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RESUMEN
En el sistema de produccién de gladiolo existe la necesidad de disponer semilla
asexual sana y en buena condicion fisica. La propagacion In vitro es una
alternativa viable que nos permite disponer de semilla sana. El uso de cormos en
plantas bulbosas bajo la técnica de micro propagacion es una gran ventaja en
comparacién con la propagacién convencional, debido a que por medio de las
técnicas de reproduccion In vitro se puede obtener material con O6ptimas
condiciones fitosanitarias en menor tiempo, otra de las ventajas es el aumento
masivo de la produccion mediante el manejo de las hormonas de crecimiento
como la Bencilaminopurina (BAP), acido indolacetico (ANA), Kinetina (Kin), asi
como manejar los ciclos de multiplicacion in vitro con la finalidad de una
multiplicacion masiva en un corto tiempo. En el presente trabajo las plantas de
Gladiolo de cultivo in viro se obtuvieron a partir de cormillos en medio basal
Murashige y Skoog (MS) adicionado de sacarosa mas hormonas. La mayor
formacion de brotes por cormillo se obtuvo en medio MS suplementado con 1.0
MM de bencilaminopurina en combinacién con .5 pM acido naftalenacéticoy MS
suplementado con sacarosa mas 1.0 yM bencilaminopurina en combinacién con
.5 UM acido naftalenacético. En la etapa de adaptacion los brotes enraizados

lograron una supervivencia del 100% en condiciones bajo invernadero.



ABSTRACT
In the system of production of gladiolus there is a need to arrange asexual seed healthy and
in good physical condition. In vitro propagation is a viable alternative that allows us to have
healthy seed. The use of corms in bulbous plants under the technique of micro propagation
is a great advantage compared to conventional propagation, due to the fact that through in
vitro reproduction techniques material with optimal phytosanitary conditions can be
obtained in less time, another of the advantages is the massive increase in production
through the use of growth hormones such as benzylaminopurine (BAP), indolemal acid
(ANA), kinetin (kin), as well as handling in vitro multiplication cycles for the purpose of
multiplication massive in a short time. In the present work Gladiolus plants of in viro
culture were obtained from cormillos in basal medium Murashige and Skoog (MS) added
sucrose plus hormones. The highest formation of shoots per cormillo was obtained in MS
medium supplemented with 1.0 uM of benzylaminopurine in combination with .5 uM
naphthaleneacetic acid and MS supplemented with sucrose plus 1.0 uM benzylaminopurine
in combination with .5 uM naphthaleneacetic acid. In the adaptation stage the rooted shoots

achieved a 100% survival under greenhouse conditions.



|. INTRODUCCION

La floricultura es una disciplina que se deriva de la horticultura, esta orientada al
cultivo de flores y plantas ornamentales en forma industrializada para darle
diversos usos como la decoracion, la cosmética o la medicina. Es una actividad
intensiva que genera recursos econdémicos gracias a la explotacion comercial de
plantas como: flores de corte, plantas ornamentales, follaje y bulbos de flor. En
México la produccion de ornamentales genera tres mil 600 millones de pesos, con
la produccion de distintas variedades como: Gladiola, Crisantemo y Rosa, ademas
de plantas de ornato y forraje, el 80% se destina al mercado nacional y el resto a
la exportacion (Hidroponia, 2018).

Los gladiolos son plantas que se desarrollan a partir de un cormo y su
inflorescencia se caracteriza por ser una espiga. El cormo es una base hinchada
de tallo envuelto por hojas secas con apariencia de escamas; es una estructura
solida con varios nudos y entrenudos y la mayor parte contiene tejido de
almacenaje formado por células parenquimatosas. El cormo es de consistencia
dura y de forma redonda el cual dura un afio siendo remplazado por nuevos
cormillos que se forman en él, los cuales son utilizados para la multiplicaciéon

comercial (Gutiérrez, 2010, citado por Ordofiez, 2010).

El cultivo de cormos de gladiolo es muy importante en Francia y Holanda donde se
manejan con avanzada tecnologia. En estos paises los cormos son suministrados
en cualquier época del afio, obteniendo una buena demanda debido al bajo precio
del cormo y a la corta duracion del cultivo. Hoy en dia se han desarrollado

variados cultivares mediante multiples cruzamientos, obteniendo hibridos



heterocigoticos; dicha clasificacién se hace por precocidad, tamafio y color (Dole y
Wilkins, 2004, citado por Ordofiez, 2010). Holanda y otros paises de Europa, asi
como Brasil y México en América son productores de flor de gladiolo para
exportacion (Chandel y Deepika, 2010, Citado por Enrique Gonzalez Pérez, 2011).
En México, el gladiolo ocupa el tercer lugar en importancia, con 2.2 mil hectareas
sembradas, después de la rosa (Rosa spp.) y el crisantemo (Chrysanthemum
spp.). Los principales estados productores son: Puebla (San Martin Texmelucan y
Atlixco, donde se siembra 54 % de la produccién nacional), estado de México
(Chalma, Malinalco, Valle de Bravo y Villa Guerrero), Michoacan, Morelos y

Veracruz (SIAP, 2018).

La propagacion del gladiolo se puede hacer por métodos sexuales o asexuales ya
sea por medio de técnicas de propagacion convencional o utilizando técnicas mas
sofisticadas y modernas como la reproduccion in vitro. La reproduccion
convencional se lleva a cabo por medio de cormillos extraidos a partir de la planta
al momento de arrancar los cormos. Cada uno de los cormos extraidos esta
rodeado de pequefios cormillos, los cuales se aislan para ser sembrados en el
suelo; estos cormillos se recogeran y se aislaran en otofio, para ser plantados en
la primavera siguiente conservandolos en un ambiente seco (Gutiérrez, 2010,

citado por Ordofiez, 2010).

La micropropagacion es una técnica utilizada en plantas con limitaciones
particulares en la horticultura convencional. El uso de cormos en plantas bulbosas
en la micropropagacion es una gran ventaja en comparaciéon con la propagacion

convencional, debido a que por medio de las técnicas de reproduccion in vitro se



puede obtener material libre de virus y otros patdégenos. Otra de las ventajas,
segun estudios realizados, es que por medio de la micropropagacion se puede
obtener un aumento masivo de la produccién mediante el manejo de las hormonas
de crecimiento como la Bencilaminopurina (BAP), los ciclos de multiplicacion in

vitro (Faheem et al. 2008, citado por Ordofiez Vargas, 2010).

En el medio del cultivo in vitro se puede producir plantas en menor tiempo y con
Optimas condiciones fitosanitarias en comparacion con el método de propagacion
convencional (Chawla, 2007, citado por Ordoiiez, 2010). El objetivo de este
estudio fue establecer un experimento para la reproduccion in vitro de Gladiolus
grandiflorus a partir de cormillos donde se realizaron seis tratamientos de medio
de cultivo adicionado con diferentes concentraciones de hormonas
(bencilaminopurina, acido indolacético, kinetina) cada tratamiento consto de cinco

repeticiones.



II. JUSTIFICACION

En México el gladiolo es un cultivo de suma importancia por la fuerte actividad
econémica que genera debido a la preferencia que como flor de corte tiene entre
los consumidores de nuestro pais. Sin embargo es un cultivo muy susceptible a
plagas y enfermedades que generan perdidas econémicas y suelos infestados que
propician un comportamiento némada de los productores. Es atacado por un gran
namero de plagas que van reduciendo su vigor aunado a su continua
multiplicacion vegetativa que origina el llamado degeneramiento de la variedad,
por lo que es necesario limpiar dicho material de posible patdgenos asi como
rehabilitar el material genético. Por otro lado, en México se carecen de variedades
con cierto nivel de resistencia a los diferentes problemas fitosanitarios que
presenta el cultivo; finalmente, existen pocas variedades disponibles en el
mercado por lo que es necesario generar variedades con cierto nivel de
resistencia a plagas, asi como recuperar el vigor de cada variedad. Ante esta
situacion, con el presente trabajo se pretende propagar in vitro a los cultivares
resultantes y sobresalientes de la irradiacion realizada a la variedad roja y blanca
borrega con la finalidad de mantener y reproducir a dichos cultivares a partir de

cormillos para mantener la sanidad e identidad de cada cultivar.



[ll. OBJETIVOS

[ll.I. OBJETIVO GENERAL:

Propagar in vitro cultivares sobresalientes de Gladiolus grandiflorus irradiados y no

irradiados a partir de cormillos.

lL.1I. ESPECIFICOS:

Identificar el cultivar de Gladiolus grandiflorus irradiado que mejor responda a la
propagacion in vitro a partir de cormillos.

Evaluar al cormillo para la propagacion In vitro de Gladiolus grandiflorus irradiado.
Obtener plantas a partir de cultivos de tejidos de cada cultivar sobresaliente para
ensayos de confrontacion con plagas.

Obtener plantas de gladiolo no irradiadas y de dominio publico a partir de cormillos

para ofertarse a los productores.
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IV. HIPOTESIS

e Al menos un cultivar sobresaliente de Gladiolus grandiflorus irradiado expresara

una mejor respuesta a la propagacion in vitro a partir de cormillos.
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V. REVISION DE LITERATURA

V.l. Origen del cultivo

El gladiolo es una de las flores de corte mas importante en el mundo; es originario
de Africa Austral y la cuenca mediterranea. Comprende 180 especies nativas de
Africa, Madagascar, Europa, Arabia y oeste de Asia, donde el gladiolo crece de
manera espontanea. Se ha cultivado desde la antigliedad, en la época de los
griegos y los romanos Gladiolus es el diminutivo de Galdius, que significaba
‘espada”, por un lado se refiere a la forma de la hoja que es lanceolada
terminando en punta y también por el hecho de que la flor en la época de
esplendor del imperio romano era entregada a los gladiadores que triunfaban en la

batalla; por eso la flor es simbolo de la victoria (INFOAGRO, 2018).

V. Il. Importancia econémica del cultivo de gladiolo

Los horticolas del gladiolo se han obtenido desde comienzos del siglo XIX por
cruzamientos entre diversas especies botanicas. Hoy en dia existen mas de tres
mil variedades de gladiolos, de los cuales son aprovechables comercialmente
alrededor de 300 que muestran una gran diversidad de tamafio, color, forma de la
flor y época de floracion.

Actualmente la reproduccién in vitro y la ingenieria genética ha venido a

revolucionar la industria de este cultivo.
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Para la floricultura en México se destinan mas de 22 mil hectareas, las cuales se
dividen en 26 estados del pais, siendo el Estado de México el principal productor,
ya que aporta el 53% de la produccion total a nivel nacional; seguido de la Ciudad
de México con 17%; de Jalisco y Morelos quienes aportan el 8% y Puebla quien al
afio aporta 6%. El resto se distribuye en otros estados como Colima, Chiapas,
Michoacén y Tabasco, etc.

Con lo mencionado anteriormente en el pais existen mas de 10 mil productores
distribuidos a lo largo de toda la Republica, los cuales se dedican principalmente al
cultivo de rosas, gerberas, crisantemos, anturios, tulipanes, gladiolas y claveles,
asi como a la produccién de esquejes, plantulas y ciertos tipos de follaje.

La floricultura esta profundamente enraizada en la tradicion cultural y productiva
del pais, por esta razén México ha jugado un papel muy importante en el mercado
internacional de flores, lo cual lo coloca en el 4° lugar en la lista de los productores
mas importantes a nivel mundial y en el 7° sitio como exportador con un 20% del
total de la produccion, donde estados Unidos y Canada son los principales

consumidores (HIDROPINIA, 2018).

V.IIl. Taxonomia y morfologia del gladiolo

El gladiolo pertenece a la clase Monocotyledoneae, familia Iridaceae (Cuadro 1).
Es una planta herbacea y se desarrolla a partir de un tallo modificado subterraneo
llamado cormo que funciona como una estructura de reserva. El gladiolo se

caracteriza por su inflorescencia en espiga y cormos de renovacion anual que

13



durante el desarrollo vegetativo dan un promedio de 5 a 16 cormillos dependiendo

de la variedad (Vidalie 2001; Leszczyfiska y Boris 1994, citado por Garcia, 2014).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del gladiolo

Clasificacion taxonémica del gladiolo

Reino Plantae

Divison Magnoliopyta

Clase Liliopsida (monocotiledoneas)
Orden Liliales

Familia Iridaceae

Subfamilia Ixioideae

Genero Gladiolus

Especie G. grandiflorus

Fuente: Leszczyfiska y Borys, 1994, citado por Garcia , 2014.

V.IV. Propagacion del gladiolo

La propagacion de la planta del gladiolo es a través de semilla (asexual) o de
cormo (asexual). La propagaciéon a través de semilla solo se emplea para
mantener poblaciones de especies silvestres o0 para obtener plantas con

caracteristicas distintas a las de sus progenitores. La propagacion asexual se

14



utiliza para conservar las caracteristicas genéticas asi como para la produccion

comercial de flores (Leszczyfiska y Borys 1994, citado por Garcia, 2014).

V.IV.l. Cormo

El cormo es una estructura sélida que se forma en las yemas axilares de las hojas
de un tallo robusto y suculento que proporciona los nutrientes necesarios para la
nueva estructura. Tienen forma redondeada algo achatada, con un apice de
crecimiento en el centro de la zona superior, cubierto por delgadas hojas
escamosas que lo protegen del dafio fisico y de la pérdida de agua. Este
desarrolla raices adventicias ventrales o basales. El apice del cormo es un
vastago terminal que se desarrollara en las hojas y en un vastago floral terminado
por una inflorescencia (Rojas et al., 2004, Gonzéalez-Pérez 2011, Garcia-L6épez et
al. 2012, citado por Garcia, 2014). Cada afno, se forma como minimo, un cormo
nuevo de diferente tamafio (Figura 1), los cuales son agrupados por calibres
comerciales 14, 12/14, 10/12, 8/10 y 6/8 (Garcia-Loépez et al., 2012, citado por

Garcia, 2014).

15
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Figura 1. Cormo de gladiolo tomado de Chahin et al. 2007, citado por Teresa

Garcia Quintero, 2014.

V.IV.Il. Cormillos o cormelos

Son pequeias estructuras de un calibre menor a 6 cm de perimetro que se
producen en la unién entre el cormo nuevo y el cormo viejo. Los cormillos
necesitan de uno o dos afios de cultivo para dar lugar a un nuevo cormo, apto

para la produccion de flor (Landeras et al. (2003), citado por Garcia, 2014).
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Figura 2. Estructura del cormo y cormillos tomado de Vidalie 2001, citado por

Garcia, 2014.

V.IV.1II. Raiz

El gladiolo forma dos tipos de raices; las fibrosas que se desarrollan en la base del
cormo viejo y las que se originan en la base del cormo nuevo que son gruesas,
carnosas y contractiles las cuales realizan la funcion de absorcion (Lezczyfiska y

Borys 199, citado por Garcia, 2014).

V.IV.IV. Hojas

Son alargadas, lanceoladas y paralelinervas recubiertas de una cuticula cerosa,
sobrepuestas en la base y pueden variar de ocho a doce hojas que miden de 1-8

cm de ancho (Gonzalez- Pérez 2011, IFBC 2012, citado por Garcia, 2014 ).

V.IV.V. Floracién

El gladiolo comienza a formar la espiga floral cuando aparece la tercera o cuarta
hoja, es decir, entre las cuatro o0 seis semanas después de la plantacion
(Buschman 1984, Vidalie 2001, citado por Garcia, 2014). Por otra parte, no todos

los cormos son capaces de producir un tallo floral ya que esto esta en funcion del

17



tamafio del cormo, la densidad de siembra y la intensidad y duracién de luz.

Figura 3. Fenologia del cultivo. En la etapa 3 se muestra el momento en que
empieza a formarse la flor por el interior del cormo tomado de Buschman 1984,

citado por Garcia, 2014.

V.V. Requerimientos climaticos

V.V.l. Temperatura

Las temperaturas Optimas para el desarrollo del gladiolo son entre 10 y 25°C, los
cormos rompen latencia y brotan a una temperatura de 10-12°C las superiores a
30 °C inhiben el crecimiento de las plantas. La temperatura ambiental éptima para
el desarrollo vegetativo del cultivo es de 10-15°C por la noche y de 20-28°C por el
dia, temperaturas bajo 5-6°C pueden provocar muerte del follaje y aborto de flores.

Para la formacion del tallo floral se requieren temperaturas desde los 12°C a los

18



22°C (Buschman 1984, Leszczyfiska y Borys 1994, Chahin et al. 2007, IFBC 2012,

citado por Garcia, 2014).

V.V.II. lluminacién

El gladiolo es una planta heliéfila que en botanica significa amante del sol y de
fotoperiodo largo. Durante periodos de poca luz es importante incrementar la
intensidad luminica considerando factores como: densidad de plantacion, arreglo
de la siembra de los cormos, direccion de las hileras, cercania de arboles y el
requerimiento luminico del cultivar. El periodo mas critico para la planta es a partir
de la aparicion de la tercera hoja hasta cuando son visibles la sexta y séptima, en
este periodo ocurre la iniciacion floral y se deben dar las mejores condiciones de
luminosidad (Buschman 1984, Leszczyfiska y Borys 1994, Chahin et al. 2007,

citado por Garcia, 2014).

V.V.Il. Humedad relativa

La humedad ambiental debe estar comprendida entre el 60-70%, la inferior al 50%
provoca un crecimiento lento, u n exceso de humedad produce elongacion en la
planta y se presenta pudricibn en cormos por enfermedades (Anénimo 2010,

citado por Garcia, 2014).
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V.V.IV. Suelo

El gladiolo generalmente se puede cultivar en todos los tipos de suelo siempre y
cuando sean ricos en materia organica, de buena estructura y buen drenaje, la
estructura del suelo es mas importante que el tipo de textura, una estructura
inadecuada puede disminuir el rendimiento del cormo hasta en un 30%. Un pH
entre 6 y 7 es esencial para el desarrollo de la raiz y para la absorcién de
nutrientes. Ademas se requiere especial cuidado en el contenido de sales en el
suelo ya que las altas concentraciones retrasan el crecimiento de la raiz y también
pueden poner en peligro la floracion debido a que la planta disminuye su
capacidad de absorber agua, el sistema radical se endurece, se vuelve fragil y es
mas susceptible al dafio fisico. Para corregir este problema se recomienda regar
con mayor frecuencia (Leszczyiiska y Borys 1994, Chahin et al. 2007, IFBC 2012,

citado por Garcia, 2014).

V.V.V. Fertilizacion

El gladiolo no se beneficia de grandes aportaciones de fertilizante, sino de la
disponibilidad constante de los nutrientes. Los requerimientos nutricionales del
gladiolo dependen del cultivar, tamafio del cormo, de la cantidad de reservas y de
la etapa de desarrollo. Se aconseja fraccionar la fertilizacion en la fase de
plantacién, emision de la segunda y de la cuarta hoja y al inicio del espigamiento;

las dosis de fertilizante deben ser calculadas en base a un analisis quimico del
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suelo y en el analisis de las partes indicadoras de las plantas (hojas plenamente
desarrolladas) para procurar un balance nutricional de la planta (Leszczyfiska y
Borys 1994, Chahin et al. 2007, An6nimo 2010, IFBC 2012, citado por Garcia,

2014).

V.VI. Plantacioniss

V.VLI. Epoca de plantacién

La fecha de plantacion de los cormos depende del clima y tipo de suelo; en las
regiones calidas se puede plantar en cualquier época del afio, desde enero hasta
mayo (plantaciones tempranas) y de junio hasta agosto (plantaciones tardias); en
zonas con heladas en invierno, las plantaciones se realizan desde marzo a mayo
para obtener flores desde el verano hasta el otofio (Leszczyfiska y Borys 1994,

citado por Garcia, 2014).

V.VI.Il. Densidad

En México en las regiones de produccién comercial la densidad de plantacion es
de 120 a 150,000 cormos por hectarea. Sin embargo, la densidad depende de la
variedad, tamafio del cormo, época y sistema de produccion. (Leszczyfiska y

Borys 1994, Chahin 2006, Anénimo 2010, citado por Garcia, 2014).
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V.VL. lll. Profundidad de plantacién

La profundidad de plantacién depende del tamafio del cormo, tipo de suelo y
época de plantacion, en general en suelos arenosos la profundidad es mayor (15
cm) que en suelos arcillosos (10 cm). La profundidad y distancia de plantacion en
la primavera es de 5 a 10 cm para asegurar una mayor resistencia al viento y para
evitar el acame de las plantas (Figura 4). Durante el verano conviene sembrar a
mayor profundidad 10 a 15 cm para evitar algunas enfermedades debidas a la
elevada temperatura del terreno (Leszczyfiska y Borys 1994, Chahin 2007,

Andnimo 2010, IFBC 2012, citado por Garcia, 2014).

Figura 4. Profundidad de plantacion en gladiolo segun la época del afio tomado de

Chahin 2007, citado por Garcia, 2014.

V.VIl. Riego

Se debe hacer un riego antes de la plantacién y si es necesario debe regarse

nuevamente después de ella; la planta necesita bastante humedad en el suelo
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desde el inicio del cultivo para permitir un adecuado desarrollo radicular. Cuando
la planta esta en el segundo par de hojas se debe regular el suministro de agua
para que la planta genere una vara de buena calidad. Los periodos en que la
planta requiere una mayor demanda de agua son en la fase de iniciacion de la
inflorescencia, desarrollo de las raices contractiles y después de la floracion.
Luego la demanda de agua disminuye pero se debe seguir regando hasta que el
follaje comience a tornarse amarillo. De ahi se suspende el riego para favorecer la
formacion de la tanica en los cormos (Leszczyfiska y Borys 1994, Chahin 2007,

IFBC 2012, citado por Garcia, 2014).

V.VIII. Cultivo in vitro (CTV)

En 1904 Hanning desarroll6 un nuevo método de cultivo de plantas al que se llamo
cultivo de embriones. Aisl6 in vitro embriones inmaduros de algunos miembros de
la familia Cruciferae, obteniendo plantulas viables (Villalobos, 1990, citado por

Enrigue Gonzalez Pérez, 2011).

El nombre de cultivo in vitro (cultivo en vidrio), se utilizé porque, inicialmente, se
usaron recipientes de vidrio para el cultivo. Asi que el término cultivo in vitro puede
definirse como el cultivo en un medio nutritivo, en condiciones estériles, de
plantas, semillas, 6rganos, explantes, tejidos, células y protoplastos de plantas

superiores. Esta técnica se caracteriza por:

®

< Produccién a micro-escala.
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% Optimiza las condiciones ambientales, en lo que se refiere a factores fisicos,
nutricionales y hormonales;
« Excluye todos los microorganismos (hongos, bacterias y virus), asi como también

las plagas de las plantas superiores (insectos y nematodos).

Los cultivos in vitro pueden iniciarse a partir de cualquier parte de la planta (tallo,
hoja, semilla, fruto, embrion, cotiledones, raiz, etc.). Comunmente se selecciona
aquellas partes de la planta que se encuentran en division activa, como la region
meristematica. Se utilizan pequefios segmentos de tejido inoculados en medios
semisolidos, en los cuales, dependiendo de los reguladores de crecimiento
utilizados, es posible inducir con cierta facilidad la formacion de callos (Ochoa,
1990). Generalmente no se reproducen plantas bajo el patron normal de
desarrollo. El resultado es un tejido aislado que puede dar origen a un callo o
puede desarrollar otras formas poco usuales (formacion de O&rganos,
embriogénesis somatica). La capacidad de -cultivar protoplastos o células
individuales permite manipulaciones que antes eran imposibles. Siendo el
fundamento tedrico del cultivo in vitro el concepto de la totipotencialidad celular

(Villalobos, 1990).

Murashige y Skoog (1962) observaron que el esperma de arenque,
desnaturalizado por calor, tenia un efecto muy marcado en la formacion de brotes
a partir de tejidos de tabaco. De este acido desoxirribonucleico (ADN)
desnaturalizado Miller et al., (1955) aislé6 un compuesto de naturaleza purinica

denominado 6- furfuril-aminopurina o kinetina.

En 1926 dos cientificos japoneses descubrieron un compuesto hormonal,
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actualmente de uso ordinario en el cultivo in vitro de tejidos vegetales denominado
Giberelina, el cual es producido por un hongo Gibberella fujikouroi; este
compuesto fue descubierto cuando se estudiaba la causa de la pudricién en
plantulas de arroz. El efecto que producia dicha sustancia era un alargamiento
excesivo en los tallos, sin desarrollo proporcional de la raiz (Razdan, 2003).
Actualmente se le atribuyen otros efectos como la induccion de germinacion en

semillas, brotacion en algunos tubérculos como la papa etc.

Altos rendimientos pueden ser obtenidos en cultivo de callo o en cultivo de células
en suspension en comparacion con los obtenidos en plantas completas, ya que
mediante CTV se tiene la ventaja que no hay problemas de plagas, enfermedades
ni cambios climaticos que afecten el rendimiento del producto (Lindsey y Jones,

1992).

El cultivo in vitro de gladiolo ha sido reportad6 por varios autores (Ziv et al., 1970;
Simonsen y Hildebrandt, 1971; Hussey, 1977; Ziv, 1979; Ziv, 1989; Steinitz et al.,
1991). Sin embargo el trasplante y establecimiento de plantulas producidas in vitro
no ha sido facil por la influencia de diversos factores bioticos y abioticos (Dantu y
Bhojwani, 1987). Se han encontrado resultados satisfactorios en la generacion de
nuevas variedades, pero en lo referente a la sanidad del cormo no se ha logrado la
total erradicacion de los patdgenos que se trasmiten por medio del cormo (Bajaj et

al., 1983).

Efecto de las hormonas en el desarrollo in vitro del gladioloitlLas auxinas y

citocininas, estimulan la divisién celular, lo cual tiene efecto estimulante sobre el
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crecimiento del tallo, y en consecuencia la diferenciacion del cambium, del xilema

y floema (Taiz y Zeiger, 2006).

En gladiolo el &cido indolacetico (AlA), &cido naflatenacetico (ANA), acido
diclorofenoxiacetico (2,4-D), &cido indolbutirico (IBA), 6-bencilamino purina (BA),
Kinetina (Kn) y Zeatina (Za), han resultado ser buenos promotores de la formacién
del cormo en el cultivo in vitro (Ziv et al., 1970; Hussey, 1977; Ziv, 1989; Steinitz et
al., 1991). Estas auxinas y citocininas promueven la diferenciacion del tallo en la
capa superficial del explante. Una de las funciones de las auxinas durante la
mitosis en la organogénesis es la formacion de un numero critico de células en
division activa, las cuales son capaces de responder a sefales de desarrollo
(Hartmann et al., 1990). Estas zonas de division celular resultan de la capacidad
misma de células divisorias que existen en el tejido. Inicialmente solo algunas
células se vuelven meristematicas y comienza el desarrollo del tallo, como una
pequefia protuberancia de la capa epidermis/sub-epidermis del explante,
posteriormente esas protuberancias son precursoras de la formacion de
estructuras mas organizadas (yemas) (Dantu y Bhojwani, 1994; Kumar et al.,

1999).

El engrosamiento y alargamiento del tallo es ocasionado por las citocininas

(Zeatina o Kinetina) y giberelinas (GA3) pues promueven la formacion del cormo.

Las giberelinas promueven la activaciéon de la de ~-amilasa que produce azucar y
gue es almacenada en las células del tallo basal, al mismo tiempo que las
citocininas y auxinas promueven la elongacion celular del tallo, que dard como

resultado el engrosamiento a sus extremos lo cual induce la tuberizacion y la
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formacién del cormo (EI-Rahman et al., 1985; Kumar et al., 1990; Rees, 1993).

V.IX. Irradiacion

En México el proceso de irradiacion gamma se lleva a cabo desde 1980 en la
Planta de Irradiacion Gamma del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares
(ININ), ubicada en el kilbmetro 36.5 de la carretera México-Toluca en La
Marquesa, Estado de México. Se trata de un proceso de sanitizacion de productos
efectivo e inocuo, que en el ININ opera bajo la certificacion ISO 9001: 2008. El
servicio de irradiacion gamma consiste en exponer los productos a una dosis
especifica de radiaciones gamma provenientes de una fuente radiactiva de
cobalto-60, de tal manera que la energia que reciban sea la suficiente para
desbacterizarlos o esterilizarlos, sin que esto afecte su estado fisico o sus
caracteristicas organolépticas. Se trata de un proceso en frio y sin reacciones

guimicas que puedan afectar al producto.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VLI. Ubicacién del experimento

El experimento se realizara en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Agricolas UAEMéx en el laboratorio de cultivos vegetales, en el Cerrillo Piedras

Blancas.

VI.II. Metodologia del experimento

El presente trabajo es la continuacion a los resultados obtenidos por Pifia (2019)
quien obtuvo plantas sobresalientes (mayor al tura, mayor grosor del tallo y
probablemente algun tipo de resistencia a alguna enfermedad) en las dos
variedades evaluadas y que requieren su propagacion In vitro para mantener su
identidad.

Comprende dos Etapas:

1. Etapa de ensayo para la propagacién de cultivares de dominio publico
2. Etapa con la metodologia definida para realizar la propagacion con el material

sobresaliente.
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VLIIl. Material genético

El material genético con el que se trabajo son las cultivares sobresalientes
obtenidos a partir de material irradiado de las dosis de 10 a 100 Gy de la variedad

blanca y roja borrega; que se encuentra en el Invernadero # 1 de la facultad.

VI.IV. Variedades

Las variedades de dominio publico a utilizar para este trabajo son Roja y Blanca
borrega.

Flor de color blanco. Su presentacion es calibre 0.12 m /0.14 m, 10 bulbos. La
época de plantacion es después de las heladas, la época de floracion es verano la
profundidad de siembra es 0.1 m con un distanciamiento de 0.12 m, la altura de la

planta es 0.1 m (Gutiérrez-Gomez, 2013).

VI.V. Preparacién de medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el establecimiento del experimento de cormillos
de Gladiolus sp. Fue el medio basal MS adicionado con sacarosa suplementado
con BAP, una citocinina sintética muy usada para estimular el crecimiento de
brotes y la inhibiciébn de formacion de raices, ANA una auxina un agente de
enraizamiento.

La férmula de Murashige y Skoog (1962) se empleara como ejemplo para los

propdsitos de este procedimiento, pues se ha demostrado que es el medio
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adecuado para una gran variedad de especies, asi como para diferentes partes de

una planta.

VLV.I. Materiales ispara la elaboracién del medio de cultivo

Material de laboratorio:

iSEP!

Equipos: it

1 balanza analitica st

» 1 placa de agitacion con calentamiento

1 matraz Erlenmyer de 2 000 ml st}

- 8 matraces Erlenmeyer de 250 ml i

10 ampolletas de plastico de 250 ml sk,

« 2 espatulas it

* Charolas de pesado

Reactivos:

+ Reactivos para medio de cultivo MS (1962) st
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+ 1 000 ml de agua destilada sk

VIL.V.1l. Metodologia para la elaboracién del medio de cultivo

Preparacion de Sales Minerales. it:Para la preparacion de las soluciones

concentradas se deberan disolver las sales indicadas en las proporciones

[l

Tabla 1. En la siguiente tabla se muestran los reactivos y dosis para la elaboracion del

medio MS.
Nutriente
Macronutrientes Formula Dosis g/L
Nitrato de amonio NH4NO3 16.5
Nitrato de potasio KNO3 19
Cloruro de calcio CaCl2.2H20 4.4
Sulfato de magnesio MgS04.7H20 3.7
Fosfato de potasio KH2PO4 1.7
Micronutrientes

Etilendinitrilotetracetato Na2EDTA.2H20 .373
Sulfato ferroso FeS04.7H20 .278
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Sulfato de manganeso MnSO4.H20 223
Sulfato de zinc ZnS04.7H20 86 mg
Acido bdrico H3BO3 62 mg
Yoduro de potasio Kl 8.3 mg
Molibdato de sodio Na2Mo0O4.2H20 2.5 mg
Sulfato cuprico CuS04.5H20 .25 mg
Cloruro de cobalto CoClI2.6H20 0.25mg
Vitaminas
li - Inositol 1
Niacina (acido nicotinico) 5mg
Piridoxina HCI 5 mg
Tiamina HCI 1mg
Nota:

1.- Algunos autores utilizan solo 33.6 g/L de Na;EDTA

2.- EI FeS04.7H20 y Na;EDTA se deben disolver juntos en agua tibia aparte.

3.- El CaCl2.2H20 algunas veces se precipita, por lo que también se disuelve

aparte.

4.- La cantidad de agar variara en respuesta del tipo de medio (solido, semisélido

o liquido) y de la cantidad del mismo dependiendo de la marca, entre 4 a 12 g/L.
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5.- Por facilidad al momento de pesar los reactivos; se elaboran 10 L de medio e
cultivo en forma concentrada en 1L, los cuales pueden conservarse congelados

hasta que se requieran usar.

—
\. | (pH538) |j

Figura 5. Representacion de la metodologia para la preparacion del medio MS.

VI.VI. Tratamiento previo de los cormillos con fungicida

Los cormillos utilizados para la propagacion in vitro se colocaron en inmersion con
diferentes fungicidas por 24 horas a una dosis de 1g/L de agua (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratatmiento previo con fungicida de los cormillos

TRATAMIENTO PREVIO DE LOS CORMILLOS CON FUNGICIDAS

Producto Ingrediente activo Dosis
Terramicina agricola 5% Clorhidrato de oxitetraciclina 1g/L
Pireos 70 Tiofanato metilico 1g/L
Sportak 45 Procloraz 1g/L
Rovral 50 Iprodione 1g/L
Captan 50 Carboxamida 1g/L
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VI.VIL.

Desinfestacion de cormillos en el laboratorio

Los cormillos a desinfectar no deberan de presentar ningun dafio fisico es decir,

deberan de estar lo mas sanos posible.

El proceso para la des infestacion de cormillos en el laboratorio consistié en:

a)
b)

c)

d)

f)

9)

h)

Lavar los cormillos con agua jabonosa. sk

Sumergirlos en etanol al 70% durante 1 minuto.ist!

Los cormillos se ponen en inmersion con hipoclorito de sodio al 1.0%
durante 15 minutos.

Los cormillos se colocan en inmersion con agua destilada estéril con
gentamicina a una concentracion de 5 mg/L (200 micro litros en 100 ml)
durante 10 minutos.

Los cormillos se colocan en inmersion con microdin (3 gotas por fracso)
durante 15 minutos, a partir de este momento trabajar en la camara de flujo
laminar posteriormente se enjuaga el material vegetal tres veces con agua
destilada esterilizada.

Colocar los frascos de cultivo en el cuarto de incubacion, con fotoperiodo de
‘16 horas luz, por 8 horas de oscuridad, a temperatura de 240C. st

Observar cada tercer dia el desarrollo de sus cultivos. Anotar los cambios
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en la apariencia de los explantes. Separar los frascos con explantes
necrosados y contaminados y registrar si se trata de contaminacion

bacteriana o fangica.

VI.VIIl. Siembra de tejidos

La siembra de los cormillos desinfestados y considerados como explantes, para su
propagacion de gladiolo, se requiere de:

1. Tomar el cormillo del vaso de precipitado y colocarlo en una caja Petri con
ayuda de pinzas estériles.

2. Colocar los frascos con los cormillos en el cuarto de incubacion, con
fotoperiodo de 16 horas luz, por 8 horas de oscuridad, a temperatura de
24°C.

3. Utilizar pinzas y bisturies estériles para trabajar con el cormo.

4. Con ayuda de pinzas estériles colocar el cormo en frascos con el medio de
cultivo fresco. Sellar y etiquetar el frasco.

5. Observar cada semana el desarrollo de los cultivos. Anotar los cambios en
los cromillos o en el medio. Separar los frascos con cormillos necrosados y

contaminados (bacteria u hongo ) y registrar.
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Los tratamientos con los que se trabajo en el laboratorio se indican en el siguiente

cuadro:

Cuadro 3. Tratamientos utilizados en la presente investigacion.

TRATAMIENTOS

No N° tratamiento
Medio MS

1 T1MS

2 T2 MS

3 T3 MS

4 T4 MS + Sacarosa

5 T5 MS + Sacarosa

6 T6 MS + Sacarosa

BAP
(bencilaminopurina)

1.0

0

Hormonas

KIN
(kinetina)

0

ANA
(acido
naftalenacetico)
0.5

VI.IX. Variables a evaluar

Para cada variable evaluada, se tomaran los datos semanalmente por un periodo

de 8 semanas después de la siembra. Las variables evaluadas fueron:

1.- Altura del brote apical (ABA): para cada explante se medira (cm) con una regla

la altura del brote apical.
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2.- Altura de brotes laterales (ABL): para cada explante se medir4 (cm) con una

regla la altura de los brotes laterales.

3.- Numero de brotes laterales (NBL): para cada explante se contara el nUmero de

brotes laterales.

4.- Tiempo en alcanzar su desarrollo final.

VI.X. Adaptacion de plantulas

Para la adaptacion de las plantulas de gladiolo obtenidas de cultivo in vitro se
necesitaron vasos de unicel con perforaciones, bolsas plasticas de 1kg con
orificios, ligas, sustrato esterilizado a 120 °C por 20 minutos (agrolita, peat muss
en relacidon 1:1), agua destilada esterilizada, una piseta.

El sustrato se coloco dentro de los vasos y se regaron a capacidad de campo,
previamente las plantulas fueron lavadas con agua destilada esterilizada con la
finalidad de quitar todo el agar de las raices, se precedi6 a realizar el trasplante,
se coloco una bolsa plastica con orificios de tal manera que cubriera toda la
plantula y esta se sujeto con la liga. Se etiqueto el vaso indicando la fecha de
siembra In vitro y la fecha de adaptacion. Posteriormente los vasos fueron
trasladados al invernadero donde se estuvieron regando y observando para

detectar alguna anomalia, en este espacio estuvieron 20 dias.
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VII. Analisis de datos

Los datos obtenidos en cada tratamiento se analizaron bajo un arreglo de parcelas
divididas. La parcela grande correspondi6 a la variedad y los tratamiento
correspondieron a la parcela chica. Los datos se transformaron a logaritmo inverno
para homogeneizar sus varianzas.

El andlisis de varianza se realiz6 en el programa SAS version 9.0.
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VIIl. Resultados y discusion

Al momento de realizar el presente trabajo no se disponen de reportes que
indiquen la forma de propagar al gladiolo en cultivo de tejidos en las variedades
usadas en México. Sin embargo, existen reportes de las variedades que se utilizan
en Pakistan (Memon, 2012), Rumania (Ciuzan et al., 2015), Minessota, USA
(Ascough et al., 2009), Krakow (Kumar et al., 2010), Italia (Remotti et al., 1995),

Bangladesh (Shaheenuzzaman et al., 2011).

VIII.I. Tratamiento previo con fungicidas

Los cormillos recibieron un tratamiento previo con diferentes fungicidas (
Clorhidrato de oxitetraciclina, Tiofanato metilico, Procloraz, Iprodine, Carboximida)
a una dosis de 1g/L para determinar el mejor o los mejores fungicidas para
contrarrestar la contaminacion de los cormillos, los cuales se pusieron en
inmersion por 24 horas posteriormente se dejan secar, para proceder a la

propagacion artificial.

39



En el Cuadro 4 se indica la cantidad de frascos con plantas sanas obtenidas por

tratatamiento por repeticion.

Cuadro 4. Numero de frascos de plantas sanas por tratamiento

Numero de cormillos contaminados por tratamiento

Variedad Producto/ Contaminacion
Repeticion
Rovral
R1 1
R2 1
R3 1
Sportak
R1 1
R2 0
R3 0
Blanca roja Terramicina
R1 0
R2 0
R3 0
Captan
R1 1
R2 1
R3 0
Pireos
R1 0
R2 0
R3 0
Rovral
R1 1
R2 0
R3 0
Sportak
R1 1
R2 0
R3 0
Terramicina
Roja blanca R1 1
R2 0
R3 0
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Captan

R1 1

R2 1

R3 0
Pireos

R1 1

R2 0

R3 0

Nota: 1 = a contaminado, 0 = a no contaminado

Se observo que los tratamientos entre fungicidas no existe diferencia numéricas
evidentes. Aunque en terminos numeéricos se observo una mayor cantidad de
frascos con plantas sanas en ,0s tratamientos a base de Terramicina y Pireos.

Cuadro 5. Analisis de varianza para la cantidad de frascos con brotes

contaminados.

Analisis de varianza

F:v DF F-vValor
Gladiolo 1 0.18 n.s.
Bloque 2 0.18 n.s.
Gladiolo*Bloque 2 455 *
Tratamiento 4 2.09 n.s.
Gladiolo*Tratamiento 4 1.55n.s.
Error 16
Total 29
C.V. (%) 75.56

* Significativo al 0.05%
n.s. = no significativo
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En el analisis de varianza indico que el factor de gladiolo, bloque, tratamiento,
asi como la interaccién gladiolo*tratamiento no existié diferencia estadistica; sin
embargo la interaccion gladiolo*bloque existio diferencia significativa al 0.5%,

por lo que se procedid a la separacién de medias.

Cuadro 6. Separacion de medias para el factor de contaminacion por variedad.

Separacion de medias para el factor de contaminacion por

variedad
VARIEDAD N MEDIA
Blancos 15 0.18a
Rojos 15 0.16 a

No se encontré que el tratamiento de fungicidas tuviera un efecto por variedad,
debido a que presentaron los mismos entre las dos vartiedades utilizadas por

tratamiento (Cuadro 6).

En el cuadro 7 se indica el valor medio de frascos con plantas sanas obtenidos

por tratamiento.

Cuadro 7. Media de frascos con plantas sanas obtenidos por tratamiento.

Media de cormillos no contaminados obtenidos por tratamiento

N° Tratamiento Producto Media
T1 Terramicina 0.25 a*
T2 Pireos 0.25 a
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T3 Sportak 0.15a

T4 Rovral 0.10 a

T5 Captan 0.10 a

e Valores en la columna acompafado con la misma letra indican ausencia de

diferencia estadistica significativa Tukey o 0.05%.

La separacion de media indicO que los trratamientos de fungicidas fueron
estadisticamente iguales; sin embargo se observé una mayor cantidad de plantas
sanas (sin contaminates) en las plantas emitidas de los cormillos tratados con
Terramicina y Pireos.

Con los tratamientos que presentaron menor contaminacion de cormillos
(Terramicina y Pireos) se procedio a realizar los tratamientos a cormillos para la

propagacion in vitro.

VIILII. Induccion de Brotacion

En la Cuadro 8 se muestran los tratamientos para la propagacion In vitro de dos
variedades (borrega roja y blanca), el numero de repeticion, asi como el niamero
de brotes que se obtuvieron en cada tratamiento.

Cuadro 8. Numero de brotes obtenidos por tratamiento.

NUMERO DE BROTES OBTENIDOS EN CADA TRATAMIENTO

Tratamiento Repeticion Variedad / N° de brotes
BORREGA BORREGA
BLANCA ROJA
R1 1 1
R2 1 4
T1MS + 1.0 yM BAP + .5 uM ANA R3 5 6
R4 0 2
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R5 4 2

R1 2 1

R2 0 3

T2 MS + 1.0 y(MKIN + .5 yM ANA R3 0 2
R4 2 1

R5 0 0

R1 1 0

T3 MS + 2.0 y(MKIN + .5 yM ANA R2 0 1
R3 0 0

R4 2 3

R5 2 2

R1 0 1

R2 3 4

T4 MS + sacarosa + 1.0 yM BAP + .5 uM R3 2 3
ANA R4 4 2

R5 1 5

R1 0 2

R2 1 0

T5 MS + sacarosa + 1.0 uM KIN + .5 yM R3 0 1
ANA R4 3 0

R5 4 1

R1 0 1

R2 1 1

T6 MS + sacarosa + 2.0 pM KIN+ .5 uM R3 1 0
ANA R4 1 0

R5 0 2

Cuadro 9. Separacion de medias para el factor de brotacion por variedad

Separacion de medias por variedades

VARIEDAD N MEDIA
Blancos 30 1.70 a
Rojos 30 1.36 a

La separacion de medias para el factor de brotacion por variedad indic6 que no

existe diferencia entre las variedades de gladiolo rojos y blancos.
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VIILIII. Media del numero de brotes obtenidos por tratamiento

Respecto al numero de brotes obtenidos por tratamientos en el siguiente cuadro
se muestra la varianza para el numero de brotes obtenidos.

Cuadro 10. Analisis de varianza de namero de brotes emitidos por cormillo.

Analisis de varianza

F:Vv GL F-vVvalor
Gladiolo 1 0.81n.s.
Bloque 4 0.99 n.s.
Gladiolo*Bloque 4 0.67 n.s.
Tratamiento 5 3.17*
Gladiolo*Tratamiento 5 0.50 n.s.
Error 40
Total 59
C.V. (%) 93.37

* Significativo al 0.05%

n.s. = no significativo

En el analisis de varianza indico que el factor de gladiolo, bloque, asi como la

interaccién gladiolo*bloque y gladiolo*tratamiento no existio diferencia

45



estadistica; sin embargo el factor tratamiento existio diferencia significativa al

0.5%, por lo que se procedio a la separacion de medias.

En el cuadro 11 se muestra la media del niumero de brotes obtenidos por
tratamiento.

Cuadro 11. Media del nUmero de brotes obtenidos por tratamiento

Media del numero de brotes obtenidos por tratamiento

Tratamiento Media
T1MS + 1.0 uM BAP + .5 yM ANA 2.60 a
T2 MS + 1.0 yM KIN + .5 yM ANA 1.1000 b
T3MS + 2.0 yM KIN + .5 yM ANA 1.1000 b
T4 MS + sacarosa + 1.0 yM BAP + .5 yM ANA 2.5000 a
T5 MS + sacarosa + 1.0 yM KIN + .5 yM ANA 1.200 b
T6 MS + sacarosa + 2.0 yM KIN+ .5 yM ANA .7000 b

Nota: BAP ( Bencilaminopurina), KIN (Kinetina), ANA (acido naftalenacetico).
e Valores en la columna acompafiado con la misma letra indican ausencia de

diferencia estadistica significativa Tukey a 0.05%.

La separacion de media indic6 que los tratamientos T2, T3, T5, T6 fueron
estadisticamente iguales; sin embargo en los tratamientos 1 y 4 presentaron el
mayor numero de brotes y fueron estadisticamente diferentes al resto de los

tratamientos; en este sentido Ramirez-Hernandez (2013) obtuvo brotes utilizando
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el medio MS adicionado con 1.0 uM de bencilaminopurina en combinacion con 0.5
MM de acido naftalenacetico. De igual manera Bruyn y Ferreira (1992) reporta la
obtencion de brotes utilizando el medio MS suplementado con sacarosa 3% y

adicionado con 1.0 yM bencilaminopurina.

IX. Conclusiones

e La mayor formacion de brotes por cormillo se obtuvo en medio MS
suplementado con 1.0 yM de bencilaminopurina en combinacion con .5 uM
acido naftalenacético y MS suplementado con sacarosa mas 1.0 uM
bencilaminopurina en combinacion con .5 yM &cido naftalenacético.

e En la etapa de adaptacion los brotes enraizados lograron una supervivencia
del 100% en condiciones bajo invernadero.

e Los mejores tratamientos previos con fungicidas para la obtencion de
plantulas sanas fueron Pireos y Terramicina a una dosis de 1g/L en

inmersion por 24 horas.
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X. Producto entregable

PROTOCOLO DE PROPAGACION In vitro DE GLADIOLO
INTRODUCCION

En el sistema de produccion de gladiolo existe la necesidad de disponer semilla
asexual sana y en buena condicion fisica. La propagacion In vitro es una
alternativa viable que nos permite disponer de semilla sana. El uso de cormos en
plantas bulbosas bajo la técnica de micro propagacion es una gran ventaja en
comparacion con la propagacion convencional, debido a que por medio de las
técnicas de reproduccion In vitro se puede obtener material con Optimas
condiciones fitosanitarias en menor tiempo, otra de las ventajas es el aumento
masivo de la produccion mediante el manejo de las hormonas de crecimiento
como la Bencilaminopurina (BAP), acido indolacetico (ANA), Kinetina (Kin), asi
como manejar los ciclos de multiplicacion in vitro con la finalidad de una
multiplicacion masiva en un corto tiempo (Faheem et al. 2008, citado por Maria
Ordorfiez Vargas, 2010).

OBJETIVO
Generar la metodologia para la propagacion In vitro de gladiolo a partir de
cormillos.

MATERIALES Y METODOS
Materiales
e Cultivares de dominio publico de la variedad blanca y roja borrega.

Medio MS adicionado con sacarosa 30 g/L.
Hormonas: bencilaminopurina, acido indolacético, kinetina.
El material vegetativo a utilizar debera estar lo mas sano posible.

Metodologia

Tratamiento previo
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Los cormillos so tratados previamente para su desinfestacion con terramicina
agricola (Clorhidrato de oxitetraciclina al 5%) y/o pireos (Tiofanato metilico al
70%) en una concentracion de 1 g/L, en inmersion durante 24 horas, después se
dejan secar a la sombra para proceder a la propagacion en medio artificial.

Posteriormente en el laboratorio se procede a lo siguiente:

e Elaboracién del medio de cultivo MS enriquecido con sacarosa mas las
hormonas bencilaminopurina a una concentracion de 1 pM + &cido
indolacético a una concentracion de 0.5 uM.

e Esterilizar en la autoclave a 120 °C por 20 minutos.

e Una vez esterilizado, se vacia en frascos gerber a cada uno se le colocan
20 ml, se deja solidificar el medio.

e Antes de realizar la siembra de los cormillos en el medio de cultivo, estos
llevan un proceso de desinfestacion que consiste en:

e Lavar los cormillos con agua jabonosa. ist!

Rl L

e Sumergirlos en etanol al 70% durante 1 minuto.iske

e Los cormillos se colocan en inmersion con hipoclorito de sodio al 1.0%
durante 15 minutos.

e Posteriormente pasan a una solucion de agua destilada estéril con
gentamicina a una concentracion de 5mg/L (200 micro litros por 100 mL)
durante 10 minutos.

e Los cormillos se colocan en inmersion con microdin (3 gotas por frasco)
durante 15 minutos, a partir de este momento trabajar en la camara de flujo
laminar posteriormente se enjuaga el material vegetal tres veces con agua
destilada esterilizada.

e Los cormillos se siembran en frascos con medio de cultivo MS enriquecido
con sacarosa mas las hormonas bencilaminopurina a una concentracion de
1 uM + acido indolacético a una concentracion de 0.5 uM.

e Los cormillos se incubaran a un fotoperiodo de 16 horas luz, por 8 horas de
oscuridad, a temperatura de 24 °C.

e Observar el desarrollo y eliminar las que presenten contaminacion
bacteriana o fungica.
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