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ORGANOGENESIS INDIRECTA EN EXPLANTES DE PETALOS DE CUATRO
CULTIVARES DE Begonia elatior CULTIVADOS IN VITRO

Maria Fernanda Martinez Velasco, MC.
Colegio de Postgraduados, 2015
RESUMEN

Esta investigacion se llevo a cabo con los objetivos de conocer la totipotencia del
pétalo para generar plantulas, las condiciones nutrimentales y hormonales que
pudieran permitir la clonacién masiva de cuatro cultivares de Begonia elatior. Se
emplearon pétalos completos que fueron cultivados en medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog), utilizando un disefio experimental completamente al azar
con un factorial 4°, donde los factores a evaluar fueron: cultivares de Begonia
elatior y concentraciones de los reguladores de crecimiento ANAy BA, 1) 0 mg L™
(ANA) + 0 mg L™ (BA) fue utilizado como testigo, 2) 1.0 mg L™ (ANA) + 1.0 mg L™
(BA), 3) 0.5 mg L™ (ANA) + 2.0 mg L™ (BA), 4) 1.0 mg L' (ANA) + 2.0 mg L™ (BA) y
5) 0.5 mg L™ (ANA) + 3.0 mg L™ (BA) generandose 20 tratamientos. Los cultivares
gue mostraron respuesta en regeneracion de brotes/callo, fueron el cv. ‘Heidi’ con
un promedio de 13.2 brotes suplementado con el tratamiento 1.0 mg L™ ANA+ 1.0
mg L' BAy en el cv. ‘Gloriosa’ se obtuvieron, en promedio, de 8.4 brotes/callo con
el tratamiento 1.0 mg L™ ANA+ 1.0 mg L™ BA, después de 65 dias de cultivado en
medio de cultivo MS. La induccién de raices ocurrio en medio MS sin hormonas.
Ocasionalmente, en el cultivar ‘Gloriosa’ se pudo observar la formacion de yemas
florales. Los cultivares Clara y Tacora Geel no expresaron ningun tipo de
respuesta. Es posible que el pétalo se utilice como explante en cultivo in vitro para

la propagacion intensiva.

Palabras clave: organogénesis indirecta, yemas florales, Begonia x hiemalis.



ORGANOGENESIS INDIRECT EXPLANTS PETALS Begonia elatior FOUR
CULTIVARS GROWN IN VITRO

Maria Fernanda Martinez Velasco, MC.
Colegio de Postgraduados, 2015
ABSTRACT

This research was conducted with the objective to know the petal’s totiptency for
the generation of plantlets and to learn about the nutrimental and hormonal
conditions that could allow massive cloning of four varieties of Begonia elatior.
Whole petals were used to be planted on Murashige and Skoog culture medium
using a completely random experimental design with a factorial 4°, where the
factors to evaluated were: cultivars of Begonia elatior and ANA and BA growth
regulators concentrations, 1) 0 mg L™* (NAA) 0 mg L™ (BA) was used as a control,
2) 1.0 mg L™ (NAA) 1.0 mg L™ (BA), 3) 0.5 mg L™ (NAA) 2.0 mg L™ (BA), 4) 1.0 mg
L™ (NAA) 2.0 mg L™ (BA) and 5) 0.5 mg L™ (NAA) 3.0 mg L™ (BA) generating 20
treatments. The biggest regeneration of shoots/callus was, on average, 13.2 from
completed petal cv. ‘Heidi’ and in the cv. 'Gloriosa' were, on average, 8.4
shoots/callus with treatment 1.0 mg L NAA 1.0 mg L™* BA, after 65 days in
medium culture supplemented with the MS treatment of 1.0 mg L™ NAA and 1.0
mg L™ BA. Occasionally there were flower buds in the treatment 1.0 mg L™* ANA
1.0 mg L™ BA in the cv. ‘Gloriosa’ Induction of roots occurred in MS medium
without hormones. The cultivars Clara and Tacora Geel did not express any kind of
response. It is possible that petal could be used as explant in the organogenesis
and intensive propagation.

Keys words: indirect organogenesis, in vitro flowering, Begonia x hiemalis.
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. INTRODUCCION

La familia begoniacea comprende cinco géneros y 920 especies de las cuales la
mayoria pertenecen al género Begonia (Kabirnataj et al., 2012, Mendi et al., 2009). El
género Begonia comprende aproximadamente 2000 cultivares y alrededor de 200
especies que han sido introducidas por cultivadores comerciales, entre ellas Begonia
tuberhybrida, Begonia rex, Begonia semperflorens, Begonia x hiemalis, Begonia x
elatior, Begonia x cheimantha y Begonia x socotrana (Takayama, 1982). Las begonias
forman parte de nuestras plantas de adorno mas bonitas y variadas y ha sido, durante
afos, la primera planta de flor en Europa Central y aunque en la actualidad ya no es
tan vendida se mantiene en una posicion privilegiada entre las 10 primeras
comercialmente (Rout et al., 2006). Las begonias son importantes como plantas
ornamentales perennes que estan distribuidas en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. Se emplean en los jardines y como plantas de maceta. En
general, son propagadas por semilla o vegetativamente por esqueje de hoja, rizomas,
tubérculos y principalmente por esqueje de hoja con peciolo (Mendi et al., 2009). No
obstante, es posible que métodos convencionales de propagacion sean problematicos
debido a la rapida aparicion de enfermedades. Ademas, La produccion de grandes
cantidades de plantas genéticamente homogéneas es también muy dificil. Begonia
elatior es el producto de la cruza de Begonia socotrana x Begonia tuberhybrida, se
conoce como Begonia hiemalis y es considerada como una flor con gran potencial por
la gran aceptacion en el consumo local, pero con un buen manejo en su
comercializacién se puede considerar para el mercado internacional. En el mercado
nacional, Begonia elatior es la predominante, entre las begonias, puesto que las ventas
sefalan que es de alrededor del 90% y posiblemente su demanda se incremente. Sin
embargo, por ser un producto de importacion, el costo por esqueje es de 0.45 €, un
equivalente a $9.00 costo que resulta alto al productor. Ante esta situacion se requiere
de un método que permita la obtenciébn de material vegetativo a un bajo costo de

produccion.



Siendo la biotecnologia, especificamente la micropropagacion, una herramienta para la
propagacion masiva para la horticultura, en general, y para las plantas ornamentales en
particular y por los objetivos que estan originando este trabajo, pensamos que fue
conveniente utilizarla. Para esta investigacion se escogié al pétalo como explante
porque creemos gue tiene la misma capacidad morfogénica que la hoja, tallo raiz, etc.
sembrado en un medio de cultivo apropiado. Ademas, a pesar que las begonias han
sido estudiadas por diversos investigadores (Takayama y Misawa,1982; Simmonds y
Werry; Bowes y Curtis, 1991; Nakano et al.,1999; Bouman y Klerk, 2001; Kishimoto et
al., 2002; Burritt et al., 2003; Espino et al., 2004; Nhut et al., 2005; Shimada et al.,
2006, 2007; Mendi et al., 2009; Kabirnataj et al., 2012) hasta donde sabemos, no hay
evidencias suficientes que demuestren que el pétalo de Begonia elatior, tiene la
totipotencia necesaria para ser utilizado como explante en un programa de
micropropagacion con orientacion comercial. Consideramos que Begonia elatior, como
planta madre, puede tener mayor posibilidades para ser un mejor tipo de explante
sobre todo por la cantidad de flores y pétalos que se tiene en una planta y por lo tanto
es excelente material para una propagaciéon masiva de interés comercial. Por lo
anterior, este trabajo se orientd, como un método alternativo de propagacion masiva de
Begonia elatior y se pretendié establecer un protocolo para conocer por un lado, la
totipotencia del pétalo para la generacion de plantulas y por otro lado, las condiciones
nutrimentales y hormonales que puedan permitir la clonacibn masiva de Begonia

elatior.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general:

Conocer la capacidad de regeneracion que tienen los pétalos de Begonia elatior para

producir plantulas.

1.1.2 Objetivos particulares:

» Evaluar el efecto de cuatro cultivares de Begonia elatior en el proceso de

organogeénesis in vitro.

> Determinar la respuesta organogénica en pétalos de cuatro cultivares de
Begonia elatior, con cinco concentraciones distintas de ANA (&cido naftalen

acético) y BA (bencil amino purina).

1.2 Hipétesis:

> El pétalo de Begonia elatior tiene la capacidad de regenerar brotes en

condiciones in vitro.

» La capacidad de organogénesis del pétalo Begonia elatior estéa influenciada por

el cultivar y la concentracion hormonal.



. REVISION DE LITERATURA

2.1 La floricultura en México

México ha tenido una tradicion floricola desde hace muchos siglos, el mercado

interno es altamente demandante de flores, en la actualidad, cerca del 90% de la
produccion nacional se consume internamente y el resto se exporta.
La produccion de flores en cualquier pais, al igual que la gran mayoria de los productos
agricolas, esta altamente relacionado con el clima y la rentabilidad econémica. Es
cierto que el clima podria no ser un problema, debido a las técnicas de produccion en
invernadero, donde se puede controlar las condiciones climaticas, ademas los buenos
rendimientos y la calidad del producto dependen de temperatura, humedad relativa,
radiacion y condiciones del viento (Claridades Agropecuarias, 2006).

México esta considerado como un pais rico en recursos naturales, gracias a la gran
diversidad de climas, la riqueza de sus suelos, el nivel de precipitacion pluvial, etc. En
casi 2,000.000 de km? de extensién se encuentran casi todos los paisajes naturales
existentes en el mundo, tal es el caso de las zonas desérticas, hasta las selvas mas
impresionantes en las zonas humedas, todo esto es resultado de la localizacién
geografica de México, dado que esta entre la zona tropical de América Central y la
subtropical y templado de América del Norte.

Al tener estas condiciones climéaticas y riqueza en suelos nuestro pais tiene un amplio
potencial para producir una gran cantidad de productos agricolas entre ellos una gran

diversidad de especies florales (Claridades Agropecuarias, 2006).



2.2 Principales estados floricolas

La mayor parte de los productores se encuentran en los Estados de México,
Puebla, Morelos y Distrito Federal, entidades que concentran alrededor del 70% de los
productores y de las unidades de produccion (SAGARPA,2012).

La region de Xochimilco, en el Distrito Federal se ha caracterizado desde tiempos
antiguos por la produccién de flores, hortalizas, plantas medicinales y frutales,
actualmente se produce una gran cantidad de plantas ornamentales (Fundacién
Produce Guerrero, 2012).

2.3 Superficie floricola

Reportes indican que existen a nivel nacional 30,000 has dedicadas a la
horticultura ornamental, siendo el Estado de Morelos el principal productor de plantas
de ornato y flores en maceta, ocupando el 32%, equivalente a 2,100 has con 2,200
viveros distribuidos en toda la entidad en los cuales se producen mas de 1,000
especies y generan 11,000 empleos, el 40% de estos lo ocupan mujeres. (Fundacién
Produce Guerrero, 2012). En estas 2,100 ha, el 58% son cultivos a cielo abierto (1,218
ha), el 20% bajo invernadero (420 ha) y 22% a media sombra (462 ha). Se cultivan
flores de corte como: agapando, gladiola, lilium, nardo, ave del paraiso, rosa, girasol,
lisianthus, alcatraz y estatice; plantas de follajes como ficus, helechos, araucarias,
teléfonos, hiedras, coleos, cedros, cissus y phylodendrum entre otros; plantas en
maceta con flores como impatiens, petunias, kalanchoes, nochebuenas, anturios,
crisantemos, cempaxuchitl, pensamientos, begonias, vincas, alcatraz, spathiphyllum,
lilium, bromelias, orquideas, hortensias, gerberas y cyclamen, entre otras (Fundacion
Produce Guerrero, 2012).



2.4 Antecedentes de las begonias

Las begonias, son llamadas asi en honor a Michael Begon contribuyente de la
botéanica. Se cultivan como plantas en maceta para floracion con diversas variaciones
en los colores, tamafio floral, forma y textura de las flores.

Se clasifican de acuerdo a su sistema radical, como rizomatosas, tuberosas o fibrosas.
Existen mas de 1000 especies de begonias distribuidas originalmente en diversas
areas, como Africa, América Central y del Sur y Asia. Aproximadamente 200 especies
se cultivan comercialmente, pero s6lo unas pocas son prominentes. El género comenz6
a figurar como un cultivo importante a mediados del siglo XIX pero los ingleses ya

estaban mejorando los cultivos de begonia desde 1777 (Larson, 2004).

2.4.1 Divisién taxonémica

Pertenece a la familia Begoniaceae, se encuentra compuesta por los géneros:
Begonia, Begonilla e Hillebrandia (Gispert, 1989). Esta clasificada dentro del género

Begonia, el cual comprende alrededor de 1,000 especies (Valley, 1997).

2.4.2 Origen

La mayoria de las begonias provienen de un clima subtropical o tropical.
Algunas especies son originarias de Africa o de Asia, pero la mayor parte de las
especies tienen su origen en América. En la actualidad se encuentran distribuidas

por todo el mundo (Watson y Dallwitsz, 1997).
2.4.3 Descripcidén botanica
La familia de las begonias esta formada por plantas herbaceas, pero también

pueden presentarse formas arbustivas y rastreras. A su vez pueden ser plantas

suculentas o no suculentas. En general son plantas perennes aunque también las



hay anuales. Pueden poseer agregados de hojas en la base o en las puntas, son de

tamafo mediano, alternas y pecioladas, simples o compuestas (Brickell, 1992).

2.4.4 Especies de begonias

A. Begonia semperflorens: los cultivares mas prominentes son del tipo enano, que
raramente pasan de los 20 cm de altura, con follaje verde brillante o bronceado.
Los colores de la flor varian de blanco a escarlata brillante.

B. Begonia de Navidad: las listas de nomenclatura y cultivares de las begonias de
Navidad son confusas. Algunos autores clasifican a las cultivares como Lady
Mac, Melior, simplemente como Begonia socotrana, mientras que otros los
refieren como resultados de cruzas entre Begonia socotrana x Begonia dregei.
Las begonias de Navidad fueron consideradas por (Post, 1950) como las mas
prominentes de las begonias cultivadas comercialmente, pero realizd esta
afirmacion antes de la introduccién de la Begonia elatior.

Este grupo de begonias también esta clasificado como “semituberosas” porque
la porcion basal del tallo aumenta en tamafio conforme la planta madura. Sin
embargo, no es un tubérculo y no se vuelve latente como la verdadera Begonia

tuberosa.

C. Begonias tuberosas (Begonia tuberhybrida): las begonias tuberosas pueden
ser plantas para maceta de floracion atractiva, especimenes de jardin o plantas
de jardineras de ventana, se cultivan principalmente por sus flores y existen

grandes variaciones en color, forma, tamafio y textura de la flor.

D. Begonias rizomatosas: fue la Begonia verdaderamente dominante en la
floricultura comercial. Actualmente hay begonias rizomatosas que compiten con
las begonias ‘Rex’ en belleza y en popularidad como la begonia ‘Iron Cross’

(B. mansoniana) que es una planta para maceta muy atractiva.



E. Begonia elatior: muy pocas flores en maceta han adquirido una popularidad
tan rapida como esta especie, estas begonias resultaron de cruzas entre
Begonia socranata y begonias hibridas tuberosas. La historia de estas cruzas
fue reportada por (Doorenbos y White, 1973). En 1883 se realiz6 la cruza
original entre Begonia socotrana y Begonia tuberhybrida y en 1954 Otto Rieger
de Alemania, introdujo la Begonia elatior Rieger. Investigaciones de (Sandved,
1969 y White et al., 1973) revelaron muchas cosas sobre la respuesta de las
begonias Rieger al ambiente. En plantas de dia corto con una duracién del dia
critica de poco menos de 13 horas. Se recomiendan cuatro horas de luz a media
noche para los dias de invierno cuando es necesario el crecimiento vegetativo,
mientras que a principios de abril y septiembre una interrupcion de 1 hora a
media noche es adecuada (Larson, 2004).

2.5 Temperatura

La mayoria de las begonias son de origen tropical no resisten heladas. Su rango
de temperatura Optimo se encuentra entre 10 y 27°C, pero pueden soportar
temperaturas mas frias por las noches y tolerar temperaturas mas célidas durante el
dia, siempre y cuando se protejan de los rayos solares directamente y de los vientos
secos (Valley, 1997).

La temperatura tiene un efecto sorprendente en el crecimiento, la floracion y la
respuesta fotoperiddica (Sandved, 1969) reporté que las altas temperaturas nocturnas
en el cv. ‘Schwabenland Red’ retardaron la floracion, las flores resultaron pequenas y
las plantas demasiado altas. El cv. Liebesfeuer no fue afectada de manera negativa
por las altas temperaturas (Mikkelsen, 1973) recomendo6 temperaturas nocturnas de 20
— 21°C durante las primeras etapas de la produccion, 18°C tres semanas antes del
comienzo de los dias cortos y 16° - 17°C después de que se iniciaron los botones

florales.



2.6 Humedad ambiental

Prefieren altas humedades, existen algunas que toleran el aire seco. La mayoria de
las begonias se desarrollan bien en un rango de humedad de 40 a 7% (Valley, 1997).

2.7 Propagacién de begonias

Pueden ser propagadas por esquejes de tallo, por esquejes de hoja, por
tubérculos, rizomas o por semilla dependiendo de la especie. A nivel comercial, la
mayoria de las begonias se propaga por esquejes, aunque en los programas de
mejoramiento y obtencién de nuevos cultivares la propagacion por semilla es de gran
ayuda (Berg, 1997).

2.8 Plagas y enfermedades

A pesar de que las begonias no son muy atractivas para los insectos entre los

mas importantes destacan los siguientes:

2.8.1 Plagas

= piojos harinosos (Icerya spp.)
= arafa roja (Tetranynchus urticae)
= afidos (Aphis spp; Breviconine spp.)
= trips ( Thrips tabaci)
= mosquitas blancas (Trialeurodes spp.)
(Adams, 1987; Larson, 2004; Nau, 1990 y Martin 1991).



2.8.2 Enfermedades

Los problemas de enfermedades en las begonias son mas severos cuando hay
humedad relativa alta, y cuando el control de la temperatura y la ventilacion no son
adecuados (Larson, 2004 y Tietz, 1991).

= cenicilla polvorienta (Oidum begoniae)

= tizon bacteriano (Xanthomonas campestris pv. begoniae)

= botritis (Botrytis cinérea)

= pudricion del tallo y la corona (Phytium spp; Rhizoctonia spp.)

= roya (Coleosporiumsoidaginis)

2.9 Biotecnologia en ornamentales

La floricultura en México es un sector con bajos niveles de productividad, baja
calidad y un volumen muy variado, tiene poca innovacion, falta capital para inversion y
desconocimiento de los requisitos para exportar. Ademas tiene problemas por el uso
ilegal de semillas, falta de infraestructura para transporte y refrigeraciéon (Funprover,
2008).

Sin embargo, el desarrollo de la actividad floricola mundial se ha favorecido por los
adelantos de la ciencia y la tecnologia. En los ultimos afios, se han implementado
técnicas de mejoramiento vegetal basadas en procesos biolégicos y/o genéticos con
diferentes grados de sofisticacion denominadas biotecnologia. Estos avances han
beneficiado el desarrollo de los productos ofrecidos en el mercado en cuanto a calidad
y diversidad una de las técnicas mas utlizada es la de cultivo in vitro o

micropropagacion (Zufiga y Alarcon, 2010).
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2.10 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de células y tejidos vegetales son un conjunto de técnicas utilizadas para
crecer ceélulas, tejidos u oOrganos vegetales in vitro, bajo condiciones asépticas,
controladas y libres de microorganismos (Street, 1977; Calva y Rios, 1999). Se basa en
el principio de totipotencia, que indica que cualquier célula vegetal contiene una copia
integra del material genético de la planta a la que pertenece sin importar su funcién o
posicion en ella, y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una nueva planta

completa (Ferl y Paul, 2000).

2.10.1 Historia de tejidos vegetales

En 1838 Schwann y Schleiden, postularon la teoria denominada de la
totipotencia, la cual establece que las células son autosuficientes y que en principio son
capaces de regenerar una planta completa. Esta teoria fue el ndcleo del que nacio el
cultivo de tejidos y células (Pierik, 1994).

2.11 Micropropagacion

Es un término empleado para describir a la propagacion asexual de plantas. Es
una de las técnicas mas utilizadas, debido a su enorme productividad al compararse
con las técnicas tradicionales de propagacion de plantas via semilla o propagacion

vegetativa (Zufiga y Alarcén 2010).

Las principales aplicaciones de la técnica de cultivo de células, tejidos y érganos
vegetales son en los campos de micropropagacion, obtencion de plantas libres de
patdogenos, preservacion de germoplasma, mejoramiento genético, biosintesis de
metabolitos e investigacion basica en areas como la genética, fisiologia y bioquimica
(Fowler 1987, Carpita y McCann 2000).
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2.11.1 Tipos de explantes usados en la micropropagacion

Entre los explantes usados para el cultivo in vitro se encuentran fragmentos de
hojas, tallo, estructuras florales, entrenudos de tallo, hipocoétilo y yemas apicales
(Cuadro 1) Se han usado tejidos de tallos nodales cultivados in vitro o in vivo, para
producir yemas, ha sido posible distinguir el origen de las yemas axilares o adventicias.
Se ha obtenido una alta frecuencia regenerativa de tallos debido la edad y la etapa de
desarrollo de las yemas; con tejidos mas jovenes, hay una mayor respuesta. En otros
reportes se menciona la regeneracion de yemas a partir de explantes de hojas. Existen
mas evidencias substanciales en la produccion de yemas adventicias en meristemos
apicales, acompafiado de estudios histolégicos detallados. Sin embargo, el éxito se
obtuvo con la regeneracién de brotes adventicios a partir de yemas axilares, la
composiciéon hormonal del medio, el tamafio del explante y el tiempo entre subcultivos
influyeron en la produccion de brotes. Este brote de células corticales y ocasionalmente
epidérmicas cerradas se llevo a cabo en la zona basal debido a que es un sitio de

activa division celular y formacién de yemas adventicias (Hutchinson et al., 1992).

En los sistemas de cultivo de tejidos hay cinco tipos fundamentales de regeneracion
vegetativa: a) alargamiento de las puntas meristematicas, b) produccién axilar de
ramas, c) iniciacion adventicia de ramas, d) organogénesis y e) embriogénesis
(Hartmann y Kester, 1995).
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Cuadro 1. Estructuras vegetativas utilizadas en la propagacion in vitro.

REGULADORES
ESPECIE ORGANO | MORFOGENESIS DE
CRECIMIENTO CITARO
Hojas, Formacion de brotes | Citocinina, adenina | Ringe and Nitsh.
Begonia peciolos y y y 1968.
pedunculos yemas florales auxina.
florales
Callos, yemas Thidiazurén (TDZ) Shevade and
Rhododendron | Estambres adventicias y e Preece, 1193.
estructuras florales | Isopenteniladenina
adventicias. (2iP).
Saintpaulia Pétalos de Formacion de Molgaard et al.,
ionantha botones yemas adventicias BA y ANA 1991.
florales
Hojas y Variacion ANA y Cinetina Khalid et al.,
Crisantemo pétalos somaclonal 1989.
Cervantes, 1996
Thidiazuron Cervantes, 1996
Clavel Tallos y Yemas adventicias y Nugent et
pétalos BA al.1991; Miller et
al., 1991.
Cebolla Cabezuela Brotes BA Dunstan and
floral Short, 1979.
Aster Estrutucras Callos y brotes BAy ANA Cervantes, 1996
florales Garcia, 1999

2.11.2 Organogénesis

La organogénesis, se refiere a la iniciacion de tallos y raices adventicias dentro de

masas de células de callo. Estas masas de células de callo son vacuoladas y en gran

parte parenquimatosas,

especificas de cultivo in vitro, inician 6rganos. El proceso es similar al de la iniciacién
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de brotes adventicios en explantes, excepto que ha ocurrido un periodo intermedio de

crecimiento independiente de callo (Hartmann y Kester 1995).

2.12 Regeneracion a partir de estructuras florales

La regeneracion de yemas adventicias a partir de estructuras florales, se ha usado
en diferentes especies vegetales, como clavel, crisantemo, violeta africana, gerbera,

aster, etc.

2.12.1 Clavel Dianthus caryophyllus

Nugent et al., (1991) citan que los primeros trabajos donde se usaron pétalos de
clavel como explantes, fue en 1979, posteriormente (Gimeli et al., 1984) reportaron una

eficiencia de formacién de yemas del 4.26 al 34.9% y de 0.5 a 7.8 brotes por pétalo.

De acuerdo con Hutchinson et al. (1992) en clavel se han usado exitosamente,
tejidos florales (incluyendo anteras, 6vulos y pétalos) como fuente de explantes para
regeneraciéon de brotes. Los trabajos méas recientes con pétalos (Nugent et al., 1991;
Miller et al., 1994) han mostrado ser una confiable y prolifera fuente de produccion de
yemas adventicias, usdndose en una gran cantidad de cultivares. Se logra tener una
buena regeneracién de yemas si los pétalos se fragmentan. La formacién de yemas
nunca ocurre del corte distal surgido de los pétalos, pero puede estar restringido
principalmente por el tejido verde proximal de piezas de peétalos individuales y
fragmentos adheridos al receptaculo. Una revision histoldgica de regeneracion de
pétalos mostré que las yemas provenian de células subepidérmicas con una activa
division. Cuando se usaron pétalos como explantes in vitro se observaron floraciones
anormales tales como el desarrollo de pétalos parecidos a hojas y deformaciones de
botones florales. Los métodos para inducir floracion in vitro comprenden la exposicion
de pétalos regenerados a dias cortos (8 horas) o incluyendo giberelinas en el medio.
Nugent et al. (1991) obtuvieron regeneracion de plantas via iniciacion de yemas

adventicias de explantes de pétalos y segmentos de tallos de diferentes cultivares de
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clavel. La diferencia en la respuesta se observd con el cv. ‘White Sim’ teniendo la
mejor respuesta para ambos tipos de explantes. Las plantas también fueron
regeneradas de receptaculos de esta variedad. Se comparé el efecto de diferentes
citocininas en la regeneracion del pétalo y los explantes de tallos del cv. ‘White Sim’
con Thidiazuron fue mas efectivo que 6-Benzilaminopurina o cinetina. En explantes de
tallos la capacidad morfogenética se determiné por la etapa de desarrollo del explante.
Se observé un alto porcentaje de formacion de brotes en los segmentos de tallos méas
jovenes en todas las pruebas con citocininas. Las plantas derivadas de tallos crecieron
menos que las plantas derivadas de pétalos o receptaculos y su produccion fue normal,

las plantas florecieron 8 a 10 meses después de cultivadas.

Miller et al. (1991) al usar como explantes fragmentados de yemas florales de clavel,
encontraron que la regeneraciéon de yemas adventicias nunca ocurrié de la superficie
del corte distal de los pétalos; sin embargo, en una revision histologica los pétalos
mostraron regeneracion de brotes en las células préximas al final del pétalo (células

subepidérmicas), mostrando una activa division celular.

Robinson y Firoozabady (1993), regeneraron brotes de clavel por organogénesis
directa en pétalos basales, filamentos, estilos, receptaculos y bases foliares cultivados
in vitro en un medio MS con 2.5 uM de AIB y 0.75 uM de tidiazuron. El proceso tardé de
2 a 3 semanas, regenerandose de 3 a 19 brotes por explante. Estos brotes enraizaron

facilmente y se transfirieron al invernadero.

Nakano et al. (1994) observaron que los explantes de pétalos se alargaron en la primer
semana de cultivo y algunos mostraron coloracién verde en la zona basal, después de
dos semanas los primordios empezaron a ser visibles en esta region y desarrollaron
yemas adventicias después de tres y cinco semanas, sin observar regeneracion en otra

region del pétalo.
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2.12.2 Tipos de explantes usados en la micropropagacion de crisantemo

En crisantemo se ha regenerado de yemas adventicias de una gran cantidad de
explantes, originandose de explante superficial o via callo. Se han usado con éxito,
callos derivados de flores liguladas, hojas y yemas apicales para producir yemas
adventicias. Asi mismo, se reporta la regeneracion directa de tallos adventicios de
explantes de pétalos, hojas, tallos y pedicelos florales; sin embargo, en cada caso no
todos los cultivares respondieron favorablemente. En una comparacion en
regeneracion de explantes de tallos y hojas de diferentes cultivares, en el mismo
cultivo, la frecuencia de regeneracion fue siempre mejor en tallos. Ademas, la
respuesta a concentracién de acido naftalen acético (ANA) fue muy diferente para los
dos tipos de explantes. La regeneracion de brotes en explantes de hojas tuvo un
incremento con concentraciones de ANA menores a 5 uM; mientras que en segmentos

de tallos, el incremento ocurrié con concentraciones de ANA mayores de 1 uM.

Una revision histologica de regeneracion de explantes, mostraron que las yemas
adventicias provienen de diferentes tejidos, dependiendo del explante inicial. En
explantes de tallos, los brotes se originan de células corticales, mientras que con
pedicelos florales, las células epidérmicas se identificaron como las Unicas promotoras
de los brotes. Se ha obtenido embriogénesis somatica de explantes de hoja ocurriendo
una maxima respuesta después de transferido a la oscuridad, cultivado temporalmente
en la luz. La concentracion de sacarosa altera la respuesta morfogenética, con niveles
bajos (3 a 6%) produce solo organogénesis de yemas y raices, mientras que con
niveles altos (12 a 18%) produce embriones somaticos. Los embriones se desarrollan

de la epidermis hipodermal de la hoja (Hutchinson et al., 1992).
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2.12.3 Regeneracion a partir de estructuras florales

Desde hace 21 afios, se reporta el uso de flores liguladas de crisantemo, en la
propagacion in vitro de yemas adventicias (Bush et al., 1976; Miyazakiy Tashiro,1978),
éstas se han regenerado principalmente para obtener variacion somaclonal y la

transformacion de especies, siendo éste su uso mas eficiente.

Khalid et al. (1989) obtuvieron plantas de crisantemo en el cv. ‘Early Charm’ a partir de
hojas y pétalos mediante regeneracion directa o por una etapa intermedia de callo, con
el objetivo de obtener variacion somaclonal. En sus resultados obtuvieron un total de
117 plantas de 10 explantes de pétalos de flores liguladas, siendo mayor que los
obtenidos por hojas. Los explantes mostraron un facil y eficiente sistema de
regeneracion; con pétalos se produjo una fuente superior de variacion que el obtenido
con hojas. Las variantes de un genotipo amarillo retuvieron su color normal, mientras
gue en las de genotipo blanco, se obtuvieron plantas con flores liguladas de color lila.
Dos de las seis variantes obtenidas del genotipo blanco, fueron consideradas de valor
comercial. EI quimerismo, mutacion de genes o los cambios cromosOmicos, son

considerados como una posible causa.

Cervantes (1996) utilizando estructuras florales de crisantemo, observé la formacion de
callo a partir de los 25 dias de inoculacion, notdndose callos de color verde y de forma
granular en la base del pétalo y en la punta de la ligula, mientras que el desarrollo de
brotes se presentd a los 45 dias de haberse sembrado, originandose de los callos que
se formaron de la base del pétalo. Respecto al nimero y longitud de brotes en
crisantemo, se empezaron a manifestar a los 45 dias y a los 90 dias, ya presentaba de
6 a 7 brotes por pétalo, aproximadamente de 5.4 cm de longitud; sin embargo, algunos
callos no presentaron desarrollo de estos. Asi mismo, los brotes presentaban de 10 a

12 hojas.
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2.12.4 Aster spp.

Cervantes (1996) utilizo las sales minerales del medio MS (Murashige y Skoog,
1962) suplementado con 1.0 mg de L * de ANA + 1.0 mg L™ de BA y se adicionaron 50
0 100 de mg L * de kanamicina. Los explantes usados fueron pétalos de color blanco
del cv. Monte Casino, se detectd callo a partir de 20 dias, de color blanco, después
amarillo-verdoso y finalmente café claro; mientras que para el color morado cv. Blue
Butterfly se tardé més, formandose hasta los 30 dias y en poca proporcion. Esta
callosidad se origind a partir de la base del pétalos, llegando al 80% en el cv. Monte
Casino y un 20% en el cv. Blue Butterfly. Por otro lado, los explantes de aster del cv.
Monte Cassino, inicio brotacién a los 40 dias de la siembra originandose de toda la
superficie donde habia callo, mientras que para el cv. Blue Butterfly, a los 70 dias,
todavia no presentaba desarrollo de brotes. En el cv. Monte Casino, la brotacién se
manifesto a los 40 dias de incubacién y a los 65 dias, ya se contaba con una cantidad
de 6 a 7 brotes por explante de aproximadamente 2.7 cm de longitud, dichos brotes se
originaron de toda la callosidad formada, presentando de 4 a 6 hojas por brote. Las
plantulas obtenidas presentaron una alta capacidad de enraizamiento usando un medio
MS con 0.5 mg L™ de AIB, ya que a los 10 dias de haberse transferido en el medio para
enraizar, la mayoria de las plantulas tenian de 4 a 6 raices y a los 25 dias de
enraizamiento, presentaban raices de aproximadamente 6 cm de longitud, las cuales
ya estaban listas para transplantar a macetas y seguir su restablecimiento en

invernadero.

Garcia (1999) utilizando como base las sales minerales del medio MS (Murashige y
Skoog) obtuvieron 15 tratamientos con varias concentraciones de ANA y BA y un
testigo. Utilizé tres concentraciones de ANA Y BA (0.5, 1.0 y 3.0 mg L) solas y en
combinaciones. Teniendo los siguientes resultados; para la induccion de callo, obtuvo
una mayor respuesta en el cv. Blue Butterfly, ya que sélo agregd auxinas al medio de
cultivo para obtener una respuesta positiva. Para el caso del cv. Monte Cassino, la
presencia de auxinas en combinacion con citocininas en el medio de cultivo favorecio la

respuesta en la formacion de callo. Ya que, aunque en las proporciones 1:0 y 3:0
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donde no se agregaron citocininas hubo presencia de callo y este se vio favorecido
cuando se conservo la misma concentracion de auxinas ademas de agregar
citocininas. En ambos cultivares, en ausencia de auxinas en el medio de cultivo se
presenta necrosamiento y muerte de tejidos. Para el cv. Monte Cassino, conforme
aumento la concentracion de auxinas/citocininas en proporciones iguales al medio de
cultivo, el porcentaje de flores liguladas que presentaron callo se incrementd, por el
contrario en el cv. Blue Butterfly, al aumentarse la concentracion de los mismos
reguladores, el porciento de formacion de callo se vio afectado presentandose una
disminucién en las flores liguladas que lo presentaron. Los explantes de aster del cv.
Monte Cassino, iniciaron la formacion de brotes adventicios a los 40 dias después de la
siembra, esto concuerda con Cervantes, (1996), originAndose de toda la superficie
donde habia callo. Para el cv. Blue Butterfly, la formacion de brotes adventicios se
presentdé a los 60 dias después de la siembra, a diferencia de lo reportado por
(Cervantes, 1996) mencionando que a los 70 dias se observo la formacion de brotes.
Esto sugiere que existen diferencias entre cultivares para la respuesta en la brotaciéon y
permite vislumbrar cierto patrén de respuesta para color de flores liguladas de aster.

En cuanto a la induccién de la rizogénesis se observo que al pasar los brotes de aster a
un medio de cultivo MS con 0.5 mg L™ de AIB, estos desarrollaron los primordios de
raices de aproximadamente 1.5 cm de longitud a los 15 dias de trasplantados a este
medio. Para el dia 20, un 30% ya contaba con tres raices en promedio de 2 cm de
longitud y las plantulas con unos 5 cm de altura. Alrededor de los 35 dias, un 95% de
las plantulas que habian sido trasplantadas al medio de enraizamiento tenian en
promedio 10 raices y una altura de 6-8 cm.

Motooka et al. (1992) compararon el crecimiento de plantulas de un tipo de aster
Gymnaster savatieri de 3, 6, 9 y 12 semanas, en un medio MS con diferentes
proporciones de macronutrimentos (100, 50, 25 y 12%) con cuatro sustratos (lana de
roca, vermiculita, mezclas de perlita-vermiculita y perlita-vermiculita-peat moss

obtuvieron un mejor crecimiento de las plantas al usar perlita-vermiculita que en el
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medio MS, asi mismo la mejor proporcion del medio MS fue con el 100% de

macronutrimentos a las tres semanas de edad.

Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

La presente investigacion se llevd a cabo en la Universidad Autonoma Chapingo
(UACH), Texcoco, Estado de Meéxico. En las instalaciones del laboratorio de
Biotecnologia (seccion cultivo de tejidos) area de Agronomia, también se trabajo en el
laboratorio de Embriogénesis perteneciente al Colegio de Postgraduados Campus

Montecillo.

3.2 Material biolégico

Las plantas de Begonia elatior, fueron compradas en el mercado Madre Selva
delegacion Xochimilco, para la propagacién se emplearon los pétalos de cuatro
cultivares (Clara, Heidi, Gloriosa, Tacora Geel) tomados del segundo y tercer piso de

la flor.

Figura1. Cultivares de Begonia elatior.
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3.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo que se utiliz6 para esta investigacion fue el medio MS (Murashige y
Skoog, 1962). Se suplementé con glicina 0.2 mg L™, &cido nicotinico 0.5 mg L™, mio-
inositol 100 mg L™, piridoxina 0.5 mg L™, tiamina 0.4 mg L™, 30 mg L™ de sacarosa y
fue solidificado con 8.0 gL™ de agar (Sigma Aldrich). Los reguladores de crecimiento
empleados fueron &cido naftalen acético (ANA) y bencil amino purina (BA) (Sigma
Aldrich) en las concentraciones siguientes: 1) 0 mg L™ (ANA) + 0 mg L™ (BA), 2) 1.0
mg L™ (ANA) + 1.0 mg L™ (BA), 3) 0.5 mg L™ (ANA) + 2.0 mg L™ (BA), 4) 1.0 mg L*
(ANA) + 2.0 mg L™ (BA) y 5) 0.5 mg L™ (ANA) + 3.0 mg L™ (BA) (Cuadro 2).

El pH se ajusté entre 5.7 — 5.8 con 1N de NaOH o 1N de HCI. El medio de cultivo se
sirvio en frasco tipo gerber (20 ml/ frasco) se taparon con tapas de plastico y se

esterilizaron en autoclave a 120°C y 1 kg.cm? por 15 minutos.
3.4 Desinfeccion del material vegetal

Los pétalos se lavaron separando los cultivares, fueron desprendidos de la corola vy
colocados dentro de un vaso de precipitado al cual se le agregd un poco de detergente
(Roma), se tap6 con una gasa y se sujeto con una liga, posteriormente se coloco bajo
el chorro de agua corriente de la llave durante 15 minutos; transcurrido el tiempo se
enjuagaron perfectamente para quitar el exceso de jabon, se agreg6 alcohol al 70% y
se sumergieron durante 10 segundos dando un ligero agitamiento, se desecho el
alcohol y los pétalos se enjuagaron con agua bidestilada, el siguiente paso fue llevar el
vaso de precipitado con los pétalos a la camara de flujo laminar en donde se agrego
hipoclorito de calcio al 4% mas dos gotas de tween 20, se agit6 manualmente durante
15 minutos y se enjuagaron tres veces con agua bidestilada, en el dltimo enjuague los
pétalos se conservaron con un poco de agua para evitar la deshidrataciéon al ser

sembrados (Figura 2).
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P

Pétalos desprendidos Pétalos lavados con
de la corola detergente

Begonia elatior cv. Tacora Geel

Pétalo desinfectado Ca(COl), al 4% durante 15 min Alcohol 70% 10 seg.

+ 2 gotas de Tween 20

Siembra de los pétalos en

medio MS, adicionado con
ANAy BA

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso para desinfeccion de pétalos de
Begonia elatior.
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3.5 Siembra de pétalos

Los pétalos se tomaron cuidadosamente para evitar el maltrato del tejido con la ayuda
de una pinza esterilizada, se sembraron dos pétalos del mismo cultivar con el haz

sobre el medio de cultivo.

3.6 Condiciones de incubacion

Las condiciones generales de incubacion fueron de 16 horas de luz por 8 horas de
oscuridad; una intensidad luminosa aproximada de 30 mmol m*? s y una temperatura

promedio de 27+ 2 °C, durante todo el experimento.

3.7 Obtencion de plantulas

Los brotes en los pétalos de Begonia elatior inducidos en el medio de establecimiento,
fueron transferidos a medio fresco con los respectivos tratamientos de acido naftalen
aceético (ANA) y bencil amino purina (BA).

3.7.1 Induccion de la raiz

Las plantulas obtenidas se transfirieron a un medio sin reguladores del crecimiento.

3.8 Diseno Experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con un factorial 4> donde los
factores a evaluar fueron: cultivares de Begonia elatior y concentracion de reguladores
de crecimiento ANA y BA (Cuadro 2), generandose 20 tratamientos con 10
repeticiones, dando como resultado 200 unidades experimentales, como testigo se tuvo
el tratamiento 1 (0 mg L* de ANA + 0 mg L™ de BA). Se sembraron 2 pétalos del
mismo cultivar por frasco. Los analisis estadisticos para la variable nimero de brotes

se llevo a cabo con el programa Info Stat versién 2008.
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3.8.1 Combinacion de los tratamientos

Cuadro 2. Tratamientos obtenidos con la combinacion de cuatro cultivares de Begonia
elatior (Clara, Heidi, Gloriosa y Tacora Geel) y las concentraciones de acido naftalen

acetico (ANA) y bencil amino purina (BA).

Letras y numeros c1,h2,g3,t4 corresponden a las iniciales del nombre de los cultivares
de Begonia elatior. Los numeros 1,2,3,4,5 corresponden a las concentraciones de ANA

y BA.

Cultivares Concentraciones ANAY BAmg L™
de
Begonia elatior 1 2 3 4 5
cl AclB1 Acl1B2 Acl1B3 AclB4 Acl1B5
h2 Ah2B1 Ah2B2 Ah2B3 Ah2B4 Ah2B5
g3 Ag3B1 Ag3B2 Ag3B3 Ag3B4 Ag3B5
t4 At4B1 At4B2 At4B3 At4B4 At4B5

3.9 Variables evaluadas fueron las siguientes:

a) Porcentaje de callo formado.

b) Dias para la formacion de brotes.

c) Numero de pétalos formadores de organogénesis. .

d) Numero de brotes promedio por pétalo.

e) Dias para formacién de raices.

Todas las evaluaciones se realizaron cada 15 dias.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Porcentaje de callo formado en pétalos de Begonia elatior

La Figura 3 muestra los cincos tratamientos, en los cuales no existié induccion de callo
en los cultivares Clara y Tacora Geel. Sin embargo, en el cv. Heidi el tratamiento 2 (1.0
mg L™ de ANA+ 1.0 mg L™ de BA) (Figura 3) alcanzé un porcentaje del 57% de callo
originado en la zona basal del pétalo en un lapso de 120 dias a partir de la siembra,
ademas en el tratamiento 4 (1.0 mg L™ ANA + 2.0 mg L™ BA), se tuvo a los 120 dias un
porcentaje del 22% de callo producido también en la zona basal del pétalo. Por otra
parte el cv. Gloriosa con el tratamiento 2 (1.0 mg L™ de ANA+ 1.0 mg L™ de BA)

registré un porcentaje de 46% de callo iniciAndose también en la zona basal del pétalo.
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Figura 3. Callo formado a partir de pétalos de Begonia elatior en cuatro cultivares , con
influencia de dosis diferentes de ANA y BA, tratamiento 1) 0 mg L-1 (ANA) + 0 mg L™*
(BA), tratamiento 2) 1.0 mg L™ (ANA) + 1.0 mg L™ (BA), tratamiento 3) 0.5 mg L™
(ANA) + 2.0 mg L™ (BA), tratamiento 4) 1.0 mg L™* (ANA) + 2.0 mg L™ (BA), tratamiento
5) 0.5 mg L™ (ANA) + 3.0 mg L™ (BA) cultivados en medio de cultivo Murashige y

Skoog (MS).
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Figura 4. Callo formado en la zona basal del pétalo de Begonia elatior cv. Heidi, con
influencia del tratamiento 2) 1.0 mg L™* (ANA) + 1.0 mg L™ (BA), cultivados en medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS).

Letra A formacion de callo iniciandose en zona basal, letra B formacion de callo, letra C
zona apical del pétalo.

En estudios llevados a cabo en Rosa sp, (Castilla, 2005) reportd el desarrollo de callos
a partir de explantes de pétalo en siete cultivares (Contempo, America’s Junior Miss,
Manasi, Mrinalini, Preyasi, Sylvia y Queen Elizabeth), con diferentes medios, contando
con los mas satisfactorios para la formacién de callos el MS sin embargo, no se
observé embriogénesis somatica ni organogénesis en ninguno de los medios., estos
resultados tienen similitud a los que obtuvimos en cuanto a formacién de callo, en
pétalos de Begonia elatior en los cultivares Heidi y Gloriosa, utilizando la misma
concentracién 1 mg L™ de ANA y 1 mg L™ de BA, al igual que (Castilla, 2005). En los
cultivares Clara y Tacora Geel hubo formacion de callo, esto puede deberse a los
factores de genotipo de la planta que influyeron en la induccion y proliferacion de
callos, (Kuusiene, 2001) demostro en seis cultivares de R. floribunda tres tipos de
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explantes que fueron cultivados en medio MS con BA, ANA y 2,4-D para la obtencion
de callos, alcanzandose la mayor frecuencia de induccion, en el cv. Dacapo, usando las
bases de las yemas como explantes, aunque el mejor crecimiento de los callos fue
observado en Lili Marlene, al emplear pétalos. Ademéas, (Pierik, 1997) citd que las
auxinas causan generalmente elongacion celular, hinchazon de los tejidos y la

formacion de callo.

4.2 Dias para formacioén de brotes

En el Cuadro 3, se muestran los dias del comienzo de formacién de brotes, en los
cultivares Clara y Tacora Geel, no existié respuesta de organogénesis en ninguno de
los tratamientos utilizados.

En el cv. Heidi los indicios de organogénesis dieron comienzo a los 65 dias en el
tratamiento 2 (1.0 mg L™ ANA+ 1.0 mg L* BA) mientras que en el tratamiento 4 (1.0
mg L™ ANA + 2.0 mg L™ BA) se observo a los 105 dias después de la siembra.

El cv. Gloriosa mostré indicios de brotes a los 60 dias, con el tratamiento 2 (1.0 mg L™
ANA+ 1.0 mg L™ BA).

Cuadro 3. Dias para formacion de brotes en los cultivares de Begonia elatior, bajo el
efecto de los tratamientos combinados con ANA 'y BA.

Cultivares Dias
de _ para la formacion Tratamientos
Begonia de brotes
elatior
Clara 0 dias En ningln tratamiento
Heidi 65 dias 2 (1.0mg L*ANA+ 1.0 mg L™ BA)
Heidi 105 dias 4 (1.0mg L* ANA + 2.0 mg L'1 BA)
Gloriosa 60 dias 2 (1.0 mg L ANA+ 1.0 mg L™ BA)
Tacora Geel 0 dias En ningan tratamiento
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Estos resultados pueden atribuirse a la distinta capacidad de regeneracién que tienen

todas las plantas, porque ninguna responde de igual manera, aun cuando en cultivo in

\

vitro se esté evaluando la misma especie.

-

N /

Figura 5. Formacion de primordios en la zona basal de pétalos de Begonia elatior
cv. Heidi, con influencia del tratamiento 2 (1.0 mg L™ ANA+ 1.0 mg L™ BA) cultivados
en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).

Figura 6. Formacién de brotes en la zona basal de pétalos de Begonia elatior
cv. Heidi, a los 90 dias después de la siembra con influencia del tratamiento 2 (1.0 mg
LY ANA+ 1.0 mg L™ BA) cultivados en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).
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Figura 7. Formacion de brotes con tallos independientes en la zona basal de pétalos
de Begonia elatior cv. Heidi, a los 120 dias después de la siembra con influencia del
tratamiento 2 (1.0 mg L ANA+ 1.0 mg L BA) cultivados en medio de cultivo

Murashige y Skoog (MS).
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4.3 Numero de pétalos formadores de organogénesis

La Figura 8, muestra las cultivares formadoras de organogénesis en pétalo de Begonia
elatior, notandose claramente que en los cultivares Clara y Tacora Geel, no se observo
ningun tipo de respuesta organogénica. En contraste, en el cv. Heidi, tratamiento 2 (1.0
mg L™ de ANA+ 1.0 mg L™ de BA) 20 pétalos mostraron respuesta, ademas el mismo
cultivar en el tratamiento 4 (1.0 mg L ANA + 2.0 mg L™ BA) mostré 12 pétalos con
indicios de organogénesis. También en el cv. Gloriosa 16 pétalos en el tratamiento 2

(1.0 mg L™ de ANA+ 1.0 mg L™ de BA) mostraron respuesta organogénica.
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Figura 8. Pétalos de cultivares de Begonia elatior con respuesta de organogénesis,
con influencia de dosis diferentes de ANA y BA, tratamiento 1) 0 mg L-1 (ANA) + 0 mg
L (BA), tratamiento 2) 1.0 mg L (ANA) + 1.0 mg L™ (BA), tratamiento 3) 0.5 mg L™
(ANA) + 2.0 mg L™ (BA), tratamiento 4)1.0 mg L™ (ANA) + 2.0 mg L™ (BA), tratamiento
5) 0.5 mg L (ANA) + 3.0 mg L™ (BA) cultivados en medio de cultivo Murashige y
Skoog (MS).
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Cervantes (1996) reporto la regeneracion in vitro en pétalos de clavel observdndose
organogeénesis. Se usaron como base las sales minerales del medio MS (Murashige y
Skoog, 1962), suplementado con 1.0 mg L™ de ANA, 1.0 mg L™ de BA y se adicionaron
50 - 100 mg L™ de kanamicina.

Por otra parte los autores (Frey y Janick, 1991) establecieron en clavel, que el
genotipo, la fuente de inoculo y el balance hormonal de la planta madre influyen en una
respuesta de organogénesis, que puede obtenerse independientemente del tipo de
técnicas empleadas; por los resultados obtenidos en los cultivares Clara y Tacora Geel
que no respondieron a ninguno de los tratamientos evaluados, estamos de acuerdo con
lo establecido por (Frey y Janick, 1991) y que es aplicado a otras especies de flores en

este caso a Begonia elatior.

4.4 Numero de brotes en pétalos de Begonia elatior

En la Figura 9, se puede observar que durante el tiempo de experimentacion, los cuatro
cultivares de Begonia elatior en los diferentes tratamientos, si tuvieron influencia en la
respuesta para el numero de brotes, siendo Unicamente en el cv. Heidi y Gloriosa en
las que se obtuvieron resultados favorables; sin embargo, en los cultivares Clara y
Tacora Geel, no ocurrid ningun tipo de respuesta en ninguno de los tratamientos.

Los analisis estadisticos realizados no mostraron diferencia significativa, entre el cv.
Heidi la cual tuvo un promedio de 3 brotes, y el cv. Gloriosa con un promedio de 2
brotes (Cuadro 4). Por otra parte el tratamiento 2 (1.0 mg L™ ANA + 1.0 mg L™ BA) fue

adecuado para obtener un promedio de 11 brotes por explante.

También se puede observar que el cv. Heidi en los tratamientos 1,3 y 5 no presentaron
brotes; sin embargo, con el tratamiento 2 (1.0 mg L™* ANA + 1.0 mg L™ BA) originé un
promedio de 13.20 brotes, mientras que el tratamiento 4 (1.0 mg L* ANA + 2.0 mg L*
BA) gener6é 1.63 brotes; por lo tanto existe una diferencia significativa en utilizar el
tratamiento 2 (1.0 mg L™ ANA + 1.0 mg L™ BA) y el tratamiento 4 (1.0 mg L™ ANA + 2.0
mg L™ BA) (Cuadro 4).
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Por otra parte el cv. Gloriosa en los tratamientos 1, 3, 4 y 5 no generaron resultados, a
diferencia el tratamiento 2 (1.0 mg L ANA + 1.0 mg L™ BA) promovié un promedio de
8.40 brotes.
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Figura 9. Pétalos de Begonia elatior de cuatro cultivares formadores de
organogénesis, con influencia de dosis diferentes de ANA 'y BA, tratamiento 1) 0 mg L™
(ANA) + 0 mg L™ (BA), tratamiento 2) 1.0 mg L™ (ANA) + 1.0 mg L™ (BA), tratamiento
3) 0.5 mg L™* (ANA) + 2.0 mg L (BA), tratamiento 4)1.0 mg L™ (ANA) + 2.0 mg L™
(BA), tratamiento 5) 0.5 mg L™ (ANA) + 3.0 mg L™ (BA) cultivados en medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS).
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En Begonia elatior cv. Orange Toran, utilizando como explante el pedicelo (Mendi et al.,
2009) obtuvieron regeneracion de plantulas con las concentraciones de ANA y BA
siguientes: 1.0 mg L™ ANA + BA 2.0 mg L~ (70%) 0.5 mg L™ ANA + 1.0 mg L™ BA
(50%) y finalmente la concentracién 1.0 mg L™ BA + 1.0 mg L™ ANA (20%). Existe una
semejanza con los autores antes mencionados en cuanto a la regeneracion de
plantulas, sin embargo, en nuestro caso utilizando como explante el pétalo de Begonia
elatior, cultivares Heidi y Gloriosa, obtuvimos brotes en las concentraciones 1.0 mg L™
ANA + 20 mg L" BA y 1 mg L” BA + 1mg L™ ANA, en la cuales ellos también
obtuvieron resultados. Ademas mencionan que la concentracion de citocinina
combinada con auxina es mas eficaz, que si se utilizara Unicamente la citocinina para la
regeneracion de Begonia elatior. La razon para la baja regeneraciéon del medio que
contiene 1.0 mg L- ANA + 1.0 mgl-t BA - podria ser el efecto antagonista de la auxina
alta (ANA) en la citocinina (BA) (Mendi et al., 2009).

El tipo de patron de crecimiento o regeneracion in vitro que se presenta depende del
potencial genético de la planta (Hartman y Kester, 1995). Asi como del ambiente
quimico y fisico a que esta sometido el explante de la planta original. De manera
potencial, con esas técnicas es posible reproducir plantas de todas las especies
siempre y cuando se conozca lo suficiente en cuanto a sus requerimientos nutritivos,
hormonales y de cultivo.

En los cultivares Clara y Tacora Geel, no se obtuvieron resultados, probablemente por
las concentraciones hormonales (Hutchinson et al., 1992) menciona que los diferentes
niveles hormonales enddgenos presentes en las plantas, pueden influir conforme a la

aplicacion exégena de hormonas.
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Cuadro 4. Numero de brotes en pétalos de Begonia elatior en los cultivares Heidi y
Gloriosa promovidos en 5 tratamientos con ANA 'y BA 1) 0 mg L™ (ANA) + 0 mg L™
(BA), tratamiento 2) 1.0 mg L™ (ANA) + 1.0 mg L™ (BA), tratamiento 3) 0.5 mg L™ (ANA)
+2.0 mg L™ (BA), tratamiento 4)1.0 mg L™ (ANA) + 2.0 mg L™ (BA), tratamiento 5) 0.5
mg L™ (ANA) + 3.0 mg L™ (BA) cultivados en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).
Letras diferentes indican diferencias significativas Tukey (p<0.05).

Cultivares Tratamientos Medias n E.E.
Gloriosa 1 0 10 148 3
Gloriosa 4 0 10 148 3
Gloriosa 5 0 10 148 3
Gloriosa 3 0 10 148 3
Heidi 1 0 10 148 a
Heidi 3 0 10 148 g
Heidi 5 0 10 148 g
Heidi 4 1.63 8 165 a b
Gloriosa 2 8.4 10 1.48 b c
Heidi 2 13.2 10 1.48 c
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Por otro lado, el cv. Gloriosa en el tratamiento 2 (1.0 mg L ANA + 1.0 mg L™ BA)
ademas de la totipotencia que mostraron los pétalos para formar brotes se observo
formacion de yemas florales (Figura 10) cabe destacar que no todos los pétalos

mostraron este resultado.

Figura 10. Pétalo de Begonia elatior cv. Gloriosa. Letra A indica la yema floral formada
con efecto del tratamiento 2 (1.0 mg L™* ANA + 1.0 mg L™ BA) cultivados en medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS).

Esta formacién de yema floral, puede deberse a las diferencias genéticas de los

cultivares y quiza influyo la sacarosa para la formacién de yemas florales.

Asmah et al., (2013) en Begonia x hiemalis cv. ‘Schwabenland Red’ obtuvieron yemas
florales con el medio MS adicionado con la concentracion 1.0 mg L™ ANA + 1.0 mg L™

BA adicionado con 40 mg L™ de adenina y 3 % de sacarosa.

Kachonpadungkitti et al., (2001) concluyen que la sacarosa tiene efecto sobre la
induccion de brotes florales en Fortunella hindsii y  Fagopyrum esculentum
respecticvamente. Zhang et al., (2008) concluye que en, Perilla frutescens, la
presencia de sacarosa, a partir de cultivos de inflorescencia, induce la formacion de
yemas florales. Nguyen et al., (2006) en Rosa hibrida cv. First Price indujeron la
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organogénesis de yemas florales y determinaron que el proceso se debe a la relacion

sacarosa y citocininas.
4.5 Formacion de raices

En lo que respecta a la formacion de raices, en las figura 11 se pueden apreciar
claramente la presencia de raices adventicias en el callo de aproximadamente 2.0 cm
de longitud, en la mayoria de los pétalos sembrados de Begonia elatior cv. Gloriosa
con la influencia del tratamiento 2 (1.0 mg L* ANA + 1.0 mg L™ BA) la figura 12
corresponde al cv. Heidi tratamiento 2 (1.0 mg L™ ANA + 1.0 mg L™ BA) el cual

promovié raices en los brotes.

Figura 11. Formacion de raices adventicias en el cv. Gloriosa tratamiento 2 (1.0 mg L™
ANA + 1.0 mg L*BA) cultivados en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).
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Figura 12. Formacién de raices en el cv. Heidi con influencia de tratamiento 2 (1.0 mg
LY ANA + 1.0 mg L*BA) cultivados en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).

Las auxinas intervienen en diversos procesos como la elongacion del tallo, la

dominancia apical y la iniciacion radical (Taiz y Zeiger, 2006).

V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y en las condiciones experimentales en las que

se desarrolld, se lleg6 a las conclusiones siguientes:

= El pétalo de Begonia elatior, tiene la totipotencia para generar plantilas bajo

condiciones in vitro.

= Laformacion de callo en pétalos de Begonia elatior, se genero en la zona basal.

» La organogénesis se llevo a cabo de forma indirecta.
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Es mas factible utilizar pétalos del cv. Heidi en medio MS adicionado con 1.0 mg
LY ANA + 1.0 mg L* BA para promover brotes mediante organogénesis

indirecta.

La concentracion 1.0 mg L™ ANA + 2.0 mg L™ BA, promovié menor cantidad de

brotes en el cv. Heidi.

Los cultivares que mostraron organogénesis fueron el cv. Heidi y Gloriosa en la
concentracién 1.0 mg L™ ANA + 1.0 mg L™ BA.

Se observaron respuestas diferentes a los tratamientos entre los cultivares

Clara, Gloriosa, Heidi y Tacora Geel.
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