PROPAGACION in vitro DE NUBE (Gypsophila paniculata L.) cv. "PERFECTA".
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INTRODUCCION.

La Gypsophila panicufata L. o nube, es una planta
gue pertenace a la familia de las Caryophyllaceas y es
de gran impertancia en la floricultura comerclal, por su
uso como flor fresca o seca en & relleno de arreglos
florales.

La mayorla de las especies de gypsophila son ori-
ginarlas de Euroasia. Estas plantas son anuales, bianua-
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les o perennes slendo las especles mdas importantes la
Gypsophila elegans L., que es una planta anual usada
tanto en jardines, como de corte y la Gypsophila
paniculata L. que se utlliza mas en la producclon co-
mercial de flor conada; ésta, es una planta perenne,
pero algunas veces es cultivada comercialmente como
planta anual, los cultivares mas comunes son 'Bristol
Fairy' y 'Hanigra’ que producen flores blancas sencillas,
'Pefecta’ y 'Snow White' producen flores blancas y
dobles, y "Flamingo’ que produce flores rosas dobles.
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Una de las técnicas para propagar plantas or-
namentales que es muy utilizada en la actualidad es la
micropropagacion, siendo la nube una especie que se
propaga mediante esta técnlea, por lo que éste trabajo
tiene los siguientes objetivos:

Determinar el mejor medic de multiplicacién
mediante la combinacién de dcido indol-3-acético (AlA)
y B-bencilaminopurina (BAP).

Observar el efecto de diferentes concentraciones
de BAP, AlA y dcido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
sobre la formacién de callo en segmentos de hoja,
mediante la prueba de diferentes concentraciones de
acido indol-3-butfrico (AIB) y Acido naftalenacético
(ANA) establecer las condiciones adecuadas de en-
raizamiento de los brotes multiplicados.

REVISION DE LITERATURA.

Formas de propagacion. La gypsophila es una
especie que se puede propagar por esquejes, injertos,
semilla y cultivo de tejidos.

Esquejes. La gypsophila requiere de dias largos
para que se induzca la floracién, por tal motivo, las
plantas madre deben ser cultivadas bajo dfas coros,
para obtener materlal vegetativo para su propagacion.
Los tallos de gypsophila se parecen mucho a los de el
clavel {Dianthus cariophylius) por lo gue son maneja-
dos de la misma forma. Cuando los brotes de la planta
madre empiezan a elongarse y se hacen delgadaos, in-
dica que se ha iniciado la floracién, por lo tanto, éstos
no deben ser utilizados para propagacién, El en-
raizamiento usando e sistema de nebulizacion es
bueno, perc debe culdarse que el sustrato esté libre de
patdgenos y tenga buen drenaje, porque los esquejes
son muy sensibles al exceso de humedad, los esquejes
enraizan satisfactoriamente en tres semanas (Raulston
et al, 1973).

Injertos, La propagacion comercial de G. panicu-
fata L. cv. 'Bristol Falry’ fue tradicionalmente realizado
por medio de injerto. Un véstago vegetativo de 'Bristol
Fairy' es injertado a un portainjerto de G. panfculata L.
de flor de semilla, este injerto produce una planta vigo-
rosa, la cual produce bien y es preferida por los produc-
tores comerciales. Sin embargo, se incrementan los
costos de mano de obra por el uso de técnicas especia-
lizadas y actualmente, es dificil encontrar productores
que tengan disponible la cantidad de semilla suficients
de patrones para establecer una plantacién (Raulston et
al, 1973).

Semilla. Existe disponibilidad de una gran varie-
dad de semillas de gypsophila para su propagacién, sin
embargo, son raramente utilizadas en la produccién co-
merclal. El tipo blanco perenne G. paniulata L el cual
comprende cerca del 100% de la produccidn en Florida,
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puede ser cultivado por semilla, pero la calidad varla,
asl como la cantidad de flores dobles y sencillas y
generalmenta no son buenas para la produccidn co-
mercial. Las semillas de gypsophila emergen entre los
10 y 12 dlas después de sembradas y se necesitan de
cuatro a seis meses para que la mayoria de las plantas
lleguen a la floracidn (Raulston et af, 1973).

Cultivo de Tejidos. Al utilizar un medio de cultivo
sdlide con las sales de Murashige y Skoog {1962) (MS),
los pices de gypsophila desarrollaron varios brotes,
los cuales pueden ser enraizados y establecidos en eJ
invernadero. El ANA a una concentracionm de 0.5 mgl
en combinacién con BAP a una concentracidn de 2
mal”, promovieron la mayor formacién de brotes
(Weiler et al, 1983).

Al igual que en clavel, altas concentraclones de
AMA estimulan en gypsophila la formacién de callo,
pera inhiben la multiplicaclén de brotes. La BAP fue su-
perior a la cinetina para la proliferacion de brotes. El
mdximo peso fresco de los brotes y del tamano del
callo asl como la maxima longitud fue a 1 mgl de BAP
(Kusey et al, 1980),

Fue m&s dificil desarrollar la téenica para enraizar
uniformemente los brotes, sin embargo, los brotes ob-
tenidos del cultivo de épices con una longitud promedio
de 2 cm fueron sumergidos {las bases) por 5 seg en
una solucion de etano! al 20% con diferentes con-
centraciones de ANA y subsecuentemente cultivados
con las sales minerales de White, resultando el melor
tratamiento e da 25 mgl Al comparar 25 mgl” de
ANA con 25 mgl™ de AIB disueltas en una solucitn de
etanol al 20%, se encontrd que el enraizamlento se
incrementd al utilizar AIB (Kusey et a/, 1980},

Posteriormente al investigar el enraizamiento
directo en el invernadero, los brotes obtenidos a partir
de apices sin enraizar (de 2 a 3.5 cm de longitud)
prohferadns por tres s¢manas en un medio con 0.05
mgl" de ANA y 2 mgl™ de cinetina, sin un tratamiento
adicional de auxinas y en un invernadero de
nebulizacion, el 60% enralzaron en tres semanas y la
mayoria de estas plantas scbrevivieron al quitar la
nebulizacion y el contenedor del sustrato (Kusey et al,
1980).

MATERIALES Y METODOS.

Material Biolégico. El materal bloldgico utillizado
consistid en esquejes de Gypsophila paniculata L ov.
'Perfecta’, el cual amtes de ser utlizado, estuvo en
refrigeracion por tres meses a 3°C.

Desinfeccién de los Apices. Los esquejes de
aproximadamente 20 ¢rn de longitud fueron enjuagados
en agua corriente para eliminar contaminantes superfi-
clales, para posteriormente recibir el siguiente
tratamienta:



- A cada esqueje se le eliminaron las hojas madu-
ras desde la base hasta el 4pice, quedando Onicamente
hojas jovenes de 3 cm de largo aproximadamente,

- Se cortd la base del tallo, para obtener un seg-
mento aplcal de 4 cm.

- Inmediatamente después se sumergieran en al-
cohol al 70% por un minuto, para luego decantar el I1-
quido y agregar una solucion de cloro comercial
{clorox) al 50% (equivalente a 3% de cloro activo) y se
mantuvieron asl por 10 min, todo esto dentro de la ca-
mara de flujo laminar.

- Una vez completado el tiempo, se procedid a en-
juagar los tallos tres veces con agua destllada, para asi
proceder a aislar los dpices.

Desinfeccion de las hojas. Las hojas [Gvenes,
casl maduras se tomaron de la parte media de los es-
quejes, las cuales son de color verde claro a diferencia
de las maduras que son verde oscura. El material se su-
mergid en cloro comercial al 50% durante 10 min; una
vez completado el tlempo, se procedid a enjuagar el
material tres veces con agua destilada, todo esto dentra
de la camara de flujo laminar.

Aislamiento y siembra del explante. Los tallos
bajo el microscopio fueron disectados eliminando las
hojas hasta dejar el 4pice de un tarnafio de 1 mm, cons-
tituido por el domo meristermatico, més dos a cuatro pri-
mordios de hojas, colocando en la parte superior del
medio de cultivo.

Se colocaron las hojas en cajas de petri estériles y
se fueron cortando trasnversalmente en segmentos de
1 em de longitud, para después colocarlas con la polarl-
dad adecuada en el medio de cultive, sembrandose 5
segmentos de hoja por cada frasco tipo gerber.

Preparacion del medio de cultive. El medio de
cultivo consistid en las sales minerales de Murashige-
Skoog {1962) con la concentracion de NHaNQ3 al 50%
suplementadas con 100 m;;@;||'I de myo-inositol, 1 mgri
de tiamina HCL, 30 mgl' de azucar ¥ 7 gl'1 de agar
ajustando la solucién a un pH de 5.7; se vaciaron 10 mi
de medio de cultivo por tubo de ensaye de 2.4 cm de
diametro por 10 em de longitud, y 20 mi por frasco tipo
gerber sellandolos con papel aluminic. Posteriormente
se esterilizaron en autoclave a 1212C por 20 min. Los
frascos y tubos se colocaron en un cuarto de incuba-
cidn a una temperatura de 25+2°C, con 16 hr de luz a
ura intensidad de 1000 lux. La razén por la gue se
utilizé en el medio arriba mencionado, es porque en ex-
perimentos  anterlores, realizados en e mismo
laboratorio de la UPAEP se encontrd que tal medio
reducfa la vitrificacion de los brotes hasta en un 60%.

Tratamientos. Para establecer las condicicnes de
multiplicacién se hicieron las combinaciones de 0.0, 0.1,
0.5y 1.0 mgl” de AlA con 0.0, 0.5, 1.0 y 3.0 mgl™ de
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BAP. Se utilizéd un disefio experimental completamente
al azar constando cada tratamiento de 10 repeticiones,
la evaluacion se realizd a las 5 semanas después de ha-
ber sido sembrados los Apices, cuantificandose lo si-
gulente: nimero de brotes, longitud de los brotes v
porcentaje de brotes enraizados,

Para la formacion de callo se realizaron las si-
guientes combinaciones 0.0, 0.5 ¥ 1.0 mgl" de BAF con
05 1.0y 20 mg' de 24-D, y 0.0, 0.5 y 1.0 mgl”' de
BAP con 0.5, 1.0 y 2.0 mgl™’ de AlA.

La evaluacion se realizd a los treinta dias y las va-
riables estudiadas fueron las siguientes: porcentaje de
contaminacion, alargamiento de la hoja, formacion de
ralz, clorosis, formacidn de callo y friabilidad, utlizando
una escala del cero al cuatro, correspondiendo el cero
a nada v el cuatro a mucho,

Formacioén de Ralces. Los brotes obtenidos por
la multiplicacién de los dpices se sembraron en tubos
de ensaye, en & medio de cultivo que se utilizd para la
multiplicacion excepto la concentracion de hormonas
gue fue la siguiente: cuatro dosis de ANA 0.0, 0.25, 0.5,
0.75, y 1.0 mgl™" y cuatro dosis de AIB 0.0, 0.25, 0.5,
0.76 y 1.0 mgl"". Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones
y el disefio experimental utilizado fue complatamente al
arar, evaluandose a los 30 dias lo siguiente: nimero de
ralces por brote, longitud méxima de la raiz, ancho de la
base del brote y porcentaje de plantas enraizadas.

RESULTADOS ¥ DISCUSION.

Multiplicacién de épices. El andlisis estadistico
demaostré que existe diferencia altamente significativa
entre los tratamientos. El tratamiento que produjo el
mayor nimero de brotes en promedio fue con 0.5 mgl™
de AlA y 3.0 mgl'! de BAP con 7.35 brotes/apice. El tra-
tamiento que produjo el menor nimero de brotes en
promedio fue con 1.0 mgl™ de AlA sin BAP con 1.0 bro-
te/dpice (Cuadro 1).

Estos resultados son semejantes a los obtenidos
por Weller et al {1983) quienes encontraron que el ma-
yor nimero de brotes se producia al utilizar 0.5 mgl™ de
ANA en combinacién con 2 mgl”’ de BAP.

Se encontré que el efecto del AlA sobre el nimero
de brotes por dpice no es estadisticamente significativo,
por lo que se obtuvo la siguiente ecuacién de regresion
en la cual sélo se considera la cantidad de BaP:
Y =1.862 +5.3814X-1.3961 XE. con un r=0.8354 donde
X es la cantidad de BAFP en mgi" en el medio de cultivo
y ¥ es e nimero de brotes por dplce; resultando que
con 19272 mgl' de BAP se obtiene el maximo niimero
de brotes por 4pice.

Resulta evidente qua el nimero de brotes se debe
a un efecto del BAP, en donde generalmente conforme
se aumenta la dosis de BAP aumenta la tasa de
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CUADRO 1. Interacclon de las conceniraciones de AIA y BAP en la muliplizacien de Aplces de Gypeophila.

Al (mgl™y

Longitud media de los

BAP (mgl") Mo. de brotes por épice brotes {om) % de brotes enralzados
0.5 30 7.85a* 1.468 0.0
1.0 05 6.00 ab 2126 250
0.0 1.0 5.77 ab 2.080 0.0
1.0 10 5.37 ab 1467 0.0
01 1.0 5.28 ab 2.042 0.0
0.1 a0 5.28 ab 211§ 0.0
0.1 0.5 5.12 abc 2618 0.0
1.0 a0 5.00 abc 0.582 0.0
0.0 0.5 4.12 bc 1.775 0.0
0.0 a0 371 bee 1.180 00
0.5 0.5 2.37 bee 3012 0.0
05 0.0 2.37 ce 1.779 125
0.1 0.0 200 & 2,307 33.0
0.0 0.0 1.33 & 1.708 330
1.0 0.0 100 e 1.330 440

* Valores con la misma letra son estadisticamente iguales con una DMS = 2.85 p=< 0.05.

CUADRO 2. Efecto de la interaccién de las concentraclones de BAP con 2,4-D y BAP con AlA sobre la formacion da callo en sagmen-
10s de hoja de Gypsophila.

% de

Tratamientos contaminacion Alargarnlento % de enraizados Clorosis Callo
BAP 24-0
{mgl™) fmgl™")
10.0 0.5 80 o* 80 o> 1=
20.0 1.0 &0 1 70 1 1
300 2.0 60 1 100 1 1
405 05 40 2 BE6 3 o
505 10 80 2 &0 0 1
0.5 20 40 a 100 4 1
710 05 40 3 100 4
810 1.0 &0 3 100 4
§1.0 2.0 60 4 100 4
Bap AlA
10 0.0 0.5 20 1 100 3 2
11 0.0 1.0 &0 2 100, 0 1
12 0.0 2.0 40 1 100 0 1
1305 0.5 60 4 BO 4 0
1405 1.0 60 4 =] 2 1
1505 20 0] 3 S0 3 0
16 1.0 05 0 3 84 2 1
171.0 1.0 20 i 100 0
18 1.0 52.0 50 1 o0 0

* Estes ndmeros corresponden a la escala donde O=nada, 1= muy pece, 2= poco, 3= regular y 4=mucho.
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CUADRO 3. Etecto da las concentraciones de AIB sobre la formaclon de rafces en brotes de Gypsophila.

Longitud méxima de las Didmetro del callo de la

Tratarniento {mgl™) Brotes enralzados (%) MNo. de rafces por brote raices {em) base (o)
0.75 =l 22 232a* 0.63 b*=
0.00 100 2.5 2075 ab 0.45b
0.50 S0 2.2 2.03 b 0.71ab
0.25 100 27 1.965 ab 049 b
1.00 20 18 125 b

087 a

Valores con la misma latra son ésiadiﬂlcamanta iguales con una *DMS =0.9462 ¥ **DMS=10.3249 para p«:ﬁ.ns.

CUADRO 4, Efecto de las concentraciones de ANA sobre la for-
macion de ralces en brotes de Gypsophila.

Longitud Cigmetro
maxima de  del callo de

Tratarnien-  Brotes en- No, de
tos {mgl'} raizados (%) raices por

brote rafces (em) la base {om)
0.00 100 2_2. . 208 0,69
0.25 80 1.1 1.64 07
0.50 a0 1.3 1.58 08
0.75 Ba 341 2.03 0.e8
1.00 70 25 1.78 0.67

multiplicacién hasta un limite y no es as! para el AlA.

También conforme disminuyen los niveles de BAP
la tasa de multiplicacidn se reduce, sin hormonas o con
una dosis mayor de AlA que de BAF los brotes genera-
dos enraizan (Cuadro 1).

Formacién de callo. Los resultados obtenidos
muestran que no hubo un tratamiento que proporciona-
ra resultados satisfactorios. Esto es porgue existe una
respuesta del explante a inducir ralces al estar en con-
tacto con el medlo, sin importar la concentracion de
hormonas ya que en todos los tratamientos hubo for-
macidn de ralces (Cuadro 2).

Formacion de raices. Al enraizar los brotes con
AIB se observd que el porcentaje de brotes enraizados
para todos los tratamientos fue bueno estando entre 90
y 100%, asl mismo el andlisis estadistico demuestra que
no hubo diferencia significativa entre los tratamientos
para el niimero de raices por brote. Sin embargo, para
la longitud méaxima de las ralces sl hubo diferencia
significativa, resultando la mayor longitud de raices al
utilizar 0.75 mgl™" de AIB con 2.32 cm de longitud pro-
medig, lo cual concuerda con lo obtenido par Kusey et

al (1980) ya que éste obtuvo mejores resultados con
AlB gue con ANA (Cuadro 3).

Mo hube diferencia significativa para la longitud de
las raices y para el ancho de la base en los tratamientos
con ANA (Cuadro 4).

Para ambos tratamientos (AIB y ANA), el trata-
miento sin hormonas produjo buenos resultados por lo
que se reduce mas econdmico enraizar los brotes en un
medio sin hormonas y con las sales MS con el NH4NG3
a la mitad de su concentracidn.

CONCLUSIONES,

El medio de multiplicacién &ptimo fue utlizando 2
mgl"’ de BAP.

De los tratamientos probados, ninguno produjo la
calidad de callo adecuada.

Es posible enraizar satisfactoriamente los brotes
de gypsophila en un medio sin hormonas.
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