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RESUMEN.

3  El presente trabajo tiene como objetivo generar callos por cultivo in-vitro
de tarwi a partir de hipocotilos en etapa de crecimiento encontrando la
combinacion optima a distintas concentraciones, de fitohormonas como las
citoquinas y las auxinas. La parte experimental se la realizo en el Instituto
de Investigacion Farmaco Bioquimicas de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas, ubicado en la ciudad de La Paz-Bolivia. Se
utilizaron semillas de tarwi traidas del cantén de Puerto Mayor Carabuco,
capital de la 3ra seccion Municipal de la provincia Camacho del
Departamento de La Paz ubicado a 170Km. Primero se realizo la asepsia
y la germinacion de estas semillas para luego sembrarlas en distintos
sistemas del medio de cultivo Murashige-Skoog (caldo o sélido), por cada
frasco se colocaron de 5-6 semillas, llevandolas a la camara de
aclimatacién con fotoperiodo una vez germinadas se fueron cambiando de
medio de cultivo para la generacion de vitro-plantas. Se prepararon
medios de cultivo Murashige-Skoog sélido a distintas concentraciones y
combinaciones de fitohormonas en tubos de vidrio para la obtencién de
callos y se plaquearon en forma de pico de flauta, se sembraron
hipocotilos de las semillas que germinaron que median aproximadamente
entre 3 a 4.5cm de alto. Por cada prueba se realizaron 25 repeticiones,
todos los tubos se los guardo en un conservador y fueron llevados a la
camara de aclimatacion por siete semanas. Se realizaron los controles de
crecimiento desde la tercera semana para observar si habia generacion de
callos y en cual combinacion y a que concentracion tenia un mayor

porcentaje de transformacion.
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INTRODUCCION:

Las leguminosas comprenden de 300 a 400 especies, estando los mas
importantes situados en la regién Mediterranea de Europa y en la region
Andina en Sud América. En nuestro pais se la conoce con el nombre de
tarwi, es una planta que se caracteriza por tolerar bajas temperaturas y

ademas que tiene un alto valor nutritivo incluso mayor que la soya.!

Esta es una planta anual, de altura determinada por el eje principal que
varia entre 0,5 m a 2 m, es generalmente muy lefioso. Segun el tipo de
ramificacion puede ser: de eje central predominante, con ramas desde la
mitad de la planta o con ramas terminales, con inflorescencia a la misma
altura, el nimero de ramas es variable. Las hojas son digitadas,
generalmente compuestas por 8 foliolos de forma ovalada a lanceolada.
Las flores son de color azul, que puede cambiar a blanco y rosado, con
inflorescencia en forma de espiga. Los frutos se encuentran en vainas o
legumbres de 5 cm a 12 cm de longitud, conteniendo un nimero variable
de semillas estas son de 0.5 cm a 1.5 cm de diametroy 0.2 g — 0.3 g de
peso, recubiertas por un tegumento endurecido, tienen una forma
variada, redonda, ovalada o ligeramente cuadrada. De colores diversos:
blanco, amatrillo, gris, ocre, pardo, castafio, marron y combinados. La raiz
es pivotante, votorosa, de hasta 3 m de profundidad, con nddulos de
variados tamafios (1 cm - 3 cm de diametro), formados por un proceso de
simbiosis con bacterias nitrogenantes (Rhizobium sp.).? Tiene mucha
importancia en lo que se refiere a la preservacion de la fertilidad de los
suelos mediante la fijacion del nitrdgeno, su incorporacion a la tierra
como abono verde, este a su vez sirve para incrementar la produccion de
papa, genera mayor retencion de humedad para la reestructuracion de
los suelos. También estudios realizados sobre esta leguminosa, han

! Emilia Santa Cruz R, Rafael Q, Liberato P. M. Propagacion y regeneracion in vitro de Lupinus stipulatus J. Agardh (LEGUMINOSAE),
Laboratorio de Biotecnologia, Departamento de Boténica y Zoologia, Universidad de Guadalgjara, APDP. Pota 1-139 e
mail:srm30547@mai z.cucha.udg.mx.

2 |lse Kr, Diana C, James C, Benhard G, Sojue S.“Plantas en la Cultura Andina”, Descripcion — Medicina- Alimentacion- Cultura.-
CEDEPAS 2000- Ayacucho, Huancayo-Per(.(533).
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demostrado que tiene un efecto biocida en el control de ectoparasitos

34,4

(garrapatas) y parasitos intestinales en los animales. actividad

atribuida a las fitohormonas.

Una fitohormona, es un compuesto organico sintetizado en un lugar de la
planta que en concentraciones muy bajas, produce una respuesta
fisiolégica celular, que regula el crecimiento, el desarrollo, la
especializacion de los tejidos y los ciclos de reproduccién. Esta se
caracteriza por ser un mensajero quimico vegetal secretado en un
determinado tejido y que puede actuar en el mismo tejido, o en otro
distinto de la planta, considerandoselas como biocatalizadores junto con
enzimas y vitaminas. Las hormonas vegetales o fitohormonas se
clasifican en:

a) Auxinas

b) Citoquininas

c) Giberelinas

d) Acido abscisico

e) Etileno

f) Brasinoesteroides

Cada uno de los cuales exhibe propiedades fuertes de regulaciéon del
crecimiento en plantas, posee su propia estructura y pueden ser activos a
muy bajas concentraciones dentro de las planta. Las auxinas como el
2,4-diclorofenoxiacético es una fitohormona bastante fuerte y tdxica a
concentraciones elevadas, siendo un potente activador de la actividad
meristematica, muchas veces ligado a citoquininas en trabajos de
cultivos celulares. Las citoquinas estimulan la division celular
(cariocinesis) en cultivo de tejidos vegetales y tienen un efecto sinérgico

al actuar con las auxinas.’

3 Mario Enriquez R. El potencial del “tarwi”, CIPCA La Paz (No. 70), 25 de octubre de 2004.

“Produccion con Potencial Exportador, TARWI, jEXPORTEMOS!,Camara Nacional de Exportadores de Bolivia, Publicacion mensual,
N°31-Afio 4, Marzo de 2009, http://www.caneb.org.bo/publicaciones.htmlAang=es.

®Lallana, V.H, Lalana, Ma. del C. Manual de Practicas de Fisiologia Vegetal, Facultad de Ciencias Agropecuarias — UNER, 2001.

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 13
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El estudio de la influencia morfolégica de las fitohormonas sobre callos
de tarwi, es de gran importancia cientifica, debido a que se pueden
emplear los callos para el estudio, de fermentos producidos por hongos,
extractos de plantas y combinaciones hormonales con el objeto de
analizar la influencia de estos sobre los callos, también nos permite
realizar una serie de pruebas con distintos métodos analiticos. Es en tal
razon que el presente trabajo se pretende: Determinar la concentracion
adecuada de una combinacion de fitohormonas, para la generacion de
callos de tarwi partiendo de la germinacion de las semillas libres de

contaminacion, generando plantas in vitro y obteniendo callos de tarwi.

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 14
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. REVISION BIBLIOGRAFICA:
2.1 LAS LEGUMINOSAS:

Se encuentran ampliamente distribuidas en todo el mundo, constituyen
una de las mas extensas familias del reino vegetal jugando un papel
importante en la agricultura y en la fertilidad de los suelos, constituyen el
tercer grupo de plantas con flor mas grande con mas de 19,000 especies
distribuidas en 750 géneros. Se distinguen por su simbiosis con bacterias
del género Rhizobium y con otros organismos inter cambiantes de
nitrégeno. Por su amplia adaptabilidad en lo que al clima y suelo se
refiere, es posible encontrarlas en casi todas las formaciones ecoldgicas
existentes. Las leguminosas son utilizadas para consumo humano, como
abono verde, como cultivos de cobertura y como productoras de forraje. °
La preocupacion por una recuperacion natural de la fertilidad en suelos
cultivados ha dado lugar en el Altiplano boliviano a propuestas orientadas
a incrementar la produccion bajo una perspectiva agroecoldgica. La
fijacion biolégica del nitrogeno (FBN) durante el descanso podria ser una
manera de mejorar la calidad del material vegetal incorporado como abono
verde o como subproducto agricola.

En cuanto a las leguminosas, el interés cientifico se ha concentrado de
manera general en una serie de experimentaciones sobre leguminosas
cultivadas, estudiaron la fijacion de nitrégeno por el tarwi y su efecto
residual en la cebada (Hordeum vulgare), se midi6 el efecto de la
incorporacion de residuos de haba (Vicia faba) en el rendimiento del
cultivo. Otros autores han experimentado el efecto de leguminosas
forrajeras sobre el nitrégeno mineral del suelo y la respuesta del cultivo de

papa.’

®Bismarck Sandoval C. Caracteristicas Agrondmicas y Nutricionales de Asociaciones de Gramineas y Leguminosas Tropicales, Centeno,
UNIVERSIDAD DE PUERTO RICO RECINTO UNIVERSITARIO DE MAYAGUEZ, 2007

" Sivila de C, Hervé D. Efecto de leguminosas nativas en terrenos en descanso sobre la microbiota del suelo durante un cultivo de papa
(Altiplano central baliviano), Ecologia en Bolivia,Vol. 41(3): 154-166, Diciembre de 2006.

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 15
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2.1.1 EL "Lupinus mutabilis ":

Leguminosa de Los Andes, conocida en Bolivia con el nombre de
"tarwi" por los quechuas, "tauri" por los aymaras, se desarrolla
desde los 2,000 hasta los 4,000m de altitud, es tolerable a las bajas
temperaturas, siendo éste un potencial para la industria, podria
denominarse “la soya andina” por sus propiedades. ® Ademas el
tarwi es un fijador de nitrdgeno atmosférico en cantidades

apreciables que contribuye a la fertilizacién del suelo.’

El lupino andino tarwi es una planta leguminosa reconocida como
una de las mas ricas en nutrientes (TABLA N° 1). Se caracteriza por
tener elevado contenido de proteinas y acidos grasos, que la
constituyen en una excelente alternativa para la nutricion humana y

animal.

TABLA NI: Comparacién de la composicion del tarwi y la soya (g/100g).

Componente Tarwi Soya
Proteina 44.3 33.4
Grasa 16.5 16.4
Carbohidratos 28.2 35.5
Fibra 7.1 5.7
Ceniza 3.3 5.5
Humedad 7.7 9.2

El aprovechamiento de los lupinos en el mundo se ha limitado por la
presencia de sustancias toxicas, debido principalmente a que las
semillas poseen en su estructura alcaloides quinolizidinicos,
confiriéndole cierto grado de toxicidad y un sabor fuertemente

amargo.?

8 Mario Enriquez R., Centro de Investigacion y promocion del Campesinado, CIPCA La Paz (No. 70)-La Paz lunes, 25 de octubre de 2004
°El tarwi (Lupinus mutabilis Sweet.) y sus parientes silvestres, Botanica Econémica de los Andes Centrales Editores. M. Moraes R., B.
Pllgaard, L. P. Kvist, F. Borchsenius & H. Balslev Universidad Mayor de San Andrés, La Paz, 2006: 458-482.

0 Eduar Ortega D, Aida R, Arturo D, Angel Zamora B. Caracterizacion de semillas de lupino (Lupinus mutabilis) sembrado en los Andes de
Colombia, ACTA AGRONOMICA. 59 (1) 2010, p 111-118.

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 16
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TABLA N?2: Composicion relativa de Alcaloides en la semilla de Lupinus mutabilis

Composicidn Relativa de
ALCALOIDES Alcaloides (%)
Esparteina 7,39
K2 (no identificada) 0,07
Ammodendrina 0,23
K5 (no identificada) 0,16
N-Metilangustifolia 3,46
Angustifolia + 17 oxoesparteina 0,6
Isolupanina 0,29
K9 (no identificada) 57,5
4-hidroxilupanina 8,65
Multiflorina 0,14
17-Oxolupanina 0,09
Anagirina 0,03
13-Hidroxilupanina 14,9
4,13-dehidroxilupanina 2,12
K17 - K19 (no identificada) 0,09
13-tigloiloxilupanina 0,28
Monoangeloil + ester de la monogloil 0,45
de la 4,13 dehodroxilupanina 0,08
K24 (no identificada) 0,21
13 Benzoiloxilupanina 1,15
13-cis-cinnammoiloxilupanina 0,39
13-trans-cinnammoiloxilupanina 99,39
13-amgeloiloxiluanina 1,57

2.2CLASIFICACION TAXONOMICA:

TABLA N3: Descripcion taxonémica del Lupinus mutabilis (tarwi)**

Tronco: .
Division: Embriofitas sifondégamas &
Sub Division: Angiosperma 3
Clase: Dicotiledoneas

Sub. Clase: Arquiclamideas

Orden: Rosales

Familia: Leguminosas

Sub Familia: Papilionaceas

Genero: Lupinus

Especie: mutabilis

Nombr e Cientifico: Lupinus mutabilis Sweet
Nombre Coman: Tarwi, Choco

! Jhojana Mariela C. Evaluacion “in vitro” de la actividad antifingica de los alcaloides del agua de coccion de proceso de desamargado del
chocho (Lupinus mutabilis Sweet), Escuela superior politécnica de chimborazo, Riobamba-Ecuador 2009.

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 17
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2.3 DESCRIPCION BOTANICA DEL tarwi:

2.3.1Etapa de germinacion:

Esta comienza con la imbibicion de la semilla
y continGia con la aparicion de la radicula esta
dltima presenta una gran elongacion antes de
que aparezca el hipocotilo. El lupino es una
especie de germinacion epigea, lo que
determina que los cotiledones sean

conducidos por el hipocotilo sobre el nivel del

suelo. *?

3 Cuando a terminado el crecimiento del hipocotilo y a partir del punto
en que se presentan insertos los cotiledones, comienza a generarse
el epicotilo, presentando una pequefa elongacion antes de generar
la primera hoja .

Mrimier par
de hojas

- Hipaagotilo

FIGURA N?1. Componentes de una planta de Lupinus mutabilis™*

2 Adrian J, Fragne R. La Cienciade los Alimentos, Editorial ACRIBIA S.A: Zaragoza-Espafia: Pag. 25.
2 Adrian J, Fragne R. La Cienciade los Alimentos, Editorial ACRIBIA S.A: Zaragoza-Espafia: Pag. 30.
 hitp://www.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/lupino/bibliogr.htm.
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La radicula profundiza y crece rapidamente para llegar a
transformarse en una fuerte raiz pivotante que presentara multiples
ramificaciones y gran cantidad de raicillas con una capacidad de

alcanzar méas de 1m de profundidad.®

O3 Tallo principal y ramas:

Tienen una estructura muy particular, mostrando distintos niveles
de ramificacion y de floracion, estos niveles van determinando una
jerarquia de ejes laterales. El tallo principal termina en una
inflorescencia, bajo ésta y a partir de las yemas axilares ubicadas
en las hojas de su parte apical, se generan ramas primarias o ejes
de primer orden a su vez éstas, originan un nuevo nivel de ramas
a partir de yemas axilares ubicadas en sus ultimas hojas de esta
manera se va desarrollando en secuencia el desarrollo de la planta

con nuevos niveles de ramificacion y de floracién.*

3 Hojas:

Son de forma digitada, generalmente compuesta por ocho foliolos
que varian entre ovalados a lanceolados. Se diferencia de otras

especies de Lupinus en que las hojas tiene menos vellosidades.’

3 Flores e inflorescencias:

Las flores son grandes y se agrupan en
inflorescencias racemosas terminales, el
numero de flores por racimo fluctia entre 20 y

80 en el caso del lupino blanco y entre 5y 20 en

'8 Adrian J, Fragne R. La Cienciade los Alimentos, Editorial ACRIBIA S.A: Zaragoza-Espafia: Pag. 31.

%6 Adrian J, Fragne R. La Ciencia de los alimentos, Editorial ACRIBIA S.A: Zaragoza Espafia: P4g.31.

¥ Lock O. Investigacion Fotoquimica: métodos en estudio de productos naturales, Perti: Pontificia Universidad Catdlica, pp149-191. (Serie
Productos Naturales, N°27)
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el caso del lupino australiano, el numero de flores por racimo es
mayor en el primer nivel de floracion, disminuyendo paulatinamente

hasta el tltimo nivel y cada flor tiene cinco pétalos.*®

3 Etapa de floracion:

Esta se produce gradualmente debido a los distintos niveles de
ramificacion que presenta por eso que llega a alcanzar de tres a
cuatro niveles de floracion. La coloracion de la flor varia entre el
inicio de su formacién hasta la maduracion, de un azul claro hasta
uno muy intenso y de alli se origina el nombre cientifico, mutabilis,

es decir que cambia.’®

3 Semillas:

Su numero es variable, en una vaina de 5-12cm, también varian de
forma, estas pueden ser redondas, ovaladas. Miden de 0.5 a 1.5cm,
esta variacion depende de las condiciones en las que crece y de
acuerdo a la variedad. Los colores de las semillas varian de
acuerdo a la genética. Estas semillas son usadas en la alimentacién
humana, ya que esta especie ocupa uno de los primeros lugares
entre los alimentos nativos con elevado contenido de proteinas y
aceites a nivel mundial, su contenido proteico es incluso superior al
de la soya y su contenido en grasa es similar es por este motivo

que las semillas son excepcionalmente nutritivas (TABLA N° 1). La

'8 Ing. Abraham Palacios V, Ing. Demetrio Salazar M, Lissi Espinoza C, Milagros Herrera M, Carlos Huamancaja C. “OBTENCION DE
ALCOHOL A PARTIR DE LA MALTA DE LUPINUS MUTABILIS (TARWI)”, CENTRO DE INVESTIGACION HUANCAYO - PERU,
2003, Facultad de Ingenieria.

!9 Gross R, Tuesta L. et a. 1988 El Cultivo y la Utilizacién de los Lupinos, Per(: Instituto Interamericano de Cooperacion para la
Agricultura. Pp. 154-165.

2Benjamin Castafieda C, Renan Manrique M, Fabricio Gamarra C, Ana Mufioz J, Fernando Ramos E, Frank Lizaraso C, Jorge Martinez H.
Probiético elaborado en base alas semillas de Lupinus mutabilis Sweet (chocho o tarwi), Acta Med Per 25(4) 2008.
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semilla de tarwi es rica en aminoacidos: lisina, metionina, triptofano,
isoflavonoides, proteina (51%) grasa (16.5%), con contenido de

acidos grasos (omega 3 y 6), carbohidratos (28%) y alcaloides.*

2.4 CULTIVO DEL tarwi EN BOLIVIA.

Los cultivos se encuentran en el Norte de La Paz y en los valles
inter-andinos de  Cochabamba, Chuquisaca y Potosi,
aproximadamente la extension de cultivo es de 4,000 hectareas.
Es un cultivo anual que no requiere muchos nutrientes
desarrollandose en suelos franco-arenosos con un pH de 5-7,
preserva la fertilidad de los suelos fijando nitrégeno es susceptible
al exceso de humedad durante la floracion y el envainado, tiene
mayor resistencia al fri6 que otras especies. Ademas que es
incorporado como abono verde incrementando la produccion de
papa y mejorando la estructura de los suelos del Altiplano y los

valles®.
2.5 IMPORTANCIA DEL tarwi.

El tarwi es un alimento muy completo ya que posee grasas,
proteinas, hierro, calcio y fésforo, ademas de contener vitamina A 'y
complejo B. Su consumo es recomendado para mujeres
embarazadas o que estén dando de lactar y nifios en crecimiento.
Su porcentaje proteico es elevado por lo que contiene lisina y
minerales. Su consumo es muy importante y segun estudios se a
llegado a la conclusion de que el tarwi puede sustituir a la carne
siempre y cuando este acompafiada de un cereal como la quinua,

el maiz, etc.?!18

2 |ic. Ana Cecilia Abregti T, Ing. Jessica Huerta G, Ing. Gerardo Mendoza P. Manual de Helicicultura. CECOMLAMIN. Lima 2006.
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2.6 USOS DEL tarwi.

El tarwi tiene multiples usos no solo en la alimentacion donde es
muy apreciado, las semillas cocidas constituyen un ingrediente
para sopas, guisos y ensaladas asi como para la preparaciéon de
pan, galletas, etc, pero también es utilizado:

- En la medicina, se lo utiliza en casos de diabetes, en males

renales y también para eliminar parasitos externos (Ganado).

- En los rituales, cuando se festeja el ritual de la ch*alla de la
semilla no pueden faltar los granos de tarwi, también se utilizan

las flores.

- Es utilizada de modo artesanal, se elabora harina, leche, yogurt.

- Entre los derivado que se obtienen de esta planta también
estan los repelentes ya controla las plagas de los cultivos, lefia,

abono y de forraje.3

- El producto liguido del desamargado es utilizado para combatir
a las garrapatas en el ganado ovino, asimismo se utiliza este

producto para la fabricacion de shampoo. 21

2.7 CULTIVO IN-VITRO (generacion de callos).

La funcién de la Biotecnologia Vegetal es el cultivo “in Vitro” de
plantas “en recipientes de vidrio” manteniendo las plantas en el
laboratorio libre de contaminaciones y por supuesto fuera de su

entorno natural, reemplazando el suelo donde crece por medio de
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cultivo, este medio de cultivo esta compuesto por minerales, agua,
hormonas, sustancias organicas y vitaminas. El porcentaje de estos
elementos puede variar segun el medio de cultivo utilizado y segun las
especies vegetales. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas fundamentales: la asepsia (ausencia de gérmenes,
etc.), y el control de los factores que afectan el crecimiento. Las
técnicas de cultivo in vitro de tejidos constituyen una valiosa
herramienta para el fitomejoramiento, recientemente, la ingenieria
genética esta siendo aplicada conjuntamente con el mejoramiento
convencional para aumentar la calidad nutritiva y los atributos

agronémicos de diferentes especies. %

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones
mas generalizadas del cultivo in vitro, a través de la micropropagacion,
a partir de un fragmento (explante) de una planta madre, se obtiene
una descendencia uniforme, con plantas genéticamente idénticas,
denominadas clones. Los frascos que contienen las plantas se ubican
en estanterias con luz artificial dentro de la camara de crecimiento,
donde se fija la temperatura en valores que oscilan entre los 21 y
23°C, ademas de controlar la cantidad de horas de luz. Por su parte, el
medio de cultivo se compone de una mezcla de sales minerales,
vitaminas reguladores de crecimiento, azucar, agua y agar. La
composicién del medio depende de la especie vegetal y de la etapa

del proceso de micropropagacion.

2 Ricardo J, Hebe Y, Luis A. Regeneracion in vitro de miltiples yemas y vastagos a partir de embriones de Desmanthus virgatus
(Leguminosae), IBONE - CC 209 - Facultad de Ciencias Agrarias — UNNE, Sargento Cabral 2131 - (3400) Corrientes - Argentina.,
Teléfono/Fax: +54 (3783) 427131, E-mail: ibone@espacio.com.ar.
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2.7.1Principales factores no biologicos que afectaran al desarrollo

del cultivo in vitro.

3 Ambiente quimico:
- Composicién del medio de cultivo
- pH.

3 Ambiente fisico:
- Temperatura.
- Luzy fotoperiodo.

- Humedad.

2.7.2 Etapas del Proceso de Micropropagacion.

3 Seleccion y Preparacion de la planta madre.

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben
obtener explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo

adecuado.

@3 Desinfeccion de las yemas de la planta y/o desinfecciéon de

semillas.

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir
de los cuales se obtendran los explantes. Los explantes pueden ser
yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc. Los
contaminantes mas comunes son los hongos y las bacterias que

habitan en forma natural en el ambiente.
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3 Introduccion del material seleccionado in vitro.

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas
dependiendo del material seleccionado, se ponen en medio de cultivo
estéril. En un periodo de una semana o quince dias, comienza el
proceso de germinacion o regeneracion de nuevos tejidos vegetales,

iniciando el ciclo de cultivo in vitro.

3 Multiplicacion de brotes.

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la
FASE 1 y 2 originen brotes (de procedencia axilar o adventicia) con
varias hojas. Periddicamente estos nuevos brotes se deben
subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en

tubos de cultivo u otros recipientes adecuados.

3 Enraizamiento.

Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se transfieren a
un medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga
hormonas del tipo auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan
pasar por esta etapa y emiten sus raices en el mismo medio de cultivo
donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto el proceso de

multiplicacion y enraizamiento transcurren en forma simultanea.

3 Aclimatacion.

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios
ambientales, de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso

depende de la aclimatacion. En esta etapa las plantas sufriran
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cambios de diferente tipo que permitiran la adaptacion de las mismas

a vivir en condiciones naturales. 2

3 Explante.

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos, si el objetivo final es la produccion de
callos, la utilizacion de un explante en condiciones apropiadas
permitira la proliferacion callosa. Cualquier explante que contenga
células nucleadas vivas se puede emplear potencialmente para la

obtencién de callos.?

3 Formacion de callos.

Estan formados por un cimulo o masa de células que no cesan de
dividirse y crecer, sin formar nada definido. Estas estructuras se
asemejan a un tumor y se puede lograr la proliferaciéon callosa con
relativa facilidad utilizando apices o meristemas, 0jos, entrenudos,

cotiledones, raices, o tejidos provenientes de frutos.??#262°

2.8 FITOHORMONAS.

Se le llama asi, ya que FITO significa Vegetal, y constituyen un grupo
de sustancias organicas, el éxito del empleo del cultivo de tejidos
vegetales in vitro, estd muy influenciado por la composicion quimica
del medio de cultivo y los factores ambientales. Si falta algun
componente basico en el medio de cultivo, lo normal es que no se

produzca crecimiento y desarrollo, y por lo tanto el tejido u érgano

2 Ing.Agr. Alicia C. MSc. Propagacion de plantas por cultivo in vitro: una biotecnologia que nos acompafia hace mucho tiempo, Unidad de
Biotecnologia, INIA.

2 |__A.Mroginski, W.M.Roca Establecimiento de cultivos de tgjidos vegetalesin vitro, Cultivo de Tejidos en la Agricultura, Cali-Colombia.

% Dra. RosaMartinez R. Y colaboradores, Biotecnologia Aplicada a los Recursos Forestales, Libros Técnicos: Serie Forestal, 12 edicion,
México, 2010.
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muera. En el uso de las técnicas in vitro en las plantas superiores, los

reguladores del crecimiento, especialmente las auxinas y citocininas,

juegan un papel

posteriormente.
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IGURA N22. Descripcion del efecto de las hormonas sobre las plantas

2.8.1 AUXINAS.

Son las primeras hormonas que se describieron. Su estructura es

un derivado del fenol o el indol y tienen anillos aromaticos con

dobles enlaces conjugados con caracteristicas acidas. Se

descubrieron a partir del efecto de curvatura de los tallos al cortar

su parte apical. No se sabe el modo de accion pero esta

relacionado directamente con su estructura, ya que si se modifica

pierde su funcion.
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Las auxinas principales son:

- Acido indolacético
- Acido 4-cloroindolacético
- Acido indolbutilico: actGa en el enraizamiento.

- Acido fenilacético

i | -CH:-COOH
Naturales
_{ H
Ac. Indol Acético
(ALA)
Conjugados del AlA (3.3., glicoproteinas,
pequenos peptidos)

%

Derivados indolicos, ac.indolbutirico (IBA)

Sintéticos Derivados del naftaleno - « naftalenacético
E-nafialénacetico (o NAA, BNAA)
Derivados del fenoxiacetico v del ac.
henzoico: 2,4 diclorofenoxiacetico (2.4,0)
y 2.6 diclorofenoxiacetico (2,6,0)

FIGURA N23. Clasificacién genérica de las auxinas.

2.8.1.1 Caracteristicas de las auxinas.

3 Crecimiento.

Estimulan la elongacion celular en tallos y coleoptilos (tallos
jovenes), incrementan la extensibilidad de la pared celular y

estimulan la diferenciacion del xilema y el floema.
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3 Tropismos.

Responsables del fototropismo y gravotropismo.

3 Dominancia apical.

La yema apical del tallo (produce la mayoria de auxinas) inhibe el

crecimiento de yemas axilares cercanas.

3 Abscision de 6rganos (hojas, flores y frutos).

Posee un control genético, y las auxinas retrasan la caida, aunque

el etileno la induce.

3 Rizogénesis.

Estimulan la formacion de raices laterales o adventicias. Inhiben la
elongaciéon de la raiz principal. Las aplicaciones agricolas de las
auxinas son la reproduccion, la formacion de frutos, floracion,
partenocarpia (frutos sin semilla), aparicion de flores femeninas y

creacion de herbicidas.

2.8.2 CITOCINAS.

Son un grupo mas reducido de hormonas que deben su nombre
a su funcion (citocinesis). En conjunto con las auxinas estimulan
la division celular. Derivan de adeninas, y las mas frecuentes son
la kinetina y benciladenina (sintéticas) y la zeatina (natural). La
zeatina posee un doble enlace en el centro de la cadena y tiene
isbmeros cis y trans que parecen ser formas naturales. La
zeatina puede estar en la base siguiente al 3’ del anticodon del
ARNL.
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Estructura hase - Furina

Zeaiina
MNaturales =G v,y dimetlalilamino) purina

Cinetina {& furfurilamino purina)
Sinteticos

Benciladenina { & bencilaminopurina)

FIGURA N24. Clasificacion genérica de las citocinas
Los efectos que producen son:
3 Crecimiento.

En conjunto con las auxinas estimulan la proliferacion de células
meristematicas, y también estimulan la expansion de los

cotiledones tras el primer haz de luz que reciben.

3 Dominancia apical.

Estimulan el crecimiento de yemas laterales inhibiendo la apical

(contrario a las auxinas, por lo que deben estar en equilibrio).

3 Diferenciacion y morfogénesis.

Provocan cambios en la morfologia segun el tipo de crecimiento.

Junto a las auxinas estimulan la formacion de raices y tallos.

(3 Senescencia. Son anti-senescentes.?®

% Jesiis Agustin Badillo C, Maria deél Carmen Oliver S, Karen Gisela Moreno G, Verénica Pacheco G, Hernan Cortés A. MANUAL DEL
LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJDOS, DEPARTAMENTO DE BIOPROCESOS-ACADEMIA DE BIOTECNOLOGIA, México D.

F. Agosto 2009
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1. JUSTIFICACION:

3 El Tarwi, es una leguminosa de los Andes de Bolivia, Ecuador y Perq,
teniendo una relevancia en la gastronomia desde la época prehispéanica.
Su alto contenido en proteinas es mayor que el de la soya, es por este
motivo que se convierte en una planta de interés para la nutricion

humana y también como forraje para los animales de granja.

(3 Esta leguminosa, se caracteriza por ser tolerante a las bajas
temperaturas y tener un alto valor nutritivo en proteinas y grasa, siendo
este un potencial para la industria alimenticia, y llegando a denominar a
este producto como “la soya andina” por sus propiedades. La tabla de
composicion de alimentos para uso en América Latina, reporta que el
Tarwi contiene un 44.3% de proteinas frente al 33.4% de la soya. Las
areas de cultivo de este producto en Bolivia se encuentra distribuidas en
el Altiplano, norte de La Paz y en los valles interandinos de
Cochabamba, Chuquisaca y Potosi, llegando a estimar que la extension

de cultivo llega a las 4.000 hectareas.

3 En la gestion 2008 se exportaron cerca de 3.300 ddlares de tarwi hacia
los mercados de Colombia (96%) y Estados Unidos (4%). La relevancia
de este producto ha transpuesto nuestras fronteras y la de los
productores principales, paises como Peru y Ecuador, extendiéndose el
cultivo de esta leguminosa ha zonas templadas de Brasil, Nueva
Zelanda, Vietnam, Europa y los Estados Unidos, aunque su adaptacion
a este tipo de clima no es de las mas alentadoras para su produccion.
Sin embargo a pesar de esta ventaja climatica, hace falta impulsar al
sector agrario para mejorar sus condiciones de produccion y generar un
valor agregado a esta leguminosa y por que no pensar en la promocién

del tarwi el mercado interno.

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 31



INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICAS

3 El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta que nos ayuda a
generar un modelo in vitro de leguminosas en este caso del tarwi, que
es util para el mejoramiento, supervivencia y produccion, no solo de esta
leguminosa, sino que también de otras especies, por lo que esta es una
técnica con un enorme potencial tanto en el ambito de la investigacion
como en el desarrollo agrario. No obstante el emplear hormonas
vegetales en el crecimiento y mantenimiento de los cultivos in-vitro
facilitaria e incrementaria la produccion en el campo, mejorando el rédito

para el agricultor.
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V. OBJETIVOS:

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las concentraciones oOptimas de las fitohormonas de
crecimiento, para la induccién de callos a partir de hipocotilos tallos de

plantulas in-vitro de Lupinus mutabilis (tarwi).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICO

O3 Inducir la germinacion in-vitro de las semillas de Lupinus mutabilis

(tarwi).

3 Realizar la micro propagacion de plantulas de Lupinus mutabilis

(tarwi) en medio de cultivo solido Murashige-Skoog.

(3 Establecer si las concentraciones de las diferentes combinaciones

de fitohormonas, influyen en la generacion de callos.
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V. METODOLOGIA:

r Germinacion de semillas de tarwi ﬂ

- Alcohol 70% (10 seg.)

r Desinfeccion de las semillas - Hipoclorito de sodio 2,5% (10min)
- Lavar 3 veces con agua destilada

Sembrar en medio cultivo Murashige-Skoog
(SIGMA) semi-sélido

Controlar el crecimiento

Preparar soluciones STOCK para el
medio de cultivo Murashige-Skoog

r Generacion de callos de tarwi ﬂ

Preparar las soluciones de fitohormonas, Son preparadas a
ANA, BAP, KIN y2,4-D distintas concentraciones

! ! y combinaciones

Preparar el medio de cultivo con las Plaguear 10s tubos en bico
fitohormonas y las soluciones Stock 9 P

y autoclavar. de flauta

1

- 7

A las dos semanas los hipocotilos ya Ui s Wiies & |8 cerere
estan grandes y se realizan cortes

. aclimatodora por 7 semanas
transversales, sembrar en medio de

cultivo ! !

Después de las siete semanas se observa el
crecimiento de los callos
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51 PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO:

Para la preparacion del medio de cultivo Murashige-Skoog se
prepararon las soluciones STOCK (ver reactivos en Anexo 3), todos
estos reactivos se pesaron en un balanza analitica de la marca KERN
(KERN&sbhn Gimbh D-72336 KERN-ALJ) 220-4M.

-

FIGURA N%3. Material requerido para la preparacion del medio de cultivo. IIFB

(2010).

Una vez pesada la cantidad adecuada de reactivos para un volumen
apropiado se disolvié con agua destilada en un frasco de vidrio. Durante
todo el proceso experimental, se emplearon seis soluciones STOCK,
teniendo en cuenta que para el STOCK-V, se hizo hervir el medio de
cultivo en el plato de calentamiento (marca Thermolyne) adicionando
(cuantos gramos) EDTA en la mitad del volumen total, una vez en
ebullicion se agregd FeSO,4-H,O, completando el volumen de agua
destilada restante, para el volumen requerido. La soluciéon debe
tornarse de color amarillo palido y se debe guardar en un ambiente

oscuro.
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Las soluciones STOCK se las prepararon en frascos de vidrio, a las que

se identificé en orden numérico con la fecha en la que se preparo el

reactivo y posteriormente se almacend a 4 °C.

STOCK-I|

STOCK-II

STOCK-III

STOCK-IV

STOCK-V

STOCK-VI

1-LITRO

20mL

10mL

10mL

10mL

10mL

10mL

FIGURA N%B. Imagen de los reactivos empleados y las soluciones preparadas a
diferentes concentraciones. IIFB (2010).

5.1.2 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA GERMINACION
DE SEMILLAS:

Se realizaron tres sistemas de germinacién de semillas:

3 Para el primer sistema de germinacién, se preparé el medio de

cultivo Murashige-Skoog caldo. En un matraz erlenmeyer de 1000
(920 mL/L),

conjuntamente con las soluciones stock (20 mL/L sol Stock I, 10

mL, al que se adicioné agua destilada estéril

mL/L sol Stock ILII1,IV y V), la cual se llevo al plato de calentamiento
— agitacion para la homogenizacién del medio, posteriormente se
procedio a medir y ajustar el pH a 5.8 con un pHmetro HANNA
Instruments — HI9812, para el ajuste del pH se empled HCI 1N si el
medio de cultivo presentaba una caracteristica basica y también se
emple6 NaOH 1N si el medio de cultivo presentaba caracteristica
acida. El medio de cultivo preparado se llevo a ebullicion. Antes del
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inicio de ebullicibn del medio de cultivo, se adiciond, 40g/L de
sacarosa al medio y finalmente 4.4 g/L de medio de cultivo
Murashige-Skoog (SIGMA). Inmediatamente se vertio un volumen
de 15 mL a los frascos de vidrio que contenian en el fondo algodon
y gasa. Luego se procedid6 a esterilizar los medios de cultivo
empleando un autoclave marca ALL AMERICAN-Electric Pressure
Steam (Sterlizer-Modelo 25x-2), se esterilizo los medios cultivo a 25
°F y 20 psi, dejando el autoclave en estas condiciones por 15
minutos, pasado este tiempo se dej6é enfriar los medios y se
procedié a colocar los mismo en la campana de flujo laminar, donde
se adiciond la solucién Stock VI (10 mL/L), la que previamente se

filtro.

O3 El segundo sistema de germinacion se preparé empleando el medio
de cultivo Murashige-Skoog (SIGMA) sélido. En un erlenmeyer de
1000 mL, se adicion6 agua destilada estéril, el cual se llevo al plato
de calentamiento - agitacion para su homogenizacion,
posteriormente se procedid a medir y ajustar el pH a 5.8 con
pHmetro, para el ajuste del pH se empleé HCI 1N si el medio de
cultivo presentaba una caracteristica basica y también se empled
NaOH 1N si el medio de cultivo presentaba caracteristica acida. El
medio de cultivo preparado se llevé a ebullicion, donde se adiciono
40 g/L de sacarosa, 4.4 g/L de Murashige-Skoog (SIGMA) y 8 g/L
de agar. Inmediatamente se vierte un volumen de 15 mL a los
frascos de vidrio, luego se llevan los medios al autoclave, se
esteriliza los medios cultivo a 25 °F y 20 psi, dejando el autoclave
en estas condiciones por 15 minutos, pasado este tiempo se dejo
enfriar los medios de cultivo y se procedié a colocar los mismos en

campana de flujo laminar.
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O3 El tercer sistema de germinacion consiste en la preparacion del
medio de cultivo Murashige-Skoog solido con las soluciones
STOKS, adicionando a este sistema una fitohormona. En un matraz
erlenmeyer de 1000 mL, se adicion6 agua destilada estéril (920
mL/L), conjuntamente con las soluciones stock (20 mL/L solucion
stock I 'y 10 mL/L de solucién stock ILIILIV y V), la cual se llevé al
plato de calentamiento — agitaciébn para la homogenizacion del
medio, posteriormente se procedié a medir y ajustar el pH a 5.8 con
un pHmetro, de igual manera que en los anteriores casos, para el
ajuste del pH se empleé HCI 1N si el medio de cultivo presentaba
una caracteristica basica y también se empleé NaOH 1N si el medio
de cultivo presentaba caracteristica acida. El medio de cultivo
preparado se llevo a ebullicion. Antes del inicio de ebullicion del
medio de cultivo, se adiciond, 40g/L de sacarosa al medio de
cultivo, 4.4 g/L de medio de cultivo Murashige-Skoog (SIGMA)y 8 g
de agar, ademas de agregar 2 mg de 2,4 Diclorofenoxiacetico.
Inmediatamente se procedié a verter un volumen de 15 mL a los
frascos de vidrio que tenian una base de algodon en el fondo, luego
se llevaron los medios de cultivo a esterilizar en autoclave a 25 °F y
20 psi, dejando el autoclave en estas condiciones por 15 minutos,
pasado este tiempo se dejo enfriar el autoclave, se retiraron los
medios de cultivo y se colocaron los mismo en campana de flujo
laminar, donde se adicioné la solucion Stock VI (10 mL/L), la que

previamente se filtro.
5.2 METODO DE DESINFECCION DE SEMILLAS DE TARWI:

3 Las semillas de tarwi fueron adquiridas del cantén de Puerto Mayor
Carabuco, capital de la 3ra seccion Municipal de la provincia Camacho
del Departamento de La Paz ubicado a 170Km de la ciudad de La Paz.
La desinfeccion se realizd, sometiendo las semillas a Etanol al 70%

durante 10 segundos y posteriormente fueron trasvasadas a un frasco
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gue contenia Hipoclorito de Sodio al 2,5% por 10 min. Finalmente se
lavé con agua destilada estéril (proceso realizado en tres ocasiones).?’
Las semillas se colocaron en placas de Petri con papel filtro, y se las
colocé en medio de cultivo Murashige-Skoog.

7 Edgar Alexander S, Teresa M. Establecimiento de una metodologia para lainduccion de regenerantes de arveja (Pisum sativum L) variedad
‘Santa Isabel’, Agronomia Colombiana 24(1): 17-27, 2006.
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5.3 METODO DE DESINFECCION Y SEMBRADO DE OTRAS SEMILLAS:

3 Se realizo la desinfeccion de 50 semillas de arvejas frescas con
hipoclorito de sodio al 1% vy etanol al 70%, se las sembré en medio

Murashige-Skoog sélido en frascos de vidrio.

@3 De igual manera se realizo el sembraron 50 semillas de habas frescas,
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% y etanol al 70%, y se las
sembré en medio de cultivo medio Murashige-Skoog sélido en frascos

de vidrio, se las almaceno en la camara aclimatadora

5.4 SEMBRADO DE LAS SEMILLAS:

Para el sembrado de las semillas se empleo material totalmente estéril,
empleando luz UV sobre: pinzas, guantes, placas de Petri, medios de
cultivo, etc. Se irradio la campana de flujo laminar, durante 15 minutos,
transcurrido este tiempo se activo el extractor de aire y se procedio al
sembrado de las semillas. En cada frasco se colocaron entre 5 a 6
semillas de tarwi llegando a un total de 100 semillas de tarwi
sembradas, cerrdndolas bien se las llevo a la cAmara de aclimatacion la
gue se encontraba a una temperatura de 28 + 2°C con un 60% de
humedad relativa, durante un fotoperiodo de 16 horas luz y o de
oscuridad. El control del crecimiento se realizo entre el tercer y quinto

dia después del sembrado.

55 EMBRIOGENESIS SOMATICA (GENERACION DE CALLOS):

Para la generacion de callos se contdé con aproximadamente unas 150
semillas de tarwi en crecimiento, de estas se realizaron los cortes de
hipocotilos y de las raices terminales ya que estan en una etapa de

crecimiento constante.
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5.5.1 Soluciones de fitohormonas:

Para un volumen final de 250mL se peso en una balanza analitica
25mg de cada fitohormona en este caso se utlizaron dos
citoquinas: el acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D) y el 6 bencil
amino purina (BAP) y dos auxinas como la Kinetina (KIN) y el acido

naftalenacetico (ANA).

FIGURA N%7. imagen de las hormonas empleadas y las soluciones preparadas. IIFB (2010).

O3 Una vez pesadas las cantidades necesarias se disolvié con 500uL
de alcohol ANA, BAP y 2,4-D ya que estas fitohormonas son
insolubles en agua destilada. Pero la kinetina se disuelve con 500uL

de agua destilada.

@3 Una vez disueltas las fitohormonas se adicion0 50mL de agua
destilada para disolver la fitohormona y se procedié al aforo a

250mL. Se etiqueto cada matraz correctamente.

3 Terminado de preparar las soluciones se realizaron los calculos
para las cantidades de fitohormonas que se utilizaron segun el

volumen final del medio de cultivo que utilizamos.
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TABLA N24: Calculo de las concentraciones de fitohormonas empleadas en la induccién del crecimiento
de los hipocotilos.

Tratamientol | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 | Tratamiento 4| Tratamiento 5| Tratamiento 6 | Tratamiento 7
0/20 mg/L 0,2/10 mg/L 1/2 mg/L 2/2 mg/L 1/2 mg/L 10/0,2 mg/L 20/0 mg/L
2,4D/BAP 0/10 0,1/5 0,5/1 1/1 1/0,5 5/0,1 10/0
2,4D/KIN 0/10 0,1/5 0,5/1 1/1 1/0,5 5/0,1 10/0
ANA/BAP 0/10 0,1/5 0,5/1 1/1 1/0,5 5/0,1 10/0
ANA/KIN 0/10 0,1/5 0,5/1 1/1 1/0,5 5/0,1 10/0

5.6 MEDIO DE CULTIVO CON HORMONAS:

Se prepar0 el medio Murashige-Skoog sdlido, adicionado diferentes

concentraciones de fitohormonas

(Tabla N°©5),

colocando en 7

Erlenmeyers de 250mL. Luego se procedié a alicuotar los voliumenes

determinados para el volumen final, se midi6 el pH a 5.8. (Tabla N°4).

TABLA N23: Combinaciones y concentraciones de las fitohormonas para preparar el medio de cultivo
para un volumen final de 250mL.

1 2 3 4 5 6 7
0/10 0,1/5 0,5/1 1/1 1/0,5 5/0,1 10/0
2,4D/BAP 0/25mL 0,25/12,5mL | 1,25/2,5mL 2,5/2,5mL 2,5/1,25mL | 12,5/0,25mL 25/0mL
2,4D/KIN 0/25mL 0,25/12,5mL | 1,25/2,5mL 2,5/2,5mL 2,5/1,25mL | 12,5/0,25mL 25/0mL
ANA/BAP 0/25mL 0,25/12,5mL | 1,25/2,5mL 2,5/2,5mL 2,5/1,25mL | 12,5/0,25mL 25/0mL
ANA/KIN 0/25mL 0,25/12,5mL | 1,25/2,5mL 2,5/2,5mL 2,5/1,25mL | 12,5/0,25mL 25/0mL
Vi +VH 17,5+25mL | 17,5+12,75mL |17,5+3,75mL| 17,5+5mL |17,5+3,75mL| 17,5+12,75mL 17,5+25mL
STOCK 42,5mL 30,25mL 21,25mL 22,5mL 21,25mL 30,25mL 42,5mL
Vf de H,0D 207,5mL 219,75mL 228,75mL 227,5mL 228,75mL 210,75mL 207,5mL

Vf= Volumen final, VH= Volumen de la combinacion de las fitohormonas, Vfde H,OD=
Volumen final de agua destilada

O3 Luego preparar los diferentes medios de cultivo, se llevaron los

mismos al plato de calentamiento — agitacion, cuando el medio

estuvo a punto de hervir se le coloco 7.5g de sacarosa y 2g de agar

y se dejo hervir el medio hasta observar un color amarillo palido.

Posteriormente se procedié al sellado de los matraces que

contenian el medio de cultivo con papel estafiado y papel madera,
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llevando los mismos al autoclave, una vez que paso por el proceso
de purgacion se esper6 que la temperatura ascienda a 25°F y de
15-20 psi, misma que debe mantenerse por 15 min. Mientras se
prepard la campana de flujo laminar para trabajar. Se realizé la
limpieza de la campana con alcohol al 70%, en la que se colocé
todo el material a ser empleado para el proceso de esterilizado
proceso dura 15 minutos, luego se procedié a encender el extractor
de aire.

FIGURA N%8. Material esterilizado irradiado con luz UV, en campana de flujo laminar.
IIFB (2010).

O3 Una vez que la temperatura del autoclave desciendo hasta alcanzar
la temperatura ambiente, se procede a sacar los medios de cultivo
del equipo de autoclave y se espera que los mismos enfrien a
temperatura ambiente y se procede con la adicion de vitaminas
(tratadas previamente por filtrando), esta es la solucion STOCK-VI,
homogenizando bien con el medio se procedié a verter en medio de
cultivo en los tubos de ensayo en forma de pico de flauta. Todos los
tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente guardandolos en
bolsas y separandolos por concentraciones, se los guardo en una
gaveta limpia hasta el momento en que se los utilizé.
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5.7 SEMBRADO DE LOS HIPOCOTILOS:

3 Se procedid al sembrado de los hipocotilos. Nuevamente se limpio
la campana y se la irradio con todo el material necesario como
pinzas, escalpelo, cuchillas, placas petri, etc. Los cortes de los
hipocotilos fue de 5cm aproximadamente, estos fueron colocados
en la placa de Petri. Los cortes son en forma diagonal
aproximadamente de 3 a 4mm, se los introdujo en el tubo ensayo
con la ayuda de una pinza poniéndolos en contacto con el medio de
cultivo cerrandolos, sucesivamente hasta que se hayan completado
todos los tubos.

FIGURA N%3. imagen del material empleado para el sembrado de los hipocotilos en
los diferentes tubos que contienes variacion en la concentracion de hormonas .
IIFB (2010).

3 Todos los tubos ya sembrados se los guardo dentro de un
conservador y se los llevo a la camara aclimatodora que esta a una
temperatura de 28 + 2°C con un 60% de humedad, estando al
rededor de 7 semanas y a la tercera semana recién se observo el
crecimiento. Se observaron los cambios que se producen durante

las siete semanas.
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FIGURA N20. imagen del material ya sembrado con los cortes de los hipocotilos en los diferentes tubos
que contienen variacion en la concentracion de hormonas. IIFB (2010).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION:

6.1 MEDIOS DE CULTIVO:

@ En el estudio se utilizo el medio liquido para las etapas de
germinacion debido a que aceleraba el proceso de germinacion
y este era mas rapido, proporcionandole a la semilla mayor
hidratacion y nutrientes. Para la proliferacion de los hipocotilos
se utilizd medio solido para que las raices se adhieran al medio
de cultivo y asi evitar que los hipocotilos por su peso caigan y

comiencen el proceso de necrosis.

@3 Se utiliz6 medios de cultivo preparados con las soluciones
STOCK, para esto se tomo en cuenta el filtrado del STOCK VI.
Esta es una soluciéon preparada a base de vitaminas y como el
medio de cultivo se debe autoclavar y es sometido a altas
temperaturas se corre el riesgo de que estas se desnaturalicen
y no cumplan con su propoésito nutritivo al medio de cultivo es
por eso que después de autoclavar el medio de cultivo se dejo
enfriar a temperatura ambiente, cuando el recipiente que
contiene el medio de cultivo es tolerable al dorso de la mano es
el momento de agregar el filtrado de las vitaminas en la

campana de flujo laminar.

&% Para la generacion de callos de tarwi también se utilizé el medio
de cultivo solido, variando la concentracion de fitohormonas
esto nos permitia adherir los cortes de hipocotilos para observar

su desarrollo en las siete semanas posteriores.
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6.2 SEMILLAS:

@3 Se utilizaron semillas del canton de Puerto Mayor Carabuco,
capital de la 3ra seccion Municipal de la provincia Camacho del
Departamento de La Paz ubicado a 170Km, que no
presentaban ningun tipo de alteracion morfoldgica. En el campo
por lo general las semillas se encuentran expuestas al medio
ambiente y sirven de alimento para algunas aves. Ademas
estas semillas estaban secadas en el sol y no habian sufrido el

proceso de desamargado.

@3 El grano de tarwi crudo es amargo (alto contenido de
esparteina, lupinina y otros), por lo tanto es inconsumible,
debido a este sabor amargo de las semillas se procede al
desamargado. Para este procedimiento existen dos métodos el
manual y el industrial. EI método manual consiste primeramente
en la seleccion del grano por tamafio posteriormente se remojan
los granos en agua durante un dia, luego se cosen los granos
por una hora para depositarlos en un costal o canasta y dejarlos
en agua corriente durante 4-5 dias, pasado este tiempo se
prueban los granos de tarwi para probar su sabor. El
desamargado industrial consiste en la clasificacion y limpieza
con zarandas para luego hidratarlas durante 12 horas, la
coccion se realiza en una olla a presiéon con una llave que
permite el flujo de agua se secan en el sol y finalmente se los

almacena.

6.3 DESINFECCION Y SEMBRADO DE OTRAS SEMILLAS:

Después del sembrado de las semillas de arvejas se las dejo en

la camara aclimatadora y luego de una semana se pudo
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observar que mas de la mitad estaban contaminados y los
demas empezaban a germinar, por lo cual se los cambio de
medio de cultivo, al cabo de las dos semanas se observo que

las semillas se secaban y por lo tanto ya no habia crecimiento.

Ya que de igual manera que para las arvejas se sembraron
habas frescas a la semana se observé que el medio se tornaba
café oscuro y las semillas se habian necrosado, no se encontré

ninguna germinada.

6.4 GERMINACION Y GENERACION DE VITRO-PLANTAS:

&3 Para la germinaciéon se utilizdo un método de desinfeccion
superficial para las semillas de tarwi?’, en la cual emplearon:
alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al 2,5%, debido que a esta
concentracion actlan como agentes desinfectantes y asi
librarlas de hongos y microorganismos que pudieran
contaminarlas y afectar en el proceso de germinacién, ademas
de esta manera obtendriamos hipocotilos estériles para

comenzar la generacién de callos.

FIGURA N21I. imagen de los hipocotilos libres de contaminacion listos para el corte
y sembrado en los tubos que contienen variacién en la concentracion de
hormonas. IIFB (2010).

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 48



INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICAS

&5 Durante el proceso de la germinacion se observo, que las
semillas sembradas en medio de cultivo con una fitohormona
sufrian en su mayoria el proceso de necrosis, y las que fueron
trasvasadas a otro medio de cultivo crecieron deformes,
observandose hipocotilos con morfologia gruesa y de color
negrusco, asemejandose a un pata de gallina. Las otras
semillas sembradas en medio sélido, presentaban en su
mayoria contaminacién por hongos y ademas el ambiente no
era adecuado debido al mal estado de la camara de
aclimatacion por lo que se tubo que trasladar a otro ambienté

mientras este era reparado.

FIGURA N¥2. imagen de una semilla sufriendo el proceso de necrosis.
IFB (2010).

&4 Las semillas que fueron sembradas en medio de -cultivo
Murashige-Skoog (SIGMA), presentaron mejores resultados ya
gue existia menor cantidad de hipocotilos contaminados, no se
observaron alteraciones en su crecimiento y eran mas
resistentes a los cambios de temperatura.

Posteriormente al cabo de una semana ya se podia observar
que los hipocotilos que presentaron crecido midiendo
aproximadamente unos 5cm de altura, también se observaron
las raices delgadas pero abundantes estando listos para el

segundo cambio de medio de cultivo.
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FIGURA N%3. Hipocotilos después de haberlos cambiado de medio de cultivo.
IIFB (2010).

&3 Entre la primera y la segunda semana se observo el crecimiento
de las semillas de tarwi. Una vez que se consiguio la mayor
cantidad de semillas germinadas se procedié al cambio de
medio de cultivo, reemplazando el medio de cultivo caldo por el
medio sélido.

@3 Se realizo los cortes en forma transversal para que haya un
mejor enraizamiento y se realizo entre 1 a 3 cambios de medios
de cultivo mas o0 menos cada 2 semanas para obtener una vitro

planta.

&3 Durante el proceso de la germinacién se contaron la cantidad
de semillas germinadas, contaminadas y muertas que se
detallan en la tabla N°5.
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TABLA N%3: Control de la germinacién y crecimiento de las semillas de tarwi.

Ne FECHA | SEMILLAS FECHA G FECHA ler CAMBID | 2do CAMBID | 3er CAMBID| C* | M*
1 [17/05/2010| 100 |19/05/2010| 80[; |26/05/2010| 30 H* 75 60 10 | 30
2 |10/06/2010| 100 |14/06/2010| 45F[ |17/06/2010 69 H 50 48 18 | 34
3 |25/06/2010, 100 |06/07/2010| 80 |20/07/2010 74H 70 60 25 |15
4 |15/07/2010, 100 |10/07/2010| 400 |25/07/2010 32H 21 19 30 |51
5 |22/07/2010, 100 |03/08/2010| 40 [ |18/08/2010 38H 35 31 26 |43
6 |03/08/2010| 100 |18/08/2010| 78[5 | 02/09/2010 75H 70 67 10 | 23
7 {13/08/2010, 100 |29/08/2010| 85 [i | 06/09/2010 80H 20
8 [18/08/2010, 100 |30/08/2010 | 89 [ | 08/09/2010 86 H 14
G= Numero de Germinados, H*=Hipocotilos, [*= Numero de Contaminados, M*=

Numero de Muertos

1Ll

% Semillas germinadas

Fechasde sembrade

FIGURA N%4. Germinacion de semillas de tarwi: 1:17/05/2010, 2: 10/06/2010, 3:
25/06/2010, 4: 15/07/2010, 5: 22/07/2010, 6: 03/08/2010, 7: 13/08/2010, 8:
18/08/2010. IIFB (2010).

@3 Pasado los dos a tres dias después del sembrado de las
semillas, se observo si habia algun cambio en las semillas, en
algunos casos se encontraban semillas contaminadas por
hongos, algunos presentaban necrosis y los demas
simplemente no existia germinacion. Transcurrida una semana
después del sembrado para la germinacion se trasvasaron las
semillas que habian germinado a un medio de cultivo sélido
para obtener las vitro-plantas de tarwi, estas son muy

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 51



INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICAS

susceptibles al cambio de temperatura y a la contaminacién por
lo cual se trabajo en un ambiente estéril.

FIGURA N213. imagen de la generacién de las vitro-plantas, después de tres
semanas de germinacion. 1IFB (2010).

&3 Transcurridos los dos meses de germinacion de los hipocotilos,
se pudo observar que las vitro-plantas comienzan el proceso de
necrosis y posteriormente mueren, es posible que este proceso
se deba al poco espacio que tienen para desarrollarse o que el
medio de cultivo necesita mas suplementos nutritivos que

contribuyan al mantenimiento de estas vitro-plantas.

FIGURA N2IB. imagen de la generacién de las vitro-plantas, después de cinco
semanas. IIFB (2010).
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6.5 SEMBRADO DE LOS HIPOCOTILOS EN LOS DIFERENTES
MEDIOS DE CULTIVO CON VARIACION DE LAS
FITOHORMONAS:

&5 Después de haber obtenido las vitro-plantas se procedio al
sembrado de los hipocotilos en los diferentes tratamientos, para
este fin, se utilizaron hipocotilos que tenian una semana de
germinacion, esto por que se habia comprobado con
anterioridad, que si se utilizaban hipocotilos con un tiempo de
vida superior a siete dias, al momento de realizar los cortes se
observd resequedad y un orificio que atravesaba el interior de
los hipocotilos. Posteriormente cuando se los sembraba en los
distintos tratamientos para la generacion de callos estos cortes
se secaban a la segunda semana y no presentaban ningdn

cambio morfolégico.

@4 En cambio los hipocotilos de las primera semana presentaban
un color verde claro y al momento de realizar los cortes se
podia apreciar la firmeza, y no dificultaba los cortes, se
realizaron cortes de aproximadamente 3 mm y estos fueron
implantados en los distintos medios de cultivo que presentaban

distinta combinacion y concentracion de fitohormonas.

6.6 GENERACION DE LOS CALLOS DE tarwi:

&4 Se utilizaron distintas combinaciones de fitohormonas a
distintas combinaciones con el proposito de encontrar una
concentracion optima de fitohormonas para la generacion de
callos de tarwi. Para este propdésito una vez que se inocularon
los hipocotilos a los medios de cultivo se observo a la tercera
semana los cambios que se habian generado.
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3 Para la primera combinacién que era ANA/KIN, no se observo
ningun crecimiento, los cortes presentaban un aspecto de color
café producto de oxidacion del tejido vegetal, en la combinacién
10/0 ANA/KIN se observaron dos contaminados los cuales

fueron aislados y posteriormente desechados.

I.I |I nwr. m -:'

FIGURA NM7. imagen de la generacién de callos a la tercera semana de la
combinacion ANA/KIN en todas las concentraciones. IIFB (2010).

@3 Un aspecto similar presentaban los cultivos de la combinacion
2,4D/BAP en todas las concentraciones donde los cambios
celulares no se podian apreciar con claridad. No habian
contaminados en ninguna de las concentraciones.

FIGURA N28. imagen de la generacion de callos a la tercera semana de la
combinacion 2.4D/BAP en todas las concentraciones. IIFB (2010).
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3 Para la combinacion ANA/BAP se llega a apreciar los primeros
cambios en los cortes implantados en el medio de cultivo en la
concentracion 1/10 ya que en ocho tubos se observa el
crecimiento de la masa celular presentaban un color verde
claro y no se aprecia el orificio en el medio de los cortes como
en las anteriores concentraciones ANA/KIN y 2,4D/BAP, esto
posiblemente se debi6 a que para las dos anteriores
concentraciones se utilizo cortes de hipocotilos de mayores
dias de germinacion, en cambio para esta combinacion de
fitohormonas lo que utilizamos fueron hipocotilos de la primera
semana de germinacion.

FIGURA N3. imagen de la generacion de callos a la tercera semana de la
combinacion ANA/BAP en todas las concentraciones. [IFB (2010).

&3 Para la combinacion 2,4D/KIN aunque la diferenciacion no es
muy notoria en las concentraciones 1/0.5 y 5/0.1 se aprecia el
cambio morfologico y los cortes han aumentado de tamafio
presentan un aspecto hidratado y no hubo ninguna
contaminacion.
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FIGURA N°20. imagen de la generacion de callos a la tercera semana de la
combinacion 2,4D/KIN en todas las concentraciones. IIFB (2010).

&3 Pero paralelamente a estos tratamientos también se realizo el
sembrado de las raicillas terminales de la germinacion del tarwi,
se plaguearon por tratamiento ocho placas Petri a distintas
concentraciones y combinaciones de fitohormonas como se lo
hizo para los tubos de ensayo. En cada placa se sembraron de
cuatro a seis cortes de las raicillas en medio Murashige-Skoog
sélido, transcurridas las siete semanas después del sembrado
se pudo observar gran cantidad de placas contaminadas en
varias concentraciones a diferentes combinaciones, pero en la
combinacion ANA/KIN a las concentraciones de; 0.1/5, 1/1 y

1/0.5 se observo el crecimiento y la formacion de callos

friables, de consistencia dura y de color café.

FIGURA N%2I. imagen de la generacion de callos de la séptima semana de las
combinaciones ANA/KIN en las concentraciones de 0.1/5, 1/1 y 1/0.5en placas Petri.
IIFB (2010).

KATTIA SHIRLEY AVERANGA CONDE 56



INSTITUTO DE INVESTIGACION FARMACO BIOQUIMICAS

&5 Para la séptima semana los cambios eran mas notorios en los
tubos de ensayo de los diferentes tratamientos, el crecimiento
celular aumento con relacibn a la tercera semana,
encontrandose  cuatro  concentraciones de  diferentes
combinaciones de fitohormonas las cuales generaron mejores
resultados que los demas tratamientos y se lo aprecia el la tabla
N° 6.

TABLA N2B: Control de generacién de callos utilizando las siguientes combinaciones de fitohormonas
ANA/KIN, 2.4D/BAP, ANA/BAP y 2.4D/BAP a la Séptima Semana de realizado el sembrado de los
tarwi. IIFB (2010).

T*§ N Jcomsinaciond C* CAMBIO MORFOLOGICO COLORACION cauos § N°C DOBSERVACIONES
1| 25 | ANA/KIN |0/10 3
2| 25 0,1/5 9
3| 25 0,5/1
4| o5 n AL COMPLETAR
5| 55 10,5 CON RESPECTO 4 LA SEPTINMA
A LASOTRAS SEMANA SE PUEDE
6| 25 5/0,1 SEMANASNO HAY 4 OBSERVAR QUE NO HAY
7| 25 100 MUCHO CRECIMIENTO 5 MUCHA
LOSCORTESDE LA TRANSFORMACION
1| 25 | 2.4D/BAP | 0/10 MAYORIA DE LOS / LA GENERECION DE
2 | 25 0.1/5 TUBOS 1 CALLOSESMUY POCA
: TIENEN UN ASPECTO D . :
3|25 05/1 RESEQUEDAD 4 | - =
e 1 e |
5| 25 1/0,5 .
6] 25 5/0,1
7| 25 10/0 1
1| 25 | ANA/BAP |0/10 13 | -
2| 25 0,1/5 7
3| 25 0,5/1 5
4| 25 1/1 EN TODASLAS 1
5| 25 10,5 GO IB AL O ES 16 | EN TODASESTAS
6| 25 5/0,1 HUBO CRECIMIENTO 17 SE OBSERVO EL
7| 25 10/0 CELULARLOSCALLOS 12 | - CRECIMIENTO
SE FORMARON PERO DE CALLOS
1| 25 | 2,4D/KIN |0/10 SON DUROS CON 19 | - ]
2| o5 0.1/5 VARIACION DE COLOR 15 | — \ =
3|25 0,5/1 CAFE 6 | -
4| o5 U1 OSCURO 20 S
5| 25 1/0,5 [\ 23 | ----
6| 25 5/0,1 | 12 | -
7| 25 10/0 | 13 | -

T*= NUmero de tubo, NI= NUmero de replicas por experimento, [*= Concentraciones de las
combinaciones de fitohormonas, N!C= NUmero de contaminados.
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&5 Pasada la séptima semana observamos que en la combinacién
ANA/KIN, se llegaron a formar callos friables y la combinacion
gue mas transformaciones tuvo es la 0.5/1, en esta
concentracion hubo 9 callos friables generados del total de 25
tubos. El porcentaje de transformacion de los callos generados
solo llega a un 36% para esta combinacion y se lo puede
observar en la Figura N°22.

107 ——

o)
P
=5 41 3 =
5 /]
S 0 0701 | |4

Crecimiento a distintas concentraciones de
ANA/KIN

0010 0015 0051 OV1, 0105 0501 W 100

FIGURA N922.CANTIDAD DE CALLOS GENERADOS A LA SEPTIMA SEMANA CON LA
COMBINACION DE LAS FITOHORMONAS ANA/KIN A  DISITNTAS
CONCENTRACIONES

&5 Para la combinacion 2,4D/BAP no hubo mucho cambio en
cuanto al aspecto de los cortes que se habian sembrado ya que
el mayor rendimiento fue en la concentracion 0.5/1, y solo se
generaron 4 callos friables, en las demas concentraciones no
hubo crecimiento, los cortes solo se oxidaron cambiando su
color de verde claro a café oscuro y posteriormente se secaron.
En este caso el porcentaje de transformacion es mas bajo que
el de la combinacién ANA/KIN ya que solo representa el 16% y

se puede apreciar en la siguiente Figura N° 23
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| Cantidad de Callos Generados|

Crecimiento a Distintas Concentraciones de 2 4D/BAP
moM0 o011/ mOos511 oO1M1. ®B1/05 ®E5/01 100 |

FIGURA23. CANTIDAD DE CALLOS GENERADOS A LA SEPTIMA SEMANA CON LA
COMBINACION DE LAS FITOHORMONAS 2,4D/BAP A DISITNTAS CONCENTRACIONES

@3 En la combinacion ANA/BAP se pudo observar un mejor
rendimiento que en las anteriores combinaciones debido a que
la generacion de callos para las concentraciones 0/10, 1/0.5,
5/0.1 y 10/0, fue elevada en comparacién con las otras
concentraciones, es importante mencionar que se generaron
callos en todas las concentraciones pero las demas no tuvieron
elevado rendimiento como las mencionadas. ElI mayor
porcentaje de generacion de callos es el 68% de la combinacion
5/0.1 y se puede apreciar en la figura N° 24.

Cracimiento a Disitntas Concentraciones de ANA/BAP

Cantidad de Callos Crecldos

B0/10 O01/%5 o051 011, ®1/05 B5/40,1 B10/0

FIGURA N°24. CANTIDAD DE CALLOS GENERADOS A LA SEPTIMA SEMANA CON LA
COMBINACION DE LAS FITOHORMONAS ANA/BAP A DISITNTAS CONCENTRACIONES
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@3 En la ultima combinacion que es 2.4D/KIN se aprecia mejor la
generacion de callos en todas las concentraciones, donde hubo
mejor crecimiento de callos es en las concentraciones 0/10, 1/1
y 1/0.5.Se puede decir que esta combinacién es la mejor para la
obtencién y generacion de callos de Tarwi, debido a que hubo
un 92% de formacion de callos en la concentracion 1/0.5 que es
definitivamente mayor al de los anteriores resultados obtenidos
de las anteriores combinaciones y se puede apreciar en la
figura N° 25.

Crecimiento a Distintas Concentraciones de 2. 40/KIN

Cantidad de Callos Generados

o0/10 @01/5 0051 @11. B81/0,5 @5/01 O10/0

FIGURA N°25. CANTIDAD DE CALLOS GENERADOS A LA SEPTIMA SEMANA CON
LA COMBINACION DE LAS FITOHORMONAS 2,4D/KIN A DISITNTAS
CONCENTRACIONES

&4 Es importante mencionar que con respecto al control hubo un
crecimiento que se puede comparar debido a que los tubos del
control solo se necrosaron y no hubo ningan cambio celular.

3 Segun el trabajo de determinacion de las condiciones de cultivo
de Lupinus Mutabilis Sweet (tarwi) cultivados a partir de

meristemos, (Marcos Leonardo  Antequera Murillo-1999),
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realizaron distintas combinaciones de fitohormonas: KIN/ANA,
BAP/ANA y BAP/KIN a diferentes concentraciones, donde para
KIN/ANA hubo un rendimiento del 50% de generacion de callos
en la concentracion 0.8/0.4. De la misma manera en la
combinacion BAP/ANA y a la concentracion de 0.8/0.4 hubo una
generacion de callos del 50% con relacion a las demas
concentraciones empleadas. Para la combinacion de BAP/KIN
en la concentracion de 0.8/0.4 hubo mayor formacion de callos
ya que se obtuvo un 75%, es mas de la mitad y se ve un mejor
rendimiento en esta combinacion en relacion a las dos

anteriores combinaciones.

&5 Realizando una comparacion de los dos trabajos se puede decir
gue las combinaciones para la formacion de callos con mayor
porcentaje es distinto ya que en el trabajo realizado el mayor
porcentaje de formacién de callos es la combinacion de
2,4D/KIN con un rendimiento de 92%, no obstante podemos ver
gue en ambos trabajos se hace referencia a la fitohormona KIN,
la cual potencia el crecimiento celular de los callos a diferentes

concentraciones.

&5 Haciendo una relacion para las combinaciones de fitohormonas,
se puede evidenciar que existe una diferencia en las mimas,
corroborada por el andlisis estadistico realizado en la valor de p.
Para la variable combinacion de fitohormonas esta es
estadisticamente significativa (p<0.05). En cambio respecto a
las concentraciones, las mismas no presentan diferencia

estadistica alguna.
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Analisis de varianza: Generacion de callos versus
Combinacion de fitohormonas (C1); Concentraciéon de

fitohormonas (C2).

F
Source DF SS MS F P
C1 3 960,86 320,286 16,07 0,000
c2 6 130,21 21,702 1,09 0,406
Error 18 358, 64 19, 925

Total 27 1449,71

[

B > 20
B <20
B <15
B <10
Cl<5
[]<o
B <-5
B <-10

Figura :Superficie de respuesta del disefio factorial, del numero de callos generados de

Lupinus mutabilis a diferentes combinaciones

(1IFB,2010)

y concentraciones de fitohormonas
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&5 En este caso se puede decir que la generacion de callos
depende mucho de los condiciones y las combinaciones de
fitohormonas con las que se preparan los medios de cultivo, ya
gue de este factor dependera el crecimiento y el cambio celular
para la generacion de callos friables, pero también es
importante que no exista contaminacion ni cambios bruscos de
temperatura en la cadmara aclimatadora para que se pueda

obtener un mejor rendimiento.

VII. CONCLUSIONES:

eg La combinacion adecuada de fitohormonas para la formacion de
callos es 2,4D/KIN con un rendimiento de 92%, cuando se

empleo la concentracion de 1/0.5 mg/L.

eg Para la germinacion de las semillas de tarwi, se establecié que
el medio liquido Murashige-Skoog, proporciona las mejores

condiciones de crecimiento respecto el medio solido.

eg Se realizo la micro propagacion de vitro-plantas, estableciendo
gue la variedad de Lupinus mutabilis (tarwi), solo puede tolerar

hasta cuatro replicaciones.

o8 Se establecio que no existen diferencias en la generacion de
callos, cuando se hace referencia a las diferentes

concentraciones de fitohormonas..
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VIII. RECOMENDACIONES :

eg Para posteriores estudios de la generacion de callos de tarwi,
se recomienda realizar las siguientes combinaciones de
fitohormonas: ANA/2.4-D y 2.4-D/BAP, para obtener una
variacion mas amplia y tener mas opciones para el crecimiento
de callos de tarwi, debido a que en la bibliografia citada, no se

encontro este tipo de combinacion.
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ANEXO1

3 MATERIALESUTILIZADOS

Material de proteccion.(Guardapolvo, gorro, barbijo y guantes)
Mechero

Encendedor

Frascos de cultivo (Pequefios y grandes)
Pinzas

Escapelo

Cuchillas

Espétula pequefiay grande
Pipetas (5y 10mL)

Micropipetas

Propipeta

V asos de precipitados
Erlenmeyers (100, 250 y 500mL)
Matraz aforado (250mL)

Probeta

Agitador magnético

Tips

Algodon

Gasa

Parafilm

Marcador indeleble

Papel filtro

Piceta

Placas petri

Tubos con tapa

Conservadores

Papel madera

g g EETEEEBEEEREEEEEEEEEEE B EEEREE

Bolsas nylon
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= Filtros
= Porta-filtros
® Jeringas

® Viades

«3 REACTIVOS

Alcohol a 70%

Solucion de Hipoclorito de sodio a 2.5%

Agua destilada estéil

Soluciones STOCK parala preparacion del medio Murashige- Skoog

T & % ¥ ¥

Soluciones de Fitohormonas

- Solucién de écido 2,4 diclorofenoxiacético
- Solucién de 6 bencil amino purina

- Solucion de kinetina

- Solucién de écido naftal enacetico

= Agar-Agar

Sacarosa

g
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ANEXD 2

3 CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE UNA PLANTA DE Lupinus
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ANEXD 3

3 PARA PREPARAR LAS SOLUCIONES STOCK PESAR LOS
SIGUIENTESREACTIVOS:

- NH3NO4 . 1.65g

-KNOs — 199

STOCK-II:

-ZnS04.H20 ., 0.086g para 1L

STOCK-II1:

-CaCl2 —, 0.3322g para 1L
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STOCK-V:

- FeSO4 - 7H20 — 2

- Na2EDTA - 2H20 —
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