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ESTUDIOS PRELIMINARES PARA LA INDUCCION DE VARIACION
SOMACLONAL EN CLAVEL (Dianthus caryophyllus), Y SELECCION
‘IN VITRO’ DE CALLOS Y PLANTULAS TOLERANTES A F. oxysporum
f. sp. dianthi’

ANA L. ALZATE M.2, ANTONIO ANGARITA 2.3 y VIRGINIA MONTES DE GOMEZ?

Resumen. Con el objeto de definir las técni-
cas de un posible método de selecciéon de
calios y pléntulas de clavel (Dianthus caryo-
phyllus) tolerantes a Fusarium oxysporum £,
sp. dianthi, se realizaron en primera instancia
experimentos en los cuales se determinaron
concentraciones hormonales ideales para.
fograr la regeneracibn de callos y pléntulas a
partir de pétalos. El medio ideal obtenido,
quedb constituido por el medio de Murashi-
ge y Skoog, BAP: 0.5 ppm, NAA: 2 ppm y
2,4 D: 0.1 ppm. Se determiné el pétalo com-
pleto como el mejor explante en el logro de
la regeneracibn de plantulas, Para ejercer
presibn de seleccibn se utilizaron concentra-
ciones de material téxico liquido autoclava-
do de F. oxysporum entre 0 - 40% combi-
nado con el medio de regeneracién de callos
y pléntuias. De este Ultimo experimento se
obtuvieron posibles variantes somaclonales
tolerantes hasta niveles del 109% de material
téxico producido por ei patbgeno.

PRELIMINAR STUDIESON
SOMACLONAL VARIATIONOF
CARNATION (Dianthus caryophyllus),
AND “IN VITRO” SELECTION OF
CALLUSES AND PLANTLETS
RESISTANTS TO FUSARIAL WILT

Summary. Five eiperiir'\ents were carried out
in the laboratory to obtain callus and
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plantlets from young petals of carnation
(Dianthus caryophyilus) using different
concentrations of BAP, NAA, 2,4D and
light/dark treatments. The best results were
obtained with Murashige and Skoog medium
containing 0,6 ppm of BAP, 2 ppm of NAA
and 0,1 ppm of 2,4D on light conditions, [t
was determinated that the whole petal as
explant was better to obtain plantlets re-

- generated. For the selection pressure it was

used autoclaved toxic material of F. oxys-
porum {. sp. dianthi (between 0 and 40%)
mixed with the plantlets and callus re-
generated medium. From this experiment it
was obtained possible tolerants somacional
variants of carnation to 10% level of toxics
matarials,

1. INTRODUCCION

Desde los aflos 1965 Coiombia se inicié
favorablemente en !a produccién de clavel
para exportacién. El éxito radicé en la ven-
tajosa situacibn geografica de las zonas pro-
ductoras (4 grados al norte del Ecuador,
2,600 mt de altitud, temperatura entre 18 y
5 grados centigrados, fotoperiodos de 12
horas) y a la economfa en las estructuras de
los invernaderos que no requiren sistemas
reguladores de temperatura como en los pai-
ses de estaciones, Ademas la red de comuni-
cacién aérea permite un transporte répido
después de la cosecha.

En el presente, Colombia es uno de los
principales exportadores de clavel, compi-
tiendo en el mercado internacional al mismo
nivel de otros importantes productores. Una
de las evidencias de este hecho fue la obten-
cion del primer lugar en la exposicion floral
para el mercado de Gran Bretafia ‘‘Chelsea



Flower Show”.

Muchas son las enfermedades que atacan -
este cultivo, pero se considera como la mas
grave a nivel mundial el Marchitamiento Vas-
cular ocasionado por Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi.

La lucha contra esta enfermedad es extre-
madamente dificil debido a la facilidad de
introducciéon del patogeno a! terreno por
medio de materiales de propagacion infecta-
dos, por el elevado costo de los métodos de
erradicacion {(como la desinfeccién con va-
por y la utilizacion de fumigantes) o preven-
tivos (cultivo sobre bancos elevados, siem-
bras a bajas temperaturas retardando la acti-
vidad fungal pero con la inevitable reduccién
en rendimiento y calidad).

Estos métodos de control de la enferme-
dad no son muy efectivos y algunos que ne-
cesitan de detallada atencion no son muy
adecuados o suficientes para solucionar el
problema si ademés se tiene en cuenta que la
dificultad de la erradicacion se basa princi-
palmente en la profundidad que el hongo
alcanza a invadir evadiendo la esterilizacién
o la accion de fumigantes.,

Debido al poco éxito en el empleo de
métodos artificiales, los mejoradores han re-
currido a la blsqueda de materiales resisten-
tes o tolerantes al patbgeno; dentro de estos
métodos, la utilizacibn practica de la Varia-
cibn Somaclonal en la obtencion de clones
resistentes a Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, es una buena alternativa basada en
la posible evidencia del aumento de la varia-
bilidad genética a través de cultivos de callos
y regeneracion de plantulas en medios de
cultivo que contengan toxinas o extractos
del hongo involucrados con ia enfermedad,
es decir, por medio de una presion de selec-
cion.

Los objetivos de esta investigacion fueron
en primer término, la evaluacion de factores’
hormonales y condiciones de cultivo 6pti-
mos para la formacion de callos y regenera-
cion de plantulas y en segundo término la
seleccion de calliclones a partir de explantes
(pétalos) de la variedad Nohra Barlo a través
de técnicas de cultivo de tejidos y seleccion
de callos y plantulas tolerantes “in vitro’” a
extractos de F. oxysporum f. sp. dianthi.

2. MATERIALES

Para la realizacion de los experimentos se

ot

utilizaron todos los reactivos, equipos y
‘otros materiales con los que cuentan los la-
boratorios de cultivo de tejidos vegetales de
la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional y de la Empresa ’Floramércia S.A."
Las condiciones de sus camaras de creci-
miento son: 27 * 2 grados centigrados de
temperatura y 16 horas fuz, 8 oscuridad de
fotoperiodo (en la Facultad de Agronom/a)
y 22 £ 1 grados centigrados de temperatura,
246 footcandles de intensidad luminicay 18
horas luz, 6 oscuridad de fotoperiodo (en el
laboratorio de Floramérica).

Ei aislamiento e identificacion de Fusa-
rium oxysporum f. sp. dianthi, se realizd en
el laboratorio de microbiologia de la Facul-
tad de Agronomia de la Universidad Nacio-
nal, la temperatura de la incubadora es 24
grados centigrados.

Material Vegetal. El material vegetal
constd de botones cerrados de la variedad
Nohra Barlo de aproximadamente 1 1/2 cm
de longitud. Los explantes utilizados de es-
tos botones fueron los pétalos localizados en
la parte media de una longitud de 10-15 mm
aproximadamente.

Para el aislamiento e identificacion de F.
oxysporum f. sp. dianthi se utilizaron tallos
de Nohra Barlo infectados con el hongo.

Fuentes de hormonas, vitaminas y agar.

HORMONAS:

2,4 D: Compaiiia Grand Island (2,4-D) 99 +
%o Pure.

ANA # N-0375: Compafiia Sigma Ap. 97%
BAP No. 13-6750: Compaiiia Sigma.

VITAMINAS:
Tiamina: Compafiia Sigma
Inositol: Compafiia Sigma

AGAR:
Difco Bacto Agar 0140-01 (Detroit Michigan
USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la luz, det NAA y el BAP en la
induccion de callos y plantulas a partir de
pétalos de clavel, Con el objeto de lograr re-
generacion de plantulas a partir de pétalos,
se probaron 24 tratamientos que consistie-
ron en interacciones hormonales de Auxinas
(NAA) - Citoquininas (BAP) combinadas con
luz y oscuridad sobre el medio basico de
Murashige y Skoog. Los resultados de estos
tratamientos se presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Efecto de la adicion de NAA y BAP en las diferentes etapas de desarrollo de pétalos,

iniciacién de callos y regeneracién de plantulas.

TRATAMIIENTO

No, de
replic.*4

No. de
pétalos

desarroll,

No. de
raices

* No, de
callos

No, de
plantulas

1 BAP 0*1
NAA 0*2
Luz *3

10

2 BAP O
NAA O
oscuridad

10

10

3 BAP O
NAA 1
Luz

10

4 BAP 0
NAA 1
oscuridad

10

5, BAP O
NAA 2
oscuridad

10

6 BAP O
NAA 2
oscuridad

7 BAP O
NAA 3
Luz

10

8 BAP O
NAA 3
oscuridad

9 BAP 05
NAA O
Luz

10

10

10 BAP 05
NAA O
oscuridad

11 BAP 05
NAA 1
Luz

10

12 BAP 05
NAA 1
oscuridad

10

13 BAP 05
NAA 2
Luz .

14 BAP 05
NAA 2
oscuridad

15 BAP 05
NAA 3
Luz

10

16 BAP 05
NAA 3
oscuridad

10

17 BAP 1
NAA O
luz

10

10

18 BAP 1
NAA O
oscuridad

19 BAP 1
NAA 1
Luz

10
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Cuadro 1. (continuacion)

. No. de
TRATAMIIENTO No. de pétalos
replic.*4 desarroll, raices callos

No. de No. de No. de
plantulas

20 BAP 1
NAA 1
oscuridad 10 5

21 BAP 2
NAA 2
Luz 10 7

' 22 BAP 1
NAA 2
oscuridad 10 4

23 BAP 1
NAA 3
LUz 8 5

24 BAP 1
NAA 3 '
oscuridad 9 5

*1:. en ppm

*2: en ppm

*3: condiciones luminicas

*4: El ndmero original de replicaciones fue 10, las
experimentales.

Formacion de callos (con respecto al de-
sarrollo de pétalos). Aunque el NAA inhibe
el desarrollo de pétalos, aquellos que logran
desarrollo en concentraciones hasta de 3
ppm, son favorecidos para la formacion de
callos; mientras que el BAP individualmente
es efectivo en la formacién de callos solo a
bajas concentraciones (0.5 ppm).

En general para la formacion de callos es
necesaria la presencia de al menos una de las
hormonas sefialadas, o también la presencia
de la interaccion hormonal auxina-citoqui-
nina.

Organogénesis {con respecto a la forma-
¢ion de callos). Las hormonas son fundamen-
tales para el desarrollo de plantulas. Por io
tanto donde se presentd organogénesis hubo
necesariamente desarrollo de callo,

El NAA individuaimente no produce de-
sarrollo de plantulas, aun cuando puede in-
ducir desarrotlo de callos y el BAP en con-
centraciones de 0.5 - 1 ppm en presencia o
ausencia de NAA produce organogénesis
siempre en luz, Vale la pena resaltar que en
ausencia de BAP no se presentd regenera-
cién de plantulas; esto es debido probable-
mente a la acciébn de! BAP como citoquinina
que favorece la regeneracion de brotes ad-
venticios.

Los mejores resultados se obtuvieron con
jos tratamientos 9 (BAP: 0.5 NAA: 0 en
ppm vy luz) y 13 (BAP: 0.5 NAA: 2 en ppm

diferencias se deben a contaminaciones en las unidades

y luz) en los cuales hubo un 40% vy un
44.4% de regeneracidn respectivamente.
Estos resultados se observaron a los 35 dias
de siembra en condiciones del laboratorio de
cultivo de tejidos de la Faculitad de Agrono-
m(a de Bogota. '

El tratamiento 9 mostrd proliferacion de
brotes, respuesta explicada por la presencia
(nica de citoquininas (BAP: 0.5 ppm) en el
medio de cultivo y que esta de acuerdo con
resultados de Gimelli et al (1983). Las plan-
tulas obtenidas a partir de ese tratamiento
mostraron arrosetamiento, vitrificacion, co-
lor verde-amarilloso y pequefio tamafio.

Con respecto a la vitrificacion, Leshem en
1986 la define como el desarrollo de plantu-
las anormales, translcidas, vidriosas, sucu-
lentas, de tallos cortos y gruesos y hojas fra-
giles. Estas plantas se caracterizan por {a au-
sencia relativa de organizacion celular y dife-
reciacion vascular y no presentan transporte
polar de auxinas (Leshem, 1985).

Kevers y Gaspar en 1985 reportan {a de-
ficiencia de lignina en tejidos vitrificados y el
posible papel del etileno en el control de la
formaciébn de lignina.

Como lo muestran estos reportes, las
plantas vitrificadas son una evidencia de de-
sorden celuar, negativas en la micropropaga-
cién pero de interés en trabajos de tipo va-
riacion somaclonal. )

En el tratamiento 13, el incremento de
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NAA tuvo un efecto positivo en el fenotipo
de las plantulas regeneradas, las cuales fue-
ron mas similares a plantulas normales de
clavel, presentaron menor vitrificacion vy
eran un poco mas elongadas que las dei tra-
tamiento 9. Debido a las anteriores caracte-
risticas, se eligio este tratamiento como el
mejor,

Evaluacion de la interaccion hormonal
BAP: 05 NAA: 2 (en ppm), a diferentes
concentraciones de 2,4 D y su accion en la
induccién de callos y organogenesis. Con el
objeto de aumentar la produccion de callios y
lograr la obtencion de pléantulas que presen-
taran mayor elongacién o dominancia apical,
se realizaron tratamientos con la presencia
de diversas concentraciones de otra auxina
{2,4 D) como lo muestra el cuadro 2.

Concentraciones de 2,4 D superiores a
0.625 ppm, si bien favorecen la induccién de
callos, como en el tratamiento 4 (1 ppm de
2,4 D) inhibe el desatrollo de plantulas.
Estos resultados estdn de acuerdo con el
efecto conocido de! 2,4 D como inductor de
callos en concentraciones inferiores a 1 ppm,
reportado por Dodds y Roberts en 1982.
Iguaimente, con respecto a su pape! en la
formacién de plantulas, se reporta al 2,4 D
como promotor de embriogénesis y organo-
génesis en muchas especies tanto sdélo como
en combinaciones. (Kikrorian et al, 1987).

De acuerdo a los resultados, concentra-
ciones superiores a 6,25 ppm disminuyen el
beneficio de la formacién de callos. Con res-
pecto a la formacion de raices, el 2,4 D no
tiene una respuesta importante.

Analizando cuantitativamente los resulta-

" dos, el 2,4 D en concentraciones superiores a

0,625 ppm no favorece la organogénesis; por
el contrario, inhibe la accion organogenética
de la interaccion NAA - BAP. Pero cuando se
presentd organogénesis a bajas concentracio-
nes de 2,4 D (inferiores a 0.625 ppm), las
plantulas obtenidas tenian una mayor elon-
gacion, excelente apariencia, poco vitrifica-
das, muy semejantes a plantulas normales,
especialmente en presencia de 0.1 ppm de
2,4 D. Las plantulas del tratamiento testigo’
tenian caracteristicas similares a las obteni-
das en el tratamiento 13 del numeral ante-
rior pero que comparadas fenotipicamente
con las plantulas obrenidas en 0.1 ppm de
2,4 D eran muy inferiores.

Por estas razones, se escogid al tratamien-
to 0.1 ppm de 2,4 D como el mejor y por lo
tanto la combinacion hormonal para regene-
racion de plantulas a partir de callos de péta--
los de clavel quedd constituido por BAP:
0.5:NAA: 2y 2,4D: 0.1 (enppm).

Evaluacion de distintas secciones del ex-
plante en la formacion de callos y pliantulas,
Este experimento estuvo basado en tres tra-
tamientos: en el primero se sembraron en
cada frasco, dos pétalos completos, uno pe-
quefio (méds o menos 8 mm) y uno més gran-
de (mas o menos 15 mm), en el segundo se
tomo la parte basal del pétalo y en el tercero
se tomaron partes medias y superiores,

Para esta evaluacion se utilizd el medio de
cultivo de callos seleccionado en el numerat
anterior {BAP: 0.5, NAA: 2y 24D:0.1en
ppm).

Cuadro 2. Evaluacién de la interaccion hormonal BAP: 0.5 - NAA: 2 (ppm) a diferentes con-
centraciones de 2,4 D y su accion en la induccidn de callos y organogénesis.

TRATAMIENTO No. de No, de No, de No. de Na, de
concentraciones replic.*1 pétalos raices callos plantulas
de 2,4D ppm desarroll.

10 10 9 0 3 3

2 01 10 10 2 7 4

3 05 9 6 0 8 0

4 0.625 9 7 0 7 2

5 1 9 6 0 6 0

6 2 9 7 0 7 0

7 3 10 6 0 6 0

8 3.126 9 5 0 5 0

9 6.25 10 8 0 8 0
10 125 10 8 0 3 0
11 2125 10 8 0 2 0
*1: El nimero de replicaciones de los tratamientos fue 10, la diferencia en el nimero de replicaciones se

debe a contaminacién de unidades experimentales.
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En el primer tratamiento los pétalos de.

mayor tamafio presentaron rapido crecimien-
to y completo desarrollo tomando el color
rosado caracteristico de la variedad Nohra
Barlo, se produjo formacion de callo en la
base del pétalo y posteriormente (més o me-
nos a los 30 dias) se observ6 la presencia de

plantulas de muy buena apariencia y exhu-

berantes; dos de las cinco presentaron vitri-
ficacion, -

De los cinco pétalos pequefios solo tres se
desarroliaron; el crecimiento del pétalo fue
menor que en el caso anterior, hubo forma-
cion de callos en los tres y formacion de
plantulas en uno de ellos, La plantula que se
formé fue muy pequefia y presentd vitrifica-
cion (la formacion de callos y plantulas fue
en la base de! pétalo).

En el segundo tratamiento, la pequefia
.parte que se tomé del pétalo, se desarrollo y

tomé el color caracteristico de la variedad.’

Se produjo también formacion de callos en
la parte basal y formacion de plantulas a par-
tir de éstos, en las cinco replicaciones. Las
plantulas formadas en ese tratamiento, fue-
ron plantas vitrificadas, una de hojas anchas
y otras de hojas enroliadas en forma de tubo,
su altura no excedia un cm, su coloracién
fue entre amarillo claro y verdoso. La apa-
riencia general no fue muy deseable.

En el tercer tratamiento, los segmentos de
la parte media y superior del pétalo, crecie-
ron y tomaron el color caracteristico de
Nohra Barlo pero no presentaron formacion
de callos ni de plantulas.

Por lo tanto el explante ideal lo constitu-
ye el pétalo completo de longitud aproxima-
da 10-15 mm.

Aislamiento e identificacion de Fusarium
oxysporum £. sp. dianthi, De las muestras
obtenidas a partir de tallos infectados de cla-
vel, se aisld e identificd el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi causante del mar-
chitamiento vascular del clavel.

A los tres dias de siembra de los explantes
sobre PDA, se pudo observar el comienzo de
su crecimiento, de coloracion blanca y apa-
riencia algodonosa. En la parte inferior de la
caja de petri se observaron coloraciones que
se tornaron de rosa péalido en los primeros

“dias de cultivo a pUrpura oscuro aproxima-
damente a los 15 dias. La identificacion se
basb en la clave “FUSARIUM SPECIES" de
Nelson y Tousson, pagina 142.

De las colonias aisladas e identificadas, se

tomaron. pequefias muestras con un sacabo-
cado de 3 mm de diametro, que se llevaron
‘al medio de cultivo de caseina hidrolizada a
7 dias de agitacidon continua, con lo que se
logré el incremento rapido del inéculo, El
conteo de esporas dio como .resultado
5.000.000 de esporas/mi de medio de ca-
sefna.

Prueba de Kjeldhal. Una manera de medir
el crecimiento del hongo en un cultivo es
determinando el aumento de nitroégeno que
también puede expresarse como aumento de
proteina bruta. Con este fin se realizd la de-
terminacién de nitrogeno por microkjeldhal.
Este resultado permite que para una posible
repeticion de los experimentos de induccion
de resistencia, se pueda tener un dato preciso
que caracterice el material téxico utilizado.
Los resultados se presentan en el cuadro 3.

Estudio de la regeneracion de callos y
plantulas en presencia de diferentes concen-
traciones de F. oxysporum inactivado como
posible método de seleccion., Teniendo en
cuenta que los trabajos de Buiatti, Gimelli
et al en 1986 demuestran un incremento en
la variacion natural heredable mediante la
utilizacion de pétalos como explantes y que
la obtencion de plantas a partir de sus callos
fue mas alta que con otros explantes, en este
trabajo se disefid un sistema que combina la
utilizacion del cultivo “‘in vitro” de estos ex-
plantes para la regeneracion de plantulas con
el empleo de concentraciones crecientes de
F. oxysporum f. sp. dianthi autoclavado
como medio para ejercér una presién de se-

. leccion que condujera a la obtencidén de

platulas resistentes a este hongo.
Analizando los resultados consignados en
el cuadro 4, los resuitados que se observan

Cuadro 3. Resultados de la prueba de Kjel-
dahi,

Porcentaje de N produci-
do por el testigo {medio

de caseina)* 7,7 x 10-4 mg/100 mi

Porcentaje de N produci-
do por caseina+el hongo* 7,49 x 103 mg/100 mi

Porcentaje de N produci-

do por el hongo 6,72 x 103 mg/100 ml

Porcentaje de proteina

producida por el hongo 0,042 mg/100Q ml,

* La cantidad de muestra utilizada fue de 20 mi.
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Cuadro 4. Evaluacion del efecto de'diferentes concentraciones de material toxico de F. oxyspo-

rum en la regeneracion de callos y plantulas.

TRATAMIENTO Nimero de Namero de Nimero de Nimero de
porcentaje de ma- replic.* 1 pétalos callos plantulas
terial tbxico desarrollad,
1 0 18 18 o 15 8
2 0078 20 18 14 5
3 0.156 19 17 14 5
4 03125 20 20 10 7
5 0.625 20 20 14 5
6 125 20 20 10 9
7-286 19 19 3 3
8 5 19 19 5 1
9 10 : 19 19 6 1
10 20 20 20 0 0
11 40 20 20 0 0
*1: El namero de replicaciones del experimento fue 20. La diferencia de replicaciones en los tratamientos se

debe a contaminaciones en las unidades experimentales.

en el testigo con respecto a desarrollo del
pétalo, formacion de calio y de plantulas,
son similares a los obtenidos en los dos pri-
meros experimentos {en los tratamientos 5y
13 del primer experimento y el tratamiento

2 del segundo experimento) en medio sin.

‘material toxico.

Con respecto a la organogénesis, a con-
centraciones hasta de un 109 de material
liquido autoclavado, se logro la obtencién
de plantulas que potencialmente pueden re-
presentar aquellas que han expresado sus
mecanismos de defensa o posibles variantes
somaclonales tolerantes hasta estos niveles
de material téxico de F. oxysporum f. sp.
dianthi. i

Las posibles plantulas variantes, se obtu-
vieren a los 50 dias de siembra de los ex-
plantes en condiciones del laboratorio de ia
empresa ‘‘Floramérica S.A.”. Esta diferencia
de 15 dias en la obtencion de regeneracién
de plantulas fue posiblemente debida a la
menor temperatura de la camara de creci-
miento de la empresa ‘“Floramérica S.A.”
(22 grados centigrados).

Las plantulas resultantes en todos los tra-
tamientos presentaron una gran diver-
sidad fenotipica no relacionada con los nive-
les altos o bajos del material toxico. En to-
dos los tratamientos se observaron algunas
plantas vitrificadas y dentro de ellos su tama-
fio fue ampliamente variable.

A los 70 dias, se observé la formacion de
plantulas muy pequefias en los tratamientos
8 (5% de material téxico) y 9 {(109%) que
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sobrevivieron poco tiempo y definitivamente
no se logro regeneracion en los tratamientos
10 y 11. En general en los tratamientos 8, 9,
10 v 11 (a excepcion de los casos anterior-
mente sefialados) solo se observd desarrollo
de pétalo.

Los tratamientos 4 y 6 con 0.312% vy
1.25% de material toxico respectivamente,
mostraron el mayor nimero de posibles va-
riantes regeneradas. Estos resultados no pre-
sentaron una relacion directa en cantidad de
plantulas regeneradas con el porcentaje del
material toxico presente en el medio. Con
respecto a este resultado se toma como una
explicacion viable la que deduce Reisch en
1983 quien manifiesta que las variaciones
somaclonales inducidas a nivel de callos, de-
penden primordialmente de las anomalias
genéticas celulares (aneuploidia y niveles va-
riables de ploidia) y no del stress impuesto al
callo. Estas anomalias pueden ser variaciones
tanto mutacionales como epigenéticas como
lo sefiabd Buiatti y Roselli en 1979. Algunas .
mutaciones son debidas a reversiones o de-
lecciones como (o reportaron Barbier y Du-
lieu en 1980.

Con respecto a los resultados se puede
considerar que si la causa del marchitamien-
to vascular es fundamentalmente la presen-
cia de toxinas secretadas por el hongo, debe-
ria esperarse una relacion més directa entre
concentracién del extracto de Fusarium y la
disminucion de! niGmero de plantulas obte-
nidas.

Y si el efecto fundamental es el tapona-



miento de los haces vasculares por las estruc-
turas del hongo o por la posibilidad de for-
macién de polimeros que taponen y en este
caso por estar el hongo inerte, no tiene la
capacidad de penetracion al tejido en creci-
miento, no deberia ocurrir ningln efecto in-
hibidor en la formacién de plantulas.

Por lo tanto en los resultados se observa
una seleccion en los callos que generan plan-
tuias en presencia del hongo pero no tienen
una relacion directa con la concentracion,
Esto podria también interpretarse como la
inhibicion del efecto de las toxinas en las
plantulas regeneradas, reaccién posiblemente
explicada por la activacién o induccién de
formacion de enzimas, como respuesta al
stress producido por el hongo, capaces de
bloquear las estructuras presentes en las pa-
redes del patégeno. '

En términos generales, se puede conside-
rar que el extracto estéril de F, oxysporum f.
sp. dianth/ es un potente factor de seleccién
ya que en concentraciones superiores al 20
por ciento se inhibe totaimente la regenera-
cién de plantulas, como lo muestra la figura
9. Muy seguramente los somaclones cbteni-
dos son variantes genéticos tolerantes a F.
oxysporum f. sp. dianthi, pero no necesaria-
mente los regenerados en concentraciones
altas son los mas tolerantes ya que los que
promueve la variacidon genética es la regene-
racion adventicia a partir de callos y no es

stress al que fueron sometidos. Se hace sin

embargo indispensable propagar clonaimente
estos somaclones y evaluarios en condiciones
de campo, ya que las modificaciones proba-
blemente obtenidas a través del paso por ca-
Hos, podran modificar caracteristicas fenoti-
picas como color, forma, tamafio y nimero

de pétalos; longitud del tallo, precocidad y
otros caracteres agrondmicos con relacién a
la variedad de origen Nohra Barlo, ademés de
la tolerancia a F. oxysporum.

Las plantulas regeneradas de este experi-
mento se llevaron a subcultivo en el medio
de Murashige y Skoog sin hormonas.

Evaluacion del efecto de diferentes con-
centraciones de material toxico de F. oxys-
porum f. sp. dianthi en la regeneracion de
callos y plantulas, Con el objeto de afirmar
los resultados exitosos obtenidos en el expe-
rimento anterior, se realizb un nuevo experi-
mento cuyos tratamientos contenfan las con-
centraciones de material toxico en las cuales
se tuvo regeneracion de posibles variantes
tolerantes en dicho experimento. Como lo
muestra el cuadro 5.

Se obtuvo regeneracién de plantulas a
partir de callos de pétalos en medios toxicos
de F. oxysporum f. sp. dianthi en todos los
tratamientos, siendo el 5 (1.75%) el de ma-
yor cantidad de plantulas, que constituyen
posibles variantes tolerantes.

Al igual que en el experimento anterior,
no hubo relacién directa en cantidad de
plantulas regeneradas con el porcentaje de
material toxico presente en el medio, aunque
en todas las concentraciones evaluadas hasta
2.5% de material toxico hubo regeneracion
de plantulas.

Evaluacion de la efectividad de la técnica
de la doble capa como método de seleccion
de callos y plantulas tolerantes a . oxyspo-
rum. En este experimento los tratamientos
constaron de diferentes grosores de la sequn-
da capa colocados sobre una capa uniforme

~de PDA, las relaciones de grosor fueron 1: 1,
1: 1/2, 1: 163. El medio de ia segunda capa

Cuadro 5. Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de material toxico de F. oxyspo-

rum f. sp. dianthi en la regeneracion de callos y plantulas,
TRATAMIENTO Nimero de NUmero de Nimero de Namero de
porcentsje de ma- pétaios callos raices plantulas
terial tbxico desarrollad.

1 0 12 12 1 6

2 1 " 1 B 3

3 125 13 12 1 4

4 15 12 g 1 3

5 175 11 - 9 0 7

6 2 10 5 0 4

7 225 12 7 0 4

8 250 12 7 2 2

*: Cada tratamiento tuvo 13 replicaciones.
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lo constituyé el medio de regeneracion de
callos y plantuias a partir de pétalos presen-
tado en el numeral 4.2. El testigo contenia
solamente medio para regeneracion de callos
y plantulas,

Ninguno de ios tratamientos de este expe-
rimento tuvo respuesta, Los pétalos sembra-

dos

sobre la segunda capa no se desarrollaron

ni tomaron el color de la variedad. Solo el
tratamiento testigo tuvo éxito en la regene-
racibn de callos. No hubo regeneracion de
plantulas pues el experimento no conté con
la presencia de luz, elemento indispensable
para la organogénesis.

Se concluye que el medio para la regene-
racion de callos en la doble capa fue inefec-
tivo debido a una aparente difusién hormo-
nal hacia la primera capa.

10.

11.
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