco produjeron rakes. 
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Cuadro 19. Respuesta promedio de brotes en Dahlia imperialis, a 
diferentes tratamientos para enraizar. Chapingo, Mex. 1998. 

Tratamientos Longi!JJ:P . p~ rNU.mero..de 
raices ( cq}) raices {X) , 

T1 1.27 az 2.50 
Tll 1.12 ab 4.75 40 
T2 0.97 b 2.50 40 
T12 0.62 b 4.00 50 
T9 0.22 b 1.00 10 
T10 0.10 b 1.00 10 
T8 0.00 b 0 00 
T4 0.00 b 0 00 
T7 0.00 b 0 00 
T6 0.00 b 0 00 
T3 0.00 b 0 00 
T5 0.00 b 0 00 
zLos valores con las mismas letras no son significativamente diferente 
(Tukey, P~0.05). 

Cuadro 20. Respuesta promedio de brotes de Dahlia excelsa, a 
diferentes tratamientos Mex. 1998. 

T1 1.51 az 3.50 45 
T12 1.50 a 7.50 50 
Tll 1.22 ab 5.00 60 
T2 1.01 b 4.50 30 
T7 0.72 be 1.50 30 
T9 0.46 c 3.00 10 
T10 0.40 c 2.25 20 
T6 0.35 c 1.00 15 
T3 0.22 c 1.00 10 
T5 0.20 c 1.50 10 
T4 0.00 c 00 00 
T8 0.00 c 00 00 

z Los valores con las mismas letras no son significativamente diferente (Tukey, P~0.05). 
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Donde: Tl: sales alSO%, 0.5 mg·r1 AlA 
T2: sales al 50%, 0.2 mg·r 1 AlA 
T3 : sales a! 50% 
T4: sales a! 50%, 1.0 mg·r1 AlB, 1.0 mg·r1 BA, sin carbon 
T5: sales a! 50%, 0.1 mg·r1 ANA 
T6: sales al 50%, 0.5 mg·r 1 ANA 
T7: sales a! 1 00%, carbon activado 
T8: sales a! 100%, sin carbon activado 
T9: sales a! 50%, con carbon activado 
TIO: sales a! 50%, 1.0 mg·r1 BA, 1.0 mg·r1 AlB, con carbon activado 
T11: sales al 100%, 0.5 mg·r1 AlA 
T12: sales a! 100%, 1.0 mg·r1 AlA 

Los tratamientos con aplicaciones de ANA, se observ6 que existe una 

formaci6n del callo en las base de los brotes sembrados, aunque este 

crecimiento no es cornpacto, sin embargo esto incide en el crecimiento de los 

brotes, ya que a los tres semanas fueron los mas grandes y vigorosos. 

Conh·ariamente ocurri6 con la presencia de AlB y BA en donde se forma un 

crecimiento de callo en la base en un 90% de los brotes, sin que esto favorezca 

la formaci6n de raiz o crecimiento de brotes. Los efectos de formaci6n de callo 

en 

Figura 16. Efecto de la aplicaci6n de AlA sobre enraizamiento de 
brotes subcultivados de Dahlia excelsa. Chapingo, Mex. 1998. 
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Figura 17. Efecto de AlA sobre enraizamiento de brotes 
subcultivados de Dahlia imperialis. Chapingo, Mex. 1998. 

Las respuestas correspondientes a porcentajes de brotes enraizados, son 

muy bajos, ya que el maximo fue de 60% en medios con AlA, sin embargo en 

algunas repeticiones no se eliminaron completamente la presencia de 

citocininas, se debe eliminar completamente los restos de este regulador de 

crecimiento, como senal6 Torres (1989) donde algunas especies requieren que 

los brotes esten completamente libre de citocininas, ocasionalmente puede ser 

acarreado de un traspaso y disminuir los niveles de enraizamiento, aunque 

pudo presentarse diferencias internas dentro de las dos especies probadas, ya 

que Biran y Havely (1989) indicaron que dentro de la especie D. variabilis los 

porcentajes varian mucho entre cultivares y entre etapas de desarrollo asociadas 

con la concentraci6n de auxinas internas. 
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4.11. Efecto de Agrobacterium tumefaciens 

Prueba oncogenica. En esta prueba ex vitro, los datos fueron tornados ala 

cuarta semana de haber hecho la inoculacion, no se observo crecimiento de callo 

en las zonas inoculadas, que fue en tallo y hojas de las plantulas, unicamente se 

observo una reaccion de hipersensibilidad en los puntas de inoculacion, ya sea 

por la presencia de bacteria o el dafio fisico por inoculacion. De las 10 

repeticiones, 2 plantulas numero 4 y 7 se oxidaron, la repeticion num. 2 presento 

la hoja inoculada sin cambia, las otras plantulas presentan las hojas inoculadas 

completamente secas. En tallo de las mismas plantulas no se observo ningun 

cambia en un periodo de 30 dias, aunque si se observo la herida por la 

inoculacion, para la integracion de genes foraneos no es muy conocido, sin 

embargo Herrera-Estrella et al. (1983) indicaron una hipotesis, en donde la 

region T del ADN-T es separada del plasmido Ti en la cepa de Agrobacterium, 

durante el proceso de infeccion de la bacteria, como este gen entra sin la region 

T, entonces el hospedero debe proveer las funciones necesarias para efectuar la 

integracion, de ahi que esta bacteria tenga un diferencial de agresividad entre 

las especies susceptibles, por lo tanto el proceso de inoculacion debe ser menos 

agresivo para evitar dafios fisicos que influyan en la manifestacion de la 

oncogenidad de esta bacteria. 

Cocultivo. Se observo que el tiempo empleado (24 h) para estar en 

contacto, la bacteria con el tejido, no causa un efecto sobre el nivel de oxidacion, 

ni repercute en la eliminacion de la cepa bacteriana presente, ya que en otras 

pruebas hechas para determinar el nivel de agresividad, regeneracion y 

capacidad de infecci6n de la cepa Agrobacterium, la regeneracion es el tiempo 

para recolonizar un medio donde se ha perdido las propiedades del antibi6tico 

Jofre (1998, comunicacion personal) coincide con la aparici6n de la bacteria a los 

25 dias (Cuadra 21 y 22), ya que las colonias fueron visibles .. 
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Oxidaci6n. En este caso los niveles de oxidaci6n fueron muy bajos, sin 

embargo cuando se desarrolla la bacteria debido ala perdida de las propiedades 

bactericidas del Claforan, existen una proliferaci6n rapida de la cepa inoculada, 

y por lo tanto el tejido infectado empieza a oxidarse. Ademas la disminuci6n del 

nivel de oxidaci6n esta dado por ala edad fenol6gica de la planta (resultados de 

ensayo 4.7) y por las condiciones de incubaci6n (25 °C ±1) anteriormente 

discutidas. 

Cuadro 21. Efecto de Agrobacterium tumefadens sobre la inducci6n de 
raices, formaci6n de callo e incidencia de oxidaci6n, en 
cotiledones de Dahlia imperialis a 28 dias de inoculado, 
CINVESTAV-Ira uato, 1998. 

Testigo 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

Oxidaci6n del. Contcimmaci6n 
tejido (%) 

20 
10 
20 
30 
0 
0 

90 
0 

70 
100 
100 

recoloriizaci6n ' 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

A. tumefaciens 
0 

( otra bacteria) 
A. tumefaciens 
A. tumefaciens 

Pres entia 
de callo 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
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Cuadro 22. Efecto de Agrobacterium tumefaciens sabre la inducci6n de 
raices, formaci6n de calla e incidencia de oxidaci6n, en hojas 
verdaderas de plantulas de Dahlia imperialis a 20 dias de 
inoculado, ClNVESTAV-lrapuato, 1998. 

Testigo 
1 11 
2 15 
3 12 
4 6 
5 4 
6 16 
7 30 
8 18 
9 17 

10 3 

Oxidaci6n Contaminaci6n o 
del · recolonizaci6n 

0 
0 
0 
0 

80 
0 
0 
0 
0 

10 
90 

0 
0-

A. tumefaciens 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

A. tumefaciens 

Preseneia 
de calla 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

El efecto asociado con la introducci6n de genes par parte de A. 

tumefaciens, en los tejidos inoculados es la inducci6n de enraizamiento. Los 

resultados obtenidos en la aplicaci6n de esta bacteria es un incremento en la 

concentraci6n de auxinas (AlA), manifestandose en un abundante 

enraizamiento que se obtuvo, comparado con el testigo, Salisbury y Ross (1994) 

mencionaron que si se desactiva por una mutaci6n el gen de la isopentenil AMP 

sintasa, disminuyen los niveles de citocininas, por las funciones propias de este 

regulador, las agallas crecen con lentitud y los tejidos forman numerosas raices 

por organogenesis. En este caso todas las raices crecieron de la base de la hoja, 

pero no de los bordes, aunque estuvieran en contacto con el media de cultivo, 

como indicaron Biran y Havely (1973) que en esquejes de D. variabilis las auxinas 

se acumulan en la base, los cuales descienden del apice y de las hojas 

inmaduras. 

Por los resultados anteriores y los datos reportados en el ensayo 4.9 y los 

reportes de Salisbury y Ross (1994) que mencionaron que el DNA-T contiene 
• dos genes que codifica enzima que convierten triptofano en AlA, por lo que en 
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este ensayo, estos genes quedaron implantados en las celulas, generandose un 

incremento en la concentraciones de AlA y el efecto visible fue la gran 

proliferaci6n de raices en todas las repeticiones inoculadas (Cuadro 22), sin 

embargo en hojas cotiledonales no se obtuvo ninguna reacci6n de esta 

inoculaci6n. Ahora bien, el hecho de que las raices brotaran de la base indican 

que en esta parte hubo mayor concentraci6n de AlA, los mismos autores indican 

que en el corte de una hoja de frijol y puesta en agua, sin nutrientes, en la parte 

basal se acumulan las auxinas, fen6meno que pudo presentarse en este caso. 

Formaci6n de callo. En este caso se observ6 ocasionalmente que en la 

base se originaban una especie de agalla ( callo ), principalmente en el pun to de 

corte, en los trozos de hojas alejadas del foliolulo este efecto es menor. De los 

subcultivo del primer ensayo con A. tumefaciens, se tomaron trozos de raices, 

lograndose la obtenci6n de callos compactos, sin que presenten organogenesis, 

despues de tres meses de incubaci6n en un medio MS. 
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5 CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos se lleg6 a las conclusiones 

siguientes: 

• D. excelsa y D. imperialis son altamente susceptibles a hiperhidrataci6n 

asociadas con el contacto con el agua en el procesos de desinfecci6n. 

• Por los mejores resultados obtenidos en los bajos niveles de oxidaci6n y 

formaci6n de callos, son mejores los explantes provenientes de plantas j6venes. 

• Las dalias arborescentes presentan altos niveles de oxidaciones, 

principalmente en apices, yemas laterales, botones florales, flores liguladas y 

hojas y en menor proporci6n en tallos y peciolos. 

• Los altos niveles de oxidaciones solamente pueden ser atenuadas con la 

aplicaciones de antioxidantes; ac. dtrico 150 mg·l-1, ac. asc6rbico 150 mg·l-1 y 1-

cisteina 100 mg·l-1 . 

• Los mejores explantes para obtenci6n de callos compactos fueron en 

hojas de plantas j6venes, con la utilizaci6n de 1.0 -3.0 mg·l-1 de BA. 

• La presencia de AG3 y sulfato de adenina favorecen la brotaci6n y 

crecimiento de yemas laterales en las dos especies a una concentraci6n de 3.0 

mg·l-1 de AG3 +50 mg·l-1 de sulfato de adenina. 
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• El AlA a concentraciones de 0.5 y 1.0 mg·l-1 en ambas especies produjo 

los mejores efectos para la inducci6n de raiz, tanto en porcentaje como en 

tamafio y numero. 

• La aplicaci6n de Agrobacterium tumefaciens, ex vitro, no causa efecto 

oncogenico, unicamente una reacci6n de hipersensibilidad en los puntos de 

inoculaci6n y el proceso de infecci6n de la bacteria no ocurri6. 

• El efecto visible de la inoculaci6n con Agrobacterium tumefaciens fue la 

gran proliferaci6n de raices en un medio MS sin reguladores de crecimiento. 
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