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SUMMARY

Background. Tuberose (Polianthes tuberosa L.) is a native plant of central and southern Mexico, cultivated for cut
flower and as for the perfume industry. Farmers propagate it vegetatively, so it is important to generate new varieties
by implementing efficient techniques, both to induce mutations and micro-propagation. Objective. Establish the
protocol for the in vitro propagation of P. tuberosa L. from foliar and flower tissue. Methodology. Leaf and button
explants were placed on the surface of the culture medium base GC, containing inorganic salts Murashige and Skoog
(1962) per liter, coconut water 50 mL L, 20 g L of sucrose, 6.4 g L* of agar, being the pH adjusted to 5.7. With this
basic medium were prepared a series of culture media containing benzylaminopurine (BAP) , naphthaleneacetic acid
(ANA), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), indole acetic acid (IAA) and kinetin. Results. Shoot regeneration (3.5
%) was solely from button tissue explants on solid media containing BAP and ANA; media T1 (1.1 %), T3 (3.5 %)
and T11 (2.5 %). The shoots developed roots in the medium with indolbutiric acid (1 mg L) and BAP (0.1 mg L%).
In foliar tissue cultures, the regeneration of green callus was achieved in a higher percentage (50.9 %) in the solid
media with BAP (4.5 mg L™?) and ANA (0.05 mg L) and sucrose 20 g L. Implications. The protocol was developed
that allowed obtaining tuberose seedlings from flower buds. This attributes to the in vitro conservation of germplasm,
and initiating genetic improvement programs for P. tuberosa with new and desirable characteristics, to increase
biodiversity in the crop. Conclusions. Both shoot induction and development were observed in media containing BAP
(4.5 mg L) and ANA (0.1 mg L™Y)..
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RESUMEN
Antecedentes. Polianthes tuberosa L. (hardo) es una planta nativa del centro y sur de México, cultivada para flor de
corte y para la industria del perfume. Los agricultores la propagan vegetativamente, por lo que es importante generar
nuevas variedades implementando técnicas eficientes, tanto para inducir mutaciones como de micro-propagacion.
Objetivo. Establecer el protocolo para la propagacion in vitro P. tuberosa L. a partir de tejido foliar y de flor.
Metodologia. Explantes de hoja madura y botén fueron colocados sobre la superficie del medio de cultivo, base GC
con las sales inorganicas del medio Murashige y Skoog (1962) por litro, agua de coco 50 mL, sacarosa 20 g, agar 6.4
gy el pH fue ajustado a 5.7. Con este medio basico se prepararon medios de cultivo que contenian bencilaminopurina
(BAP), acido naftalenacético (ANA), &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido indolacetico (AIA) y cinetina.
Resultados. La regeneracion de brotes (3.5 %) fue Unicamente a partir de explantes de tejido de botdn en medios
solidos que contenian BAP y ANA: medios T1 (1.1 %), T3 (3.5 %) y T11 (2.5 %). Los brotes desarrollaron raices en
el medio con 1.0 mg L de acido indolbutirico y 0.1 mg L de BAP. En los cultivos de tejido foliar se logro la
regeneracion de callo verde en mayor porcentaje (50.9 %) en el medio sélido con 4.5 mg de BAP L%, 0.05mg L™ de
ANAy 20 g L* de sacarosa. Implicaciones. Se desarrollo el protocolo que permitié obtener plantulas de nardo a partir
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de botén floral. Esto atribuye a la conservacion in vitro del germoplasma, e iniciar programas de mejoramiento genético
de P. tuberosa con caracteristicas nuevas y deseables, para incrementar la biodiversidad en el cultivo. Conclusiones.
Tanto la induccion y desarrollo de brotes fue observada en los medios que contenian BAP (4.5 mg L) y ANA (0.1

mg LY.

Palabras Clave: Regeneracion de plantulas; medios de cultivo; reguladores de crecimiento.

INTRODUCCION

Polianthes tuberosa L. (nardo), planta nativa del
centro y sur de México al que los aztecas Ilamaron
Omixochitl ~ (flor de hueso), es cultivada
fundamentalmente para flor de corte (Benschop,
1993), por su tamafio, fragancia y larga vida en florero.
Asimismo, por su olor, los extractos de flores de nardo
tienen un alto valor debido a las reacciones
metabolicas secundarias para la sintesis de varios
compuestos comerciales importantes en la industria del
perfume y cosmética (Sangavai y Chellapandi 2008;
Rammamurthy et al. 2010).

Este cultivo presenta relativamente poca variabilidad
genética (Sirohi et al., 2018; Singh et al., 2019),
debido, en parte, a que de manera rutinaria los
agricultores propagan las plantas vegetativamente a
partir de las yemas de los cormos situadas en la base
de las estructuras caulinares y, por esta razon, son
multiplicadas practicamente de manera clonal; en
términos relativos, provienen de pocos genotipos
(Shillo, 1992). El cultivo, en relacién al color de la flor,
es blanco como todos los cultivares conocidos de P.
tuberosa y, en relacién a los tipos, Unicamente se
conocen dos, la simple y la doble, que son cultivados
en todo el mundo (Singh et al., 2019). Ranchana et al.
(2013) determind la variabilidad genética, evaluaron
en cinco genotipos de nardo (doble) doce caracteres
diferentes de la planta.

La diversidad genética es vital para el
perfeccionamiento de las especies, pues, dentro de esa
diversidad se pueden encontrar rasgos que resultaran
atiles para las variedades modernas de este cultivo,
tanto de adaptacion a las condiciones ambientales
como a los grandes cambios climaticos que estan
ocurriendo (Estrada-Basaldua et al., 2011), como los
de importancia estética en floricultura y quimica para
la elaboracidn de perfumes. Por lo tanto, a mayor grado
de biodiversidad, mayor facilidad de encontrar esos
rasgos genéticos en el cultivo por lo que esta especie
representa un verdadero reto para quienes deseen
modificar sus caracteristicas para generar nuevas
variedades.

Puede llevar mucho tiempo, posiblemente hasta
décadas, incorporar el rasgo genético que quisiera ser
incorporado a este cultivo, mediante la aplicacion de
métodos agricolas tradicionales, por eso se deben
utilizar métodos innovadores mas eficientes, para
ayudar a acortar este proceso y hacerlo més factible.

Un procedimiento para incrementar la variabilidad en
esta especie consiste en implementar técnicas
eficientes y précticas para inducir mutaciones
(Estrada-Basaldua et al., 2011) acoplada a técnicas
eficientes para propagar in vitro las plantulas valiosas
de forma masiva. Esta estrategia se plantea como
auxiliar a los métodos tradicionales del mejoramiento
para obtener los resultados deseados (Rodriguez,
1988).

Los métodos de micropropagacion, permiten la
regeneracion masiva de plantas a partir de tejidos y
organos, con esta técnica, se pueden generar plantas
clonadas, plantas libres de virus y rescatar mutantes
generadas en células somaticas (Castilla et al., 2014).
Mediante esta tecnologia, es factible generar de
manera masiva individuos de fenotipos seleccionados
por sus caracteristicas de valor ornamental, tanto
morfologicas como de color de hojas y flores, asi como
aquellos de nuevas fragancias.

Los segmentos de cormo son los explantes que
cominmente han sido utilizados por muchos
biotecnodlogos para regenerar in vitro brotes de nardo
(Muralidhar y Mehta, 1982; Bose et al., 1987; Khan et
al., 2000; Rajasekharan et al., 2000; Nazneen et al.,
2003; Mishra et al., 2006; Sangavai y Chellapandi,
2008; Gajbhiye et al., 2011; Naz et al., 2012); sin
embargo, con esta parte de la planta, el principal
obstaculo para el establecimiento de los cultivos in
vitro es la contaminacion. La regeneracion de plantas
a partir de segmentos de apices (Hutchinson et al.,
2004), discos de hoja (Bindhani et al., 2004), de raiz
(Narayanswamy y Prabhudesai, 1979) y anteras (Gi y
Tsay, 1989) también se ha intentado por varios
biotecnologos pero, los resultados que han obtenido
estan en la etapa preliminar. Beyrami et al. (2008)
regeneraron plantas a partir de tejido de cormo, callos
de anteras y hojas. Con variedades de P. tuberosa de la
India y utilizando el medio MS que contiene 6.0 mg L
1de BAP, 0.5 mg L*de ANA, 0.7 mg L'de 24-Dy
0.5 mg L de TDZ, Kadam et al. (2010) lograron la
obtencidn de brotes a partir de tejido de tépalos (4.0%)
y de botones florales (4.33%). En Taiwéan, Shen et al.
(1991) intentaron la micropropagacién de P. tuberosa
utilizando el medio MS modificado que contiene 2.25
mg L' de BAP y 0.5 mg de ANA logrando la obtencién
de brotes a partir de tejidos de botén. Otsuji et al.
(1994) interesados en la obtencion de polisacéridos de
nardo, obtuvieron la regeneracion de callo a partir de
segmentos de tejido de tépalos, en cultivos en
suspension. Hernandez-Mendoza et al. (2014)
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regeneraron brotes in vitro a partir de yemas
vegetativas de la inflorescencia y de tejido de cormo.
De acuerdo a la revision de literatura, inicamente dos
grupos de investigadores, el de Kadam et al. (2010) y
el de Shen et al. (1991) han logrado la regeneracion de
brotes de nardo a partir de tejidos de la flor. El presente
estudio se realiz6 con el objetivo de contribuir al
establecimiento de la tecnologia para propagar in vitro
plantulas de P. tuberosa de manera altamente eficiente
a partir tanto de tejido de hojas como de tejido de boton
floral plenamente desarrollados.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

Botones de inflorescencias de P. tuberosa obtenidas en
la Central de Abastos de la Ciudad de México,
Delegacion lztapalapa y en el mercado local de
Texcoco, Edo. de México. Asi como hojas maduras de
plantas cultivadas en un invernadero ubicado en el
predio del Colegio de Postgraduados (Carretera Los
Reyes-Texcoco, km 36.5. Montecillo, Texcoco, Estado
Meéxico) que originalmente fueron obtenidas en el
vivero de San Andrés, Municipio de Zumpahuacan,
Estado de México.

Medios de cultivo

El medio de cultivo base utilizado fue el GC
(Guillermo Carrillo, comunicacién personal) que
contiene las sales inorgénicas del medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962), agua de coco 50 mL L™,
sacarosa 20 g L* y agar 6.4 g L'X. Con este medio
béasico se prepar6 una serie de medios de cultivo que
contenian los reguladores de crecimiento vegetal BAP,
2,4-D, ANA, AIA, Cinetinay TDZ y segln se describe
en la Tabla 1.
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El pH de los medios fue ajustado a 5.7 con un
potencidometro  Sargent-Welch modelo LS vy
posteriormente el agar fue agregado. La esterilizacion
se llevd a cabo en una autoclave (1.05 kg/cm? de
presion) durante 15 minutos. En frascos de vidrio de
100 mL de capacidad con tapa de rosca previamente
esterilizados fueron servidos 20 mL de medio, en una
campana de flujo laminar.

Establecimiento de los cultivos in vitro
Desinfeccion

Se utilizaron botones florales de aproximadamente 2
cm de longitud (Figura 1) y hojas sanas, sin dafio
mecanico de nardo. Los botones y hojas se lavaron con
agua y detergente, se sumergieron en alcohol de 70 %
vlv, después en solucion de detergente antibacterial
(1.3 % v/v) durante dos minutos en cada solucidn v,
finalmente en una solucion de hipoclorito de sodio
comercial 40 % v/v durante 15 minutos. Las soluciones
fueron preparadas con agua destilada. Posteriormente,
en la campana de flujo laminar la solucion de
hipoclorito de sodio fue retirada para enjuagar los
botones florales y los segmentos de hoja cuatro veces
con agua destilada estéril.

Establecimiento de los cultivos in vitro. De cada botdn
(pedicelo), segmentos de tejido de aproximadamente 3
mm de grueso fueron obtenidos al practicar dos cortes
transversales en la parte basal del botén. Cinco
segmentos por frasco fueron colocados sobre el medio
de cultivo solido y seis frascos fueron preparados por
cada condicion experimental (Tabla 1). Cuatro
segmentos de hoja de aproximadamente 1 cm? fueron
colocados sobre la superficie del medio en cada frasco,
preparandose seis frascos por condicién experimental.

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo GC utilizados para la induccidn de brotes de Polianthes tuberosa

a partir de tejido foliar y de botones florales.

Medio de BAP 2,4-D ANA TDZ AlA Cinetina
cultivo (mg LY (mg LY (mg LY (mg LY (mg LY (mg LY
T1 2.00 0.50
T2 1.00 0.25
T3 4.50 0.10
T4 2.25 0.05
T5 2.00 0.70 0.50 0.5
T6 1.25 0.12
T7 1.00 0.20
T8 4.0 2.6
T9 2.00 0.25
T10 1.00 0.50
T11 4.50 0.05
T12 2.25 0.10
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2cm.

Figura 1. Aspecto de los botones florales de nardo
utilizados.

Los explantes se incubaron a 26 - 29 °C y con
fotoperiodo de 16 horas de luz blanca fria fluorescente
(ldmparas de 75 W y radiacion fotosintéticamente
activa de 45 pE ms-1). Al final de cada mes de
incubacion, los cultivos fueron evaluados vy
transferidos a un medio de cultivo fresco para asi
cultivarlos durante un periodo de cuatro meses.

Disefio experimental
Los explantes se distribuyeron bajo un disefio

experimental completamente al azar con cuatro
repeticiones por condicién experimental. A los 30 y
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hasta los 120 dias después de la siembra se registro el
porcentaje de las variables: contaminacidn, desarrollo
de callo, desarrollo de tépalos, nimero de brotes,
desarrollo de proembriones, raiz, -cultivos sin
diferenciacion, promedio de brotes por explante y total
de brotes.

Analisis estadistico

Un andlisis de varianza para cada una de las variables
registradas fue realizado con el paquete estadistico
SAS (SAS, 2002) wversion 9.0. Se utiliz6 el
procedimiento ANOVA para el analisis de varianza y
prueba de Tukey (p < 0.05) para la comparacion de
medias.

RESULTADOS Y DISCUCION

Esta investigacion se llevo a cabo con la finalidad de
establecer procedimientos que permitieran generar, de
manera practica y eficiente, plantulas de nardo a partir
de botén floral y tejido foliar.

Desarrollo de brotes en los cultivos de Polianthes
tuberosa

En la presente investigacion, los brotes se regeneraron
en la superficie del explante directamente sin
formacién de callos (organogénesis directa).

Figura 2. Aspecto de los brotes generados a partir de cultivos de botdén de P. tuberosa. A, B 'y C son cultivos
desarrollados en el medio T3 durante uno, dos y cuatro meses de incubacién, respectivamente. D y E son cultivos
desarrollados en el medio T11, al mes y tres meses de cultivo, respectivamente.

4
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La regeneracion de brotes a partir de tejido de bot6n se
logré en 120 dias, Gnicamente en los medios T1 (1.1
%), T3 (3.5 %), y T11 (2.5 %) (Figura 2), segun se
muestra en las Tablas 2 y 3. Dos brotes se regeneraron
en un explante cultivado en el medio T11, a los dos
meses de establecidos los cultivos, se pudo observar,
en el tejido del pedicelo, el desarrollo de los brotes que
dieron origen a las pequefias plantulas. En los 120 dias
de cultivo en 11 de los 12 medios, los explantes
desarrollaron proembriones.

En Taiwan Shen et al. (1991) regeneraron brotes a
partir de botdn en el medio MS modificado que
contenia BAP, 2.25 mg y ANA, 0.5 mg

En la investigacion presente se proporciona
informacion acerca de la regeneracion de brotes a
partir de explantes de boton floral y, la mayor
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formacidn de brotes se presento en el medio de cultivo
que contenia BAP (4.5 mg L) y ANA (0.1 mg L?).
En Taiwén, Shen et al. (1991) en una comunicacion
preliminar, logran la regeneracion de plantas a partir
de botdn en el medio MS modificado que contenia 2.25
mg de BAP y 0.5 mg de ANA, aplicando la citocinina
en menor cantidad y auxina en concentracion mayor.
En la India Kadam et al. (2010) lograron la
regeneracion de brotes a partir de tépalos (4.0 %) asi
como de botdn floral (4.33 %) en el medio MS 'y cuatro
reguladores de crecimiento (6 mg L de BAP, 0.5 mg
L1de ANA,0.7mg L de 2,4-D,y0.5mg L de TDZ)
y, como se observa, utilizaron mayores
concentraciones de esos reguladores que las
concentraciones utilizadas en el trabajo presente.
Posteriormente Gajbhiye et al. (2011), obtuvieron la
regeneracion directa a partir de discos de tejido de
tallo.

Tabla 2. Respuesta de los explantes de tejido de botén de Polianthes tuberosa desarrollados en la serie de medios

de cultivo que se indican.

Medio de

Cultivos con crecimiento o generacion de:

cultivo Tépalo Callo

Raiz Brotes Proembriones

T1 + +
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12

+ + +

+ 4+ + + 4
+ 4+ + A+ o+ +

+

+ + +

+
+ + +

1
+ 4+ 4+ + + + +

- Sin respuesta, + Con desdiferenciacion

Tabla 3. Tipo de desarrollo observado en los explantes de tejido de boton de Polianthes tuberosa al ser cultivados
en los medios de cultivo indicados. Los datos de tépalo, raiz y brotes se expresan en porcentajes y desviacion

estandar ().

Medio de Cultivos con crecimiento o generacion de:
cultivo Tépalo Raiz Brotes NUmero de brotes por  Total de
cultivo brotes
T1 36.2+0.5b 6.6+0.6 ab 1.1+0.5ab 1.0 1.0
T2 17.7£0.0 cd 0.0£0.0d 0.0£0.0b 0.0 0.0
T3 40.0+0.6 a 0.0£0.0d 3.5#0.0a 1.0 4.0
T4 17.4+0.8 c 0.0£0.0d 0.0£0.0b 0.0 0.0
T5 0.0£05¢ 0.0£0.0d 0.0£0.0b 0.0 0.0
T6 0.0£0.0e 4.240.0 bed 0.0£0.0b 0.0 0.0
T7 13.9+0.8 cd 4.310.5 abc 0.0£0.0b 0.0 0.0
T8 11.7£0.6d 7.5+0.5a 0.0£0.0b 0.0 0.0
T9 18.3£0.0¢ 2.6+0.5cd 0.0£0.0b 0.0 0.0
T10 15.8+0.5cd 6.6£0.8 ab 0.0£0.0b 0.0 0.0
T11 25.0£0.6 b 1.7+0.6 cd 2.5+1.0ab 15 3.0
T12 24.2+05b 0.0£0.0d 0.0£0.0 b 0.0 0.0

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas p<0.05
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Estos investigadores para regenerar los brotes
utilizaron medios de cultivo de constitucion solida y
cierto ndmero de reguladores de crecimiento. En el
trabajo presente, los medios contenian Unicamente dos
reguladores del crecimiento, BAP y ANA y asi, se
regeneraron 8 brotes en tres medios de cultivo (Tabla
2), en mayor porcentaje en el medio (22) que contenia
45mg L de BAP y 0.1 mg L de ANA. El costo de
los reactivos es importante en todo proceso y, por
tanto, este factor debe tomarse en cuenta. En estudios
que se han realizado consideran que el regulador de
crecimiento BAP es importante en la propagacion in
vitro de P. tuberosa (Naz et al., 2012). Sangavai y
Chellapandi, 2008 obtuvieron una mayor frecuencia de
regeneracion de explantes y diferenciacion de brotes
(2.2+1.2 brotes/explante) con 1.5 mg L en medio MS,
utilizando meristemos de cormo. Resultados
contrastantes obtuvieron Vargas y Garcia (1995) en
pequefios brotes de Spathiphyllum sp (cola blanca) en
presencia de 10 mg de BAP y de ANA.

Contaminacion

En ocho de los 12 medios de cultivo utilizados se
presentd contaminacion en los explantes, a partir de
explantes de botén con un mayor porcentaje en el
medio T2 (25 %) (Tabla 4), sin embargo, a partir de
explantes de tejido foliar la contaminacion fue en todos
los medios de cultivo en un 40 % en los medios T10 y
T12 (Tabla 5). Herndndez-Mendoza et al. (2014) en
explantes de cormo obtuvieron el 100 % de explantes
contaminados, en yemas vegetativas en un 31 % en
cultivos de yemas tratadas con solucidn de hipoclorito
de sodio al 70 %. En cultivos in vitro de cormos de
nardo se logré controlar la contaminacion cortando la
porcién infectada y tratando con Bavistin, mientras que
agregar el antibidtico estreptomicina en el medio fue
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para controlar la  contaminacion  bacteriana
(Khanchana et al., 2019).

La contaminacién causada por diversos tipos de
microorganismos  (hongos, bacterias, virus 'y
fitoplasmas) es uno de los principales problemas en el
cultivo de tejidos vegetales, el medio de cultivo tiene
las condiciones fisicas de incubacion favorables para
el desarrollo de estos microorganismos (Mroginski et
al. 2004).

Desarrollo de plantas y raices en los cultivos
obtenidos a partir de boton floral

En 7 de los 12 medios de cultivo utilizados, se observo
el desarrollo de raices, en mayor porcentaje en los
medios T8 (7.5 %), TLy T9 (6.6 %), T7 (4.3 %)y T6
(4.2 %) (Tabla 3.).

En los brotes regenerados en los medios indicados en
la Tabla 3, no se generaron raices vigorosas en el
periodo de incubacion de cuatro meses, pero, al
cambiar los cultivos al medio de cultivo base GC que
contenian los reguladores de crecimiento BAP (0.1
mg) y AIB (1.0 mg), se logré la induccién de raices
vigorosas en un periodo adicional de incubacion de un
mes.

Cultivos con desarrollo de tejidos de tépalos

En la mayoria de los medios de cultivo, a partir de
bot6n floral desarrollaron tépalos (Tabla 3). EI mayor
porcentaje se obtuvo en el medio T3 (40 %), los cuales
crecian siete veces del explante original, a los 60 dias
después del establecimiento del cultivo aséptico
(Figura 3 A), posteriormente los cultivos se
marchitaron y degeneraron.

Tabla 4. Tipo de respuesta y contaminacién observados en los cultivos de Polianthes tuberosa generados a partir
de explantes de botén. Los datos son expresados en porcentajes y desviacion estandar ().

Medio de cultivo Contaminacion Cultivos sin Cultivos con desdiferenciacion:
diferenciacion Proembriones Callo

T1 24.2+1.0 ab 42.9+1.3¢e 2.2+0.6 cd 11.0+0.6 d
T2 25.0+0.6 a 64.4+0.6 cd 1.1+05d 16.7+0.5 cd
T3 42+05¢ 33.9+05¢ 13.9+0.8 a 8.7+0.6 d
T4 4.1+05¢ 65.2+1.3b 8.7+0.6 b 8.7+0.6 d
T5 7.5+0.5¢ 77.5+0.6 b 0.0+0.0d 22.5+0.5b
T6 20.8+0.5b 41.1+1.0f 15.8+0.5 a 39.0+0.5a
T7 4.2+05¢ 59.1+1.8 bc 8.7+t05 b 13.9+0.8 ¢
T8 0.0+0.0d 77.5+1.3a 1.7+0.6 cd 1.7+0.6 e
T9 4.1+05b 64.3+1.0b 6.1+0.5 bc 8.6+0.6 d
T10 0.0+0.0d 54.2+1.0 bed 10.0+0.8 ab 13.3+0.0 ¢
T11 0.0+0.0d 475+0.5d 75+05D 15.8+0.5 ¢
T12 0.0+0.0d 50.8+0.5 cd 10.0+0.8 ab 15.0+1.0 ¢

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas p<0.05
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Figura 3. Aspecto del tipo de desarrollo observado en los cultivos generados a partir de explantes de tejido de boton
de Polianthes tuberosa. Desarrollo de tépalos en el medio T3 a los dos meses de cultivo (A). Desarrollo de callo color
verde en el medio T6 al mes de cultivo (B). Desarrollo de proembriones en el medio T6 a los cinco meses de cultivo
(C) y aspecto de los callos color blanco marfil en el medio T5 al mes de cultivo (D).

Cultivos con desarrollo de callo

En los 12 medios utilizados los explantes también
desarrollaron callo, lo cual es una expresién importante
ya que estos cultivos de células indiferenciadas son
utilizados para la manipulacién genética o para la
produccién de compuestos secundarios (Cai et al.,
2012). El desarrollo de callo en los tejidos de boton,
fue aparente al mes de establecidos los cultivos y se
observé en mayor proporcion (39.0 %) en los explantes
cultivados en el medio T6 y en el medio T5 (22.5 %)
(Tabla 4) ambos medios contenian 2,4-D. Los
resultados muestran que la combinacién de 2,4-D y
BAP resulté ser el més efectivo para la induccion de
callos en nardos que la combinacion de BAP y ANA.
La auxina 2,4-D es usada para la induccién de callos
tanto en monocotiledéneas como en dicotiledoneas
(Evans et al. 1981).

Los callos tuvieron en algunos casos tonalidades de
color verde en los que se generaron sobre su superficie
estructuras proembriogénicas (Figuras 3 By 3 C); sin
embargo, esto no pudo comprobarse debido a que al
ser subcultivados se transformaron gradualmente en
callo. El desarrollo de proembriones se observo en
mayor grado en cultivos desarrollados en los medios
T6 (15.8 %) y T3 (13.9 %) (Tabla 4). Los explantes

establecidos en el medio T5, generaron un tipo de callo
(22.5 %) de apariencia muy peculiar de color blanco
marfil  que nunca desarrollaron  estructuras
proembrionicas ni de otro tipo (Figura 3 D), ya que los
callos que desarrollaron los explantes en los otros
medios indicados en la Tabla 4, fueron de tonalidad
verde, el cual indica un buen desarrollo y balance
nutrimental en el medio de cultivo (Bautista et al.,
2020). Otsuji et al. (1994) obtuvieron callos a partir de
tépalos de P. tuberosa en el medio MS que contenia
altas concentraciones (2.61 y 2.25 mg) de 2,4-D, para
la obtencion de metabolitos.

Cultivos de explantes de tejido foliar

La regeneracion de brotes a partir de tejido de hojas
maduras que provenian de plantas cultivadas en
invernadero no pudo lograrse (Tabla 5) aunque en
todos los medios se generaron callos, resaltando esta
respuesta en los cultivos desarrollados en los medios
T11 (509 %) y T2 (40.3 %). El desarrollo de
estructuras proembriogénicas también fue observado
en estos cultivos, en mayor porcentaje en los cultivos
desarrollados en los medios T1 (11.5), T3 (8.8) y en
menor proporcién en los medios T11 y T2 (Tabla 5,
Figura 4).
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Tabla 5. Tipo de respuesta y contaminacion observada en los cultivos de Polianthes tuberosa generados a partir
de explantes de tejido foliar. Los datos son expresados en porcentajes y desviacion estdndar (+).

Medio de Contaminacion Cultivos sin Cultivos con desdiferenciacion celular:
cultivo diferenciacion celular: Proembriones Callo
T1 35.0+1.2 ab 69.2+0.8 bcd 11.5+0.6 a 19.2+0.6 cd
T2 22.5+0.6 cd 56.5+1.0 cd 3.2+0.6 ab 40.3+0.5a
T3 15.0+0.0d 66.2+0.5 ab 8.8t1.0a 25.0+1.0b
T4 31.3+1.3bc 70.9+1.0 abc 0.0+0.0 b 29.1+0.8 bc
T5 7.5+0.5¢ 77.5+0.6 b 0.0+0.0d 22.5+0.5b
T6 38.8+1.0 ab 81.6+1.8 abc 0.0+t0.0 b 18.4+0.5d
T7 425+1.3a 100.0+0.6 a 0.0+0.0 b 0.0+0.0 e
T8 22.5+0.6 cd 75.8+1.3 a 0.0+0.0b 24.2+1.0 bed
T9 31.3+1.4bc 52.7+0.5 de 0.0+t0.0 b 47.3+0.6 a
T10 40.0+0.8 ab 66.7+0.8 cde 0.0+0.0 b 33.3+0.8 bc
T11 33.8+1.0ab 45.3+0.0e 3.8+0.6 ab 50.9+0.5a
T12 40.0+0.8 ab 81.3+1.0 abc 0.0+0.0 b 18.8+0.5d

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas p<0.05

Estos resultados demuestran que la organogénesis in
vitro depende del tipo de explante, reguladores del
crecimiento vegetal y su concentracion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion pueden
considerarse como preliminares y en la actualidad se
estdn determinando las condiciones experimentales
para definir el método préactico, econémico y seguro
que permita la regeneracion masiva de plantulas a
partir de cada tipo de 6rgano de la planta. A la fecha,
se tienen detectados aspectos del procedimiento que
pueden mejorarse para incrementar notablemente la
eficiencia del método de propagacion como: a) Ajustar
con mayor precision la concentracion de los
reguladores de crecimiento BAP y ANA. b) El proceso
de desinfeccion de las muestras de botén se debe
modificar para evitar el dafio que le causan las
sustancias utilizadas durante este proceso y, con
respecto a la hoja, ¢) Se debe utilizar tejido foliar de
hojas inmaduras ya que el resultado negativo obtenido

Figura 4. Aspecto de callos regenerados en los cultivos desarrollados a partir de tejido foliar en el medio T6 a los dos
meses de cultivo (A) y de proembriones desarrollados a partir de tejido foliar en el medio T1 a los dos meses de cultivo

(B).

se puede atribuir a que las hojas utilizadas estaban
lignificadas. En estudios realizados con Stevia
rebaudiana, Bespalhok-Filho et al. (1993) utilizaron
hojas jovenes y lograron embriones somaticos en
forma directa.

Si la regeneracion masiva de plantulas a partir de cada
tipo de 6rgano de la planta se logra, entonces es factible
rescatar mutantes somaticas que se detecten en las
plantas mediante mutaciones generadas de manera
espontanea o inducida. Debemos considerar que el
nardo es propagado, de manera comercial, a partir de
cormo por lo que el grado de variabilidad que presenta
es muy restringido. En general, se puede afirmar que la
mayoria de los cultivos econémicamente importantes
son, desde el punto de vista genético muy uniformes,
porque son originados a partir de unas cuantas lineas
puras y, en consecuencia, son altamente vulnerables a
la accion de los agentes bidticos y abidticos adversos.
En particular el cultivo de nardo es producto de clones
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con caracteristicas bien definidas y ademas, la
propagacion se lleva a cabo de manera vegetativa,
practicamente en ausencia de recombinacion genética,
por lo que este cultivo al ser atacado por algin agente
bidtico o abidtico adverso tiene mayores posibilidades
de ser dafiado.

Este trabajo constituye una parte metodoldgica
importante  que  permitird  implementar  un
procedimiento altamente eficiente de regeneracion de
plantas de nardo que acoplado a un procedimiento
eficiente de induccién de mutaciones que se esta
definiendo experimentalmente, se podrian generar
cambios en la coloracion, forma, tamafio y perfume de
la flor, tamafio de la planta, morfologia y pigmentacién
de las hojas, grado de tolerancia a los factores bi6ticos
y abidticos méas comunes en este cultivo.

CONCLUSIONES

La induccién y desarrollo de brotes fue observada en
los medios que contenian BAP (4.5 mg L) y ANA
(0.1 mg L'1). El desarrollo de proembriones en cultivos
de tejido foliar se logré en los medios que contenian
también BAP (4.5 mg L) y ANA (0.1 mg L™?).
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