PALABRAS CLAVE: Explantes,
callogénesis, antioxidantes,

reguladores de crecimiento.

KEY WORDS: Explants,
callogenesis, antioxidants,

growth regulators.

RESPUESTAS MORFOGENICAS EN LA PROPAGACION
in vitro DE NOGAL PECANERO (Carya illinoinensis
[Wangenh] K. Koch)

MORPHOGENIC RESPONSES IN THE in vitro PROPAGATION
OF PECAN (Carya illinoinensis [Wangenh] K. Koch)

Jazmin A. Avila-Treviiio'; Jestis G. Arreola-Avila™; José L. Rodriguez-de la 0%
Ricardo Trejo-Calzada'; David Valdez-Cepeda®; Amparo Borja-de la Rosa*
Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas, Universidad Auténoma Chapingo. C. P. 35230.
Bermejillo, Dgo.

Correo-e: jgarreola@chapingo.uruza.edu.mx. Tel:872 77601900 ("Autor para correspondencia).
?Departamento de Fitotecnia, *Division de Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo.
km 38.5 Carretera México-Texcoco. C. P. 56230. Chapingo, Texcoco, Estado de México.

3Centro Regional Universitario Centro-Norte. km. 5.5 Carretera Zacatecas-Guadalajara. C. P. 98070.
Zacatecas, Zac.

RESUMEN

as respuestas embriogénicas y organogénicas en nogal (Carya illinoinensis [Wangenh] K. Koch)

se observaron bajo el cultivo in vitro de segmentos de hojas, yemas axilares y embriones cigoti-

cos. El necrosamiento se controlé empleando carbon activado (CA: 1 %), polivinilpirrolidona

(0.1 %), nitrato de plata (AgNO,: 1 %), acido citrico (150 mg-L") y acido ascorbico (100 mg-L-
1), con presencia de luz y en oscuridad. Se utilizé el medio basico de Murashige y Skoog suplementado
con 0.40 mg-L"' de tiamina, 100 mg-L! de myo-inositol, 3 % de sacarosa, incorporando 2,4-D para hojas,
tidiazurén (TDZ) para embriones, y las combinaciones de benciladenina (BA), kinetina (KIN), 4cido
naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB) para yemas axilares. El necrosamiento de tejidos se
redujo en 75 % y 83 % adicionando CA y AgNO,, respectivamente. E1 33 % y 66 % de los callos embrio-
génicos se indujeron a partir de hojas, utilizando 1 y 3 mg-L"' de 2,4-D. La mayor produccion de callos
(58 %) a partir de embriones se obtuvo con la concentracién de 3 mg-L'' de TDZ. En yemas axilares, la
combinacién de KIN (3.0 pM), BA (1.0 uM) y AIB (0.3 uM) increment6 el niimero de hojas y plantulas,
y longitud de brotes.

ABSTRACT

mbryogenic and organogenic responses in pecan (Carya illinoinensis [Wangenh] K. Koch)
were observed as a result of the in vitro cultivation of segments of leaves, axillary buds and
zygotic embryos. Necrosis was controlled through the use of activated carbon (AC: 1%), po-
lyvinylpyrrolidone (0.1 %), silver nitrate (AgNO,: 1 %), citric acid (150 mg-L") and ascorbic
acid (100 mg-L?, in both light and darkness. Murashige and Skoog base medium (MS) was used, supple-
mented with 0.40 mg-L"! of thiamine, 100 mg-L"' of myo-inositol, 3 % saccharose, incorporating 2,4-D
for leaves, thidiazuron (TDZ) for embryos, and combinations of benzyladenine (BA), kinetin (KIN) na-
phthalenacetic acid (ANA) and indolebutyric acid (AIB) for axillary buds. Tissue necrosis was reduced
by 75 % and 83 % adding CA and AgNO,, respectively. 33 % and 66 % of embryogenic callus originated
from leaves, using 1 and 3 mg-L" of 2,4-D. The highest callus production (58 %) from embryos was
obtained from the concentration of 3 mg-L! of TDZ. In axillary buds, the combination of KIN (3.0 uM),
BA (1.0 uM) and AIB (0.3 uM) increased the number of leaves and seedlings, as well as shoot length.
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INTRODUCCION

El nogal pecanero (Carya illinoinensis [Wangenh] K. Koch)
es una especie forestal cultivada, cuya importancia econé-
mica radica en la demanda de la nuez por el mercado de Es-
tados Unidos y recientemente por el mercado asidtico. Esta
especie es originaria del norte de México, cuyas poblacio-
nes de drboles silvestres se desarrollan principalmente en
areas con presencia de rios o arroyos. Actualmente se han
identificado materiales criollos de importancia bioldgica y
comercial. Estas caracteristicas se han tomado en cuenta en
programas de mejoramiento llevados a cabo en otros paises
(Thompson & Grauke, 2012), incluyendo otras especies le-
flosas como Pinus pinaster Ait. (Alvarez, Majada, & Ordas,
2009). La especie C. illinoinensis es dificil de enraizar y los
portainjertos utilizados en las huertas, cuya superficie es
de 98,000 ha, provienen de semilla. La propagacién sexual
en esta especie es lenta y segrega individuos con variacién
fenotipica considerable, caracteristica que limita la homo-
geneidad de los portainjertos utilizados en las plantacio-
nes comerciales (Moore, Williams, Palma, & Lombardini,
2009). La reproduccion in vitro constituye actualmente un
excelente método potencial para la multiplicacién clonal
masiva en genotipos élite de nogal pecanero (Thompson &
Grauke, 2012), incluyendo otras especies forestales (Lelu-
Walter, Bernier-Cardou, & Klimaszewska, 2006; Percy, Kli-
maszwska, & Cyr, 2000). Existen estudios que describen
protocolos de micropropagacion de P. pinaster basados en
organogénesis y embriogénesis somatica, utilizando medios
de cultivo que contienen tanto reguladores de crecimiento
como antioxidantes (Alvarez et al., 2009). Varios antioxi-
dantes se han aplicado en el medio de cultivo para disminuir
el necrosamiento del tejido durante la etapa de iniciacién
de los explantes extraidos de especies lefiosas (Aliyu, 2005;
Nomura, Matsumoto, Masuda & Inoue, 1998; Poornima &
Ravishankar, 2007; Vieitez, Vieitez et al., 2009. En la micro-
propagacién de nogal se han utilizado diferentes tipos de
tejido de la planta (Rodriguez & Wetzstein, 1994), asi como
embriones somaticos (Long, Preece, & Sambeeck, 1995). El
tipo de tejido, la edad de la planta, el tipo de reguladores
de crecimiento, las sales adicionadas al medio, asi como las
condiciones durante el desarrollo del explante, son detalles
que se han considerado en la micropropagacion de especies
leniosas (De la Viiia, Barcel6-Muiioz, & Pliego-Alfaro, 2001;
Huang, Shaolin, Gaofeng, & Lanying, 2002; Labardi, Herry,
Menabeni & Thorpe, 1995; Long et al., 1995). La creciente
demanda de la nuez y la necesidad de una técnica efecti-
va de propagacion masiva de materiales criollos de nogal
con potencial productivo, incluyendo materiales nativos de
importancia bioldgica para el uso en programas de mejo-
ramiento genético, conducen al establecimiento de nuevas
tecnologias de propagacion. En la actualidad se generan
nuevas tecnologias que prometen ser rentables en este ambi-
to, como el cultivo de tejidos in vitro (Long et al., 1995; Ru-
gini & Muganu, 1998; Scaltsoyianes, Tsoulpha, Panetsos, &
Moulalis, 1998; Valderrama, Chico, Tejada, & Vega, 2008).
El presente estudio se llevé a cabo con el objetivo de evaluar
las respuestas morfogénicas de explantes de nogal pecane-

Avila-Trevifo et al.

INTRODUCTION

Pecan (Carya illinoinensis [Wangenh] K. Koch) is a culti-
vated forest species, whose economic importance resides in
the demand of pecan by the U. S. market and recently by
the Asian market. This species has its origin in the north
of Mexico, whose populations of wild trees are developed
mainly in areas with presence of rivers or streams. Re-
cently native materials of biological and economic impor-
tance have been identified. These characteristics have been
considered in improvement programs carried out in other
countries (Thompson & Grauke, 2012), including other
woody species such as Pinus pinaster Ait. (Alvarez, Majada
& Ordas, 2009). The species C. illinoinensis is difficult to
root and the rootstocks used in the orchards, whose surface
is of 98,000 ha, are from seed. The sexual propagation in
this species is slow and segregates individuals with consid-
erable phenotypic variation, characteristic that limits the
homogeneity of the rootstocks utilized in the commercial
plantations (Moore, Williams, Palma & Lombardini, 2009).
In vitro production is presently an excellent potential meth-
od for the massive clonal multiplication in elite genotypes
of pecan (Thompson & Grauke, 2012), including other for-
est species (Lelu-Walter, Bernier-Cardou & Klimaszewska,
2006; Percy, Klimaszewska & Cyr, 2000). There are stud-
ies that describe micropropagation protocols of P. pinaster
based on organogenesis and somatic embryogenesis, using
culture methods that contain both growth regulators and
antioxidants (Alvarez et al., 2009). Various antioxidants
have been applied in the culture medium to reduce tissue
necrosis during the initiation stage of the explants extract-
ed from woody species (Aliyu, 2005; Nomura, Matsumoto,
Masuda & Inoue, 1998; Poornima & Ravishankar, 2007;
Vieitez et al., 2009. In pecan micropropagation different
types of tissue of the plant have been used (Rodriguez &
Wetzstein, 1994), as well as somatic embryos (Long, Preece
& Sambeeck, 1995). Tissue type, plant age, type of growth
regulators, salts added to the medium, as well as the condi-
tions during the development of the explants are details that
have been considered in the micropropagation of woody
species (De la Viiia, Barcel6-Muiioz, & Pliego-Alfaro, 2001;
Huang, Shaolin, Gaofeng, & Lanying, 2002; Labardi, Herry,
Menabeni & Thorpe, 1995; Long et al., 1995). The grow-
ing demand for pecan and the need for an effective massive
propagation technique of native pecan materials with pro-
ductive potential, including native materials of biological
importance for the use in genetic improvement programs,
lead to the establishment of new propagation technologies.
New technologies are presently being generated that prom-
ise to be profitable in this context, such as in vitro tissue
culture (Long et al., 1995; Rugini & Muganu, 1998; Scalt-
soyianes, Tsoulpha, Panetsos, & Moulalis, 1998; Valder-
rama, Chico, Tejada, & Vega, 2008). The present study was
conducted with the purpose of evaluating the morphogenic
responses of pecan explants, from leaves, buds and embry-
os, developed in culture medium added with different types
and concentrations of antioxidants, growth regulators and
light conditions.
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ro, provenientes de hojas, yemas y embriones, desarrollados
en medio de cultivo adicionado con diferentes tipos y con-
centraciones de antioxidantes, reguladores de crecimiento y
condiciones de luz.

MATERIALES Y METODOS
Fuente de explantes y condiciones de cultivo

El presente estudio se llev6 a cabo en el Laboratorio de Cul-
tivo de Células Vegetales del departamento de Fitotecnia
de la Universidad Auténoma Chapingo, Texcoco, Estado
de México. Se utilizaron plantas de nogal pecanero de un
afio de edad, germinadas en maceta en la Unidad Regio-
nal Universitaria de Zonas Aridas en Bermejillo, Durango.
Las plantas fueron trasladadas a la Universidad Auténoma
Chapingo cuando tenian una altura de 25 cm. En este sitio
fueron acondicionadas en el invernadero por 21 dias y rega-
das semanalmente con una solucion de fungicida (Captan®)
al 2 %. Transcurrido este periodo, los explantes fueron ex-
traidos de yemas, hojas y embriones de semillas. Las yemas
axilares y las hojas fueron seleccionadas de la parte basal,
media y terminal de las plantas. Previo a la extraccion de
los embriones, las semillas se estratificaron durante 24 h en
una solucién de agua oxigenaday destilada. Los explantes
de hojas, yemas y embriones se colocaron en una solucién
de detergente Foca mas surfactante Tween 80 (Thermo
Scientific, USA) por 2 min. Posteriormente, los explantes se
colocaron en alcohol al 70 % durante 3 min y, finalmente,
en hipoclorito de sodio al 10 % por 15 min. Los tejidos se
mantuvieron por 24 h en una solucién de acido ascérbico
(100 mg-L"') mas acido citrico (150 mg-L*) disueltos en 100
mL de agua destilada, aforada a 1 L. En el presente estudio se
condujeron cuatro experimentos para evaluar las respuestas
morfogénicas durante la propagacion in vitro de nogal.

Evaluacion de antioxidantes

Segmentos foliares de 1 cm? se sembraron en posicion
abaxial en medio de cultivo MS, propuesto por Murashige
y Skoog (1962), utilizando frascos tipo Gerber®. El efecto
antioxidante se evalud adicionando en el medio diferentes
porcentajes de carbon activado (CA), polivinilpirrolido-
na (PVP) y nitrato de plata (AgNO,), asi como diferentes
concentraciones de dcido citrico (C.H,0.) y 4cido ascérbi-
co (CH,O,). En el Cuadro 1 se presentan los tratamientos
evaluados. Las muestras con sus respectivos tratamientos se
incubaron en oscuridad permanente o en un periodo de luz/
oscuridad (16:8) a una temperatura de 25 + 1 °C, duran-
te cuatro semanas. Los tratamientos se repitieron 12 veces,
considerando un explante por frasco como unidad de mues-
treo. Al factor luz se le asignaron los valores 1 (luz) y 2 (luz/
oscuridad). La variable tejido necrosado se midi6 a través
de una escala visual con los siguientes valores asignados: 1)
nivel bajo de necrosamiento (< 30 %); 2) nivel medio (> 30 %
< 60 %); 3) nivel alto (> 60 %). Los resultados se evaluaron
mediante analisis de varianza, utilizando el paquete estadis-
tico Minitab version 15 (2009). Los datos se analizaron en

MATERIALS AND METHODS
Source of explants and culture conditions

The present study was carried out in the Plant Cell Culture
Laboratory of the Plant Science department of the Univer-
sidad Auténoma Chapingo, Texcoco, State of Mexico. Pecan
plants of one year of age were used, germinated in pots in
the Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas in Ber-
mejillo, Durango. The plants were taken to the Universidad
Auténoma Chapingo when they reached a height of 25 cm.
In this site they were conditioned with a fungicide solution
(Captan®) at 2 %. After this period, the explants were extract-
ed from buds, leaves and seed embryos. The axillary buds and
the leaves were selected from the basal, middle and terminal
part of the plants. Prior to the extraction of the embryos, the
seeds were stratified during 24 h in a solution of oxygenated
and distilled water. The explants of leaves, buds and embryos
were placed in a solution of Foca detergent plus Tween 80
surfactant (Thermo Scientific, USA) for 2 min. Afterwards,
the explants were placed in alcohol at 70 % during 3 min, and
finally, in sodium hypochlorite at 10 % for 15 min. The tissues
were maintained for 24 h in a solution of ascorbic acid (100
mg-L") plus citric acid (150 mg-L") dissolved in 100 mL of
distilled water, gauged to 1 L. In the present study for experi-
ments were conducted to evaluate the morphogenic respons-
es during the in vitro propagation of pecan.

Evaluation of antioxidants

Leaf segments of 1 cm* were sown in abaxial position in MS
culture medium, proposed by Murashige and Skoog (1962), us-
ing Gerber®jars. The antioxidant effect was evaluated by add-
ing to the medium different percentages of activated carbon
(AC), polyvinylpyrrolidone (PVP) and silver nitrate (AgNO,),
as well as different concentrations of nitric acid (C.H,O,) and
ascorbic acid (CH,O,). Table 1 shows the treatments evalu-
ated. The samples with their respective treatments were incu-
bated in permanent darkness or in a period of light/darkness
(16:8) at a temperature of 25 + 1 °C, during four weeks. The
treatments were repeated 12 times, considering an explants per
jar as sampling unit. The values 1(light) and 2 (light/darkness)
were assigned to the light factor. The variable necrotic tissue
was measured with a visual scale with the following assigned
values: 1) low level of necrosis (< 30 %); 2) medium level (> 30
% < 60 %); 3) high level (> 60 %). The results were evaluated
by means of analysis of variance, using the statistical package
Minitab version 15 (2009). The data were analyzed in an exper-
imental design of divided plots, considering the light condition
factor as main plot and the different concentrations of solu-
tions as subplots. The comparison of means among treatments
was made with the Tukey test (P< 0.05).

Organogenesis in explants of leaves
For the study of organogenesis in leaves, 1, 3 and 10 mg-L! of

2,4-dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D) were used as treat-
ments, which were added to the MS culture medium, which
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CUADRO 1. Antioxidantes aplicados en explantes de hojas cultivadas en medio Murashige y Skoog, suplementado con 0.4 mg-L"* de

tiamina, 100 mg-L"' de myo-inositol, 3 % de sacarosa, 7.5 g-L" de agar-agar, a un pH de 5.7 £ 0.1.

TABLE 1. Antioxidants applied in explants of leaves cultivated in Murashige and Skoog culture medium, supplemented with 0.4 mg-L"*

of thiamin, 100 mg-L" of myo-inositol, 3 % of saccharose, 7.5 g-L! of agar-agar, at a pH of 5.7 + 0.1.

Tratamientos / Carboén activado / Polivinilpirrolidona / AgNO, Acido citrico Acido ascérbico /
Treatments Activated carbon (%) Polyvinylpyrrolidone (%) (%) / Citric acid Ascorbic acid
(mg-L?) (mg-L?)
TO 0 0 0 0 0
T1 1 0 0 0 0
T2 0 0.1 0 0 0
T3 0 0 1 0 0
T4 0 0 0 150 100

un disefio experimental de parcelas divididas, considerando
el factor condicion de luz como parcela principal y las dife-
rentes concentraciones de soluciones como subparcelas. La
comparacion de medias entre tratamientos se hizo con la
prueba de Tukey (P < 0.05).

Organogénesis en explantes de hojas

Para el estudio de organogénesis en hojas se utilizaron 1, 3
y 10 mg-L! de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) como
tratamientos, los cuales se adicionaron al medio de cultivo
MS, mismo que se suplementd con 0.4 mg-L" de tiamina, 100
mg-L! de myo-inositol, 3 % de sacarosa y 7.5 g-L"* de agar-
agar a un pH de 5.7 * 0.1. Segmentos foliares de 1 cm?, se-
leccionados de la parte basal, media y terminal de la planta,
fueron sembrados en forma abaxial en frascos tipo Gerber’
conteniendo el medio de cultivo. Las muestras se mantu-
vieron en oscuridad permanente a una temperatura de 25 +
1 °C, durante cuatro semanas. Los tratamientos se aplicaron
considerando un disefio completamente al azar con doce
repeticiones. La variable cuantitativa encallamiento, expre-
sada como peso fresco, fue evaluada mediante analisis de
varianza utilizando el paquete estadistico Minitab version
15 (2009) y efectuando una comparaciéon de medias entre
tratamientos con la prueba de Tukey (P < 0.05). La variable
estructura de callo fue evaluada cualitativamente; de acuer-
do con su caracteristica fisica se asignaron tres valores: 0
(sin respuesta), 1 (estructura compacta) y 2 (estructura fria-
ble). La variable color de callo se midi6 con la siguiente es-
cala: 1) blanco, 2) rosa y 3) café.

Organogénesis en explantes de yemas

Se usaron yemas axilares de 1 cm de longitud obtenidas de la
porcion basal, media y apical de la planta. Las yemas se sem-
braron en tubos Erlenmeyer que contenian medio de cultivo
MS suplementado con 0.4 mg-L' de tiamina, 100 mg-L"' de
myo-inositol, 3 % de sacarosa, 7.5 g-L"' de agar-agar, a un
pH de 5.7. Se establecieron dos tratamientos con auxinas y
citocininas en diferentes combinaciones y concentraciones
agregadas al medio de cultivo (Cuadro 2). Las muestras se
incubaron durante 12 semanas bajo un periodo de luz/oscu-

was supplemented with 0.4 mg-L" of thiamine, 100 mg-L™! of
myo-inositol, 3 % of saccharose and 7.5 g-L* of agar-agar at
apH of 5.7 + 0.1. Leaf segments of 1 cm?, selected from the
basal, middle and terminal part of the plant were sown in
abaxial form in Gerber' jars containing the culture medium.
The samples were maintained in permanent darkness at a
temperature of 25 + 1 °C during four weeks. The treatments
were applied considering a completely randomized design
with twelve replicates. The variable quantitative callusing,
expressed as fresh weight, was evaluated through analysis
of variance using the statistical package Minitab version 15
(2009) and making a comparison of means among treat-
ments with the Tukey test (P < 0.05). The variable callus
structure was evaluated qualitatively; three values were as-
signed according to its physical characteristic: 0 (without
response), 1 (compact structure) and 2 (friable structure).
The variable callus color was measured with the following
scale: 1) white, 2) pink and 3) brown.

Organogenesis in explants of buds

Axillary buds of 1 cm length were used, obtained from the
basal, middle and apical portion of the plant. The buds were
sown in Erlenmeyer tubes that contained MS culture medi-
um supplemented with 0.4 mg-L" of thiamine, 100 mg-L" of
myo-inositol, 3 % of saccharose, 7.5 g-L* of agar-agar, at a pH
of 5.7. Two treatments were established with auxins and cy-
tokinins in different combinations and concentrations added
to the culture medium (Table 2). The samples were incubated
during 12 weeks under a period of light/darkness (18:6), at
a temperature of 25 * 1 °C. The variables number of shoots,
number of leaves and plant length were evaluated. The data
were subjected to an analysis of variance with the statistical
package PASW version 18 (2009). A completely randomized
experimental design was used with twelve replicates and a
comparison of means was made among treatments with the
Tukey test (P < 0.05).

Callogenesis in explants of embryo

In this experiment the treatments of thidiazuron (TDZ)
were established in quantities of 1, 3 and 10 mg-L* added
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CUADRO 2. Auxinas y citocininas aplicadas en explantes de yemas cultivadas en medio Murashige y Skoog, suplementado con 0.4

mg-L" de tiamina, 100 mg-L"' de myo-inositol, 3 % de sacarosa, 7.5 g-L" de agar-agar, a un pH de 5.7.

TABLE 2. Auxins and cytokinins applied in explants of buds cultivated in Murashige and Skoog, supplemented with 0.4 mg-L" of myo-

inositol, 3 % of saccharose, 7.5 g-L* of agar-agar, at a pH of 5.7.

Tratamientos / Benciladenina / Kinetina“/ Acido naftalenacético / Acido indolbutirico /
Treatments Benzyladenine (mg-L") Kinetin' (mg-L") Naphthalenacetic acid (mg-L") Indolebutyric acid(mg-L")
T1 3 1 0.3 0.0
T2 1 3 0.0 0.3

"Kinetina / Kinetin: 6-Furfurilaminopurina.

ridad (18:6), a una temperatura de 25 + 1 °C. Las variables
nimero de brotes, numero de hojas y longitud de la plan-
ta fueron evaluadas. Los datos se sometieron a un analisis
de varianza con el paquete estadistico PASW versién 18
(2009). Se utilizo un disefio experimental completamente al
azar con doce repeticiones y se hizo comparacién de medias
entre tratamientos con la prueba de Tukey (P < 0.05).

Callogénesis en explantes de embrion

En este experimento se establecieron los tratamientos de ti-
diazurén (TDZ) en cantidades de 1, 3 y 10 mg-L!' adiciona-
dos al medio de cultivo MS, suplementado con 0.4 mg-L"* de
tiamina, 100 mg-L* de myo-inositol, 3 % de sacarosa, 7.5 g-L™*
de agar-agar, a un pH de 5.7 £ 0.1. Los embriones extraidos
de las nueces maduras, previamente tratadas con agua des-
tilada, fueron sembrados en frascos Erlenmeyer que conte-
nfan medio de cultivo. Doce muestras de cada tratamiento se
incubaron en condiciones de oscuridad, a 25 + 1 °C, durante
12 semanas. Se evaluaron las variables peso fresco de callo,
grado de encallamiento desarrollado, asi como estructura y
color. La variable grado de encallamiento se midié de acuerdo
con la siguiente escala numérica: 1) desarrollo de callo con
volumen < 30 %; 2) desarrollo calloso con volumen > 30 %
y < 60 %; 3) desarrollo de callo con volumen > 60 %. Los
grados de encallamiento establecidos se definieron a partir
de la referencia visual, considerando que el mayor volumen
de encallamiento correspondié a 100 %. El tipo de estructu-
ra de callos (compacta y friable) se caracteriz6 visualmente,
asi como el color de los mismos (blanco, amarillo y café). Se
consideré un disefio experimental completamente al azar,
con doce repeticiones. La variable grado de encallamiento
se sometid a un analisis de varianza con el paquete estadis-
tico Minitab version 15 (2009). La comparacién de medias
entre tratamientos se hizo mediante una prueba de Tukey
(P <0.05) con el paquete estadistico PASW version 18 (2009).

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de antioxidantes

Se observo una respuesta significativa entre tratamientos de
antioxidantes, evaluados a las cuatro semanas de efectuada

to the MS culture medium, supplemented with 0.4 mg-L"*
of myo-inositol, 3 % of saccharose, 7.5 g-L"* of agar-agar, a
pH of 5.7 = 0.1. The embryos extracted from the mature
nuts, previously treated with distilled water, were sown in
Erlenmeyer jars that contained culture medium. Twelve
samples of each treatment were incubated under conditions
of darkness, at 25 + 1 °C, during 12 weeks. The variables
fresh weight of callus, degree of callusing developed, struc-
ture and color were evaluated. The variable degree of cal-
lusing was measured according to the following numerical
scale: 1) development of callus with volume < 30 %; 2) callus
development with volume > 30 % and < 60 %; 3) develop-
ment of callus with volume > 60 %. The degrees of callusing
15 established were defined from visual reference, consid-
ering that the highest volume of callusing corresponded to
100 %. The type of callus structure (compact and friable) was
characterized visually, as well as their color (white, pink and
brown). A completely randomized experimental design was
considered, with twelve replicates. The variable degree of cal-
lusing was subjected to an analysis of variance with the sta-
tistical package Minitab version 15 (2009). The comparison
of means among treatments was made with a Tukey test (P
< 0.05) with the statistical package PASW version 18 (2009).

RESULTS AND DISCUSSION
Evaluation of antioxidants

A significant response was observed among treatments of
antioxidants, evaluated four weeks after the sowing of ex-
plants of leaves. The AC and the AgNO, significantly re-
duced (P< 0.05) the degree of tissue necrosis with respect
to the control, which was similar to that observed in the ex-
plants treated with citric acid and ascorbic acid at 150 and
100 mg-L!, respectively (Figure 1). With the treatments of
AC and AgNO, 75 % and 83 % of explants were obtained,
respectively, with less than 30 % of necrotic tissue. The re-
sults found here coincide with those reported by Poornima
and Ravishankar (2007), who found that the AC was more
effective than the PVP in the reduction of the phenolic exu-
dation in Psidium guajava L. These authors also observed
that 60 % of the explants sown in the MS culture medium
supplemented with PVP presented oxidation after 30 days
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FIGURA 1. Efecto de carbén activado (CA, 1 %), polivinilpirrolidona (PVP, 0.1 %), nitrato de plata (AgNO3, 1 %), acido citrico
(C.H,0,, 150 mg-L") y acido ascorbico (C H O, 100 mg-L") sobre el grado de necrosamiento en explantes de hojas, cuatro
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semanas después de cultivo. Barras verticales representan el error tipico. Medias (n = 12) con letras desiguales son estadis-

ticamente diferentes (Tukey P < 0.05).

FIGURE 1. Effect of activated carbon (AC, 1 %), polyvinylpyrrolidone (PVP, 0.1 %), silver nitrate (AgNO,, 1 %), citric acid (C.H,O,, 150

6 87

mg-L?) and ascorbic acid (C H,O_, 100 mg-L?) over the degree of necrosis in explants of leaves, four weeks after cultivation.

6 8 6

Vertical bars represent the typical error. Means (n = 12) with different letters are statistically different (Tukey P < 0.05).

la siembra de explantes de hojas. El CA y el AgNO, reduje-
ron significativamente (P < 0.05) el grado de necrosamiento
de tejido en comparacion con el testigo, el cual fue similar
al observado en los explantes tratados con éacido citrico y
ascorbico a razén de 150 y 100 mg-L, respectivamente (Fi-
gura 1). Con los tratamientos de CA y AgNO, se lograron
75 % y 83 % de explantes, respectivamente, con menos de
30 % del tejido necrosado. Los resultados aqui encontrados
coinciden con los reportados por Poornima y Ravishankar
(2007), quienes encontraron que el CA fue mas eficaz que el
PVP en la disminucion de la exudacién fendlica en Psidium
guajava L. Estos autores también observaron que 60 % de
los explantes sembrados en el medio de cultivo MS, suple-
mentado con PVP, mostr6 oxidaciéon después de 30 dias de
incubacién. En encino, la aplicacién de 3 mg-L"' de AgNO,
disminuy¢ el necrosamiento y la senescencia temprana de
explantes de hojas durante la etapa de iniciacion (Vieitez et
al., 2009). Los efectos deletéreos en P. pinaster, debido a los
fenoles, también fueron reducidos por la adicién de CA en
el medio de cultivo como lo sefiala Lelu-Walter et al. (2006)
y Alvarez et al. (2009), quienes sugieren que este resultado
puede atribuirse a la propiedad higroscopica del compuesto
en el medio de iniciacién. En manzano, el necrosamiento

of incubation. In oak, the application of 3 mg-L" of AgNO,
reduced necrosis and early senescence of explants of leaves
during the initiation stage (Vietez et al,, 2009). The del-
eterious effects in P. pinaster, due to the phenols, were also
reduced by the addition of AC in the culture medium as
pointed out by Lelu-Walter et al. (2006) and Alvarez et al.
(2009), who suggested that this result can be attributed to
the hygroscopic property of the compound in the initiation
medium. In apple, the apical necrosis of buds considerably
limits its development; however, the application of glutathi-
one induced the normal development of shoots and leaves
during the initiation of explants (Nomura et al., 1998). The
positive effect of AgNO, as anti-oxidizing agent on the nor-
mal development of explants indicates the importance that
the use of compounds could have on C. illinoinensis, woody
species in which the oxidation of tissues cultivated in vitro
is a problem.

With respect to the condition of light/darkness, no signifi-
cant effect (P < 0.05) was observed in the necrosis of the
developed explants. Therefore, it is induced that any envi-
ronmental condition during the initiation of explants in C.
illinoinensis can be adequate. However, it appears that the
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apical de brotes limita considerablemente su desarrollo; sin
embargo, la aplicacion de glutation indujo el desarrollo nor-
mal de brotes y hojas durante la iniciacién de explantes (No-
mura et al., 1998). El efecto positivo de AgNO, como agente
antioxidante sobre el desarrollo normal de explantes indica
la importancia que podria tener la utilizacion de compues-
tos sobre C. illinoinensis, especie lefiosa en la cual la oxida-
cién de tejidos cultivados in vitro es un problema.

Respecto a la condicién de luz-obscuridad, no se observd
efecto significativo (P < 0.05) sobre el necrosamiento de los
explantes desarrollados. Por lo anterior, se induce que cual-
quier condicién ambiental durante la iniciacion de explantes
en C. illinoinensis puede ser adecuada. No obstante, parece
ser que la ausencia de luz durante esta etapa es mas conve-
niente, segun lo sefiala el estudio llevado a cabo en Anacar-
dium occidentale L. por Aliyu (2005), quien obtuvo brotes de
explantes desarrollados en un medio de cultivo con CA, en
condicién de oscuridad. Mulwa y Bhalla (2006) obtuvieron
resultados similares durante la iniciacién de explantes de
cotiledones de macadamia en condiciones de oscuridad. En
aguacate, el incremento de radiacion no tuvo efecto sobre
la brotacion de explantes (De la Vifia et al., 2001). Por otra
parte, Lelu-Walter et al. (2006) observaron desarrollo de
epicotilos largos y en buen estado en embriones de P, pinas-
ter desarrollados sin luz, lo cual no sucedié en los embriones
iniciados en presencia de luz, cuyos epicotilos estresados
mostraron un color rojo necrosado, causado posiblemente
por la sintesis de antocianinas. La condicion ambiental rela-
cionada con la radiacién o su régimen con oscuridad parece
no ser factor limitante, segtn las observaciones efectuadas
en el presente estudio.

Organogénesis en explantes de hojas

Las concentraciones de 1 y 3 mg-L" de 2,4-D indujeron el
mayor peso fresco de callos desarrollados en los explantes
a las 12 semanas de iniciado el cultivo (Figura 2). Estas con-
centraciones agregadas al medio de cultivo incrementaron
dos y tres veces mas la presencia de callo en los explantes,
en relacion con la concentracion de 10 mg-L* (Figura 3). La
posicion del tallo de la cual se extrajeron las hojas no tuvo
efecto sobre la produccién de biomasa producida por los ex-
plantes. Esto significa que las hojas ubicadas en la porciéon
basal, media o apical tienen la misma capacidad organogé-
nica. La respuesta en el incremento de callo a bajas concen-
traciones de 2,4-D difiere con lo reportado por Huang et al.
(2002), quienes observaron mayor produccion callogénica
en explantes de hojas jovenes de Citrus grandis en medio
que contenia 0.9 y 4.5 mM de 2,4-D. Salvi, Singh, Tivare-
kar, y Eapen (2001) indujeron brotes en explantes de hojas
jovenes de neem, desarrollados en medio con benciladeni-
na y acido indolacético. Estos resultados indican que en la
regeneracion de explantes de especies lefiosas, el medio de
cultivo y las cantidades apropiadas de sus componentes es
importante, como lo es también la edad del tejido seleccio-
nado. No obstante, en el presente estudio, la posicion de la
hoja en el tallo no marcé diferencia por tratarse de plantas

absence of light during this stage is more convenient, ac-
cording to what was indicated in the study carried out in
Anacardium occidentale L. by Aliyu (2005), who obtained
shoots of explants developed in a culture medium with AC,
under conditions of darkness. Mulwa and Bhalla (2006)
obtained similar results during the initiation of explants of
cotyledons of macadamia under conditions of darkness. In
avocado, the increment of radiation had no effect on the
sprouting of explants (De la Vifa et al., 2001). On the other
hand, Lelu-Walter et al. (2006) observed development of
long epicotyls and in good condition in embryos of P. pin-
aster developed without light, which did not occur in the
embryos initiated in the presence of light, whose stressed
epicotyls presented a necrotic red color, possibly caused by
the synthesis of anthocyanins. The environmental condition
related to radiation or its regime with darkness does not
seem to be a limiting factor, according to the observations
made in the present study.

Organogenesis in explants of leaves

The concentrations of 1 and 3 mg-L! of 2,4-D induced the
highest fresh weight of calluses developed in the explants at
12 weeks after initiating the culture (Figure 2). These con-
centrations added to the culture medium incremented two
and three times more the presence of callus in the explants,
with respect to the concentration of 10 mg-L"' (Figure 3).
The position of the stem from which the leaves were extract-
ed had no effect on the production of biomass produced by
the explants. This means that the leaves located in the basal,
middle or apical portion have the same organogenic capac-
ity. The response in the increment of callus at low concen-
trations of 2,4-D differs from what was reported by Huang
et al. (2002), who observed higher callogenic production in
explants of young leaves in Citrus grandis in medium that
contained 0.9 and 4.5 mM of 2,4-D. Salvi, Singh, Tivarekar,
and Eapan (2001) induced shoots in explants of young neem
leaves, developed in medium with benzyladenine and indol-
acetic acid. These results indicate that in the regeneration
of explants of woody species, the culture medium and the
appropriate amounts of their components is important, as is
the age of the selected tissue. However, in the present study,
the position of the leaf on the stem did not mark a differ-
ence due to the fact that young plants of four months of age
were used. The treatments had a significant effect (P < 0.01)
on the type of structure and color of callus. The concentra-
tions of 1 and 3 mg-L" of 2,4-D induced a friable structure
(Figure 3). This type of structure was found by Kryvenki,
Kosky, Guerrero, Dominguez and Reyes (2008), who ob-
tained friable globular calluses, cultivated in a medium with
2.26 pM of 2,4-D, under conditions of darkness. The cal-
luses presented the colors white, pink and brown (Figure 3),
although a higher sequence of white calluses was observed.
These results coincide with what was reported by Kryvenki
et al. (2008) in obtaining calluses of the same colors. Tavak-
kol, Angoshtari and Kalantaril (2011), when evaluating the
effects of the growth regulators on the color of callus, found
that the auxins had an inhibitory effect on the formation of
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FIGURA 2. Peso fresco de callos en explantes de hoja, cultivados durante cuatro semanas en medio Murashige y Skoog adicionado con

2,4-D. Barras verticales representan el error tipico. Medias (n = 12) con letras desiguales son estadisticamente diferentes

(Tukey P < 0.05).

FIGURE 2. Fresh weight of calluses in explants of leaf, cultivated during four weeks in Murashige and Skoog culture medium added with
2,4-D. Vertical bars represent the typical error. Means ( n = 12) with different letters are statistically different (Tukey P < 0.05).

jovenes de cuatro meses de edad. Los tratamientos tuvieron
un efecto significativo (P < 0.01) sobre el tipo de estructura
y color del callo. Las concentraciones de 1 y 3 mg-L! de 2,4-
D indujeron una estructura friable (Figura 3). Este tipo de
estructura fue encontrada por Kryvenki, Kosky, Guerrero,
Dominguez, y Reyes (2008), quienes obtuvieron callos fria-
bles de tipo globular, cultivados en un medio con 2.26 uM
de 2,4-D, bajo condiciones de oscuridad. Los callos presen-
taron colores blanco, rosa y café (Figura 3), aunque se obser-
v6 mayor secuencia de callos color blanco. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Kryvenki et al. (2008) al
obtener callos de los mismos colores. Tavakkol, Angoshtari
y Kalantaril (2011), al evaluar los efectos de los reguladores
del crecimiento sobre el color de callo, encontraron que las
auxinas tenfan un efecto inhibidor sobre la formacién de la
clorofila. Estos autores agregan que en ausencia de luz y con
ausencia de pigmentos clorofilicos, distintos colores pueden
surgir debido a la manifestacion de otro tipo de pigmento,
como lo observado en este estudio.

Organogénesis en explantes de yemas
La respuesta organogénica de explantes de yemas fue afec-

tada por el tipo y concentracién de auxinas y citocininas
en el medio de cultivo. La combinacion de kinetina (KIN),

chlorophyll. These authors add that in absence of light and
with absence of chlorophyllic pigments, different colors can
appear due to the manifestation of another type of pigment,
such as that observed in this study.

Organogenesis in explants of buds

The organogenic response of explants of buds was af-
fected by the type and concentration of auxins and cyto-
kinins in the culture medium. The combination of kinetin
(KIN), benzyladenine (BA) and indolebutyric acid (AIB)
induced a higher number of shoots and leaves, as well as
a higher growth of seedlings, compared with the addition
of KIN, BA and naphthalenacetic acid (ANA) (Figure 4).
The effects of BA and AIB in explants of Juglans regia, from
elite trees, have also been observed by Scaltsoyiannes, Tsoul-
pha, Panestos, and Moulalis (1998). The authors report an
increment of lateral shoots developed in explants initiated
in culture medium, adding BA (4.4 pM) in combination
with AIB (0.005 uM). Ollero, Muiioz, Segura and Arrillaga
(2010) observed in Nerium olander L. the presence of axil-
lary shoots in explants of buds developed in culture medi-
um, adding a combination of BA and potassium. Uribe and
Cifuentes (2004) developed seedlings of Legrandia concinna
from explants of axillary buds, developed in a medium with
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FIGURA 3. Biomasa callogénica en explantes de hojas cultivadas durante cuatro semanas en medio Murashige y Skoog con 2,4-D a
razén de 1 mg-L* (A); 3 mg-L* (B) y 10 mg-L" (C). Callos de tipo friable con color blanco (D) y rosado (E), y de tipo com-
pacto de color café (F), resultantes de las concentraciones mencionadas respectivamente. Estructuras pre-embrionarias de

tipo globular dentro del recuadro en la Figura D.

FIGURE 3. Callogenic biomass in explants of leaves cultivated four weeks in Murashige and Skoog culture medium with 2,4-D at 1
mg-L"' (A); 3 mg-L! (B) and 10 mg-L* (C). White (D) and pink (E) friable calluses and compact brown calluses (F) resul-
ting from the abovementioned concentrations. Globular pre-embryo structures are within Figure D.

benciladenina (BA) y 4cido indolbutirico (AIB) indujo ma-
yor nimero de brotes y hojas, asi como mayor crecimiento
de plantulas, en comparacion con la adicién de KIN, BA y
acido naftalenacético (ANA) (Figura 4). Los efectos de BA
y AIB en explantes de Juglans regia, procedentes de arbo-
les élite, también han sido observados por Scaltsoyiannes,
Tsoulpha, Panestos, y Moulalis (1998). Los autores reportan
un incremento de brotes laterales desarrollados en explantes
iniciados en medio de cultivo, adicionando BA (4.4 pM) en
combinacion con AIB (0.005 uM). Ollero, Mufioz, Segura y
Arrillaga (2010) observaron, en Nerium olander L., la pre-
sencia de brotes axilares en explantes de yemas desarrolla-
dos en medio de cultivo, agregando una combinacién de BA
y potasio. Por su parte, Uribe y Cifuentes (2004) desarro-
llaron plantulas de Legrandia concinna a partir de explantes
de yemas axilares, desarrollados en un medio con la combi-
nacién hormonal de 0.1 y 0.5 mg-L"! de AIB y BA, respecti-
vamente. En el presente estudio se ha evidenciado el efecto
de la combinacidn de auxinas y citocininas en diferentes
concentraciones en el medio de cultivo, sobre la iniciacién
de explantes de yemas. Cuando estas hormonas se han apli-
cado de manera separada, la respuesta de explantes tratados
también ha sido positiva (Hang et al., 2002; Labardi et al.,
1995; Rugini & Muganu, 1998). Basado en esta evidencia, se
asume que la respuesta potencial de un explante puede estar

the hormonal combination of 0.1 and 0.5 mg-L! of AIB and
BA, respectively. In the present study the effect of the com-
bination of auxins and cytokinins has been demonstrated in
different concentrations in the culture medium, on the ini-
tiation of explants of buds. When these hormones have been
applied separately, the response of treated explants has also
been positive (Hang et al., 2002; Labardi et al., 1995; Rugini
& Muganu, 1998). Based on this evidence, it is assumed that
the potential response of an explant may be associated with
its age, as well as the nature, concentration, combination or
separate action of the hormone.

Callogenesis in explants of embryo

The development of calluses in explants of embryos was af-
fected by the concentration of TDZ in the culture medium.
The best callogenic response expressed in fresh weight was
induced by the concentration of 3 mg-L"' of TDZ (Figure
6). The level of calluses produced by the embryo under this
concentration was higher than 60 %, observing this biomass
in 58 % of the explants. A lower response was observed in
explants developed in the medium with 1 and 10 mg-L"*
of TDZ. In somatic embryogenesis, germination increases
with the presence and concentration of different types of cy-
tokinins in the medium. The effectiveness of the cytokinins
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FIGURA 4. Numero de brotes, niimero de hojas y longitud de plantulas desarrolladas en explantes de yemas cultivadas por 12 semanas

en medio Murashige y Skoog, conteniendo auxinas y citocininas en diferentes concentraciones. T1: benciladenina (3.0 pM),
kinetina (1.0 uM) y acido naftalenacético (0.3 uM). T2: kinetina (3.0 pM), benciladenina (1.0 pM) y acido indolbutirico

(0.3 uM). Barras verticales representan el error tipico.

FIGURE 4. Number of shoots, number of leaves and length of seedlings developed in explants of buds cultivated for 12 weeks in Muras-

hige and Skoog culture medium, containing auxins and cytokinins in different concentrations. T1: benzyladenine (3.0 uM),
kinetin (1.0 uM) and naphthalenacetic acid (0.3 uM). T2: kinetin (3.0 puM), benzyladenine (1.0 pM) and indolebutyric acid

(0.3 uM). Vertical bars represent the typical error.

asociada a su edad, asi como a la naturaleza, la concentracion,
la combinacion o la accion por separado de la hormona.

Callogénesis en explantes de embrion

El desarrollo de callos en explantes de embriones fue afectado
por la concentracion de TDZ en el medio de cultivo. La mejor
respuesta callogénica expresada en peso fresco fue inducida
por la concentracion de 3 mg-L''de TDZ (Figura 6). El nivel
de callosidad producida por el embrién bajo esta concen-
tracion fue mayor de 60 %, observandose esta biomasa en
el 58 % de los explantes. Una menor respuesta se observo
en explantes desarrollados en el medio con 1y 10 mg-L"' de
TDZ. En la embriogénesis somética, la germinacion incre-
menta con la presencia y concentraciéon de citocininas de
diferente tipo en el medio. La efectividad de las citocininas
para promover organogénesis de embriones y cotiledones se
ha documentado en especies como P. pinaster (Humanez,
Blasco, Brisa, Segura, & Arrillaga, 2011) y Cupressus semper-
vrens (Labardi et al., 1995). El desarrollo embriogénico tam-
bién ha sido favorecido con la adicién de auxinas en el me-
dio de cultivo en especies como J. regia (Long et al., 1995) y
C. illinoinensis (Rodriguez & Wetzstein, 1994), cuya forma-
ci6én de callos incrementa al aumentar la concentracion de
ANA y 2,4-D. Las concentraciones de 1 y 10 mg-L'' de TDZ
en el medio indujeron estructura callogénica compacta que
s6lo mostraron estructuras pre-embrionarias de tipo globu-
lar, mientras que la concentracion de 3 mg-L' de TDZ indu-
jo una estructura friable mostrando actividad embriogénica
de tipo nodular, torpedo y corazén (Figura 7). Valderrama
et al. (2008) observaron que los callos de tipo compacto de

to promote organogenesis of embryos and cotyledons has
been documented in species such as P. pinaster (Humanez,
Blasco, Brisa, Segura & Arrillaga, 2011) and Cupressus sem-
pervrens (Labardi et al., 1995). Embryogenic development
has also been favored with the addition of auxins in the cul-
ture medium in species such as J. regia (Long et al., 1995)
and C. illinoinensis (Rodriguez & Wetzstein, 1994), whose
callus formation increments by increasing the concentration
of ANA and 2,4-D. The concentrations of 1 and 10 mg-L"*
of TDZ in the medium induced compact callogenic struc-
ture that only presented globular pre-embryonic structures,
while the concentration of 3 mg-L"! of TDZ in the medium
induced a friable structure presenting embryogenic activ-
ity that was nodular, torpedo and heart shaped (Figure 7).
Valderrama et al. (2008) observed that the compact calluses
of Fragaria virginiana did not induce embryogenic develop-
ment. The authors add that the friable callus is soft and has a
high regeneration capacity, which is fundamental for initiat-
ing embryogenic suspension. In the present study, the color
yellow predominated in calluses developed in concentra-
tions of 3 and 10 mg-L! of TDZ in the medium, whereas the
concentration of 1 mg-L" of TDZ induced a higher sequence
of white calluses. According to Valderrama et al. (2008), the
color of callus is related to the type of explants or with em-
bryogenic initiation.

CONCLUSIONS
The antioxidants activated carbon (1 %) and AgNO, (1 %) re-

duced necrosis in the explants of leaves and buds. The light
factor had no effect over this variable. The highest callo-
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FIGURA 5. Brotacion normal y miltiple en explantes de yemas cultivadas por 12 semanas en medio Murashige y Skoog con adicion de
auxinas y citocininas. A) Brotacion normal (T1: benciladenina [3.0 pM], kinetina [1.0 pM] y 4cido naftalenacético [0.3 uM]);
B) Brotacion normal (T2: kinetina [3.0 uM], benciladenina [1.0 pM] y 4cido indolbutirico [0.3 pM]); C) Brotacion multi-
ple (T1); D) Brotacion multiple (T2).

FIGURE 5. Standard and multiple sprouting in explants of buds cultivated for 12 weeks in Murashige and Skoog culture medium with
addition of auxins and cytokinins. A) Standard sprouting (T1: benzyladenine [3.0 pM], kinetin [1.0 uM] and indole butyric
acid [0.3 pM]); B) Standard sprouting (T2: kinetin [3.0 uM], benzyladenine [1.0 pM] and indole butyric acid [0.3 uM]); C)
Multiple sprouting (T1); D) Multiple sprouting (T2).
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FIGURA 6. Peso fresco de callo en explantes de embriones cultivados en medio Murashige y Skoog con tidiazurén (TDZ). Barras
verticales representan el error tipico de las medias (n = 12). Medias con letras desiguales son estadisticamente diferentes
(Tukey, P = 0.05).

FIGURE 6. Fresh weight of callus in explants cultivated in Murashige and Skoog culture medium with thidiazuron (TDZ) embryos.

Vertical bars represent the standard error of means (n = 12). Means with dissimilar letters are statistically different (Tukey,
P=0.05).
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FIGURA 7. Estructura pre-embrionaria de tipo globular (A), torpedo (B) y corazén (C) en callos de tipo friable, a partir de explantes
de embriones iniciados en medio de cultivo Murashige y Skoog adicionado con 3 mg-L" de tidiazurdn, 12 semanas después

de iniciado el cultivo. Las estructuras globular (a), torpedo (b) y corazdn (c) se observan en un mismo callo.

FIGURE 7. Globular pre-embryonic structures (A), torpedo (B) and heart (C) shaped calluses with friable structure, from embryo

explants initiated in Murashige and Skoog culture medium supplemented with 3 mg-L" of thidiazuron, 12 weeks after ini-

tiating the culture. The globular (a), torpedo (b) and heart (c) structures are seen in the same callus.

Fragaria virginiana no indujeron desarrollo embriogénico.
Los autores agregan que el callo de tipo friable es blando y
tiene alta capacidad de regeneracion, la cual es fundamental
para iniciar la suspensiéon embriogénica. En el presente tra-
bajo, el color amarillo predomind en callos desarrollados en
concentraciones de 3y 10 mg-L' de TDZ en el medio, mien-
tras que la concentracién de 1 mg-L' de TDZ indujo una
mayor secuencia de callos color blanco. Segun Valderrama
et al. (2008), el color del callo tiene relacién con el tipo del
explante o con la iniciacién embriogénica.

CONCLUSIONES

Los antioxidantes carbon activado (1 %) y AgNO, (1 %) re-
dujeron el necrosamiento en los explantes de hojas y yemas.
El factor luz no tuvo efecto sobre esta variable. La mayor
produccion callogénica en explantes de hojas se obtuvo con
la adicién al medio de 2,4-D en concentraciones de 1y 3
mg-L". Se observé mayor presencia de callos con estructu-
ra friable y de color blanco; sélo fueron obtenidos callos de
tipo globular. La mayor respuesta callogénica en embrio-
nes se obtuvo en el medio que contenia 3 mg-L' de TDZ,
encontrando presencia de callos con estructura friable de
tipo globular, torpedo y corazon; no obstante, los callos con
estructura compacta predominaron. La combinacion de au-
xinas y citocininas (KIN [3.0 uM], BA [1.0 uM], AIB [0.3
uM]) indujeron mayor nimero de brotes, numero de hojas
y mayor longitud de brotes.

genic production in explants of leaves was obtained with
the addition to the medium of 2,4-D in concentrations of
1 and 3 mg-L'. A higher presence of white calluses with
friable structure was observed; only globular calluses were
obtained. The highest callogenic response in embryos was
obtained in the medium that contained 3 mg -L* of TDZ,
finding presence of globular, torpedo and heart shaped
calluses with friable structure; however, the calluses with
compact structure predominated. The combination of aux-
ins and cytokinins (KIN [3.0 uM], BA [1.0 uM]), AIB [0.3
uM]) induced a higher number of shoots, leaves and longer
shoots.
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