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Evaluacién de respuestas
organogénicas in vitro de nogal
pecanero [Carya illinoinensis

(Wangenh) K. Kochl].

Qontreras Pinto Marco Alberto!, Arreola-
Avila Jesus?.

RESUMEN

El nogal pecanero se propaga por
semilla ya que es una planta dificil de
multiplicarse vegetativamente. En este
estudio explantes de yemas de esta
especie provenientes de arboles jévenes
y adultos fueron cultivadas in vitro. Se
obtuvieron respuestas organogénicas
positivas y negativas. Las respuestas
positivas se lograron en explantes de
segmentos nodales procedentes de
arboles juveniles, mientras que en los
explantes provenientes de arboles
adultos no se logr6  obtener
diferenciacion de tejido. Se utilizaron los
medios de cultivo Murashige y Skoog
(1962) de sales inorganicas al 100% y
Woody plant médium adicionados con
Tiamina a una concentracion de 0.40
mgL™?, Myo-inositol 100 mgL™, 60 mgL™
de L- Cisteina y 3% de sacarosa. Se
observo un 25% de explantes oxidados
que procedian de arboles juveniles,
comparado con un 36.67% de explantes
con la misma caracteristica tomados de
arboles adultos. Se incremento el
namero de hojas y la elongacién de los
brotes mediante la adiciéon de 1 mgL™ y
3 mgL™! de kinetina (KIN), 3 mgL™* y 1
mgL™ de 2 isopentenil adenina (2ip) y
0.3 mgL™ &cido indolbutirico (AIB).

Palabras clave: organogénesis, medio
de cultivo, explantes de yema, arboles
jévenes, arboles adultos.

Evaluation of organogenic responses
in vitro in pecan [Carya illinoinensis
(Wangenh) K. Koch].

Qontreras Pinto Marco Alberto!, Arreola-
Avila Jesus?.

ABSTRACT

Pecan is propagated through seed
because its vegetative multiplication is
difficult. In this study bud explants of this
species originated from young and old
trees were cultivated in vitro. Positive
and negative organogenic responses
were obtained. Positive responses were
obtained in nodal segment explants
originated from juvenile trees, while not
tissue differentiation was observed in
explants originated from old trees.
Culture medium Murashige and Skoog
(1962) of inorganic salts at 100% and
woody plant medium  containing
thyamine, 0.40 mgL™, myo-inositol 100
mgL®, L- cysteine 60 mgL®, and
sacarose at 3% were used. It was
observed 25% of oxidized explants
originated from juvenile trees, compared
to 36.7% of explants with similar
characteristics originated from adult
trees. Number of leaves and shoots
elongation was induced by kynetin, 1
mgL®? and 3 mgL™®; 2-isopentenyl
adenine, 3 mgL'and 1mgL™; and indol
butyric acid, 0.3 mgL™ addition.

Key words: organogenesis, culture
medium, bud explants, juvenile trees, old
trees.
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INTRODUCCION

El nogal pecanero representa uno de los principales cultivos en México
debido a la importante generacion de divisas, asi como el contexto social en
que se produce. En México, la superficie plantada con nogal pecanero es de
115 mil ha, las cuales se distribuyen en los estados de Chihuahua, Coahuila,
Sonora, Durango y Nuevo Leoén principalmente (Ojeda, 2010; Avila et al.,

2014).

La propagacion del nogal pecanero regularmente se lleva a cabo a través de
la gemacion de semillas para obtener material porta injerto. La propagacion
sexual en esta especie es lenta y segrega individuos con variacién fenotipica
considerable, caracteristica que limita la homogeneidad de los portainjertos
utilizados en las plantaciones comerciales (Moore et al., 2009). No existe a la
fecha una técnica para producir nogales vegetativamente, no obstante se
han llevado a cabo experimentos iniciales en México, en los cuales se han
explorado diversos 6rganos del arbol, como lo son varetas de brotes y raices

y los resultados no han sido satisfactorios (Arreola, 2002).

La micropropagacion de especies arbdreas ofrece una via rapida para
producir a nivel industrial o semi-industrial plantas clénales para
reforestacion, produccibn de biomasa leflosa y conservacion de
germoplasma de importancia comercial y biolégica, estas técnicas de cultivo
de tejido se aplican para la micropropagacion y produccién de plantas libres

de patdégenos, el éxito en la propagacion in vitro requiere una comprension



de las necesidades especificas y la manipulacion precisa de varios factores

(Gongalves et al., 1998).

La propagacion in vitro ofrece un gran potencial para la industria de la nuez
mediante la multiplicacion a gran escala de clones seleccionados con
caracteristicas de importancia econdmica o biolégica y a su vez permite la
produccién de una alta cantidad de plantulas en un periodo de tiempo muy
corto (Renukdas et al., 2010). En México se establecidé recientemente un
protocolo para micropropagacion en nogal pecanero en el cual se obtuvieron
resultados significativos en la generacion de brotes, hojas y mayor
crecimiento en las plantulas, sin embargo no se reporta resultados que

favorezcan la generacion de raices (Avila et al., 2014).

Actualmente existe dificultad para propagar vegetativamente arboles
adultos de nogal pecanero por métodos tradicionales. Es por eso que la
micropropagacion in vitro se convierte en una herramienta potencial para la
obtencion de nuevas plantas con caracteristicas de interés biolégico. Por lo
tanto, el objetivo del presente estudio fue establecer un protocolo que
permitiera propagar materiales adultos a partir de segmentos de yemas

axilares.



1.1 Objetivo General

Evaluar las respuestas organogénicas in vitro de explantes de segmentos
nodales de plantas adultas y juveniles de nogal pecanero [Carya illinoinensis

(Wangenh) K. Koch].

1.20bjetivos especificos

e Determinar el tratamiento que promueva la mayor formacion de hojas.
e Determinar el tratamiento que promueva la mayor formacioén y elongacion
de los brotes.

e Evaluar la tasa de oxidacion de explantes.

1.3 Hipotesis
El empleo de acido indol butirico (AIB), 2 iso pentenil adenina (2-ip),
benciladenina y Kinetina (KIN), no propician la generacion in vitro de hojas y

brotes, en explantes de nogal pecanero.



REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes

El Nogal Carya illinoensis Koch, es una especie frutal perteneciente al grupo
de las nueces; miembro de la familia Juglandaceae, la misma del nogal
comun Junglans regia. (Lemus, 2004). En América del Norte el nogal
pecanero o huez pecanera se extiende por Texas y Norte de México (Grant,

2000).

2.2 Descripcion morfolégica del Nogal

El nogal pecanero es un arbol de hoja caduca que mide desde 30.48 m hasta
los 42.67m de altura en promedio. Las hojas son alternas, lanceadas,
dentadas y miden de 10 a 20cm de largo en promedio (USDA-NRCS, 2013).
Posee la caracteristica de ser vigoroso y longevo, el cual inicia su vida
productiva entre los 6 a 10 afios de edad y continua produciendo en niveles
Optimos y comerciales durante poco mas de 50 afios, aun y cuando con un
buen manejo técnico adecuado se puede alargar su vida productiva teniendo

casos de arboles que duran hasta 100 afios (COMENUEZ, 2013).

eFlor: Las flores son unisexuales, ambos sexos nacen en racimos separados
en el mismo arbol. Al ser una especie de polinizacion anemdfila, el nogal
presenta un habito de floracién diclino monoico, lo que significa que genera
inflorescencias masculinas, o amentos, y flores femeninas dentro del mismo
arbol. Sin embargo, la apariciéon de las flores dentro del arbol no ocurre

siempre simultdneamente, lo que se conoce como dicogamia. El estado de



las flores femeninas (los estigmas), da una idea de la receptividad de la flor,
asi como la apariencia de los amentos da una idea de la produccion de polen

(USDA-NRCS, 2013)

eFruto: El fruto es de color marrén oscuro y cubierto de escamas amarillas.
La cascara es delgada y fragil. La cascara a menudo persiste en la rama en
el invierno después de la caida de la nuez (USDA-NRCS, 2013). Se
considera una drupa (fruto carnoso que contiene una sola semilla), la cual
consta de pericarpio, mesocarpio y semilla (almendra). El Pericarpio y el
Mesocarpio es una estructura segmentada en 4 partes que al deshidratarse
se abre dejando libre al endocarpio y a la semilla. A la porcién del
mesocarpio y endocarpio se le conoce como ruezno. Las nueces
compuestas por el endocarpio y la semilla normalmente miden de 2 a 6 cm.
de largo y pesan de 4 a 12 gramos cada una. La semilla presenta dos
cotidelones separados por un tabique central, los cuales provienen de los
carpelos florales. El fruto del nogal es una nuez de alto valor nutritivo, cuya
almendra es rica en proteinas, carbohidratos, minerales, vitaminas, fibras y
grasas (con 94% de aceites insaturados, que reducen el nivel de colesterol

en la sangre) (COMENUEZ, 2013).

eNuez: La nuez se considera una drupa (fruto carnoso que contiene una sola
semilla), la cual consta de pericarpio, mesocarpio y semilla (almendra).
Durante la fase de maduracion el pericarpio y el mesocarpio se secan y el

endocarpio (cascara) y la semilla (almendra) son consideradas como la nuez.
5



El pericarpio y el mesocarpio es una estructura segmentada en 4 partes que
al deshidratarse se abre dejando libre al endocarpio y a la semilla. La semilla
presenta dos cotiledones separados por un tabique central, los cuales
provienen de los carpelos florales. Es una nuez de alto valor nutritivo, cuya
almendra es rica en proteinas, carbohidratos, grasas (con 94% de aceites
insaturados, que reducen el nivel de colesterol en la sangre), minerales,
vitaminas y fibras (COMENUEZ, 2013). Esta drupa mide de 2.5 a 4.5
centimetros de longitud (Lemus, 2004), y pesan de 4 a 12 gramos cada una.
La nuez es de forma oblonga, lisa, de cascara delgada y puntiaguda. Su
periodo de desarrollo es largo y se extiende aproximadamente por siete

meses (Figura 1y 2). (Lemus, 2004)

_ Figura 1. Nuez con pericarpio y
mesocarpio mesocarpio

eRaiz: Su sistema radical, en condiciones naturales, puede penetrar a una
profundidad de 10 metros, pero en general, en el caso de establecimientos

comerciales la mayoria de las raices se encuentran a 1.2 metros. Los



nogales en su habitat natural tienen una asociacion con hongos no dafinos

altamente especializados en las raices alimentadoras.

2.3 Requerimientos nutrimentales del Nogal

El nogal pecanero requiere de 17 elementos esenciales para el crecimiento
de las plantas. No obstante el nitrdgeno y el zinc son los nutrientes a los que
presenta mayor respuesta en crecimiento y calidad. En el norte de México las
aplicaciones mas frecuentes son de nitrogeno, fosforo, potasio y zinc.

(Sparks, 1977)

Nutriente Kg nutrientes/ha
Nitrogeno 17.06
Fosforo 3.86
Potasio 7.38
Calcio 6.52
Magnesio 0.98
Manganeso 0.138
Hierro 0.054
Boro 0.02
Cobre 0.016
Zinc 0.056
Molibdeno 0.0036

Cuadro 1. Cantidad de nutrimentos requeridos por hectarea. (Sparks, 1977).

2.4 Distribucién geografica

El nogal pecanero es una especie nativa de lowa, Indiana, Alabama, Texas y
el norte de México. Este arbol es caracterizado por seguir las cuencas de los
rios muy de cerca, sobre todo a lo largo del Mississippi y sus afluentes, el rio
Colorado, y algunos otros rios en Texas, de igual forma se ha encontrado a

lo largo de algunos rios en México. Otros paises que también se dedican a



cultivar el nogal pecanero son Australia, Brasil, Peru, Israel y Sudéfrica

(Venkatachalam, 2007).

2.5 Produccién a nivel mundial

Existen varios paises productores de nuez proveniente del nogal pecanero,
entre los cuales Estados Unidos de América ocupa el primer lugar con una
produccion de 113 mil toneladas anuales en promedio, lo cual representa el
78.6% de la cosecha a nivel mundial, en segundo lugar esta México con una
produccién media anual calculada en 28,274 toneladas, lo que equivale al
19.6% de la produccion mundial y por ultimo destacan dentro de los paises
con menor produccién Australia, Israel y Sudéfrica, que en conjunto aportan

el 1.8% de la produccién mundial (SAGARPA, 2013).

2.5.1 Produccion en México

De acuerdo a cifras oficiales el cultivo de nogal se distribuye principalmente
en 5 estados de la zona norte de la Republica Mexicana (Chihuahua,
Coahuila, Sonora, Durango y Nuevo Ledn) (SAGARPA, 2013). En México la
produccion de nuez en condiciones de riego pas6 de 19.9 t ha en 1980 a
37.8 y 68.9 t ha™ en 1990 y 2003 respectivamente, ya en el afio 2012 el
rendimiento cay6 a 68.4 t ha™’. El incremento en la productividad se atribuy6
a la introduccion de nuevas variedades y al mejor manejo fitosanitario del

cultivo (SAGARPA, 2013).



2.6 Problematica del nogal

Entre los problemas que tienden a hacer decaer la produccion de nuez,
resalta el paulatino aumento en la concentracion salina del agua que se
emplea para regar las parcelas productivas, este fenébmeno se ha asociado a
las constantes sequias que se presentan en la zona norte de México, la cual
resalta por contar con la mayor superficie cultivada de nogal pecanero en el
pais. De igual manera se ha evidenciado que el sistema de riego por goteo
influye en el aumento de la concentracion de sales en el suelo, dado que al
efectuarse la técnica no se aplica un lavado de suelo, resulta de interés
mencionar los aspectos anteriores debida a que el nogal es un cultivo con
alta sensibilidad a los iones Cloruro y Sodio principalmente (Miyamoto et. al,

1985; Miyamoto, 2006).

Otro de los problemas que se presentan en cultivo es la dificultad para
enraizar, debido a que regularmente la propagacion del nogal pecanero se
da a través de la gemacion de semillas para obtener material porta injerto o
de injerto, otra alternativa para la produccion es la propagacion por esquejes
a partir de arboles maduros, lo que permite la produccién de portainjertos
clonales, sin embargo, es muy dificil mantener producciones rentables
debido a la baja capacidad de enraizamiento del cultivo (Arreola, 2002;

Herrera, 1988).

En relacion a lo anterior, es preciso sefialar que la variabilidad genética es
algo muy comun en los nogales pecaneros, debido a que las flores
masculinas y femeninas se encuentran en diferentes partes en el mismo
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arbol, lo que propicia que la polinizacion sea casi completamente “cruzada”
dando como resultado final un alto grado de heterocigocidad, con endogamia

severa cuando autofecunda (Cerna et. al, 2003).

2.7 Propagacion del Nogal

2.7.1 Propagacion vegetativa

La propagacion del nogal pecanero regularmente se da a través de la
gemacién de semillas para obtener material porta injerto, otra alternativa para
la produccion es la propagacion por esquejes a partir de arboles maduros, lo
que permite la produccién de portainjertos clonales, sin embargo, es muy
dificil mantener producciones rentables debido a la baja capacidad de
enraizamiento del cultivo (Arreola, 2002; Herrera, 1988). La propagacion
sexual en esta especie es lenta y segrega individuos con variacién fenotipica
considerable, caracteristica que limita la homogeneidad de los portainjertos

utilizados en las plantaciones comerciales (Moore et al., 2009).

2.7.2 Micropropagacion

El cultivo de tejidos en su acepcion amplia puede ser definido como un
conjunto muy heterogéneo de técnicas que presentan en comun el hecho de
gue un explante (una parte separada del vegetal) se cultiva asépticamente
en un medio artificial de composicién quimica definida y se incuba en
condiciones ambientales controladas. Esta técnica forma parte de la amplia

gama de tecnologias que conforman a la Biotecnologia. (Levitus, 2010).
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2.7.2.1 Desventajas de la micropropagacion

La organizacion celular que caracteriza a un o6rgano, se puede lograr
mediante la aplicacibn de reguladores de crecimiento con el objetivo de
mantener su integridad y funcionamiento en el cultivo in vitro, para evitar
posibles mutaciones (variacion somaclonal). Las principales limitantes en
esta técnica son la contaminacién (Hongos, Bacterias, Virus, Mycoplasmas,
Microartrépodos y Trips) y la oxidacion (Estopa, 2005). Las especies lefiosas
presentan dificultad para ser propagadas de manera eficiente in vitro, entre
sus principales probleméticas destaca una capacidad regenerativa menor en
comparacién con otro tipo de planta, la dormancia de las yemas, la Induccion
de rejuvenecimiento, menor tasa de multiplicacion, mayor oxidacion inicial del
explante, desinfeccion mas complicada, induccién pobre de enraizamiento y

aclimatacion limitante entre otras.

3.1 Biotecnologia vegetal

La biotecnologia tradicional no esta limitada a las aplicaciones que involucren
microorganismos, inclusive la modificacion genética, es una de las mas
recientes vertientes que se involucran en el rango de estudio de la
biotecnologia, las plantas han estado relacionadas en el desarrollo de la
humanidad a lo largo del tiempo, en el cual han siendo aprovechadas
principalmente como fuente de comida y como aporte de fibras para elaborar

diversas herramientas y prendas de vestir, bajo ese contexto se puede
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enmarcar la importancia del desarrollo que la biotecnologia vegetal ha tenido

de manera simultanea con el de la humanidad (Hopkins, 2007).

De acuerdo a ArgenBio (2014), dentro de la biotecnologia vegetal se pueden
enlistar diversas ramas de estudio, tales como:

e Resistencia a plagas y enfermedades

e Resistencia a herbicidas

e Mejora de propiedades nutritivas

e Resistencia a estrés abiotico

¢ Cultivo de tejidos vegetales

3.1.1 Cultivo de tejidos vegetales

Las tecnologias de propagaciéon in vitro se estan expandiendo
constantemente en el campo de la biologia, el titulo de cultivo de tejidos
vegetales, se ha divulgado de manera muy extensa, a pesar de que
anteriormente era dificil cultivar células u 6rganos vegetales por separado,
ahora es posible gracias al desarrollo de esta tecnologia, alrededor del
mundo se han realizado diversos trabajos en los cuales se emplean
diferentes tejidos de la planta con la intencion de regenerar individuos a partir
de: hojas, yemas axilares, semillas, embriones, callos inducidos, entre otros
(Rathore et. al, 2004). Las técnicas de microprogacion se pueden clasificar

inclusive en funcion del tejido empleado.

Las técnicas de micropropagacion constituyen una herramienta importante

para la rapida propagacion de numerosas especies vegetales de interés
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forestal y en horti-fruticultura. Sin embargo, aunque estas metodologias se
aplican con éxito a algunas especies vegetales, otras presentan problemas
de supervivencia y crecimiento cuando las plantas se llevan a condiciones
normales de campo. Uno de los estadios mas criticos en los procesos de
micropropagacion es el paso de las plantulas desde la fase in vitro a las

condiciones de crecimiento ex vitro (Azcon, 2009).

3.1.2 Embriogénesis

Tedricamente, es el método mas eficiente para la produccion masiva de
plantas in vitro debido a la naturaleza bipolar del embrién, la posibilidad de
ser automatizado todo el proceso productivo, los altos coeficientes de
multiplicacion en cortos periodos de tiempo, al poder aplicarse los principios
de la cinética microbiana y la posibilidad de encapsular estas estructuras y
obtener semillas artificiales. Sus desventajas radican en el desconocimiento
gue existe sobre los parametros que regulan este proceso, siendo aun
limitado el nUmero de especies en los cuales se describe una embriogénesis

somatica eficiente que permita un uso productivo del método. (Freire, 2003).

Este proceso por el cual se generan embriones a partir de células sométicas,
implica importantes cambios a nivel molecular, tales como la expresion
coordinada de aquellos genes que controlan el cambio del patron de
desarrollo vegetativo a un patron de desarrollo embriogénico. Tanto el
establecimiento de un estado totipotente en las células somaticas para iniciar

el desarrollo de un embrién, como las diferentes etapas de desarrollo que
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daran lugar al embribn somatico, requieren una reprogramacion de los
patrones de expresibn génica y una expresion temporal de genes

especificos. (Sanchez et. al, 2009).

3.1.3. Organogénesis

Es la formacion de un primordio unipolar a partir de una yema con el
subsecuente desarrollo de este en un brote vegetativo, existiendo siempre
una conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. De la
organogénesis pueden obtenerse tallos, raices o flores. Estos 6rganos son
inducidos a partir de una célula o de un grupo de células que, segun las
condiciones de cultivo, tienen la propiedad de mantenerse en activa division

(Levitus, 2010).

Anaya y sus colaboradores (2011), evidencian el contraste de Ila
organogénesis con la embriogénesis somatica, debido a que en la via
organogénica para la formacion de una planta completa, ya sea por la via
directa o indirecta, se requiere de una secuencia de medios de cultivo, ya
gue aquellos medios que favorecen el desarrollo de los brotes, inhiben la
formacion de raices y viceversa, mientras que en la embriogénesis no es
indispensable proceder a sembrar en medios de cultivo con diferentes
tratamiento para el desarrollo de los 6rganos y la raiz, ya que en el medio en
el cual se estableci6 el individuo es posible llevar a cabo el proceso completo

de regeneracion.
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3.1.3.1 Organogeénesis directa

La regeneracion in vitro de plantas mediante organogénesis directa es
altamente deseable en los trabajos de micropropagacion y de conservacion
de germoplasma, debido a la generacién de érganos y tejidos sin necesidad

de formacion previa de callo (Dolce et. al, 2004).

3.1.3.2 Organogénesis indirecta

Por otra parte la organogénesis indirecta, implica la produccién masiva de
plantulas a partir de embriones u érganos inducidos en tejido de callo. La
proliferacion de callos a partir de un explante en particular, es el resultado de
la activacion mitética de un pequefio grupo de células colocadas

normalmente en la superficie de corte del explante (Anaya et. al, 2011).
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Lugar y area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en dos fases, la primera fase se
desarroll6 en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del departamento
de Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo en la ciudad de Texcoco
Estado de México en donde se trabajé con explantes provenientes de plantas
juveniles, mientras que la segunda fase se llevé a cabo en el laboratorio de
biotecnologia en al &rea de cultivo de tejidos vegetales de la Unidad Regional
Universitaria de Zonas Aridas (URUZA) ubicada en Bermejillo Durango

trabajando con explantes procedentes de plantas adultas.

4.2 Material Vegetal

Se emplearon plantas juveniles que fueron germinadas en el invernadero de
la URUZA y posteriormente fueron trasladadas a los invernaderos de la
Universidad Auténoma Chapingo en Texcoco, donde se les aplic6 una
solucion de Captan® al 1% en agua de riego durante 2 semanas. El material
vegetal evaluado en la URUZA procedi6é de arboles adultos establecidos en
el municipio de Nazas y Bermejillo Durango, de los cuales se cortaron ramas
gue contaban con brotes recientes y poseian yemas axilares con activa
divisién celular, la coleccién de los materiales adultos se llevd a cabo en
distintas fechas del mes de Abril y Mayo de 2014, mientras que la

germinacion de las plantas juveniles se dio en la fecha de febrero de 2013.
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4.3 Toma de Muestras

Se cortaron con tijeras yemas axilares viables para la micropropagacion, el
material recién cortado se suspendid en una solucion antioxidante que
contenia 150 mgL™ de &cido citrico y 100 mgL™ de &cido ascérbico. Los
segmentos obtenidos fueron extraidos de la solucién antioxidante para ser
suspendidos en una solucion de alcohol al 70% durante 10 minutos, después
se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 10%
(clorox®), por ultimo se procedié a enjuagar tres veces los explantes con

agua estéril.

4.4 Metodologia

El disefio experimental del estudio corresponde a un disefio completamente
al azar, las variables respuesta analizadas fueron: oxidacién de los
explantes, nimero de brotes por explante, nUmero de hojas por explante y
longitud de brotes, se realizdé un analisis de varianza y prueba de medias de
Tukey con un a=0.5, los andlisis estadisticos fueron procesados en el

programa Statgraphics versioén 16.1.15.

4.4.1 Organogeénesis directa en plantas juveniles, fase |

Se emplearon yemas axilares que median 1.5 cm aproximadamente y fueron
cultivadas en las sales inorganicas medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962) (MS-62) al 100%, adicionado con Tiamina a una concentracién de
0.40 mgL™?, Myo-inositol 100 mgL™, 60 mgL™ de L- Cisteina, 10 mgL™ de

Kinetina y 3% de sacarosa, los explantes fueron sumergidos completamente
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en el medio y fueron incubados en oscuridad a una temperatura de 26+ 2°C
durante 72 horas. Posterior a las 72 h de suspension en el medio, el material
vegetal se sembr6 bajo dos tratamientos con doce repeticiones (Cuadro 1),
se empled el medio MS-62 al 100% enriquecido con Tiamina a una
concentracion de 0.40 mgL™, Myo-inositol 100 mgL™, 60 mgL™ de L- Cisteina,
0.3 mgL™ de AIB y 3% de sacarosa, se emplearon Kinetina y 2 iso-
penteniladenina los cuales fueron adicionados en concentraciones diferentes
como se muestra en el cuadro 2, finalmente los explantes fueron incubados a
una temperatura de 26 + 2°C, y un fotoperiodo de 16:8 (16 h luz y 8 h de
oscuridad). Las respuestas organogénicas en explantes provenientes de
plantas juveniles fueron evaluadas transcurridas 8 semanas, las variables
respuesta analizadas fueron la formacion de hojas, la formacién de brotes y
la elongacion de los brotes, para la evaluacion de la oxidacion se considerd

el cambio de coloracién de color verde a tonos cafés en los explantes.

Cuadro 2. Tratamientos empleados para la evaluacibn de respuestas
organogénicas in vitro de nogal pecanero Carya illinoinensis.

Tratamiento KIN mgL™ 2ip mgL™*
Testigo 0 0
1 1.0 3.0
2 3.0 1.0

4.4.3 Organogénesis directa en plantas adultas, fase Il
Se establecieron dos experimentos por separado, en el experimento uno se
empleé el medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) al 100%,

suplementado con Tiamina a una concentracién de 0.40 mgL™, Myo-inositol
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100 mgL™, 3% de sacarosa, 8 gL™ de Agar-Agar, ajustado a un PH de
5.71+0.2, se probaron 4 tratamientos y un testigo con 12 repeticiones para
cada uno (Cuadro 3). Para el experimento dos se empled el medio de cultivo
MS (1962) al 100%, suplementado con Tiamina a una concentracion de 0.40
mgL™, Myo-inositol 100 mgL™, 3% de sacarosa, 8 gL™ de Agar-Agar,
ajustado a un PH de 5.7+0.2, en donde se probaron 4 tratamientos y un
testigo con 12 repeticiones para cada uno (Cuadro 4). Los tratamientos
probados contenian para su evaluacion AIB a concentracion de 0y 0.3 mgL”
! BAa0y1mgL™aligual que dos antioxidantes diferentes (carbén activado
y nitrato de plata), para ambos experimentos se establecieron explantes de
segmentos nodales con un didmetro aproximado de 0.5 cm y una longitud no
mayor a los 1.5 cm, los explantes establecidos fueron incubados con un

fotoperiodo de 16 h luz, a una temperatura de 26°C+2°C.

Cuadro 3. Tratamientos empleados en el experimento 1 para la evaluacion de
respuestas organogénicas in vitro en plantas adultas de nogal pecanero Carya
illinoinensis [Wangehn C. (Koch)].

. Medio Antioxidante BA AlA
Tratamiento de A
cultivo mgL
0 WPM 0 0 0
1 WPM CA 1% 1 3
2 WPM CA 1% 1 0
3 WPM AgNO3 1% 1 3
4 WPM AgNO3; 1% 1 0
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Cuadro 4. Tratamientos empleados en el experimento 2 para la evaluacion de

respuestas organogénicas in vitro en plantas adultas de nogal pecanero Carya
illinoinensis [Wangehn C. (Koch)].

Medio Antioxidante BA AlA
Tratamiento de 1
. mgL

cultivo
0 MS 0 0 0
1 MS CA 1% 1 3
2 MS CA 1% 1 0
3 MS AgNO3 1% 1 3
4 MS AgNO3 1% 1 0
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RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Plantas juveniles fase |

5.1.1 Respuestas y oxidacion

El porcentaje de oxidacion se evalud transcurridos 40 dias después de la
siembra in vitro de los explantes, en el tratamiento O (testigo) y tratamiento 1
(1 mgL™* KIN, 3 mgL™ 2ip y 0.3 mgL™ AIB), la oxidacién se present6 en el
25% de los explantes, mientras que en el tratamiento 2 (3 mgL™ KIN, 1 mgL™
2ip y 0.3 mgL™ AIB) se present6 en 8.33% de las unidades experimentales.
No obstante el porcentaje de respuesta organogeénica fue de 33.33% para los
tratamientos 1 y 2, mientras que en el tratamiento testigo se promovieron

respuestas organogénicas en 25% de los explantes.

Figura 3. Inicio de oxidacién en explante cultivado en
medio WPM al 100%, suplementados con Tiamina a una
concentracion de 0.40 mgL™, Myo-inositol 100 mgL™, 3%
de sacarosa, 8 gL™ de Agar-Agar, ajustado a un PH de
5.7+0.2, adicionado con 1 mgL™ de BA, 0 mgL™ de AIB y
1% de carbodn activado
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5.1.2 Induccion de brotes

La induccion de brotes en los tres tratamientos resultd estadisticamente
igual, logrando diferenciar 2.25 brotes en promedio por planta para los
tratamientos 1 y 2 mientras que para el control el promedio fue de 1.33
brotes en promedio por explante, no obstante se ha documentado que el
empleo de BA a una concentracién de 3.0 mgL™ en combinacién con el
medio de cultivo WPM y a partir de embriones germinados in vitro de Carya
illinoensis puede generar hasta 9.66 brotes en promedio por explante
(Renukdas et al., 2010), se ha observado también que la combinacion de BA
(4.4 pM)y AIB (0.005 pM) promueven el crecimiento de brotes laterales en
explantes provenientes de plantas elite de Juglans regia, (Scaltsoyiannes
et. al, 1998). De acuerdo a la evidencia se asume que la capacidad de
respuesta del explante esta asociada con la edad de la planta donante del
explante al igual que con la cantidad, concentracion y combinacion de las

hormonas empleadas.

e e

Figura 4. Explantes con respuesta
organogénica (brotes y hojas), A se
aprecian 2 brotes, B se presenta
brotacion simple.
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Figura 5. Media obtenida de brotes en explantes de yemas cultivados
durante 8 semanas en medio MS-62 al 100% enriquecido con Tiamina a
una concentracién de 0.40 mgL™, Myo-inositol 100 mgL™, 60 mgL™* de L-
Cisteina, y 3% de sacarosa, tratamiento 0 (0 mgL™ KIN y 0 mgL™ 2ip)
tratarlniento 1 (1 mgL® KIN y 3 mgL™ 2ip) Tratamiento 2 (3 mgL* KIN y 1
mgL™).

5.1.3 Induccién de formacion de hojas

Los tratamiento 1 y 2 que presentan diferencia significativa con respecto al
control, logrando generar 5 y 6 hojas respectivamente en promedio por
explante (Figura 5), resultado similar al reportado por Avila et al. (2013),
quienes obtuvieron 6 hojas en promedio por explante mediante el empleo de
KIN 1.0 mgL™, BAP 3.0 mgL™ y ANA 0.3 mgL™. Se ha documentado que el
empleo de Acido indol acético a una concentracién de 3.0 mgL™ en medio
MS modificado promueve la generacion de 5 hojas en promedio en otra

especie lefiosa como es el cedro Cedrela odorata L. (Garcia et al., 2011).
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Figura 6. Media de hojas obtenidas por explante durante 8 semanas en
medio MS-62 al 100% enriquecido con Tiamina a una concentracion de
0.40 mgL™, Myo-inositol 100 mgL™, 60 mgL™ de L- Cisteina, y 3% de
sacarosa. Tratamiento 0 (0 mgL™ KIN y 0 mgL™ 2ip) tratamiento 1 (1 mgL’
! KIN y 3 mgL" 2ip) Tratamiento 2 (3 mgL™ KIN y 1 mgL™"). Los
tratamientos 1 y 2 presentan diferencias significativas con respecto al

control (Tukey, a=95.0).

5.1.4 Longitud de brotes

La mayor longitud de brotes se promovié en el tratamiento 1 (Figura 6), que
involucra KIN 1.0 mgL™, 2ip 3.0 mgL™ y AIB 0.3 mgL™, elongando los brotes
fue de 1.65 cm en promedio, no obstante las diferencias entre los
tratamientos 1 y 2 fueron no significativas, el resultado obtenido es similar al
reportado por Suarez et al.,, (2006) en Cedro, que cita la elongacién en

promedio a los 1.5 cm en 5 tratamientos distintos que emplearon BAP a

concentraciones de 0, .5, 1.0, 2.0 y 4.0mgL™.
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Figura 7. Diferenciacion en la elongacién de brotes en explantes con 45
dias de incubacion a 25°C con fotoperiodo de 16:8, (A) Tratamiento
testigo, (B) Tratamiento 1 (KIN 1.0 mgL™, 2ip 3.0 mgL* y AIB 0.3 mgL™).
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Figura 8. Media longitud de brotes en cm obtenidas por explante durante
8 semanas en medio MS-62 al 100% enriquecido con Tiamina a una
concentracién de 0.40 mgL™, Myo-inositol 100 mgL™, 60 mgL™ de L-
Cisteina, y 3% de sacarosa tratamiento 0 (0 mgL™ KIN y 0 mgL™ 2ip)
tratamiento 1 (1 mgL™ KIN y 3 mgL™ 2ip) Tratamiento 2 (3 mgL™ KIN y 1
mgL™) los tratamientos 1 y 2 presentan diferencias significativas con
respecto al control (Tukey, 0=95.0).
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Tratamiento ~ Combinacién  Brotes Hojas Longitud

de reguladores brotes (cm)
mgL™*
KIN 2ip AIB
0 0 0 0 1.33+0.50a  1.6+.85b .73£0.15b
1 1.0 3.0 0.3 225+043a 5.0+.73a 1.65+0.13a
2 30 1.0 0.3 2.25+0.43a 6.25+0.73a 1.45+0.13a

Cuadro 5. Datos obtenidos después de 8 semanas en medio MS-62 al 100%
enriquecido con Tiamina a una concentraciéon de 0.40 mgL™, Myo-inositol 100
mgL™, 60 mgL™ de L-Cisteina, y 3% de sacarosa, letras diferentes dentro de
cada columna indican diferencias significativas (0=95.0).

5.2 Plantas adultas fase Il

5.2.1 Respuestas y oxidacion

Como respuestas organogénicas, fueron consideradas aquellas que
presentaban cambio en la coloracién y morfologia de la yema, los explantes
evaluados que provenian de plantas adultas no lograron desarrollar ni
diferenciar tejidos como hojas y brotes en el periodo de tiempo de 60 dias,

gue comprendio el estudio.

La oxidacién en el experimento uno, afectdé a 24 unidades experimentales
(UE) representando en porcentaje 40%, la contaminacion se presentd en 16
UE lo que corresponde al 26.67% del total. En el experimento dos la
oxidacion se contabiliz6 en 20 UE (33%) y la contaminacion en 23 UE
(38.33%). Por otra parte 42 explantes presentaron respuestas potenciales a
la organogénesis (35%), sin embargo no lograron diferenciar tejido que
pudiera ser evaluado de manera cuantitativa, debido a que transcurridos 60

dias de incubacion y posterior a 2 transferencias a medio (WPM) al 100%
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con Tiamina a 0.40 mgL™, Myo-inositol 100 mgL™, sacarosa al 3%, Agar-
Agar a8 gL"y 1 mgL” BA, a PH de 5.7+.2, la oxidacién propicio que no se

lograra otra transferencia.

Figura 9. Explante proveniente de plantas adultas que
presentd potencial de respuesta organogénica, en la figura
3A se observa al explante antes de la primera transferencia
(15 dias transcurridos), en la figura 3B se aprecian dafios
por oxidacion transcurridos 45 dias de incubacion.

5.3Conclusiones

El presente estudio demostré la capacidad para propiciar la generacion de
hojas, brotes y su elongacion en explantes de plantas juveniles de nogal
pecanero in vitro mediante el empleo de Kinetina, 2 iso pentenil adenina y
Acido indol butirico. La contaminacion vy la oxidacion fueron las principales
causas de perdida de explantes. La nula respuesta organogénica en
explantes de plantas adultas puede estar asociada a la baja concentracién

empleada de Bencil adenina en los experimentos.
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