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Regeneracion in vitro de brotes de Polianthes tuberosa L. a partir de yemas vegetativas de la inflorescencia y de tejido de cormo

Resumen

Polianthes tuberosa L. es una planta endémica de México, comercialmente se cultiva para flor de
corte, y, ademas, es utilizada en la industria farmacéutica y del perfume. Tradicionalmente, los
productores la propagan utilizando los cormos, lo que ha ocasionado que el cultivo presente poca
variabilidad genética y posiblemente, por esta razon solo se conocen cultivares con flores
blancas. Con base en lo anterior el objetivo de la presente investigacion consistié en establecer la
metodologia practica y competitiva para propagar in vitro Polianthes tuberosa L. Las yemas y
pequefios segmentos de tejido de cormo fueron colocadas sobre la superficie del medio de
cultivo, base GC (comunicacion personal Guillermo Carrillo) con las sales inorganicas del medio
de cultivo Murashige y Skoog (1962) por litro, 50 mL de agua de coco, 20 g de sacarosa, 6.4 g de
agar y el pH fue ajustado a 5.7. Con este medio béasico se prepararon medios de cultivo que
contenian  bencilaminopurina  (BAP), acido naftalenacético (ANA), é&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), acido indolacético (AlA), y cinetina. La formacion de brotes que
dieron origen a las plantulas ocurrié mediante, la regeneracién directa de la yema floral la cual al
crecer forma sélo una plantula y a partir del tejido de la base de la yema, de esta region se
obtuvieron hasta seis brotes por yema en el medio que contiene BAP, 4.5 mg y ANA, 0.1 mg, del
cual la regeneracién de brotes fue mayor (56.1 %). En el caso de cormo el problema fue la
contaminacion llegando en algunos casos hasta el 100 % de los cultivos. Es de resaltar la
importancia de poder lograr la regeneracion masiva in vitro de plantas de nardo a partir de yemas

florales.

Palabras clave: Eficiencia de la regeneracion, in vitro, contaminacién, yema
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Abstract

Tuberose (Polianthes tuberosa L.) is a plant endemic to Mexico, commercially grown for cut
flower, and is also used in pharmaceutical and perfume industries. Traditionally, producers
propagate this plant using corms, being this cause of the present little genetic variability in the
crop and possibly for this reason only cultivars white flowers are known. The objective of this
research was to develop a practical and economical method for the regeneration of plantlets from
vegetative of the inflorescence and corm. Small buds and corm tissue segments were placed on
the surface of the culture medium base GC (personal comunication Guillermo Carrillo),
containing inorganic salts of Murashige and Skoog (1962) and also having per liter 50 mL of
coconut water, 20 g of sucrose, 6.4 g 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 (NAA), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), indole acetic acid (IAA),
and kinetin. The shoot formation that gave rise to small plantlets occurred through the direct
regeneration of the flower bud which to grow a plantlets arising only from base of the bud From
this region were obtained up to six buds in medium containing BAP, 4.5 mg and NAA, 0.1 mg,
being the regeneration of buds higher (56.1%). Corm if the contamination problem was in some
cases up to 100% of the cultures. It is important to highlight the importance of achieving massive

regeneration in vitro tuberose plant from flower bud.

Keywords: Regeneration efficiency, in vitro, contamination, bud
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Regeneracion in vitro de brotes de Polianthes tuberosa L. a partir de yemas vegetativas de la inflorescencia y de tejido de cormo

Introduccion:

Los métodos de micropropagacion permiten la obtencion de plantas genéticamente idénticas,
obtencion de plantas libres de patdgenos, e incrementa los coeficientes de multiplicacion de las
vitroplantas, con el empleo en los medios de cultivo de hormonas del crecimiento vegetal
(Castilla et al., 2014).

La regeneracion de plantulas por medio de las técnicas de cultivo de tejidos, permite el manejo de
un gran numero de individuos por lo que la propagacion de los genotipos seleccionados se hace
en un reducido espacio, bajo condiciones libres de patdgenos y en un corto tiempo (Ahloowalia,
1995).

P. tuberosa L., endémica de México, comercialmente se cultiva como flor de corte, pero también
es utilizada en la industria farmaceutica y del perfume (Sangavai y Chellapandi 2008). De manera
préctica, los productores la propagan utilizando los cormos, lo que ha ocasionado que el cultivo
presente poca variabilidad genética y actualmente solo se conocen cultivares con flores de color
blanco. Existen pocos trabajos acerca de la propagacion in vitro en esta especie siendo el cormo,
la parte de la planta comUnmente utilizada en estas investigaciones porque la induccion in vitro y
la regeneracion de plantas se logra relativamente facil (Muralidhar y Mehta, 1982, Bose et al.,
1987, Khan et al., 2000, Nazneen et al., 2003, Mishra et al., 2006, Sangavai y Chellapandi, 2008,
Gajbhiye et al., 2011, Naz et al., 2012) pero cuando es utilizado este 6rgano se presentan
problemas de contaminacion que pueden reducir drasticamente la eficiencia de este proceso.
Actualmente existen pocos reportes especificos para la regeneracion de plantas a partir de
segmentos de apices (Hutchinson et al., 2004), hoja (Bindhani et al., 2004, Beyrami et al.,
(2008), raiz (Narayanswamy y Prabhudesai, 1979), boton floral (Kadam et al., 2010) y anteras

(Giy Tsay, 1989) sin éxito o con escasos resultados.

Es factible obtener nuevas variedades de nardo con caracteristicas sobresalientes si se aplican
técnicas altamente eficientes y practicas de propagacion in vitro, la variacion somaclonal ha sido
una de las tecnicas biotecnologicas que se ha empleado para el mejoramiento genetico, debido a
que constituye una forma rapida de generar variabilidad genetica, conservacion, rescate de

embriones y la propagacion masiva particularmente para cultivos con base genetica estrecha y
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que son dificiles de mejorar a traves de tecnicas tradicionales (Kessel, 2012). Con base en lo
anterior el objetivo de la presente investigacion consistid en establecer la metodologia practica y

competitiva para propagar in vitro Polianthes tuberosa L.
Método

Localizacion del sitio experimental
El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular del IREGEP-

Genética del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México.

Material bioldgico

Yemas vegetativas de la vara floral de Polianthes tuberosa L. “Doble” fueron obtenidos de tallos
florales provenientes de la Central de Abastos de la Ciudad de México, Delegacion Iztapalapa y
en el mercado local de Texcoco, Mpio. de Texcoco, Edo de México, mientas que los cormos de la
seleccion San Andrés fueron obtenidos de la Facultad de agrobiologia “Presidente Judrez”

perteneciente a la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Uruapan, Michoacan.

Medios de cultivo

Se utiliz6 el medio de cultivo base GC (Guillermo Carrillo, comunicacién personal) que contiene
sales inorgénicas del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) adicionadas con 50 mL L™ de
agua de coco, 20 g de sacarosa y 6.4 g de agar (Merck®) con el pH ajustado a 5.7 con un
potenciometro Sargent-Welch modelo LS. Con este medio basico fueron preparados una serie de
medios de cultivo que contenian BAP, ANA, 2,4-D, AIA y cinetina, segun se describe en el
Cuadro 1. Los medios fueron servidos (20 mL) en frascos de 100 mL de capacidad. La

esterilizacion del medio se realizé en autoclave, durante 15 minutos y 1.05 kg/cm? de presion.
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Regeneracion in vitro de brotes de Polianthes tuberosa L. a partir de yemas vegetativas de la inflorescencia y de tejido de cormo

Cuadro 1. Concentracién (mg L™) de reguladores de crecimiento (medio GC) empleados para la
regeneracion de P. tuberosa L.

Tratamiento BAP 2,4-D ANA AlA Cinetina AlB

mg mg mg mg mg mg

12 2.00 0.50

22 4.50 0.10

472 1.25 0.12

52 1.00 0.20

62 4.00 2.60

7T2A 2.00 0.25

72B 1.00 0.50

82A 4.50 0.05

82B 2.25 0.10

Bencilaminopurina (BAP), &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA), &cido indolacético
(AIA).

Establecimiento

Se escogieron yemas vegetativas de la inflorescencia y cormos de nardo sin dafios mecanicos
visibles, las yemas se obtuvieron realizando cortes transversales en los nudos, con un bisturi se
retir6 la hoja modificada (bractea) que cubre la yema, posteriormente los extremos de los
segmentos de la inflorescencia fueron sellados con parafina fundida (Figura 1). Este material se
desinfectd superficialmente mediante un lavado con agua y detergente, para sumergirlos en
alcohol 70 %, después en solucién antibacterial (Lysol®) en agua destilada (13 mL L™) durante
dos minutos en cada solucion, finalmente se colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio
comercial al 50, 60 y 70 % para yemas y 70 % para cormo v/v (6 % de cloro activo) durante 15
minutos. Posteriormente, en campana de flujo laminar se retird la solucion de hipoclorito de

sodio para enjuagar los explantes cuatro veces con agua destilada estéril.
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Figura 1. Aspecto de una yema axilar de la inflorescencia de nardo (P. tuberosa L.)

Las yemas fueron cuidadosamente separadas del tallo, con la menor cantidad posible de tejido de
tallo y colocadas (cuatro por frasco) sobre la superficie del medio de cultivo. Asi mismo,
pequerios segmentos de tejido de cormo 0.5 cm de longitud fueron colocados (cuatro por frasco)

sobre la superficie del medio de cultivo.

Los explantes se incubaron a 26 - 29 °C de temperatura y fotoperiodo de 16 horas (luz blanca fria
fluorescente de 75 W) y radiacion fotosintéticamente activa de 45 pE m-2s-*. Cada mes los
cultivos fueron evaluados y subcultivados en medio de cultivo fresco durante un periodo de

cuatro meses.

Disefio experimental

Los frasco con explantes se distribuyeron bajo un disefio experimental completamente al azar con
cuatro repeticiones por tratamiento (9), a los 30 y hasta los 120 dias después de la siembra se
registraron las variables: contaminacion, desarrollo de callo, desarrollo de brotes, promedio de

brotes por cultivo, total de brotes, brotes con desarrollo de hojas y cultivos sin desarrollo.

Analisis estadistico
Un andlisis de varianza para cada una de las variables registradas fue realizado con el paquete
estadistico SAS (SAS, 2002) version 9.0. Se utilizé el procedimiento ANOVA para el analisis de

varianza y prueba de Tukey (p < 0.05) para comparacion de medias.

Resultados
Tipos de desarrollo en los cultivos

Cultivos con desarrollo de brotes y plantulas a partir de yemas vegetativas
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La regeneracion de brotes se logré al mes de establecidas las yemas vegetativas en los
tratamientos 2 2, 8 2 A, 1 2y 7 2 B (con un porcentaje de brotes de 56, 22, 17 y 17 %,

respectivamente), en el tratamiento 2 2 se obtuvé méas de un brote por yema (Cuadro 2, Figura 2).

Cuadro 2. Tipo de desarrollo observado en los cultivos generados a partir de explantes de yema
de P. tuberosa L.

Tratamiento %o de explantes  Promedio de brotes

con brotes por cultivo
12 16.7+0.7 bc 1.2
22 56.1+0.7 a 2.1
42 0.0£0.0d 0.0
52 0.0+0.0d 0.0
62 11.9+0.0c 1.1
72A 13.8+0.7 bc 1.0
72B 16.7+0.7 bc 1.2
82A 21.9+140b 1.1
82B 15.2+0.0 bc 1.0

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas p<0.05 n=36.

El desarrollo de brotes que dieron origen a las pequefias plantulas ocurri6 mediante: a) el
crecimiento directo de la yema la cual se expreso como una plantula (Figura 3) y b) a partir del
tejido de la base de la yema, regidon que estaba en contacto con el medio de cultivo de donde se
generaron plantulas (Figura 2). En el tratamiento 2 2, a partir del tejido de la base de la yema se
obtuvieron hasta seis brotes en la Gltima evaluacion (120 dias); al trascurrir cinco meses se
generon mas brotes, y otras ocho yemas produjeron cada una cuatro brotes, al ser cultivadas en el

mismo tratamiento (Figura 3).
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-
Figura 2. Brotes generados de la base de la yema vegetativa de P. tuberosa L. en el tratamiento 2 2 (4.5
mg L-1 de BAP y 0.1 mg de ANA) a los dos A) y a los tres meses de cultivo con nuevos brotes B).
Cultivos con estructuras de proembriones en la base de la yema a los tres meses de cultivo en el
tratamiento 1 2 (2.0 mg L-1 de BAP y 0.5 mg de ANA) C) y plantula con brotes nuevos generados
directamente del tejido de la base de la plantula a los cuatro meses de cultivo en el tratamiento 1 2 D).

Figura 3. Aspecto de los brotes de P. tuberosa L. en el proceso de regeneracion a partir de los cultivos
de yema vegetativa de nardo en tratamiento 2 2 (4.5 mg L-1 de BAP y 0.1 mg de ANA). Brotes
generados directamente de la yema, de un mes A) y de dos meses de cultivo B).

Cultivos con desarrollo de callo
El desarrollo de callo en los cultivos de yemas vegetativas, fue aparente hasta los dos meses de
establecidos los cultivos, se observd en todos los tratamientos pero en mayor proporcion en los
expantes cultivados en el tratamiento 4 2 (BAP 1.25 mg y 2,4-D 0.12 mg) y en el tratamiento 5 2
(42.4 % de los explantes) (BAP 1.0 mg y ANA 0.20 mg). (Cuadro 3). Los callos mostraron
tonalidades de color verde, en los tratamientos (4 2 y 5 2) (Figura 3); sin que se lograra la
regeneracion de brotes.
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La adicion de 4.5 mg L-1 de BAP con 0.1 mg L-1 de ANA, promovio la formacién de hojas (59.2

% brotes con desarrollo de hojas) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Respuesta de las yemas de P. tuberosa L. a los cuatro meses al ser cultivadas en el
medio de cultivo GC con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento. Los datos se
expresan en % y + desviacion estandar.

Tratamiento Contaminacion Explantes Explantes con Brotes con
(%) Sin desarrollo  desarrollo de  desarrollo de
callo hojas

12 34.0+0.0 a 63.6t1.4b 19.742.1b 12.5+0.7 b
22 34.0+1.4 a 31.8+2.1d 12.1+1.4 bc 59.2+4.2 a
42 32.0+1.4 a 471+14c 52.9+1.4a 0.0+0.0d
52 34.0t1.4 a 57.6+0.0 bc 42.4+0.0 a 0.0+0.0d
62 33.0+2.1a 82.1+0.7 a 6.0+0.0 c 3.7£0.7 c
72A 35.0+0.7 a 69.2+0.7 b 16.9+0.7 bc 3.9+14c
72B 34.0+0.0 a 63.6x1.4 b 19.7+2.1 bc 13.9+0.7 ¢
82A 36.0+1.4 a 62.5+1.4 bc 15.6%£1.4 bc 11.8+1.4b
82B 34.0+0.0 a 66.7+0.0 b 18.2+0.0 bc 3.9+1l4c

Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticas p<0.05 n=36

Figura 4. Aspecto del desarrollo de callos generados a partir de la base de la yema vegetativa de
inflorescencia de P. tuberosa L. A) Tratamiento 4 2 (1.25 mg de 2,4-D con 0.12 mg de BAP) y B)
Tratamiento 5 2 (1.0 mg de BAP y 0.2 mg de ANA).

Contaminacion
Con la finalidad de reducir el problema de contaminacion, las yemas fueron expuestas a las
soluciones de 50, 60 y 70 % v/v de hipoclorito de sodio, en el proceso de desinfeccién, el mayor

porcentaje de cultivos contaminados se presentd en las yemas tratadas con la solucion de 50 %
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hipoclorito y la menor contaminacion en los cultivos de yemas tratadas con la solucion de 70 %

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Contaminacion observada en el cultivo in vitro a partir de yemas vegetativas de P.
tuberosa L. al ser expuestos a las soluciones de hipoclorito de sodio indicadas. Los datos
expresan % y + desviacion estandar.

Hipoclorito de sodio  Yemas contaminadas Yemas sin contaminacion
(%)
50 31.0+1.0 69+2.08
60 24.4+£1.7 75.6x£1.5
70 19.0+1.3 81.0+1.9
n=12.

Cultivos desarrollados a partir de cormo
Hubo regeneraciéon de brotes a partir de tejido de cormo en todos los tratamientos utilizados

observando cambios a partir de una semana de establecidos. De acuerdo a las evaluaciones
efectuadas desde un mes y hasta cuatro meses de cultivo, la regeneracion promedio de brotes por
explante se logrd (1 brote) en los tratamientos 1 2 (BAP 2.0 mg y ANA 0.50 mg) y 8 2 A (BAP
4.50 mg y ANA 0.05 mg), (6 brotes) en el tratamiento 2 2 (BAP 4.50 mg y ANA 0.10 mg)
(Figura 4) (Cuadro 5).

Figura 5. Aspecto de brotes de P. tuberosa L. a partir de cormo en el tratamiento 2 2 (BAP 4.50 y ANA
0.10 mg) A) De un mes de cultivo, a pesar de estar contaminado el cultivo. B) Plantula a los cinco

meses de cultivo.
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Cuadro 5. Porcentaje de contaminacion, promedio de brotes y nimero de brotes obtenidos en
cormos de P. tuberosa L. bajo diferentes niveles de reguladores de crecimiento in vitro.

Tratamiento Contaminacién Promedio de brotes Total de brotes

(%) por cultivo
12 90 1.0 3
22 90 2.0 6
42 100 0.0 0
52 90 1.5 5
62 100 0.0 0
72A 100 0.0 0
72B 100 0.0 0
82A 90 1.0 3
82B 100 0.0 0
n=36
Discusién

Esta investigacion se llevo a cabo para generar plantas de nardo a partir de las yemas vegetativas
de la vara floral y de tejido de cormo. La regeneracion de plantas a partir de yemas de la
inforescencia de la planta de nardo, con mayor respuesta en presencia de los reguladores de
crecimiento BAP 4.5 mg y ANA 0.1 mg. En estas condiciones se han logrado regenerar un total
de 139 brotes en seis tratamientos (1 2,22,72 A, 72B, 82 Ay 82 B) que contienen BAP y
ANA, las cuales estan en fase de aclimatacion. Marulanda-Angel et al. (2011) lograron regenerar
brotes de Heliconia bihai (L) a partir de meristemos florales en el medio MS que contenia BAP
(6 mg) y en un subcultivo posterior en presencia de 2 mg de BAP, y de 0.5 mg de AIA pero, la
regeneracion de brotes no se logré en medios que contenian concentraciones de BAP entre 0.5 y
4.5 mg, en cotraste con los resultados de esta investigacion se logré la regeneracion de brotes al

adicionar BAP entre 1.0 y 4.5 mg.

En esta investigacion, el mayor porcentaje de brotes se observd en medios con contenidos
relativamente altos de BAP y bajos de la auxina ANA. En un estudio que se ha realizado
recientemente Naz et al. (2012), consideran que el regulador de crecimiento BAP es importante
en la propagacion y multiplicacion masiva in vitro de P. tuberosa L, en este estudio el nimero de
brotes producidos por explante fue mayor en medio que contiene 2,5 mg L™ BAP en combinacién
con 0,5mg L™ de NAAy 0,1 mg L™ de Kin (5 + 0,42 brotes por explante).
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Otro aspecto importante de esta investigacion radica en haber demostrado que la regeneracion de
plantulas se lleva a cabo mediante dos procesos bioldgicos diferentes: la transformacion o
desarrollo directo de la yema en plantula y por el proceso de diferenciacion del tejido de la base

de la yema en plantula.

La mayor regeneracion de brotes (6 brotes por explante) se obtuvo en el tratamiento 2 2 con el
proceso de diferenciacion del tejido de la base de la yema a un cuando el mayor nimero de
cultivos que respondieron fue directamente de la yema, en el mismo tratamiento (2 2), en
contraste Kadam et al. (2010) en India, lograron la regeneracién de brotes a partir de tépalos (4.0
brotes por explante) asi como de boton floral (4.33 brotes por explante) en el medio MS que
contenia BAP, 6.0 mg; ANA, 0.5 mg; 2,4 D, 0.7 mg y TDZ, 0.5 mg, con mayor numero de

reguladores de crecimiento, lo cual implica mayor costo para la regeneracion de plantulas.

En comparacién se puede citar el caso de la propagaciéon de plantas a partir de yemas de la
inflorescencia de la orquidea Phalaenopsis (David y Bala 2012), en donde en la base del
pedinculo no existen, rudimentos visibles de yemas, en la regién media, se encuentran las yemas
vegetativas con cierto grado de turgencia de las cuales es factible regenerar plantas y, hacia la
region apical, las yemas reproductivas generan las flores. Se consideran que este mismo

fendmeno se presentd al utilizar la inflorescencia de nardo para obtener plantulas.

Con respecto al callo en explantes de yema se logro el mayor porcentaje (52.9) con el tratamiento
41 (BAP 1.25 mgy 2,4-D 0.12 mg L™) resultados que cotrastan con Otsuji et al. (1994) quienes
generaron cultivos de callo a partir de segmentos de tejido de tépalo, en cultivos en suspension en
un medio MS con 2,4-D, (2.61 y 2.25 mg) para la obtencién de polisacaridos de nardo y con
Sangavai y Chellapandi (2008) que lograron el desarrollo de callo en cultivos de tejido de cormo
(37.8 %), en el medio MS que contenia BAP, 0.5 mg y AlA, 3.0 mg.

La regeneraciéon de plantulas a partir de cormo se obtuvé en todos los medios probados esto

puede deberse que este organo contenga hormonas, lo que coincide con Panigrahi y Saiyad
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(2013) ellos lograron la regeneracion de brotes a partir de cormos de P. tuberosa L. variedad
Calcutta Single (3.5 £0.2) en el medio MS que contenia BAP y cinetina 0.2 mg.

A la fecha, se tienen detectados aspectos del procedimiento que deben modificarse para
incrementar notablemente la eficiencia del método de propagacion como: a) El estudio de
proporciénes de los reguladores de crecimiento BAP y ANA en el medio de cultivo para conocer
con precision la condicion experimental dptima para la regeneracion masiva de plantas de manera
econdémica y segura. b) Determinar la potencialidad de las yemas en este proceso, de acuerdo a su
posicion en la vara floral. ¢) Investigar la embriogénesis somatica y en qué condiciones se
presenta (yemas a diferente distancia de la vara floral). Es importante resaltar que se utilizo el
tejido de cormo en esta investigacion para demostrar fundamentalmente dos aspectos importantes
de esta tecnologia. 1. El grave problema de contaminacion, que reduce drasticamente la eficiencia
del método vy, en este caso se espera encontrar el sistema de desinfeccion apropiado para hacer
competitivo esta forma de produccion de planta de nardo. 2. Demostrar la facilidad del proceso
de propagacion. La yema vegetativa es un oOrgano de la planta mas limpio y libre de
microorganismos por lo que el problema a corregir respecto a la contaminacion fue relativamente
mas sencillo y se demostrd que sometiendo a las yemas a una soluciones de hipoclorito de sodio
comercial al 70 % la contaminacién se redujo al 81 % de yemas sin contaminacion, en contraste
al reducir la solucién de hipoclorito de sodio comercial al 50 % (69 % de yemas sin
contaminacion). El cultivo de nardo es el producto de clones con caracteristicas bien definidas y
muy estables, ya que el método de propagacién que llevan a cabo los productores es la
propagacion vegetativa, practicamente en ausencia de recombinacidn genética, por lo que este
cultivo al ser atacado por algin agente bidtico o abidtico adverso tiene mayores posibilidades de
ser destruido. De lo anterior se deduce la importancia de la propagacién masiva de plantas de

nardo libres de patogenos.

Conclusiones

La concentracion de 4.5 mg de BAP con 0.1 mg de ANA presentd la mejor respuesta a la
regeneracion de plantulas en yemas vegetativas de nardo.

Los brotes de nardo derivados a partir de cormos presentan un buen desarrollo sin importar la

concentracion de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo.
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