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RESUMEN

En el presente trabajo se utilizé el cilantro cimarron como modelo para el
desarrollo de futuros proyectos de propagacion de plantas de interés via
Sistema de Inmersion Temporal (SIT). Para la micropropagacion de Eryngium
foetidum, se emplearon hojas, segmentos nodales y yemas, que fueron
introducidos utilizando diferentes concentraciones de NaClO. Las yemas de
cilantro cimarrén que fueron sometidas a una desinfeccion empleando
enjuagues con fungicida comercial, alcohol 70% v/v e hipoclorito de sodio 0.8%
v/v durante 10 minutos de inmersion resultaron ser el explante mas viable
frente a la formacion de brotes in vitro obteniendo un 90% de
descontaminacion. Las plantulas se regeneraron via organogénesis directa
cultivando las yemas en medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento. Se obtuvieron
multiples brotes adventicios, un 100% de formacion de brotes y un promedio de
2.7 brotes por explante cultivado al emplear MS suplementado con 1.5mgL™ de
bencilaminopurina (BAP) y 0.1mgL™? de &cido naftalenacético (ANA). Se
realizaron tres subcultivos de plantulas obtenidas en el medio descrito
adicionado con 5 mgL™ de BRA. Los subcultivos fueron realizados tanto para la
obtencidon de mayor nimero de plantulas, cuanto para asegurar la asepsia del
cultivo previo el ingreso al SIT. Plantulas provenientes del tercer subcultivo
fueron inoculadas en el SIT, y se ensay0 diferentes frecuencias, tiempos de
inmersion y densidades de indculo inicial (di). Finalmente, en la multiplicacién
en el SIT, se obtuvo un mayor nimero de plantulas por brote, mayor longitud y
ancho de las hojas y una mayor tasa de proliferacién (7 — 8) comparado con lo
obtenido en la multiplicacion convencional. Dicho proceso resultd ser mas
eficiente al emplear como parametros de control una frecuencia de 4 horas,
tiempo de inmersién de 2 minutos y di de 3 explantes por unidad de SIT en un
medio de cultivo liquido de Murashigue &Skoog suplementado con 2.5mgL™
BAP, 0.1mgL™? ANAy 5 mgL™ de BRA.
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ABSTRACT

In this investigation, Eryngium foetidum (spirit weed) was used as a
model plant in order to develop future projects about micropropagation of other
productive an economically interesting species through temporary immersion
systems (TIS). At the establishment stage of micropropagation of spirit weed,
leaves, petioles, and axilar buds were used by applying different concentrations
of NaClO. Axilar buds which were washed thoroughly in tap water, surface
sterilized using a commercial detergent 1% (p/v), given a rinse in 70% (v/v)
ethanol for 30 seconds and disinfected on 0.8% (v/v) of NaCIO for 10 minutes
and rinsed several times in sterile water resulted to be the most viable explant.
The buds were then immersed on 250 mgL™ PVP dissolution and inoculated on
Murashigue&Skoog (MS) medium. E. foetidum plants were regenerated through
direct organogenesis by using different concentrations of growth regulators.
Adventitious multiple shoots, a 100% of buds laid on shoot formation and an
average of 2.7 shoots per bud resulted from MS medium supplemented with
1.5mgL™* BAP and 0.1mgL™ ANA. At the conventional multiplication stage, three
subcultures were done by using MS medium supplemented with 1.5mgL™* BAP
and 0.1mgL™ ANA and 5 mgL™ BRA in order to obtain several shoots and
aseptic plants. Third subculture plantlets were inoculated on TIS by essaying
different frequencies, immersion times and inoculation densities (id). The
multiplication on TIS allowed to obtain higher plantlets per shoot, longer and
wider leaves, and higher proliferation rates (7 — 8) compared with conventional
multiplication. This process resulted to be more efficient by using a four hour
frequency, two minutes for the immersion time and a inoculation density of three
explants per TIS as control parameters over a Murashigue&Skoog liquid
medium supplemented with 2.5mgL™ BAP, 0.1mgL™ ANAy 5 mgL™ de BRA.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

En los Ultimos afios, las producciones y estudios tecnoldgicos han
tomado un caracter prioritario en la economia a nivel mundial, y Ecuador no es
la excepcion. De alli que en nuestro pais se estan adoptando politicas que
permitan el desarrollo de investigaciones que aporten a la realizacion de este
fin. En Ecuador se invierte recursos materiales y humanos para desarrollar
tecnologias de informacion que humanicen los procesos de investigacion
biotecnolégicos y eleven la produccion masiva de recursos. Sobre este
aspecto, el cultivo de tejidos vegetales in vitro, con sus diferentes estrategias
de micropropagacion, permite la obtencion de plantulas élite que puede ir
desde producciones a nivel de laboratorio hasta nivel industrial y comercial

Sin embargo, se conoce también que las principales limitantes de los
protocolos de micropropagacion convencional son bajos coeficientes o tasas de
multiplicacion, alto costo de la mano de obra y una escasa posibilidad de
automatizacion; factores que repercuten negativamente en el precio unitario de
la planta obtenida a través de este proceso. Ademas que en el proceso
convencional de produccion masiva de plantulas in vitro, se invierte una alta
cantidad de agente gelificante conocido comuUnmente como agar; un
solidificador del medio utilizado para cultivo de tejidos. La produccion mundial
de agar bordea las 6000 Tm de acuerdo a reportes de la FAO (2000) de las
cuales el 80% es destinada a la industrial y el 20% a bacteriologia y farmacia.
En cultivo de tejidos vegetales el componente principal es el agar
constituyéndose en alrededor del 70% del gasto general de la técnica. Las
razones expuestas han limitado el empleo masivo de la micropropagacion
convencional a escala comercial, convirtiéendose en una técnica factible de
aplicar sélo en aquellas especies para las cuales el valor unitario de la semilla
sea alto o cuando se desee masificar la produccion de clones de gran valor

genético.



1.2 Justificacion del problema

Existe la necesidad de utilizar tecnologias innovadoras que tiendan a
automatizar la micropropagacion, tales como los sistemas de inmersion
temporal (SIT), como también a mejorar los protocolos de produccion y
aclimatacion de las plantulas in vitro. Esta tecnologia se estd desarrollando
también en Ecuador, debido a que permite la automatizacion de todas, o
algunas de las etapas de la micropropagacion y presenta diversas ventajas
como reduccion de la mano de obra, costo bajo de produccién de las plantas,

reduccion en el empleo de agar para produccion masiva, entre otras.

El desarrollo de la presente investigacion permitird someter a
comprobacién los antecedentes acerca de la produccion de plantas en un SIT
reportados por Winkelmann y colaboradores (2006) que indican que en
biorreactores, la obtencion de plantulas reduce los costos de produccién entre
un 50 y 60%. Ademas, estos sistemas superan a los tradicionales de
produccién de plantas in vitro debido a que son mé&s baratos, dada la
sustitucion de la materia solida que sirve de alimentacién de las plantas por una
disolucion acuosa mucho mas econdmica. Por otro lado estos sistemas
permiten elevar la eficiencia en la produccion y controlar los parametros en
funcién del tipo de cultivo a producir; asi como dotar de un conjunto de
herramientas que permitan realizar investigaciones sobre las condiciones
ideales para determinada variedad de cultivo, lo que justifica la implementacion
de un sistema automatizado flexible que permita el escalado de la propagacion

de cilantro (Eryngium foetidum) a nivel industrial (Winkelmann, et al., 2006) .

Resulta fundamental que se cuente con este tipo de equipos de
propagacion masiva en un laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales. De alli
gue por parte de la Ing. Patricia Moreira B., colaboradora en la catedra de
Biotecnologia Industrial de la ESPE, se presenté en el afio 2010 el proyecto
gue bajo su autoria fue denominado “Construccién de un biorreactor de

inmersion temporal para la propagacién in vitro de de cilantro cimarrén
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(Eryngium foetidum)”, el mismo que fue financiado por el Vicerrectorado de
Investigaciones y Vinculacion con la Colectividad. Asi, como parte del proyecto
se pudo efectuar el desarrollo de la presente tesis de grado que permite sentar
un precedente en el cultivo masivo de plantulas in vitro, iniciando con la
implementacion del SIT en la propagacion de una especie tipo E. foetidum. Con
ello, en el futuro se podra emplear esta nueva tecnologia para la produccion de

plantas de interés comercial o de conservacion a gran escala.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo principal

Evaluar la eficiencia del Sistema de Inmersion Temporal frente a la
propagacion convencional en la multiplicacion in vitro de cilantro cimarrén

(Eryngium foetidum) a partir de hojas, yemas y segmentos nodales.

1.3.2 Objetivos especificos

e Establecer un método de desinfeccién para hojas, yemas y segmentos
nodales de Eryngium foetidum con la finalidad de controlar la

contaminacion exogena.

» Determinar la concentracion de reguladores de crecimiento adecuada en
el medio de cultivo para la induccién y multiplicacion de brotes de

Eryngium foetidum.

e Determinar la densidad del in6culo, tiempo y frecuencia de inmersién en
el Sistema de Inmersion Temporal para la obtencion de mayor

vigorosidad, niumero y altura de los brotes.



e Calcular y comparar el indice de multiplicacion en cada subcultivo
empleando el Sistema de Inmersion Temporal y la propagacion

convencional.

1.4 Marco Tebrico

1.4.1 Caracteristicas generales de la especie

1.4.1.1 Taxonomia

El cilantro cimarron es una planta herbacea de la familia del perejil. Su
género Eryngium pertenece a la familia Apiaceae del orden de las Apiales
(SIIT, 2009). Dentro de éste género existen aproximadamente 200 especies de
las cuales 30 se distribuyen en Argentina. Siete especies conocidas del género
Eryngium son predominantes en Ameérica tropical; entre ellas estan: E.
chubutense, E. coronatum, E. echinatum, E. ekmanii, E. divaricatum, E. dorae,

E. foetidum, entre otras (Martinez, et al., 2001).

A continuacion, se detalla la clasificacion taxon6mica del cilantro

cimarron:
Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Apiales
Familia: Apiaceae
Género: Eryngium
Especie: foetidum



En el afio de 1913 Wolf, H. divide al género Eryngium en secciones
basadas en taxones infragenéricos debido a la gran variacion de sus hojas en
forma y venacion. Alli se encuentra la seccion Foetida a la que pertenece la
especie Eryngium foetidum. A partir de un estudio realizado por Cerceau-
Larrival en 1971, se sugiere que la mayoria de especies americanas del género
se derivan de las del viejo mundo, y especificamente Eryngium foetidum podria
constituir, por su morfologia y distribucion en Asia y América tropical, el nexo
entre especies americanas y euroasiaticas (Figura 1.1). En el mismo estudio se
sefiala que existe un pequefio grupo de especies de dicha seccidn que
ameritan “examinacion exhaustiva” ya que Unicamente se conoce que los
miembros de Foetida son diploides (n=8 n=7), por lo que aproximadamente la
mitad de las especies americanas estudiadas son poliploides aunque su
citologia es aun muy poco conocida (Martinez, et al., 2001).

Terminal flower
shoot in spikes.

Leaves in ctuster;
lanceoiate, acute,
serrate-dentate.

Figura 1.1 Planta de cilantro cimarron, Eryngium foetidum (Ramcharan, 1999).

El género Eryngium se deriva del vocablo griego “eruma” que significa
proteccion; ello en referencia a las espinosas hojas que rodean la
inflorescencia de éstas plantas (Denton, et al., 2008). Existen diversos nombres
asignados a Eryngium foetidum, asi como cilantro tropical, cilantro coyote,

cilantro extranjero, cilantro real, alcapate, escorzonera, samat, xamat, cilantro

5



cimarrén. En ciertos paises como Puerto Rico se lo denomina recao; shado
beni bhandhania (Trinidad y Tobago), chadron benee (Dominica), coulante
(Haiti), y fit weed en Guyana (Ramcharan, 1999). En el Ecuador, es conocido
como culantrillo de monte o simplemente cilantro.

La mayoria de especies del género Eryngium son hierbas ornamentales
con usos generalmente medicinales. Aunque el cilantro cimarron esta
botanicamente relacionado con el cilantro (Coriandrum sativum), no debe ser
confundido ya que su apariencia y mas predominantemente su potente y volatil

aceite esencial son muy diferentes (Ramcharan, 1999).

1.4.1.2 Descripcion botanica

Las especies de plantas pertenecientes a la familia Apiaceae se
caracterizan por ser de distribucidon cosmopolita. Son generalmente aromaticas
y la quimica de su aceite esencial, que es muy distintiva, refleja su toxicidad y
amplio uso medicinal (Downie, Ramanath, Katz-Downie & Llanas, 1998). Se
distinguen por poseer inflorescencias y una sola bractea por flor; la morfologia
y venacion de las hojas es diferente para cada especie y poseen hojas largas y
pecioladas, con margenes espinosos, entrecortados y con venacion paralela o

palmada (Calvifio, et al., 2008).

Respecto a la especie, el cilantro cimarron (Eryngium foetidum L.,
Apiaceae) es una hierba indigena bienal, fuertemente aroméatica que puede
alcanzar hasta 60 cm de alto. Su raiz es carnosa, larga y muy ramificada; su
tallo es solitario, simple o ramificado, con o sin hojas (Standley & Williams,
1975). Sus hojas son basales, oblanceoladas de hasta 30 cm de largo y cinco
cm de ancho, se distribuyen de forma espiral alrededor del tallo desde la base
del mismo. Poseen los margenes dentados y se hacen angostas en la base. La
inflorescencia es terminal y ramificada, se compone de cabezas cilindricas de
aproximadamente 1 cm de largo y 5 mm de ancho; es de color verde-amarillo y
en su base presentan de cinco a seis bracteas lanceoladas de hasta cuatro cm

de largo cuyos margenes son espinuloso-aserrado. Los frutos y semillas son
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globosos de hasta dos mm de diametro cubierto de vesiculas globosas
amarillentas; en la madurez, el fruto se separa en dos frutillos (mericarpos)

cada uno conteniendo una semilla (Standley, et al., 1975).

El cilantro cumple su ciclo de vida en aproximadamente seis meses, sin
embargo, durante todo el afio produce abundantes flores, frutos y semillas, por
lo que se propaga con facilidad durante el afio aunque es susceptible al ataque
de nematodos (Fiallo, et al., 1996). Crece de forma Optima en suelos con alto
contenido de materia organica, luz moderada y requiere de altos contenidos de
nitrogeno, lo que favorece al crecimiento de hojas. Su cultivo se inicia a partir
de semillas que germinan entre los 25 y 30 dias (Ramcharan, 1999). Se ha
reportado que el cilantro posee altos contenidos de calcio, hierro, caroteno y
riboflavina. Las hojas frescas presentan del 86—-88% de humedad, 3.3% de
proteina, 0.6% grasa, 6.5% carbohidratos, 1.7% ceniza, 0.06% fosforo y 0.02%
hierro. Ademas son fuente de vitaminas: A (10,460 1.U/100 g), B, (60 mg %), B
(0.8 mg %), y C (150-200 mg %) (Ramcharan, 1999).

1.4.1.3 Distribucion geografica y origen de la especie

El género Eryngium se encuentra ampliamente distribuido alrededor del
mundo. Estudios sobre evolucion sefialan que Eryngium y los subgéneros
Eryngium, Monocotyloidea son provenientes de ancestros del este del
Mediterraneo y que la distribucion global actual del mismo se debe a varios
eventos de dispersion que incluyen una dispersion trans-Atlantica; o que ha
dado lugar a la diversidad y complejidad taxondmica que se observa
actualmente dentro del género (Calvifio, et al., 2008). El cilantro es nativo de
América tropical y este de la India. Ademas, crece naturalmente a través de las
Islas del Caribe e incluso en Sudameérica se encuentra distribuido en diversos
paises incluido el Ecuador. Se incluye un area de distribucion desde Argentina,
Brasil y Paraguay. En estos paises el habitat comun de la mayoria de las
especies de este género son campos desde semi humedos a inundados, en
zanjas al costado del camino y en suelos pantanosos (Calvifio & Martinez,
2007).



Por otro lado, de acuerdo con Martinez y colaboradores (2001), la
especie mas extendida en Argentina corresponde a Eryngium coronatum,
mientras que Eryngium nudicaule alcanza también el centro de Argentina y se
extiende hasta Bolivia y Peru (Martinez, et al., 2001). Sin embargo, es
necesario precisar que existen variedades de Eryngium foetidum que no se
encuentran distribuidos en Ecuador, tales como Eryngium foetidum L, Eryngium
foetidum Walter, y Eryngium foetidum fo. nudum H. Wolff. De alli que, de
acuerdo al Missouri Botanical Garden (2010), la variedad encontrada en
nuestro pais corresponde a Eryngium foetidum fo. comosum Urb. Datos que
pueden ser corroborados por Flora Brasiliensis, en donde se encuentra tanto
informacion taxondémica acerca de la familia Apiaceae, como ilustraciones para
la identificacion de una especie en particular. (Missouri Botanical Garden,
2010).

El cilantro crece en zonas boscosas en donde exista alta humedad, en
lugares sombrios y cerca de zonas cultivadas en donde predominen suelos
arcilloso-arenosos. Aunque para la comercializacion de éstas plantas se
procura que tengan amplios periodos de sol, E. foetidum se desarrolla de mejor
manera en areas sombrias. Alli se producen plantas con hojas mas largas y
verdes que son mas reconocidas y comerciales por su aroma. Ademas poseen
menor numero de inflorescencias, reduciendo el peso fresco. Como ya se
menciond, el cilantro crece en suelos arcilloso-arenosos, y preferentemente en
suelos arenosos con buen drenaje de humedad, alta carga orgénica y luz

moderada (Ramcharan, 1999).

1.4.1.4 Uso y propiedades

El cilantro es rico en ciertos minerales y vitaminas como carotenos,
riboflavinas, que son responsables del olor y sabor caracteristico; por ello, ésta
especie es ampliamente utilizada para propositos culinarios (Ramcharan,
1999). Aunque la apariencia de E. foetidum y C. sativum es muy similar; el

aroma del cilantro cimarrén es mas intenso. Debido a esta caracteristica, las



hojas de esta especie son usadas en la preparacion de un sinnumero de
alimentos y platos tradicionales en paises en donde se encuentra distribuido. A
pesar de que en la cocina Americana, el cilantro es una hierba nueva, se ha
usado ampliamente en lugares como el Caribe y el lejano Este. En paises de
Asia como Tailandia, Malasia y Singapur se lo emplea como condimento sobre
sopas y pastas. En la zona de América Latina, esta asociado a la cocina
puertorriquefia y en general a recetas tipicas de toda esa region. Se lo usa
especialmente en salsas donde consta como un acompafante indispensable
para salsas picantes preparadas con tomate, ajo, cebolla, jugo de limén y
chiles, dichos constituyentes se sofrien y mezclan hasta formar una pasta que

es acompafada con tortillas o carnes (Ramcharan, 1999).

Por otro lado, se lo utiliza también en el campo de la medicina
tradicional; puede ser empleado para aliviar gripe, constipacion, fiebres y
diarreas y se conoce gue puede ser empleado como estimulante del apetito. De
forma general se realiza infusiones de las hojas y raices para el alivio de dichas
enfermedades. Ademas, se conoce que ésta puede ser empleada para
picaduras de escorpiébn (Ramcharan, 1999). En paises como India y
especialmente en comunidades de la costa pacifica ecuatoriana se emplea la
raiz en decoccion, para infecciones estomacales o para combatir la anemia. En
la Amazonia peruana, la hoja se usa para dolor de estbmago y flatulencia y la
infusion de la planta completa se usa para combatir el vémito (Cardenas,
Marin, Suarez, Guerrero & Nofuya, 2002).

Andlisis fitoquimicos realizados evidencian la presencia de esteroides y
triterpenoides, lactonas terpénicas y sesquiterpenos que confieren propiedades
curativas para las enfermedades hepéaticas y contra la hepatitis. Aunque no se
registra un uso igual en la literatura, la actividad antiinflamatoria de las lactosas
terpénicas podria conferirle alguna actividad protectora del higado (Céardenas,
et al., 2002).



De acuerdo a Ramcharan (1999) en cuanto a la actividad biologica, el
cilantro cimarrén es una planta relativamente libre de enfermedades. Ademas,
se conoce que no solo constituye una planta atractiva para insectos benéficos
como mariquitas, crisopas verdes entre otros, sino también que proveen
excelente defensa para plantas de jardin en contra de pulgones (Ramcharan,
1999). En estudios reportados por Blair (2005) el extracto acuoso de E.
foetidum resultod inactivo frente a Plasmodium falciparum; sin embargo, las
plantas entera de E. foetidum y E. yuccifolium presentaron actividad
antimalarica frente a P. gallinaceum. Ademas, que posee efecto cardiovascular,
actia sobre el sistema nervioso central como analgésico y diurético (Blair,
2005).

Finalmente, en un estudio realizado por Cardenas y colaboradores
(2002), a las 48 horas de empleado, los mejores efectos bactericidas in vitro,
para el control del género Erwinia se consiguieron con cilantro cimarrén

(Eryngium foetidum) (Cérdenas, et al., 2002).

1.4.1.5 Importancia de la especie

El cilantro es una especie que ese ha convertido en un cultivo de interés
para el mercado internacional principalmente para cumplir con las demandas
de grupos étnicos de los paises desarrollados del Oeste. Potenciales
consumidores de esta planta herbacea constituyen comunidades de Londres,
Nueva York y Toronto. De acuerdo a Ramcharan (1999) un solo exportador de
Trinidad empaca y envia a los Estados Unidos aproximadamente 2.4 toneladas
semanales de cilantro fresco. En el afio de 1988, el departamento de
Agricultura de Puerto Rico reportdé una produccion de alrededor de 165.000 Kg
de cilantro por un valor de $ USD 201,000.00 dodlares. Debido a que esta hierba
es ampliamente requerida con fines culinarios, paises como India y Corea en
Asia, e Islas del Caribe representan un mercado de interés para exportar el

cilantro cimarrén (Ramcharan, 1999).
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Ademas, como ya se describio anteriormente, el uso medicinal del
cilantro representa también wuna caracteristica apetecible por diversos
mercados que buscan el uso de la medicina alternativa como una fuente de
curacion para diversas enfermedades (Ramcharan, 1999). Por otro lado, su
aceite esencial que consiste en alrededor de 40 componentes tiene una alto
valor comercial en el mercado internacional. El aceite puede ser empleado para
realizar rituales de aromaterapia como para el uso cosmético y la industria de la

perfumeria (Gayatri et al., 2006).

1.4.1.6 Estudios de cultivo in vitro de Eryngium foetidum

En la propagacion de Eryngium foetidum se encuentran diversos
trabajos desarrollados a nivel mundial, especialmente en Asia. Es asi que se
encuentra un gran interés por el cultivo in vitro de esta especie en India, ya que
se prevé su alto valor econémico en el mercado internacional. La mayoria de
investigaciones al respecto se ven encaminadas a la regeneracion in vitro de
cilantro cimarron empleando diferentes reguladores de crecimiento, lo que
pretende aportar con innovaciones acerca de su propagacion mediante esta
técnica tal es el caso del proyecto denominado: “Challenges encountered while
initiating medicinal plants into tissue culture conditions: case study of cerasee
(Momordica charantia) and spirit weed (Eryngium foetidum)” (Denton, et al.,
2008).

Ademas, el proyecto denominado: “A protocol for in vitro regeneration of
Eryngium foetidum L.” (Gayatri et al., 2006) y ademas, el trabajo titulado “Direct
organogenesis from mature leaf and petiole explants of Eryngium foetidum L.”
(Arockiasamy, Prakash & Ignacimuthu, 2002) en los que se emplea la técnica
de organogénesis directa para la obtencion de brotes de la planta de interés
evaluando el numero de brotes por explante obtenidos a partir de hoja, peciolo
y yemas axilares. Asimismo, ciertas investigaciones publicadas a partir del afio
2000 hacen referencia a la utilizacion de diferentes partes de la planta, como
explantes nodales e inflorescencias para la regeneracion directa de cilantro
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cimarron: “In vitro regeneration, flower and plant formation from petiolar and

nodal explants of culantro (Eryngium foetidum L.)” (Yassen, 2002).

Por otro lado, la embriogénesis somatica es otra técnica para
propagacion de E. foetidum tal es el caso del trabajo: “Plant regeneration
through somatic embryogenesis from mature leaf explants of Eryngium
foetidum, a condiment” (Inacimuthu, Arockiasamy, Antonysamy &
Ravichandran, P., 1999) o “Efficacy of different growth regulators at different
stages of somatic embriogenesis in Eryngium foetidum L. — a rare medicinal
plant” (Martin, 2004) donde se evaltan reguladores de crecimiento en las
diferentes etapas de la embriogénesis somatica.

Cabe recalcar que, en la actualidad, no existen trabajos de investigacion
acerca de propagacion clonal de E foetidum mediante SIT; sin embargo,
existen diversas publicaciones en las que se emplea esta técnica para la
propagacion masiva de plantas de interés tales como: banano, cafia de azucar,

fresas, entre otras.

1.4.2 Cultivo in vitro

1.4.2.1 Generalidades

El Cultivo de Tejidos corresponde a un término que se refiere tanto al
cultivo de d6rganos como al cultivo de células. El concepto recae en realizar
cultivos de individuos o grupos celulares, desarrollados en 6rganos completos,
en condiciones asépticas en un medio de cultivo nutritivo apropiado (Harisha,
2007). De acuerdo con Stewart (2008), el término in vitro puede ser traducido
literalmente a “dentro de un vidrio”, por lo que el Cultivo de Tejidos Vegetales in
vitro no es mas que la manipulacion de células y tejidos de plantas cultivadas
en recipientes de vidrio que serviran para aplicaciones biotecnolégicas; lo que
es muy util en el momento de realizar propagacion de plantas élite de diversas

especies vegetales de interés (Stewart, 2008).
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Aunque se cree que la técnica de cultivo de tejidos in vitro es
relativamente nueva, ésta se remonta al aflo 1902 en donde Gottlieb
Haberlandt, botanico aleméan, propuso que una sola célula de una planta puede
ser cultivada en condiciones in vitro. En el aflo de 1955, la kinetina una
citoquinina, regulador de crecimiento importante para las plantas, fue
descubierta; y en el afio de 1962, Murashige y Skoog publicaron la composicion
de un medio de cultivo, conocido hasta la actualidad como medio MS, para el
cultivo de tejidos. Dicho medio es considerado como ideal para la mayoria de
plantas a cultivarse mediante las técnicas in vitro, ya que contiene todos los

nutrientes que una planta requiere para su crecimiento (Stewart, 2008).

El cultivo de tejidos constituye una herramienta de propagacion
vegetativa en donde la descendencia de una determinada especie vegetal
presenta las mismas caracteristicas que la planta madre, es decir,
corresponden a clones de la planta de la cual se originaron (Abdelnour &
Escalant, 1994). Asi también, el éxito de esta técnica radica en la capacidad de
desdiferenciar las células del explante elegido y devolverles su capacidad de
multiplicarse y especializarse en cualquier tipo de tejido (Cubero, 2003). Es asi
gue esta técnica presenta numerosas ventajas sobre el cultivo tradicional de
diversas especies, ya que, tal como lo sefala Cubero (2003) las plantas de
reproduccion asexual responden de mejor manera que las plantas sexuales en

estrictas condiciones in vitro.

Roca y Mroginski (1991) sefialan que los métodos de propagacion in
vitro permiten la obtencién de una gran cantidad de plantas a partir de una
planta madre en cortos periodos de tiempo, asi como la reduccién del espacio
fisico empleado para la propagacion, reduccion del tiempo de multiplicacion de
una planta y los costes del desarrollo de esta implica. Ademas, la produccion
de un cultivo a través de la micropropagacion elimina la posibilidad de
interrupciones debido a los cambios de estacidén ya que se puede controlar las
condiciones de humedad y temperatura en un invernadero (Harisha, 2007).
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Una de las técnicas mas empleadas en el cultivo de tejidos vegetales in
vitro es la Micropropagacion, la misma que comprende cinco fases definidas
como: etapa cero o de seleccibn de material vegetal, etapa uno o de
establecimiento, en la que se establece un cultivo primario; etapa dos o de
induccion; etapa tres o de multiplicacion, en la que se procura obtener mayor
cantidad de plantulas clones; etapa cuatro o de enraizamiento, en la que se
desea devolver a la planta cultivada en condiciones in vitro, sus caracteristicas
autotroficas, para su supervivencia en campo; y finalmente la etapa de
transferencia final a campo, en donde se traslada la planta de un ambiente in

vitro a uno ex vitro (Roca, et al., 1991).

1.4.2.2 Etapas de la micropropagacion clonal in vitro

* ETAPA 0: Selecciéon del material vegetal o planta donadora

Esta etapa corresponde a la seleccion del material vegetal y es uno de
los factores claves para el éxito o fracaso del cultivo de una especie
determinada. El cultivo de una planta puede ser iniciado de cualquier parte de
ella y su estado fisiologico representa una mayor influencia en su respuesta al
inicio del cultivo de tejidos (Harisha, 2007). Por ello, existen ciertas
consideraciones que se deben tomar para la seleccion del explante: la planta
madre debe estar saludable, fuera del estado de senescencia y libre de signos
de enfermedad por patdgenos, teniendo en cuenta que un tejido joven contiene
una proporcion mas alta de células en divisién por lo que al iniciar en tejido

desdiferenciado su tasa de crecimiento serd mayor (Harisha, 2007).

Se recomienda mantener las plantas madre en condiciones de
invernadero, controlando temperatura, humedad, condiciones sanitarias
Optimas, y nutrientes necesarios para su desarrollo adecuado; de preferencia
se debe encontrar en estado juvenil ya que el material vegetal obtenido
mantendra las edad y caracteristicas fisiolégicas de la planta madre
(Abdelnour, et al., 1994).
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e ETAPA 1: Establecimiento del cultivo aséptico

Corresponde a la obtencion de un cultivo aséptico del material vegetal
seleccionado, para lo que se debe efectuar un proceso de desinfeccion sobre el
explante y asi evitar la presencia de microorganismos que pudieran destruir el
cultivo en un periodo corto de tiempo a consecuencia de la competencia por los

nutrientes del medio de cultivo (Roca, et al., 1991).

Se encuentran diversos agentes quimicos con los que se puede realizar
la desinfeccion de un explante. Entre ellos se puede citar el etanol en
concentracion al 70% (v/v), hipoclorito de sodio o calcio en concentraciones
desde 0.5% hasta 3% (v/v), y el bicloruro de mercurio en concentraciones
desde 0.01 a 0.05% (p/v) que es uno de los menos utilizados debido a su alta
toxicidad y persistencia en el explante (Roca, et al., 1991). A cada una de las
soluciones empleadas en el protocolo de desinfeccion, se pueden afadir
concentraciones (0.1%) de un agente tensoactivo como el Tween 80 o 20 con
la finalidad de disminuir la tension superficial del agua y permitir que el explante
sea correctamente desinfectado. El agitar las soluciones en las cuales se
encuentra inmerso el explante es también recomendable ya que ello permite
gue el agente desinfectante se distribuya eficazmente sobre el todo el material

vegetal.

Ademas, se recomienda realizar enjuagues con agua destilada estéril
para eliminar residuos del agente quimico en los explantes (Roca, et al., 1991)

posterior a las inmersiones en las diferentes soluciones desinfectantes.

Finalmente, es necesario recalcar que cada especie de plantas requiere
de protocolos de desinfeccién Unicos y apropiados; de igual manera, la
esterilizacion de los érganos o tejidos empleados como explante necesitaran
diferentes métodos, concentraciones y tiempos de inmersion en las soluciones

de agentes quimicos desinfectantes (Roca, et al., 1991).
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e ETAPA 2: Induccidén de brotes

Seguido a la etapa de establecimiento del cultivo que incluye la fase de
desinfeccion del material vegetal y la preparacion del medio de cultivo, se
procede a la etapa de induccion de brotes. Se efectia la introduccion del
material vegetal en condiciones de asepsia total en camaras de flujo laminar
horizontal para dar proteccion a la muestra de la especie de interés; con lo que
se pretende reducir por completo la posibilidad de contaminacion exégena

hacia el explante o medio de cultivo.

La composicion del medio de cultivo es fundamental, ya que de ella
dependera la respuesta del explante. Ademas, se debe tomar en cuenta que in
vitro, las plantulas no son completamente autotroficas por lo que requieren de
la adicion de azlcares y otros componentes que estimulen su crecimiento. Para
cada tipo de planta y de explante con el que se vaya a trabajar, existen muchas
formulaciones de medios de cultivo; sin embargo, el mas empleado es el medio
Murashige y Skoog (1962), principalmente si el objetivo es la regeneracion de
plantas (Pierik, 1990).

Cabe recalcar, que entre las principales diferencias de medios de cultivo
estan la utilizacion de componentes tales como hormonas (reguladores de
crecimiento) que se encargan de estimular la diferenciacién y proliferacion
celular. Estos compuestos son de diferentes tipos: citoquininas, auxinas,

giberelinas, brasinolidas, entre otros.

Tras realizada la siembra de los explantes en los medios de cultivo, se
mantienen los frascos sembrados en una sala de incubacion donde seran
monitoreados permanentemente para registrar la existencia de contaminacion.
Si ello no se da los explantes permaneceran en dicha sala hasta que se
produzca el crecimiento deseado o el explante requiera de un cambio de medio

para la diferenciacion del tejido (Roca, et al., 1991).
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» ETAPA 3: Multiplicacién de brotes

Al conseguir supervivencia del material vegetal a la etapa de
desinfeccion y establecimiento, se espera que los explantes hayan originado
brotes con hojas. Este tejido, que ya es in vitro, puede ser nuevamente
fragmentado y trasladado a un nuevo medio de cultivo en el cual su desarrollo
continuara dando lugar a la formacion de tejido desdiferenciado, callo o
formacion de brotes (Cubero, 2003). Con ello, se obtiene subcultivos del
material vegetal inicial o planta madre, que corresponderan a plantas clones de
dicha especie. Estos nuevos brotes se deben subcultivar periédicamente con la
finalidad de obtener una mayor cantidad de plantulas en cada repique o
division. El numero de plantas que se obtenga dependera del tipo de especie

vegetal, su genética, y de condiciones del medio de cultivo (Castillo, 2004).

Los reguladores de crecimiento juegan un papel muy importante para el
desarrollo de nuevas plantulas clon. Es asi que, por ejemplo, el requerimiento
de citoquininas varia entre mas repliques existan ya que algunas plantas
tienden a reducir ésta necesidad por la habituacion a la hormona. La
combinacion de los tipos de hormonas resulta crucial para la obtencion de
organos especificos necesarios para la multiplicacion, como yemas apicales y
axilares; de alli que se sugiere emplear concentraciones altas de citoquinina en
combinacién con bajas concentraciones de auxina, generalmente en proporcion
10 a 1. (Pierik, 1990).

* ETAPA 4: Enraizamiento y elongacion

Para la fase de enraizamiento, los brotes propagados en la etapa de
multiplicacion in vitro son trasladados a un medio de cultivo que contiene
concentraciones menores de sales minerales. Es asi que, por ejemplo, el
medio de Murashigue y Skoog (1962) es diluido a la mitad de su concentracion,
obteniendo medio MS al 50%. De igual forma, la concentracién de citoquininas

se disminuye y las auxinas exdgenas se aumentan. Es importante mencionar

17



gue ciertas especies no requieren el empleo de medios de enraizamiento para
la formacion de sus sistemas radicales ya que la fase de multiplicacion y
enraizamiento transcurren simultaneamente; por lo que esta etapa depende
directamente de la especie vegetal empleada (Roca, et al., 1991). Es
importante mencionar que ciertas especies de plantas no necesitan pasar por
esta etapa ya que desarrollan raices en el mismo medio de multiplicacion;
cualidad que se atribuye a la presencia de auxinas enddgenas propias de la
planta en investigacion (Castillo, 2004).

Factores como concentraciones altas de azucar y carbon activado (CA)
favorecen también a la formacion radical; tal es el caso del CA facilita la

adsorcion de compuestos organicos (Pierik, 1990).

1.4.2.2.6 Aclimatacion de las plantulas enraizadas

Posterior a la fase de enraizamiento, los explantes son muy sensibles a
cambios ambientales; ello debido a que pasan de un ambiente in vitro con
condiciones de temperatura y humedad controladas, a un ambiente ex vitro en
el que muchas veces estan sujetos a variaciones bruscas en dichas variables.
Las plantulas obtenidas in vitro tras la fase de enraizamiento poseen estomas
poco adaptados a condiciones de invernadero en donde la humedad relativa
desciende y se puede dar la desecacion del explante. Por otro lado, un
porcentaje de humedad relativa demasiado alto implica la falta de desarrollo de
una cuticula cérea que proteja a la plantula de la pérdida de agua (Castillo,
2004). Es recomendable, adaptar los explantes aclimatados a las condiciones
de humedad de invernadero disminuyendo progresivamente la humedad
relativa y aumentando la intensidad de luz (SABIT, 2006). Por ello, el proceso
de aclimatacién de los explantes enraizados debe ser igualmente controlado
gue las etapas anteriores, puesto que en ello radica la supervivencia de las

plantulas obtenidas in vitro.
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1.4.2.3 Factores que influyen en Cultivo in vitro

Existen ciertos factores que influyen en el establecimiento y desarrollo
de un determinado explante en cultivo in vitro. Entre ellos se encuentran:

material vegetal, factores quimicos y factores fisicos.

1.4.2.3.1 Material vegetal

Como se menciono en el apartado 1.4.2.2.1, la seleccion del material
vegetal es clave para el éxito o fracaso del cultivo in vitro de una especie
determinada. Es importante obtener explantes con un grado de desarrollo
adecuado y altos niveles nutricionales (Pefia, 2009). De alli la importancia de
mantener el material vegetal en condiciones de invernadero por algunas
semanas; asi, se puede dar un control de las condiciones sanitarias,
nutricionales y de riego de las plantas donadoras, con la finalidad de obtener un

crecimiento optimo libre de patdgenos (Castillo, 2004).

Para el caso de utilizar material directamente recolectado desde el
campo, se deben seguir precauciones tales como: usar yemas no durmientes o
gue no hayan empezado a abrirse; ramas que hayan permanecido
almacenadas que hayan brotado en agua. Mientras que al utilizar material de
invernadero, se debe impedir infecciones de insectos, mantener la humedad

relativamente baja para evitar crecimiento de hongos y bacterias (Pierik, 1990).

1.4.2.3.2 Tipo y edad del explante

El tipo y la edad del explante que se va a utilizar para la introduccién al
sistema in vitro influye directamente en el cultivo. Correspondiente al tipo de
explante, serd& mas sencillo realizar la desinfeccion de hojas, peciolos y
entrenudos, por tratarse de tejidos lisos; mientras que al desinfectar yemas

axilares y apicales o tejidos con tricomas la contaminacion se vuelve mas
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persistente, por la dificultad del desinfectante para ingresar a éstos lugares. Se
debe tener en cuenta el tamafio del explante, ya que mientras mas grande
existe mayor posibilidad de proliferacibn de masa callosa; sin embargo, la
heterogeneidad y posibilidad de contaminacion crece (Roca & Mroginski, 1993).

Si el objetivo del cultivo in vitro es la obtencion de estructuras callosas,
se puede considerar escoger peciolos u hojas como explante, ya que al ser
tejidos jovenes poseen una alta tasa de division celular. Por otro lado, la
“micropropagacion” implica que las plantas a propagar se desarrollen fenotipica
y genotipicamente idénticas a la planta donadora; para ello, las yemas laterales
y meristemas son ampliamente utilizados con este fin (Roca & Mroginski,
1993). De forma general, los fragmentos de plantas en estado vegetativo se
regeneran mas rapidamente que fragmentos en estado generativo. De alli que,
yemas en estado de reposo (final de otofio e inicios de invierno), resultan mas

dificiles de cultivar que las plantas que no estan durmientes (Pierik, 1990).

1.4.2.3.3 Factores Quimicos

a) Sales inorganicas

Las sales inorganicas constituyen uno de los factores quimicos que
influyen en el desarrollo de plantulas in vitro. Segun su concentracion empleada
en un determinado medio de cultivo, se clasifican en macroelementos y
microelementos. Los primeros son elementos esenciales que incluyen: Potasio
(K), Azufre (S), Fosforo (P), Nitrégeno (N), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro
(Fe), y se utilizan en concentraciones milimolares (mM); mientras que los
elementos como: Boro (B), Molibdeno (Mo), Manganeso (Mn), Cobalto (Co),
Zinc (Zn), Cobre (Cu), Cloro (Cl) y Yodo (I) se utilizan en concentraciones
micromolares (uM). La tabla a continuacién indica los elementos vy
concentraciones comunmente empleadas para cultivo in vitro de la mayoria de

especies vegetales.
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Tabla 1.1 Concentraciones de Macro y microelementos empleados para cultivo

in vitro (Evans et al., 2003).

Elementos Concentracion
Nitrégeno 20 — 40 mM
» Azufre 1-3mM
% Fosforo 1-3mM
E Calcio 1-3mM
§ Magnesio 1-3mM
g Potasio 20 — 30 mM
Hierro -
Boro -
Cobalto 0.1uM
" Cobre 0.1uM
% Yodo -
% Manganeso 5-30uM
S Molibdeno 0.1 uM
'§ Zinc 5—-30uM

b) Carbohidratos

El azdcar es un componente esencial del medio de cultivo para el
correcto crecimiento y desarrollo de los explantes en sistemas in vitro debido a
gue en este sistema, los tejidos no son autotrofos y la fotosintesis no siempre
puede realizarse, especialmente al mantener cultivos en oscuridad. El
contenido de sacarosa en los medios de cultivo, se encuentra generalmente en
concentraciones del 1 al 5% y depende estrictamente de la especie y edad del

explante a utilizar (Pierik, 1990).

C) Vitaminas, aditivos y aminoacidos

Las vitaminas favorecen el cultivo de tejidos in vitro y la ausencia de

alguna de ellas puede ser un limitante en el desarrollo organogénico de ciertos
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explantes (Aleman, 2000). La tiamina especialmente, es ampliamente
empleada para algunas especies en concentraciones de 0.1 a 5 mgL™. Otras
vitaminas como el acido nicotinico, glicina, biotina y piridoxina son afadidos al
medio de cultivo con la finalidad de mejorar la respuesta celular (Smith, 2000).
El mioinositol, en concentraciones de 50 a 500 mgL™ potencializa la activacién
de la organogénesis (Aleman, 2000). Mientras que a pesar de que el acido
ascorbico y el acido citrico se encuentran en el grupo de las vitaminas, son
empleadas en medios de cultivo como antioxidantes evitando asi el

oscurecimiento de los tejidos (Pierik, 1990).

Por otro lado, los aminoacidos son empleados como fuentes de
nitrdgeno organico y son esenciales para la morfogénesis vegetal. Los mas
empleados son la L-glutamina para la propagacion vegetativa, la L-serina para
la obtencion de embriones haploides, L-tirosina que contribuye a la formacion
de brotes y la adenina, mas soluble como sulfato, que es empleada para la
formacion de brotes adventicios (Smith, 2000; Pierik, 1990).

d) Reguladores de Crecimiento

Los reguladores de crecimiento conocidos también como hormonas, son
compuestos sintetizados de forma natural por las plantas superiores que de
forma general actian en un lugar diferente de donde fueron producidos, y se
encuentran en pequefias cantidades. A partir del descubrimiento e
identificacion del acido indolacético en 1930, se han sintetizado diferentes
compuestos que han llevado clasificar las fitohormonas en auxinas, giberelinas
y citoquininas. Las auxinas promueven el desarrollo radicular y alargamiento de
las células; mientras que las citoquininas promueven la formacion de brotes y la
division celular. Es por ello, que se las emplea en combinaciones hasta
encontrar su mejor interaccion (Kyte.L, Kleyn.J, 2003). Los reguladores de
crecimiento median la comunicacién intercelular para lo cual las células utilizan
sus receptores y envian la informacién necesaria para cada proceso de

diferenciacion. Una vez captada la sefial se desencadenan microambientes
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distintos para células genéticamente iguales, a través de cambios en la
actividad del citoesqueleto, cambios osmoticos y metabdlicos (Vidal, 2008). De
alli que ciertos estudios sugieren que los sistemas in vitro de micropropagacion
vegetal requieren reguladores de crecimiento que mantengan y permitan el
desarrollo 6ptimo del explante para procesos posteriores de multiplicacion y

enraizamiento (Applied Research Systems, 2003).

Auxinas

Las auxinas son fitorreguladores distribuidos en la mayoria de las
plantas superiores. Son compuestos gque poseen como caracteristica principal
la presencia de un nucleo indodlico sintetizado por la ruta metabdlica del acido
shikimico a partir del triptéfano (Aleman, 2000); de alli que el compuesto mas
representativo es el acido 3-indolacético (AlIA) que es la auxina natural mas
comun (Pierik, 1990). Entre las principales funciones fisiolégicas que cumplen
las auxinas estan el provocar elongacion en las células, retardo en la abscision
de hojas y frutos, diferenciacion vascular, formacion de raices adventicias y
laterales, entre otras (Jordan. M, 2006). Las auxinas se sintetizan
principalmente en regiones meristeméticas y se desplazan hacia otras zonas
de la planta; el transporte se efectla a través del parénquima que rodea a los
haces vasculares (Garcia, 2005). Resulta impreciso establecer una
concentracion particular de auxina para un determinado tipo de explante; ello
dependera directamente del tipo de tejido que se emplea, entre otros factores.
Sin embargo, tanto el AIA como ANA (acido naftalénacético) son empleados en
concentraciones entre 1 a 10 mgLY mientras que el 2,4-D (2,4 —
diclorofenoxiacético) en concentraciones de 0.1 a 5 mgL™, ya que en
concentraciones elevadas podria resultar toxico (Roca y Mroginski, 1991).

Citoquininas

Son derivados purinicos similares principalmente a la adenina. Son

compuestos capaces de estimular la division celular y ejercen un amplio rango
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de efectos sobre los tejidos vegetales (Aleman, 2000). Las mas comunes son:
bencil adenina (BA), bencil aminopurina (BAP), Kinetina (KIN), Zeatina (ZEA) y
son empleadas en concentraciones de 1 a 10 mgL-1 especialmente para la
formacion de vastagos adventicios e inhibicion de raices (Pierik, 1990). Entre
las principales funciones atribuidas a la presencia de citoquininas estan la
diferenciacion de tejidos vegetales y diferenciacion de tallo. Mientras que en
cultivo in vitro, las citoquininas promueven la division celular, inducen la
formacion de yemas adventicias y proliferacion de yemas axilares. Se conoce;
ademas, que a nivel celular las citoquininas intervienen en la fase M del ciclo
celular, favoreciendo la division (Kurina, 2009). Se sintetizan principalmente en
tejidos en division activa como en semillas, frutos, y raices; ademas en ciertas

regiones meristematicas (meristemos apicales y cambium) (Garcia, 2004).

Giberelinas

Las giberelelinas son sustancias relacionadas directamente con el acido
giberlélico (GA3), poseen principalmente cadenas hidrocarbonadas del gibano y
al menos un grupo carboxilico que las hace comportarse como acidos débiles
en medios alcalinos (Pérez y Martinez, 2004). Se las relaciona directamente
con procesos de germinacion de semillas, y yemas ademas de que
incrementan tanto la division como la elongacion celular. En cultivo in vitro, se
emplea ampliamente el AGz; que promueve la elongacién del tallo
incrementando su longitud y manteniendo las hojas y vastagos verdes (Garcia,
2004). Se utiliza en concentraciones de 0.01 a 1 mgL™ con un punto 6ptimo de
0.1 mgL™ (Roca y Mroginski, 1991).

Brasinoesteroides
Los brasinoesteroides son reguladores de crecimiento muy potentes ya

gue incluso en bajas concentraciones expresan un amplio efecto sobre tejidos

vegetales en cultivo in vitro.
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Son compuestos de naturaleza esteroide, cuyo compuesto
representativo constituye la brasinolida, aislada de Brassica napus (Adams,
1998), aunque en la actualidad se conocen mas de 45 compuestos que
pertenecen a la familia de los brasinoesteroides con similar actividad biol6gica
(Terry, et al.,, 2001). Entre sus principales funciones estdn el promover la
elongacion celular, incrementar la division celular, proliferacion de follaje y
germinacién de la planta (Castillo, 2004). En presencia de citoquininas y
auxinas estimulan el crecimiento de callo, aceleran la actividad fotosintética, e
incrementan la biosintesis de proteinas. Las concentraciones en el medio de

cultivo de brasinolida estan entre rangos de 0.1 a 0.001 mgL™ (Rossi, 2005).

e) Antioxidantes

En cultivo de tejidos in vitro el uso de antioxidantes constituye una
herramienta necesaria para mantener la viabilidad de los explantes. Ello debido
a que la herida causada por el corte del explante causa ruptura celular y
consecuentemente la secrecion de compuestos fendlicos que causan el
oscurecimiento del medio de cultivo y en dltima instancia la muerte del material
vegetal (Marks y Simpson, 1990). Para contrarrestar este efecto, se adicionan
al medio de cultivo sustancias que actien como antioxidantes que absorban las
sustancias de tipo fendlico. Entre los compuestos empleados en etapas de
establecimiento estan: la cisteina que remueve cualquier formacion de
quinonas en el medio de cultivo; ya que induce al desarrollo de los tejidos,
supliendo los requerimientos de nitrogeno del tejido. Ademas, la poliamida PVP
(polivinilpirrolidona) en concentraciones adecuadas logra tejidos libres de
oxidacion; sin embargo, incrementando dicha concentracion, puede producir

bajas regeneraciones en los explantes (Gémez, 2007).

f) Agente gelificante

El agar es el agente solidificante mas empleado para medios de cultivo
de tejidos in vitro. Es un polisacarido derivado de las algas marinas,
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especificamente del género Gellidium y Gracilaria. Posee caracteristicas
deseables como retencién de agua, y adsorcion de compuestos ademas de
ser un compuesto estable y resistente a la digestion enzimas propias de las
plantas durante su uso (Puchooa, 1990). Se conoce que mientras mayor sea la
concentracion del polisacarido menor es la disponibilidad de nutrientes que

constituyen un determinado medio de cultivo.

El agar constituye el componente mas costoso para cultivo de tejidos
vegetales, por lo que el costo de la micropropagacion comercial por via
convencional implica una alta inversién a gran escala. Sin embargo, éste puede
ser reducido al emplear alternativas mas baratas que el agar altamente
purificado. Dichas alternativas incluyen la metilcelulosa y el alginate o

almidones de papa, arroz y gelatinas (Puchooa, 1990).

Por otro lado, la alternativa de cultivos liquidos corresponde una
herramienta de gran ayuda en la produccion masiva de plantas (Takayama &
Akita, 2005) con la finalidad de, por un lado, reducir significativamente la
inversion de este componente en el medio de cultivo y de forma alternativa
mejorar la difusion de los componentes del medio como sales macro y
micronutrientes empleadas para las plantulas; ello debido a que en medios
liquidos los nutrientes son mas facilmente absorbidos por el tejido vegetal a
causa de su alta disponibilidad en el liquido (Puchooa, 1990).

1.4.2.3.4 Factores Fisicos

En el sistema in vitro, las condiciones de incubacion varian dependiendo

del cultivar en investigacion. Cada especie y explante requiere de

caracteristicas especificas para su desarrollo; tales como temperatura,

humedad relativa, fotoperiodo e intensidad de luz (Chagas & Soares, 2003).
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a) Temperatura

La temperatura es un factor importante que afecta al crecimiento de
tejidos in vitro ya que influye directamente en la regulacion del metabolismo
primario o secundario, dirigiendo el desarrollo de procesos fisiologicos
(Palomares, et al., 2003). Cada especie presenta un intervalo de temperatura
en el que su crecimiento es Optimo, el cual varia dependiendo del genotipo,
organo del explante y edad de la planta madre (Sabit, 2006). Resultados
favorables de crecimiento in vitro se han obtenido en rangos de temperatura
entre 20 y 28°C (Pierik, 1990).

b) Humedad

La humedad relativa es un parametro que influye en el cultivo in vitro,
esta es elevada en los recipientes o tubos de ensayo en donde se inocul6 el
explante, mientras que en la camara de crecimiento oscila entre 60 y 70%. Es
aconsejable mantener un control de éste parametro ya que humedades
relativas menores al 50% provocan pérdidas de agua dentro de los recipientes,
concentrando sales en el medio, lo que puede resultar téxico para los
explantes; mientras que una muy elevada humedad podria elevar la

probabilidad de contaminacion (Pierik, 1990)

C) Intensidad de luz y fotoperiodo

Las respuestas morfogenéticas de los explantes se ven influenciadas por
factores como cantidad, calidad y periodos de luz a las que se ven sometidos,
lo que de igual forma, depende directamente de la especie vegetal y el objetivo
a investigar (Palomares, et al., 2003), por lo que la luz determina el desarrollo
de los organismos autotrofos. Respecto a la cantidad de luz o irradiacion, un
cultivo in vitro necesita cantidades entre 8 — 15 Wm? (Perik, 1990). Las
necesidades de luz de una planta en sistema in vitro son menores a las de la

planta in vivo debido a que el medio en el que se desarrolla contiene
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compuestos organicos como la sacarosa que permiten que las plantulas se
desarrollen de forma autotrdéfica (Sabit, 2006). En cuanto a la calidad de la luz o
espectro, se conoce que los pigmentos fotosintéticos, incluida la clorofila,
absorben la energia contenida en las radiaciones para efectuar las reacciones
guimicas del proceso (Sabit, 2006). El fotoperiodo se refiere a la alternancia de
los ciclos de luz con los de oscuridad y se emplean periodos de entre 14y 16
horas de luz continua y el resto de oscuridad; exceptuando casos especiales en
los que se emplea incubacién completa en oscuridad (Pierik, 1990).

1.4.3 Nuevas estrategias de propagacion masiva in vitro

1.4.3.1 Sistema de Inmersién Temporal

1.4.3.1.1 Origen y generalidades

Steward et al., (1952) fue el primero en aplicar una técnica de inmersion
periodica en medios de cultivo liquido; cuya modificacion realizada en el afio
1956 fue denominada “los aparatos Steward”. En esta invencion el medio
liquido era transferido de un tubo a otro dejando el tejido en una fase gaseosa y
viceversa. De alli algunos otros intentos se realizaron empleando el mismo
principio, y fue hasta 1985 que Tisserat y Vandercook operaron el primer
equipo automatizado que aplicaba el principio de “cambio de flujo” (citado por
Preil 2005), lo que dio inici6 al debate acerca de cultivar tejidos in vitro que

permanezcan temporalmente inmersos en un determinado medio.

En 1993, Alvard, y colaboradores, introdujo el envase RITA® siendo en
1995 Teisson y Alvard quienes desarrollaron el nuevo concepto de inmersion
temporal para cultivo in vitro de plantas usando medios liquidos, lo que
eventualmente generaria un interés a nivel mundial por esta novedosa técnica
(citado por Preil, y colaboradores, 2005). Es asi que se iniciaron diversas
actividades y pruebas en sistemas de inmersion temporal resultando en la

variacion en el disefio de recipientes, equipos, y tratamientos basados en
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tiempos de inmersion y frecuencia que dependerian directamente de los tipos
de cultivo de interés. Este tipo de sistemas mencionados presentarian diversas
ventajas de funcionamiento y rendimiento; ademas, por otro lado ciertas
caracteristicas como contraparte que implican deficiencias que seran

explicadas posteriormente.

Es necesario conocer que alrededor de 500 millones de plantas
clonadas in vitro fueron propagadas en el ailo 1990 en laboratorios de Europa
occidental, Estados Unidos e Israel; produccidbn que se concentra en
laboratorios comerciales cuyo objetivo es la propagaciéon de una especie
vegetal especifica de acuerdo a sus requerimientos (Orellana, 1998). Hasta la
actualidad estas cifras se mantienen en aumento y la propagacion de plantas in
vitro se ha incrementado en niveles exponenciales hacia paises de América
Latina como Cuba, Brasil, Costa Rica, entre otros. En un estudio realizado por
Winkelmann y colaboradores (2006), datos estadisticos reportados para la
produccién comercial de plantas in vitro en Alemania, indican que el niumero de
laboratorios de cultivo in vitro ha ido aumentando paulatinamente tanto como la
produccion anual de plantas propagadas en dichos centros. Es asi que dicho
estudio muestra que si en el afio de 1984 Alemania contaba con apenas 12
laboratorios cuya produccién comercial de plantas in vitro era de un millén de
plantas anuales; en datos recopilados para el afio 2006 la produccion ascendio
a 48 millones de plantas por afio en apenas 30 laboratorios de produccién
comercial (Winkelmann, et al., 2006). Con ello, se puede estimar que una cifra
considerablemente alta de plantas propagadas in vitro se producen a nivel

mundial anualmente.

Es importante recalcar que los datos citados corresponden a plantas
cultivadas en condiciones in vitro mediante propagacion convencional, es decir,
la técnica conocida como de primera Generacion experimentada en diversos
paises a nivel mundial. Dicha metodologia implica tecnologia avanzada y
capacitaciéon técnica de alta disciplina por lo que sus costos representan rubros

elevados en lo que corresponde a mano de obra, instalaciones, insumos y
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materiales de alta calidad (Orellana, 1998). De alli que la tendencia al cambio
ha envuelto también a las técnicas biotecnoldgicas con la finalidad de satisfacer
las demandas comerciales por diversos cultivos, las cuales mediante los
sistemas de propagaciéon tradicional no son satisfechas. Por ello, se han
buscado tecnologias que consigan hacer de la micropropagacion un proceso
mas efectivo reduciendo los costos e incrementando el nimero de plantas de
produccion in vitro tal como lo permiten los sistemas de inmersion temporal con

el empleo de medios de cultivo liquidos.

Como se mencion6 al inicio de este apartado, en el afio de 1995, el
CIRAD (La Recherche Agronomique Pour Le Développement, 2009) crea un
sistema denominado de Inmersion Temporal. El mismo que posee como
caracteristica la semi-automatizacion de su empleo para la propagacion de
plantulas in vitro (CIRAD, 2009). Basicamente consiste de un recipiente en el
gue por medio de la aplicacion de un flujo de aire se hace pasar medio de
cultivo hacia los explantes durante un tiempo y frecuencia de inmersion pre
determinados; posterior a dicho tiempo, el medio de cultivo liquido desciende
por gravedad hasta que un nuevo ciclo de inmersion ocurra (Maldonado,
Rodriguez, Gomez & Cardenas, 2003) (Figura 1.2).

Figura 1.2 Esquema de funcionamiento del RITA® (Alvard, et al., 1993)
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El equipo disefiado por cientificos franceses, CIRAD, se denomina
RITA® por sus siglas en inglés correspondientes a: Recipient for Automated
Temporary Inmersion System y consiste en un contenedor o frasco plastico de
un litro de capacidad, dividido en dos compartimientos. En el compartimiento
superior, de base perforada, se coloca el material vegetal sobre una espuma de
poliuretano; mientras que en el compartimiento inferior se encuentra el medio
de cultivo liquido. En el centro del compartimiento superior hay un tubo
dispuesto longitudinalmente, a través del cual se inyecta aire estéril por medio
de un compresor que esta conectado al equipo por mangueras, con el fin de
desplazar el medio liquido de la parte inferior a la superior. Este proceso es
controlado por un temporizador para regular los tiempos y frecuencias de
inmersion. Cabe anotar que, en lugar de utilizar la espuma de poliuretano, se
pueden adaptar tamices o mallas metéalicas en donde se colocan los explantes
(CIRAD, 2009).

Pese a los mdltiples beneficios, ya anotados, que trajo consigo la
utilizacion de éste sistema, resulta un equipo de alto costo que al estar bajo
patente implica grandes inversiones para laboratorios de cultivo de tejidos in
vitro en paises en vias de desarrollo. De alli que tomando en cuenta que
América Latina es después de Africa, la regiébn que menos vitroplantas
produce, centros cientificos y universidades de Cuba comenzaron a desarrollar
nuevas tecnologias que permitan la obtencion de una alta produccién de
plantas in vitro y ademas se pueda diagnosticar y sanear a patogenos de
especies de interés. Es asi que en el afio de 1999 la primera Biofabrica es
construida obteniendo un potencial instalado para, en la actualidad producir
alrededor de 60 millones de vitroplantas por afio (Pérez Ponce, Orellana,
Suarez & Valdés, 1998).

El Sistema creado por cientificos investigadores cubanos corresponde a
una variacion mas efectiva que el construido por el CIRAD en el afio de 1997.
Este fue denominado sistema de inmersion temporal (SIT) cuya principal

caracteristica es la de emplear dos frascos idénticos difieren del sistema RITA®
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al presentar numerosas ventajas sobre éste. De forma general, mediante este
sistema, se logré revolucionar los métodos tradicionales de micropropagacion,
pues se ha conseguido mayores tasas de multiplicacion, enraizamiento y
aclimatacién, asi como niveles elevados de supervivencia en condiciones de
campo, ya que se plantea que este sistema provoca cambios en la atmodsfera
interna de los frascos, trayendo consigo un mayor crecimiento y desarrollo de
los explantes, ademas de que las vitroplantas mantienen una capa superficial
de medio de cultivo hasta la proxima inmersion, lo que evita pérdidas por

desecacion (Jiménez & De Feria Silva, 1998).

1.4.3.1.2 Caracteristicas del Sistema de Inmersion Temporal

El sistema de inmersién temporal es un sistema semi-automatizado
empleado para la micropropagacion de plantas. Se lo conoce comuUnmente
como biorreactor, ya que remitiéndose a la definicibn de este término un
biorreactor es un recipiente en el cual se llevan a cabo bioprocesos ya sea
empleando sistemas automaticos o semi-automaticos segun (Doran, 1998), por
lo que un equipo como el SIT coincide con este principio. Los primeros intentos
de utilizar biorreactores para la produccién de brotes fueron realizados en el
afio de 1981 por Tkayama y Mizawa con begonias y en el afio de 1988 Levin y
colaboradores describieron un sistema automatizado para propagacion masiva
utilizando un biorreactor para la obtencion de plantulas que consistia en un
bioprocesador para la separaciéon y distribucion a recipientes de cultivo y una
magquina transplantadora, con lo que se consiguié reducir costos hasta en un
60% comparado con los métodos convencionales de cultivo de tejidos
(Jiménez, et al., 1998).

El uso del sistema de inmersion temporal presenta ciertas ventajas
importantes sobre la técnica de micropropagacion convencional. Entre ellas se
pueden mencionar su facil automatizacién, reduccién de costos, incremento en
los coeficientes de proliferacion, mayor absorcion de los nutrientes y difusion de

sustancias toxicas (Escalona, 2005). En trabajos de investigacion para la
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propagacion de una especie de gran interés comercial como el platano,
mediante la aplicacion de este protocolo se ha reportado que es posible
obtener una gran cantidad de plantas (360) listas para la aclimatacién en sélo
3.7 meses a partir de un meristemos apical de platano establecido in vitro,
mientras que con la aplicacion del medio semi-solido en frascos
convencionales solo es posible obtener 67 brotes en ese mismo periodo a
partir de un meristemo apical en este cultivo. Ademas, con la aplicacién del SIT
se logra obtener 5.3 veces mas brotes que con el medio semi-sdlido, lo que sin
duda el protocolo de proliferacion propuesto logra una mayor eficiencia
biologica y por ende mayor cantidad de ganancias para un laboratorio de
produccion (Escalona, et al., 2005). Las ventajas que presenta el SIT seran

sefaladas de forma particular en el apartado 1.4.3.2.

1.4.3.1.3 Operatividad

A partir del concepto de SIT desde el punto de vista técnico, éste
consiste en un sistema cerrado caracterizado por cambiar las condiciones
fisiologicas y ambientales, no hay ni salida ni entrada de medio de cultivo
(Doran, 1998).

El primer equipo construido por investigadores cubanos constaba
basicamente de dos recipientes de vidrio de forma cilindrica de un litro de
capacidad; cada recipiente tenia un tapon de hule con orificios de cinco mm en
el cual se introducia dos tubos de vidrio también de cinco mm. El primer tubo
se introducia hasta el fondo saliendo ocho cm por encima del tapén; y el otro
tubo, se introducia hasta el ras de la parte inferior del tapdn y saliendo ocho cm
desde la parte superior del tapon. Los dos recipientes estaban interconectados
mediante una manguera de plastico flexible y transparente uniendo los dos
tubos de vidrio que se colocaron hasta el fondo de los recipientes (Maldonado,
et al., 2003).
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A medida de que la tecnologia y demanda por mejoras incrementaron,
se realizaron modificaciones al SIT, teniendo en la actualidad, ciertos
materiales y equipamiento que han hecho de éste un mecanismo de
propagacion de plantulas automatizado y de facil alcance. De acuerdo con
Berthouly & Etienne (2005) los sistemas que emplean el principio de inmersion
temporal para micropropagacion de plantas han sido clasificados dentro de
cuatro grupos de acuerdo a la operatividad: maquinas de inclinacion, inmersién
completa del material vegetal y renovacion del medio nutritivo, inmersién
parcial y mecanismo de renovacion de nutrientes, inmersion completa y
transferencia del medio liquido sin renovacion de nutrientes. Dichos sistemas
difieren basicamente en el disefio e instalacion de los componentes de un SIT,
y se puede enlistar como diferencias: los tamafios de contenedor, tipo de
soporte para el cultivo, existencia de un control de inmersidon computarizada o
un timer Unicamente, uso de bombas peristalticas o bombas de aire (Berthouly
& Etienne, 2005).

Sin embargo, a pesar de las variaciones, el mecanismo de operacion es
basado en el principio de Pascal que consiste en introducir aire mediante un
compresor a través de los tubos que se encuentran al ras de la superficie de
cada uno de los recipientes. Este aire es introducido en primera instancia hacia
el recipiente en el que se encuentra el medio de cultivo liquido, el cual por la
presion positiva generada en el interior del recipiente forza a este a subir por la
manguera hasta llegar al segundo recipiente, en donde se encuentran los
explantes. Estos se encontraran en contacto con el medio de cultivo liquido
durante un determinado tiempo y una vez completo, el proceso se invertira y el
primer recipiente se llenara nuevamente con el medio de cultivo hasta que un

nuevo ciclo de inmersion empiece (Maldonado, et al., 2003).

El proceso es controlado de forma secuencial mediante controladores de
tiempo (timers) o tableros de control légicos programables (PLC) que son
disefiados para controlar la realizacion de un ciclo de inmersién con ciertas

frecuencias diarias que, generalmente, son determinadas de forma
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experimental. Uno de los controladores de tiempo es programado para abrir
una valvula solenoide que permite que el aire ingrese a uno de los recipientes y
tras alcanzar el tiempo de inmersion determinado la valvula se cierra debido a

la intervencion del controlador de tiempo.

La figura 1.3 sefala esquematicamente el proceso en el cual el primer
evento ocurre cuanto el aire expulsado por el compresor ingresa al recipiente
haciendo presion en el interior del recipiente forzando al liquido a pasar de un
recipiente a otro. La entrada del aire se realiza mediante una valvula que se
abre mediante el un controlador de tiempo; permaneciendo cerrada una

segunda valvula del otro recipiente mediante el controlador de tiempo.

En el segundo evento, cuando entra el aire en el segundo recipiente, la
presién hace que el liquido regrese al primero mediante la segunda valvula que
es abierta por el controlador de tiempo. Como tercer evento, se obtiene el fin
del ciclo, manteniendo el sistema en reposo hasta que se cumpla la frecuencia

determinada y empiece un nuevo ciclo de inmersion. (Maldonado, et al., 2003).

| [
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Figura 1.3 A) primer evento en el SIT. B) segundo evento en el SIT. C) final del

ciclo en el que el liquido regresa a su posicion original (Maldonado, et al., 2003)
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Asimismo, la figura 1.4 muestra una unidad de SIT con la que se realiz
los ensayos de multiplicacion mediante este sistema en la presente

investigacion, en los que el principio de operatividad es el mismo ya descrito.

De este modo, mediante el timer, el tiempo y frecuencias de inmersion
son controlados tras cada ciclo en el cual los explantes estaran en contacto
directo con el medio liquido hasta que las plantulas puedan ser, ya sea,
sembradas nuevamente en medio soélido para el enraizamiento o trasplantadas

a un sustrato en la fase de aclimatacion.

Entrada del airg. Entrada del airs.
filtrado (R2) filirada (R1)

Manguéiade. |
/ interconexion, =

Figura 1.4 Sistema de inmersion temporal adaptado para la multiplicacién de
plantulas de cilantro cimarrén
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1.4.3.2 Ventajas del Sistema de Inmersién Temporal

Existen diversas ventajas respecto al uso de medios liquidos en
procesos de micropropagacion de especies vegetales las cuales se refieren
principalmente a la reduccion de costos en la produccion masiva de plantulas y

la automatizacion de procesos propios de dicha técnica.

El cultivo en medio liquido ofrece diversas mejorias respecto al cultivo en
medio solido con el empleo de agar, entre las cuales se encuentran el proveer
de condiciones de cultivo mas uniformes, el medio de cultivo puede ser
renovado sin cambiar de contenedor, la esterilizacion es posible mediante
ultrafiltracion y la limpieza de los contenedores resulta menos laboriosa.
Ademas, se pueden emplear contenedores de grandes volumenes en donde
practicamente la totalidad de su espacio es cubierta mientras que en la
multiplicaciéon convencional con agar se necesitan cultivos planos; los tiempos
de transferencia se ven reducidos en vista de que los explantes no se

encuentran posicionados en un determinado sitio (Berthouly & Etienne, 2005)

De acuerdo a Takayama y Akita (citado por Preil, 2005) en cuanto a la

técnica de inmersion se presentan también diversas ventajas tales como:

* Obtencion de un namero elevado de plantulas facilmente producidas en
el proceso de escalamiento de un cultivo.

* Reduccion significativa de los costos de mano de obra en vista de que el
manejo de los cultivos, tanto inoculacion y mantencion, resulta mas facil.

* Incremento en la facilidad de absorcion de nutrientes por parte de los
cultivos debido a que éstos se encuentran en contacto con el medio
liquido.

* Incremento de la absorcidbn del suministro de oxigeno mediante
aireacion forzada lo que mejora la tasa de crecimiento y el porcentaje de

biomasa final.
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* Reduccion significativa de la dominancia apical y formacién de yemas
laterales en los cultivos debido al continuo movimiento de los cultivos en

el biorreactor.

Asi también, a lo largo de las investigaciones realizadas en sistemas de
inmersion temporal, se ha encontrado que numerosas especies presentan un
mejor desenvolvimiento al ser cultivadas en medios liquidos comparadas con

las desarrolladas en medios de cultivo con agar (Berthouly & Etienne, 2005).

1.4.3.3 Principales problemas en el Sistema de Inmersion Temporal

Se ha encontrado también que este tipo de sistemas presenta ciertos
problemas en cuanto al desarrollo de los cultivos de interés. En la actualidad,
este sistema ha alcanzado una alta automatizacion y se han logrado
contrarrestar algunas desventajas producidas al emplearlo; sin embargo, entre
los principales inconvenientes con los que los investigadores se han
encontrado frecuentemente estan aquellos relacionados con la fisiologia del
cultivo después de efectuados los ciclos de inmersion a mas del mantenimiento
de la calidad genética de una determinada especie vegetal en estudio y el dificil

mantenimiento de la asepsia en los recipientes (Preil & Hvoslef-Eide, 2005).

1.4.3.3.1 Hiperhidricidad o vitrificacion

La hiperhidricidad constituye un problema comun en sistemas in vitro
gue empleen medios de cultivo liquido para la obtencién de plantulas de
determinada especie. Consiste en la excesiva acumulacién de agua en el tejido
vegetal lo que puede resultar en ciertas consecuencias no deseadas como:
disminucién del oxigeno en las células, induccibn a estrés oxidativo y
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), desencadenando
finalmente un dafio al tejido (Ziv, 2005). Sin embargo, tal como lo menciona

Berthouly y colaboradores (2005), la vitrificacion puede ser considerablemente
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reducida mediante un estricto control de los tiempos de inmersion. Ademas, se
pueden adoptar variaciones al empleo del SIT utilizando soportes de celulosa,
bloques o esponjas que sostengan las plantulas en el medio liquido (Berthouly
& Etienne, 2005).

1.4.3.3.2 Variacion somaclonal

La variacion somaclonal que pudiere afectar a las plantulas in vitro en
sistemas de inmersion temporal se trata de diferencias genotipicas en el
material vegetal causadas por arreglos cromosomales. Estas variaciones estan
mas ampliamente difundidas en plantas regeneradas a partir de callo (Ziv,
2005). Una de las principales desventajas de la variacion somaclonal
representa la divergencia del material cuando se requiere uniformidad clonal
como por ejemplo en las industrias forestales y de horticultura. Para ciertas
investigaciones la variacion somaclonal puede representar una gran
desventaja; sin embargo, puede representar una gran herramienta en la
busqueda de mutaciones con fines de obtencidon de nuevas lineas de plantas
gue amplien la base genética de las especies vegetales a mas de poder brindar

resistencias a plagas para programas de mejoramiento (Prasanna, et al., 1996)

1.4.3.3.3 Mantenimiento de la asepsia

Como es de conocimiento general, las técnicas de cultivo in vitro
necesitan conservar un control estricto de la asepsia para mantener el
adecuado desarrollo y produccién de plantulas y las técnicas de cultivo en
medios liquidos como el SIT no son la excepcion. Es asi que en este tipo de
sistemas, la probabilidad de contaminacion se puede desplegar mas
rapidamente y dispersar con mayor facilidad en el medio liquido y puede
acarrear pérdidas hasta del 100% del cultivo (Preil & Hvoslef-Eide, 2005).
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Por ello, el material vegetal a ser inoculado en el SIT debe estar
sometido previamente a subcultivos que permitan asegurar su asepsia en fin de
controlar el crecimiento indeseado de microorganismos patdégenos (Preil &
Hvoslef-Eide, 2005). De acuerdo a Takayama & Akita (2005), en su mayoria las
especies herbaceas se desarrollan adecuadamente en el SIT realizando
previamente al menos 3 subcultivos, mientras que para especies forestales, se
debe tomar en cuenta en primera instancia el tejido del que provengan las
plantulas para realizar al menos 3 subcultivos sucesivos previo el ingreso al
SIT. Este enunciado pudiere estar atribuido a que en especies forestales a mas
de tener cierta “dificultad” para desarrollarse en medios liquidos, el tejido del
cual provienen las plantulas pudiere tender a presentar mayor cantidad de
contaminaciéon endégena que eventualmente podria manifestarse en un cultivo

con inmersion temporal.

1.4.3.4 Factores que influyen en el cultivo in vitro mediante SIT

1.4.3.4.1 Aireacion

La aireacion corresponde a uno de los factores mas influyentes sobre la
propagacion in vitro mediante sistemas de inmersion temporal. En primer lugar
debido a que mediante el ingreso del flujo de aire a los envases del SIT se
acciona el mecanismo de cada ciclo de inmersion que eventualmente
mantendra a los explantes en contacto con el medio de cultivo liquido. Por otro
lado, debido a que mediante la inyeccion de aire se puede cumplir con los
requerimientos de aireacion de cada cultivo permitiendo asi que se dé un
intercambio gaseoso entre el CO, y etileno generados con el O, filtrado que
ingresa al sistema (Preil & Hvoslef-Eide, 2005).

Asi, la presion del flujo de aire que ingrese al biorreactor debera ser
determinada experimentalmente ya que esta directamente relacionada con el
mezclado, con la minimizacion del estrés de los tejidos debido a la cizalla, y los

requerimientos de aireacion propios de cada especie en investigacion (Ziv,
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2005). El primer parametro se describe en la siguiente seccidbn como
turbulencia (1.4.3.4.2) y en lo que respecta al segundo, Ziv (2005) sefiala que
el empleo de biorreactores con levantamiento de aire exhibe un aumento en la
proliferacion de yemas meristematicas y una reduccidén de la cizalla de los
tejidos siendo este el resultado deseado al propagar plantulas mediante SIT.
Respecto a los requerimientos de aireacion para cada especie, Hohe y
colaboradores (2005) explican que el flujo de aire de ingreso influye sobre la
tasa de crecimiento de los cultivos siendo esta incrementada significativamente
al airear cultivos fotoautétrofos de Physcomitrella con aire enriquecido con CO,
y continua iluminaciéon. Finalmente, como ya se describio en el apartado
1.4.3.3.1, un incremento en la aireacién en el recipiente de cultivo permitiria
reducir la hiperhidricidad de los tejidos de forma significativa (Berthouly &
Etienne, 2005), evitando, sin embargo, que dicho incremento aumente la cizalla

del tejido y por ende su necrosis.

1.4.3.4.2 Turbulencia

Como fue descrito en el apartado 1.4.3.1.3, el mecanismo de traslado de
medio de cultivo de un recipiente al otro en el sistema de inmersion temporal
(SIT) es accionado por la presion de un flujo de aire de entrada ejercida
mediante el compresor por las valvulas de carga y descarga, generando asi
dicho mecanismo. De alli que el SIT es considerado, bajo estas condiciones, un
biorreactor agitado por flujo de aire, lo que implica que ésta entrada de aire

genere turbulencia.

La turbulencia o efecto de la agitacibn puede constituirse en un
problema para el cultivo de células o tejidos en suspension debido a la
formacion de grupos o agregados los cuales afectan a la agitacion por lo tanto
a la difusion del oxigeno (Pérez, 1998). Ademas, si en un ciclo de inmersion en
el SIT, la turbulencia generada es excesiva, esto puede causar la destrucciéon
del tejido. Por ello, dicho factor debe ser controlado adoptando diversas

medidas que reduzcan la afectacion del cultivo tales como: el empleo de una
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presion de flujo de aire correcta que sera determinada para cada tipo de cultivo
y especie de interés, un control mediante variaciones en la composicién del
medio de cultivo que eviten la formaciéon de agregados celulares y ademas la
manipulacion durante los subcultivos (Pérez, 1998) que eviten la acumulacién
de excesiva biomasa que pueda eventualmente causar su cizalla y dafo en los

tejidos.

1.4.3.4.3 Volumen y renovacion del medio liquido

En cuanto al volumen del medio de cultivo para la propagacion de
plantulas en el SIT, este corresponde a un factor importante que necesita ser
optimizado segun las caracteristicas particulares del tipo de envase, planta de

interés, densidad del in6culo inicial, entre otras.

Es asi que existen diversos estudios en los que se pretende optimizar el
volumen de medio de cultivo por explante necesario para la obtencién de altas
tasas de multiplicacion; como el realizado por Lorenzo y colaboradores (1998),
en donde se encontré que multiplicando por 10 veces el volumen de medio de
cultivo para brotes de cafia de azucar, se incrementaba el coeficiente de
multiplicacion de 8.3 brotes por explante a 23.9 brotes transcurridos 30 dias
(Citado por Berthouly & Etienne, 2005). Sin embargo, en dicha investigacion no
se encontro diferencias significativas de longitud de los brotes con el empleo de
diferentes volumenes de medio de cultivo, acotando que una alta cantidad de

medio liquido podria resultar menos eficiente (Berthouly & Etienne, 2005).

Por otro lado, la renovacion del medio liquido resulta importante durante
un periodo o ciclo de cultivo mediante SITs, debido a que ello permite prevenir
la secrecion de exudados fendlicos propios de ciertas especies en
determinadas fases de desarrollo y morfogénesis de las plantulas propagadas
(Berthouly & Etienne, 2005).
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1.4.3.4.4 Acumulacion de biomasa

Como se menciond anteriormente el empleo de medios de cultivo liquido
en las diferentes etapas de la micropropagacion favorece al desarrollo de
explantes y tal como se ha reportado para diferentes especies vegetales
existen incrementos significativos de la tasa de proliferacion (Bermudez, et. al.,
2000). Sin embargo, se ha citado también a la acumulacion de biomasa como
un factor altamente influyente en el cultivo mediante este tipo de técnica como
los sistemas de inmersion temporal. La acumulacion de excesiva biomasa en
los SITs se presenta principalmente por factores como excesivo desarrollo y
crecimiento de los propagulos una vez transcurrido el ciclo de multiplicacién.
Dicho crecimiento puede afectar al indice de multiplicacion y disminuirlo
considerablemente, por ende, la eficiencia del SIT también se veria afectada.
Es asi que de acuerdo a Bermudez y colaboradores (2000), se ha sefalado
gue el uso de retardantes de crecimiento en los medios de cultivo logran
disminuir el crecimiento en hojas y estimulan la produccién de nuevos brotes
disminuyendo asi la probabilidad de afectacion sobre el coeficiente de
proliferacion debido a acumulacion de biomasa. Entre los principales
retardantes de crecimiento estan el paclobutrazol (PBZ), ancymidol (ANC),
entre otros cuyos efectos han sido probados en diversas especies como sabila,
crisantemo, cafla de azUcar. El principal efecto de estos compuestos es
disminuir la elongacion de las plantulas ya que actian como inhibidores en la
ruta metabdlica de los isoprenoides que conduce a la sintesis de giberelinas y
esteroles; asi también en vitroplantas de uva el PBZ ha mostrado aumentar la
resistencia a la desecacion asociada a una mayor habilidad para el cierre de
los estomas en condiciones de humedad relativa reducida (Meneses, et. al.,
2000).

1.5 Hipotesis

El Sistema de Inmersiébn Temporal resulta un método mas eficiente
comparado con la micropropagacion convencional en medio sélido para la

multiplicacion in vitro de cilantro cimarron (Eryngium foetidum).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion del ensayo

La fase de laboratorio se realizé en las instalaciones del Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales, de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia -
Departamento de Ciencias de la Vida de la Escuela Politécnica del Ejército,
ubicada en la parrogquia Sangolqui, cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha,
coordenadas 0°18,81 S; 78° 26,64 O a una altitud de 2516 msnm.

2.2 Seleccidn, colecta y transporte del material vegetal

La seleccion del material vegetal con el cual se realizd la
micropropagacion de cilantro cimarrén (Eryngium foetidum), se recolecté en
sectores donde se ha reportado su existencia; tal es el caso de las provincias
de Santo Domingo de los Tsachilas y Esmeraldas. Las muestras fueron
seleccionadas de acuerdo a las caracteristicas recomendadas por Jiménez
(1998) tales como una buena constitucion fenotipica de las plantas donadoras,
estado fisiolégico de la planta madre en crecimiento activo y de desarrollo

vigoroso y sano.

Para el caso de la recoleccion en la provincia de Santo Domingo de los
Tséachilas, las plantas madre fueron adquiridas en una de las haciendas
propiedad del IASA II, gue se encuentra en el Km. 35 de la via a Quevedo. Las
plantas se extrajeron y transportaron, con una muestra de suelo del sitio, hacia
el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales en Sangolqui. De igual manera,
para la recoleccion realizada en la provincia de Esmeraldas las muestras de

campo se tomaron manteniendo los criterios previamente indicados.
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De acuerdo a lo sugerido por Pierik (1990), las plantas muestreadas se
seleccionaron in situ escogiendo las especies que presentaron las mejores
caracteristicas fenotipicas, es decir con mayor numero de hojas, plantas libres
de hongos y enfermedades ademés plantas que tengan un buen numero de

yemas e inflorescencias.

Se realizaron cuatro recolecciones periddicas, de las cuales tres se
efectuaron en Santo Domingo de los Tsachilas y un muestreo en la provincia
de Esmeraldas (Figura 2.1). El proceso de recoleccién incluy6 inicialmente la
seleccion in situ del material vegetal, posteriormente se tom6 cada una de las
plantas y con una muestra del suelo del sitio, se almacené en fundas plasticas.
Se roci6 las plantas con agua estéril para que mantengan su humedad hasta
trasladarlas via terrestre hacia el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales.
En vista de que los explantes pueden presentar respuestas diferentes a los
tratamientos debido a la edad y condicion fisiologica de cada individuo donador,
se procur6 que la recoleccién sea lo mas uniforme posible.

Figura 2.1 A) Recoleccion de E. foetidum con muestra del suelo del sitio. B)

Plantas seleccionadas.
Las plantas presentaban caracteristicas uniformes entre las que se

puede mencionar: gran numero de hojas, inflorescencia de aproximadamente
10 cm con gran numero de yemas, plantas vigorosas y sobre todo
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caracteristicas fitosanitarias adecuadas para tomarlas como plantas madres

aptas para introducir el material vegetal al sistema in vitro.

En el laboratorio las muestras fueron trasplantadas a macetas con la
muestra de suelo del sitio donde fueron recolectadas. Se mantuvo las muestras
bajo condiciones de invernadero, a una temperatura entre 25 + 3 T y humedad
relativa entre 60 y 70% con la ventilacion del invernadero. Las plantas fueron
sometidas a un tratamiento fitosanitario para eliminar la posible contaminacion
fingica existente. Se empleé Benomil®, fungicida sistémico de principio activo

carbendazim cuya aplicacion fue foliar cada tres dias.

2.3 Fase de establecimiento

2.3.1 Medio de cultivo para la desinfeccion

El medio de cultivo empleado para el desarrollo de la fase de
establecimiento del cultivo in vitro consiste en un medio obtenido de la
compilacién bibliogréfica de trabajos previos realizados en la especie vegetal
objeto de investigacion. Cada uno de los componentes, junto al volumen a

emplear para la preparacion de un litro de medio, se detalla en la tabla 2.1.

Se colocé ademds, una solucion de vitaminas cuya concentracién se
presenta en la Tabla 2.2. Por otro lado, como componentes del medio de
cultivo para desinfeccién se adicionaron 250 mgL™ de PVP (polivinilpirrolidona),
agar en concentracion de 6,3 gL™, 30 gL™ de azucar, 100 mgL™ de mioinositol;
ajustado a un pH de 5.75. El medio de cultivo fue esterilizado en la autoclave
durante 30 min. a 121°C y 15 psi.
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Tabla 2.1 Componentes del Medio MS (1962).

VOLUMEN A
STOCK COMPONENTES L
USAR (mL L ™)
NH4NO3
20
KNO3
MgSOsa. 7H,0
MnSOy. 4H,0
I 10
ZnS04. 7TH,0O
CUSO4. 5H20
CaC|2. 2H-0
11l Kl 10
CoCl,. 6H,O
KH2PO4
v H3BO3 10
NaMoQOy,. 2H,0
Na,EDTA
V 10
FeSQO4. 7H,0O

Tabla 2.2 Concentracion de Vitaminas adicionadas al medio MS para

establecimiento de E. foetidum.

Vitaminas Concentracion (mgL ™)
Acido nicotinico 0.5
Glicina 2
Piridoxina 0.5
Tiamina 0.1
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2.3.2 Desinfeccion del material vegetal

Efectuado el tratamiento fitosanitario descrito en el apartado 2.2, se
procedid con la desinfeccion del material vegetal seleccionado previo su
introduccién in vitro. Se seccionaron tres tipos de explantes: hojas, segmentos
nodales y yemas que fueron sometidos al mismo tratamiento de desinfeccion a
excepcion de la desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaClO) para lo que se
aplicé diferentes concentraciones para hojas, segmentos nodales y yemas. A

continuacion se describe el tratamiento usado para los diferentes explantes.

2.3.2.1 Desinfeccion de hojas

Para el protocolo de desinfeccion, se seleccionaron hojas de cilantro
cimarrén de las plantas de invernadero y se sometieron, primeramente, a un
lavado con agua corriente por 15 min. Posteriormente, fueron sumergidas en
una solucion de detergente comercial en concentracion 1% p/v adicionando 5
gotas de Tween 20, como agente tensoactivo, durante 15 min, tras lo cual se
realizaron lavados consecutivos con aguas estéril para retirar el detergente. A
continuacion, se sumergido el material vegetal en una solucion 1% p/v de
Benomil®, adicionando 3 gotas de Tween 20 durante 10 min; seguido se

realizaron lavados con agua estéril hasta retirar restos del fungicida.

Enseguida, se trasladaron los explantes a la camara de flujo laminar en
donde se continué con los siguientes pasos de desinfeccion. La camara de
flujo laminar fue previamente desinfectada con etanol al 90% v/v y esterilizada
por 30 min bajo luz ultravioleta; ello con la finalidad de asegurar que se

mantengan condiciones asépticas previo la siembra de los explantes.

Se introdujeron las hojas en una solucion de etanol al 70% v/v durante
30 s, e inmediatamente se las sumergié en una solucion de hipoclorito de sodio

(NaClO) en diferentes concentraciones (0.4%, 0.5%,0.6% v/v) mas 3 gotas de
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Tween 20, durante tiempos de inmersibn de 6 y 8 min. Finalmente, se
realizaron tres lavados con agua estéril previa la siembra de los explantes.

Cabe recalcar que como procedimiento fundamental en la desinfeccién
de explantes, se emple6 etanol en una concentracién de 70% v/v, lo que
permite la ruptura de burbujas generadas en lavados previos facilitando la
penetracion del hipoclorito de sodio en el explante; asi como la accion del
tensoactivo Tween 20 cuyo empleo permite la accion sinérgica con el NaClO
facilitando la ruptura de la tension superficial mejorando asi el contacto del
desinfectante con el tejido (Pierik., 1990) (Wiley, 2008 ).

Los explantes ya desinfectados se mantuvieron en agua estéril hasta el
momento de su corte para la siembra en el medio de cultivo de establecimiento.
Las hojas fueron seccionadas a un tamafio de 4 cm? y fueron sumergidas en
una solucién de PVP 250mgL™ con la finalidad de contrarrestar la oxidacién del
explante antes de la inoculacién en el medio MS (1962) (Figura 2.2).

En la tabla 2.3 se describen los tratamientos de desinfeccién empleados
para hojas en donde se evaluaron diferentes concentraciones de NaClO y

tiempos de inmersién mediante un arreglo factorial de 3x2

Figura 2.2 A,B) Siembra de segmentos de hojas de cilantro cimarron en medio
de establecimiento.
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Tabla 2.3 Tratamientos para la desinfeccion de hojas de Eryngium foetidum.

Tratamiento | [NaClO] (%) | Tiempo (min)
1 0.4 6

0.4

0.5

0.5

0.6

0.6

| O | W N
| O 00| O

2.3.2.2 Desinfeccion de segmentos nodales y yemas

Al igual que para la desinfeccion de hojas, para el protocolo de
desinfeccion de yemas y segmentos nodales, se seleccionaron los mejores
explantes de cilantro cimarron de las plantas de invernadero. Se realizaron
cortes de entre 4 y 5 cm y se sometieron a un lavado con agua corriente por 15
min. Se sumergieron los explantes en una solucién de detergente comercial en
concentracion 1% p/v mas 5 gotas de Tween 20, durante 15 min tras lo cual se
realizaron lavados consecutivos con agua estéril. Se sumergié el material
vegetal en una solucién 1% p/v de Benomil® méas 3 gotas de Tween 20 durante
10 min; y se realizaron lavados con agua estéril hasta retirar restos del
fungicida.

Se trasladaron los explantes a la camara de flujo laminar y se los sumergio en
una solucién de etanol al 70% v/v durante 30 s; seguido se colocaron los
explantes en las soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) en concentraciones
diferentes (0.7%, 0.8%,0.9% v/v) mas 3 gotas de Tween 20 durante tiempos de
inmersion de 8 y 10 min. Finalmente, se realizaron 3 lavados con agua estéril

previa la siembra de los explantes (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Desinfeccion de yemas y segmentos nodales. A) Explante
seleccionado de invernadero. B, C) Yemas y segmentos nodales previa
introduccion. D) Inmersion en detergente. E) Inmersién en fungicida. F)

Inmersion en Alcohol al 70%. G) Inmersién en Cloro. H) Lavado con agua

estéril. I) Corte de las yemas y segmentos nodales.

Al igual que para hojas, las yemas y segmentos nodales se mantuvieron
en agua estéril hasta el corte. Los explantes se cortaron de aproximadamente 3
cm y fueron sumergidos en una solucién de PVP 250mgL™ antes de la
inoculaciéon en el medio MS (1962).

La tabla 2.4 detalla los tratamientos de desinfeccion empleados para
segmentos nodales y yemas mediante un arreglo factorial de 3x2.
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Tabla 2.4 Tratamientos para la desinfeccion de yemas y segmentos nodales.

Tratamiento | [NaClO] (%) | Tiempo (min)
1 0.7 8
2 0.7 10
3 0.8 8
4 0.8 10
5 0.9 8
6 0.9 10

Todos los explantes seleccionados para el establecimiento in vitro de E.
foetidum, fueron sometidos al mismo ensayo estadistico y se efectuaron 10
repeticiones por cada tratamiento, en donde la unidad experimental fue un
frasco con el explante. Estos fueron incubados a una temperatura entre 22+2C
y humedad relativa de 50% en fotoperiodo de 16 horas luz. Las variables

evaluadas en los diferentes tratamientos fueron:

Contaminacién: Mediante observacion se determind si un explante,
(hojas, segmentos nodales y yemas), esta contaminado y se le asigné el valor
de “1”, y a un explante no contaminado el valor de “0”; ya sea para
contaminacion fungica como bacteriana (Figura 2.5, 2.6).

Figura 2.5 A) Contaminacion bacteria. B) Contaminacion fungica.
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Figura 2.6 A) Contaminacion bacteriana. B) Contaminacion fungica.

Oxidacion: Mediante observacion se determind si un explante presenta
oscurecimiento en los bordes de corte del tejido debido a la presencia de
fenoles que provocan oxidacion en el explante. En este caso se evalud
mediante la escala del “0” al “3”; donde “0” corresponde a un explante no

oxidado y “3” a un explante oxidado (Figura 2.7).

Figura 2.7 Oxidacién y necrosis de hoja.

Viabilidad: Tras observacion de la respuesta del explante posterior a la
siembra, se determiné la viabilidad de este estableciendo como escala del “1”
al “5” para la necrosis del material vegetal, dando valor a “1” a un explante

verde y “5” a un explante necrosado (Figura 2.8).
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Explante viable (1)

Explante necrosado (5)

Figura 2.8 A) Yema viable de a los 15 dias de la siembra. B) Yema viable a los
30 dias de la siembra C) Escala de viabilidad para los explantes.

Para todas las variables descritas, se realizé la observacion a cada
unidad experimental a los 30 dias de la siembra con lo que posterior se efectud
el andlisis de datos mediante tablas de contingencia empleando graficas en
base a diferentes pruebas estadisticas de chi — cuadrado y analisis de varianza

segun la variable analizada.

2.4 Induccion de brotes

Una vez estandarizado el mejor tratamiento de desinfeccion, se
continué con la propagacion in vitro de E. foetidum, mediante la induccién a
brotes por organogénesis directa que permita regenerar plantas completas de

esta especie. (Roca W, Mroginski L, 1993).
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Para esta etapa, se utiliz6 Unicamente segmentos nodales y yemas,
debido a que al utilizar hojas como explante, no se obtuvo respuesta a la

induccion organogénica (Figura 2.9).

Figura 2.9 Hoja de cilantro cimarrdn sin respuesta, a los 45 dias de la siembra.

De alli que se introdujeron Unicamente segmentos nodales y yemas
apicales y axilares de un tamafio de entre 2 y 3 cm, previamente sometidos al

que resulto ser el mejor tratamiento de desinfeccion.

2.4.1 Medios de cultivo para la induccién de brotes

El medio de cultivo empleado para esta etapa fue el de Murashige y
Skoog (MS) enriquecido con 250 mgL™ polivinilpirrolidona (PVP), 35 mgL™
acido ascorbico, 30 gL™ de sacarosa y 6.3 gL™ de agar, ajustado a un pH entre
5,7 - 5,8; suplementado con 6-bencilaminopurina (BAP) en concentraciones de
0,1,1.5 mgL™ y diferentes concentraciones de 0,0.1,0.2 mgL™, ya sea de &cido
naftalenacético (ANA) o acido indolacético (AlA).

Los medios de cultivo fueron esterilizados en un autoclave durante 30
min a 121°C y 15 psi; posterior a la siembra se incubaron a 25 + 2 °C, 50 — 60%
de humedad relativa, 725 — 750 luxes y un fotoperiodo de 16 h.
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Para esta etapa se plante6 un arreglo factorial de 2x5 + 1 en un disefio
completamente al azar (DCA), incluido un tratamiento control sin reguladores
de crecimiento. Los tratamientos empleados se describen en la tabla 2.5. Se
realizaron 10 repeticiones para cada tratamiento, teniendo como unidad
experimental un segmento nodal o yema inoculada en un frasco con medio de

cultivo, incubado en las condiciones mencionadas.

Tabla 2.5 Tratamientos para la induccion de brotes a partir de segmentos

nodales y yemas

Tratamiento BAP (mgL ™) AIA (mgL ™) ANA (mgL %)
0 0 0 0
1 15 0 0
2 15 0.1 -
3 15 0.2 -
4 1 0 -
5 1 0.1 -
6 1 0.2 -
7 15 - 0.1
8 1.5 - 0.2
9 1 - 0.1
10 1 - 0.2

Las variables evaluadas para esta fase se describen a continuacion:

Induccion a brote: Se observo el tiempo de respuesta del material
vegetal para la organogénesis directa. Esta variable fue evaluada en dias, para
lo que se realiz6 la observacidon de la presencia o ausencia de brote a los 30
dias a partir de la siembra.
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Figura 2.10 A) Brote organogénico a los 15 dias de la siembra (2 cm). B) Brote
organogénico a los 30 dias de la siembra (4 cm)

Formacioén de callo: Se observo el aparecimiento de callo y se asigné
el valor de “1” a la presencia y “0” a la ausencia de callo, aplicado para

segmentos nodales y yemas.

Figura 2.11 A) Yema con presencia de callo. B) Yema sin presencia de callo

Numero de brotes por explante: Se contabilizé el nimero de brotes

por explante en cada frasco, después de transcurridos 30 dias de la siembra.

Longitud del brote: Se evalué la longitud de los brotes originados a
partir de cada explante tras los 15 y 30 dias de la siembra del material vegetal.
La medicién fue tabulada en centimetros, y para el analisis estadistico se
categorizaron los datos en cuatro niveles de longitud diferentes para yemas y

57



segmentos nodales. La categorizacion se muestra en el capitulo de resultados
en el apartado correspondiente para cada tipo de explante.

= .:
|
=
:' ——
=

Figura 2.12 A,B) Longitud de brotes medidos en centimetros; a los 15 y 30 dias

respectivamente.

Ancho de las hojas: Se evalu6 esta variable con la medicién de la extension
de lamina foliar en centimetros y al igual que para la longitud, los datos fueron
categorizados en cuatro niveles para el ancho de las hojas de los brotes
generados a partir de yemas y segmentos nodales. La categorizacion se

muestra en el capitulo de resultados en el apartado correspondiente para cada
tipo de explante.

Figura 2.13 Medicion de hojas in vitro en centimetros.
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La evaluacion se realiz6 al cabo de un mes y para el analisis
estadistico exploratorio de datos se empled tablas de contingencia en base a
las cuales se elaboraron graficas de barras. Ademas se realizdé el analisis
inferencial mediante andlisis de varianza (ANOVA) utilizando simultaneamente

pruebas de LSD Fisher segun el nivel de significancia estadistica encontrado.

2.5 Fase de multiplicacion
2.5.1 Multiplicacion convencional

Para los ensayos de la primera etapa en la fase de multiplicaciéon
convencional, se emplearon los explantes con brotes resultantes de la fase de
induccion que presentaban un tamafio adecuado para ser seccionados y

divididos hacia un nuevo medio de cultivo que permita su multiplicacion.

Esta etapa constd de la realizacion de tres subcultivos que permitieron
observar y analizar la capacidad de las plantulas para regenerar nuevos brotes
organogénicos. Con ello se determind la tasa de proliferacion de cilantro
cimarrén; ademas que al realizar subcultivos se aseguré la obtencién de un
cultivo aséptico, indispensable para la los ensayos en el SIT y su produccién

masiva.

2.5.1.1 Medio de cultivo para la multiplicacion convencional

Este fue seleccionado a partir del analisis de los resultados obtenidos
de la induccion, es decir se escogio el mejor tratamiento de la fase anterior,
para la multiplicacién de E. foetidum. El medio de cultivo que presentd mejor
respuesta de los explantes en la fase de induccion fue el Tratamiento 7 (Tabla
2.5, Figura 2.14) el cual estuvo compuesto por las sales del MS (Murashige y
Skoog, 1962) suplementado con 1.5 mgL™ de BAP (bencilaminopurina), 0.1
mgL? de ANA (4cido naftalenacético), 5 mgL™ de brasinolida, 250 mgL™

59



polivinilpirrolidona (PVP), 35 mgL™ &cido ascérbico y enriquecido con 30gL™ de
azlcary 6.3 gL de agar.

Figura 2.14 A, B) Proliferacion de brotes en respuesta a la fase de induccion en

el mejor tratamiento

El medio de cultivo mencionado, se empled en la realizaciéon de los tres
subcultivos, que fueron denominados como Subcultivo A, B, y C. Se tomé cada
uno de los frascos con presencia de brotes y se dividié a un nuevo frasco con
medio de cultivo en el que se sembré una plantula por envase. Tal como en la
figura 2.14, las plantulas poseen una longitud entre 4 y 5 cm de longitud, por lo
gue al subcultivarlas, se realizaron cortes manteniendo una altura de 2 cm en el

nuevo frasco (Figura 2.15, 2.16).

Figura 2.15 Plantulas provenientes del subcultivo A por ser trasladadas a un
nuevo medio de multiplicacién del subcultivo B
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Figura 2.16 Subcultivo de plantulas. A) Corte de las plantulas. B) Plantula de 2

cm de longitud. C) Frascos de subcultivo A.

Tras la inoculacion de las plantulas en nuevo medio de cultivo, se evalué
a los 30 dias variables como: presencia/ausencia de brotes, numero de brotes,
longitud de los brotes, ancho de las hojas e indice de multiplicacion.

Presencia o ausencia de brotes: Se observé la formacion de nuevos
brotes organogénicos a partir del explante inicial. La presencia de brote fue
registrada como 1y la ausencia como 0 (Figura 2.17).

Figura 2.17 Esquema de subcultivos. A) Proliferacion de brotes a los 30 dias.
B) Subcultivo A a los 15 dias. C) Subcultivo B a los 15 dias. D) Subcultivo C.
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Numero de brotes por explante:  Se contabilizé el nimero de plantulas

obtenidas de cada frasco tras la realizacion de cada subcultivo (Figura 2.18).

Figura 2.18 Incubacion de los subcultivos. A) Subcultivo A, plantulas a los 10
dias. B) Subcultivo B, plantulas a los 2 dias de la siembra. C) Subcultivo C,

plantulas a los 30 dias de la siembra, previa su inoculacién al SIT.

Longitud del brote: Se evalud la longitud de los brotes originados a
partir de cada explante 30 dias de la siembra de las plantulas de cilantro

cimarron. La medicién fue tabulada en centimetros (Figura 2.19).

Ancho de las hojas: Los datos fueron tomados con la mediciéon en
centimetros de la extension de la lamina foliar de cada uno de los brotes

producidos en cada subcultivo.
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Figura 2.19 Esquema de plantula de E. foetidum para la medicion de longitud
de los brotes previo el subcultivo A) Brotes con presencia de yemas axilares,
medicion de su longitud. B) Plantula en donde las flechas indican el lugar de

corte para el subcultivo. C, D) Plantulas de 2 cm obtenidas tras el corte.

indice de Multiplicacion:  El indice de multiplicacion corresponde a la
razén entre el numero de brotes obtenidos, tras el periodo de incubacion,
respecto a un explante o plantula (Figura 2.20).
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Figura 2.20 A) Division de los brotes para su multiplicacion en camaras de flujo
laminar. B) Brotes obtenidos en el subcultivo B.

Cada uno de los brotes obtenidos tras la realizacion de los subcultivos
fue tomado como una unidad experimental en la que se evaluaron las variables

descritas anteriormente.

El analisis estadistico para la fase de multiplicacion convencional se
realiz6 en base a las repeticiones efectuadas en los distintos subcultivos
enlistandolos como subcultivos A — C, para los cuales se obtuvo porcentajes en

base a las variables analizadas.

2.5.2 Multiplicacién masiva en el SIT

2.5.2.1 Prueba de pardmetros de control en el SIT: frecuencia, tiempo de

inmersion y densidad del in6culo

Inicialmente, para la multiplicacion masiva de plantulas de cilantro
cimarron se desarrollaron los ensayos de acuerdo a los tratamientos
propuestos en los que se varia factores como frecuencia, tiempo de inmersion,
y densidad del in6culo (Tabla 2.6) y las variables evaluadas en esta fase fueron
presencia o ausencia de plantulas, indice de multiplicacion (tasa de
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proliferacién), nimero de brotes por explante, altura de las plantulas obtenidas
y ancho de las hojas.

Se aplicara un arreglo factorial de 3x2x2 con los parametros descritos en
la tabla 2.6. Asi también los ciclos de inmersion fueron desarrollados con una
presion de de 8 psi de aire filtrado y con un volumen de medio de cultivo
correspondiente a 500 mL.

2.5.2.1.1 Material vegetal

Para los ensayos en el SIT, se emplearon las plantulas obtenidas del
subcultivo C de la fase de multiplicacién convencional. Es importante que el
tamafo de brote que ingresa al SIT sea uniforme (Escalona, 2005), por lo que
para esta etapa se colocaron brotes que cumplan con una longitud de 2 cm

previa su inoculacion al SIT (Figura 2.21)

Figura 2.21 A) Plantulas en subcultivo C, previa su introduccién al SIT. B)

Plantulas de 2 cm de largo para ser inoculadas en el SIT

65



2.5.2.1.2 Medio de cultivo para la multiplicacion

El medio de cultivo para la multiplicacion en el SIT fue el empleado en
la multiplicacién convencional, omitiendo la adicion de agar, debido a que el
mecanismo de accion del SIT necesita medio liquido. EI medio de cultivo
consiste de las sales del MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 1.5
mgL™ de BAP (bencilaminopurina), 0.1 mgL™ ANA (4cido naftalenacético), 5
mgL™? de Brasinolida, 250 mgL™ polivinilpirrolidona (PVP), 35 mgL™ Acido

ascorbico y enriquecido con 30gL™ de az(car.

Tabla 2.6 Tratamientos para la multiplicacion de E. foetidum en el SIT

_ Tiempo Frecuencia Densidad del in6culo
Tratamiento _
(min) (horas) (No. explantes por SIT)

N
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Se ensayaron dos repeticiones de cada tratamiento, teniendo como
unidad experimental un SIT, que consistié en dos recipientes interconectados
por tubos de silicona; en el que el primero fue usado para el almacenamiento
del medio y el otro para el cultivo de los explantes. Las evaluaciones se
realizaron al final de cada subcultivo. Las variables evaluadas tras cada ciclo

en el SIT fueron:
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Numero de brotes por explante:  Tras el dia 30 del ciclo en el SIT, se
contabilizé6 el numero de brotes del explante en cada unidad experimental
(Figura 2.22).

Figura 2.22 Plantulas obtenidas tras el ciclo de inmersién en el SIT.

Altura de las plantulas: Se evalu6 la longitud de las plantulas originadas a
partir del brote inicial posterior a los 30 dias del subcultivo. La medicién se
tabulé en centimetros (Figura 2.23) y se realiz6 una categorizaciéon de acuerdo
a niveles de altura de las plantulas formadas, la cual se muestra en el capitulo

de resultados en el apartado correspondiente.

Figura 2.23 Medicion de la altura de las plantulas.
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Ancho de la hoja: Se evaluo esta variable con la medicion de la extension de
lamina foliar en centimetros y se realiz6 una categorizacion correspondiente al

ancho.

Figura 2.24 Medicion del ancho de hojas de las plantulas provenientes del SIT

indice de Multiplicacién:  El indice de multiplicacion corresponde a la
razén entre el numero de plantulas obtenidas, tras el periodo de incubacion en

el SIT, respecto a la densidad del in6culo inicial.

2.5.2.2 Prueba de medios de cultivo para multiplicacién en el SIT

Tras la realizacion de los ensayos en los tratamientos presentados en la
Tabla 2.6 se determin6 un indice de proliferacion similar al de la multiplicacion
convencional, lo que no corresponde a lo citado en diferentes bibliografias para
sistemas de inmersion temporal, por ello se efectué un nuevo ensayo con una
concentracion mayor de reguladores de crecimiento, especificamente de la
citoquinina BAP (bencilaminopurina) con la finalidad de obtener una mayor
cantidad de brotes por explante en cada unidad experimental o SIT. Dichos
ensayos fueron realizados empleando la programacion del SIT en el mejor
tiempo, frecuencia de inmersion y densidad del in6culo previamente
determinado en la prueba de paramteros de control del SIT: (tiempo = 2 min;

frecuencia = 4 h; densidad del in6culo = 3 explantes).
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Los tratamientos ensayados corresponden a medios de cultivo para los
gue se aplica un arreglo factorial de 2x2 +1 tratamiento control descritos en la

tabla 2.7:

Tabla 2.7 Medios de cultivo ensayados para una mayor proliferacion de brotes

Tratamiento | BAP (mgL™) | ANA (mgL™) | Brasinolida (mgL™)
1 0 0 5
2 1 0.1 5
3 2 0.1 5
4 2.5 0.1 5
5 3 0.1 5

Cada medio de cultivo contiene las sales del MS (1962) suplementado
con las diferentes concentraciones de BAP, 0y 0.1 mgL™ de ANA, 5 mgL™ de
BRA, 250 mgL™ PVP, 35 mgL™ Acido ascoérbico y enriquecido con 30gL™ de

azucar. Efectuado el ensayo se evaluaron las variables ya mencionadas.

PR T A

Figura 2.25 Plantulas de E. foetidum tras la multiplicacion en el SIT. A,B)

Proliferacion de brotes. C) Presencia de abundante raiz tras ciclo en el SIT.
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Las variables analizadas para la prueba de medios en el SIT fueron las
mismas detalladas anteriormente, con lo que se permiti6 comparar los
resultados obtenidos en el SIT previa la optimizacién del medio de cultivo del
medio liquido para la propagacion de un mayor numero de propagulos de E.
foetidum. Los resultados fueron analizados mediante pruebas de chi —
cuadrado y ANOVAs segun el tipo de variable y se realizaron comparaciones
multiples de medias mediante el método de LSD Fisher. Los datos estadisticos

se reflejaran en cuadros de comparacion de los diferentes tratamientos.

2.6 Andlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos en la presente
investigacion se empleo el programa InfoStat/Estudiantil version 2011e. En el
capitulo siguiente se indican las pruebas estadisticas efectuadas para las
diferentes variables evaluadas en las tres fases del cultivo in vitro de cilantro
cimarron. Las pruebas de hipotesis chi — cuadrado de independencia que
fueron realizadas para el analisis de las variables dicotdmicas emplean un nivel
de significacion a=5% elaboradas sobre las tablas de contingencia generadas a
partir de los datos evaluados en cada etapa. Se considera el rechazo de la
hipotesis nula de la prueba chi — cuadrado al obtener valores mayores al nivel
de significacion (p>0.05); mientras que se acepta una alta significancia

estadistica al obtener valores de p<0.05.

Por otro lado, para el andlisis de las variables cuantitativas, para las que
se necesita conocer su dependencia respecto a los factores ensayados, se
efectuaron analisis de varianza (ANOVA). Esta prueba se basa en la relacién
entre medias poblacionales por lo que permite poner a prueba la hip6tesis de
igualdad de medias. Es asi que si las medias poblacionales son iguales se
muestra un mismo grado de variacion; por el contrario, si existe diferencia entre
las medias poblacionales, se mostrara mayor grado de variacion. En la

presente investigacion se empled un nivel de confianza del 95%, por lo que si
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el valor de p encontrado es menor al 5%, se sugiere el rechazo de la hipotesis
de igualdad de medias de tratamientos; mientras que si para el dominio
estudiado se encuentran valores mayores al 5% se denota una igualdad de
medias. Unicamente para el primer caso (p<0.05), se continuara con el analisis
estadistico de LSD Fisher que categoriza los valores de medias obtenidos en el
ANOVA en diferentes grupos estadisticos que permiten comparar y encontrar

los mejores los tratamientos ensayados.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Etapa de Desinfeccion

En la etapa de desinfeccibn se evaluaron variables como:
contaminacion, oxidaciéon y viabilidad para los diferentes explantes de cilantro
cimarron (Eryngium foetidum): hojas, segmentos nodales y yemas; mediante la
aplicacion de tratamientos con hipoclorito de sodio en diferentes tiempos de

inmersion.

Para la desinfeccion del material vegetal se emplearon seis diferentes
tratamientos en tres concentraciones de cloro comercial en dos tiempos de
inmersion, y los datos fueron evaluados a los 30 dias de la siembra de los
explantes en el medio de cultivo de establecimiento.

3.1.1 Contaminacion

3.1.1.1 Hojas

Para la desinfeccion de hojas de Eryngium foetidum, los tratamientos

empleados corresponden a los descritos en la tabla 2.3 del capitulo anterior.

Para la variable contaminacién, se realizaron pruebas chi-cuadrado en
base a la frecuencia de explantes contaminados y no contaminados para cada
tratamiento. Se realizaron analisis tanto para los tratamientos como para cada
uno de los factores: cloro y tiempo de inmersion. La prueba chi — cuadrado para
los tratamientos de desinfeccion para hojas resulté con un valor p = 0.306
(Tabla 3.1) por lo que no existe suficiente evidencia estadistica de la inferencia

de los tratamientos en el porcentaje de contaminacion de hojas.
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Tabla 3.1 Prueba chi — cuadrado para los tratamientos de desinfeccion en hojas

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 6 5 0.3062
Chi Cuadrado MV-G2 7.6 5 0.1799

La tabla 3.2 exhibe los porcentajes de contaminacion obtenidos

mediante un analisis de contingencia de los tratamientos de desinfeccion de

hojas y la contaminacion transcurridos 30 dias después de la siembra. Se

obtuvo un 83.3% de descontaminacion en todos

los tratamientos de

desinfeccion mientras que un 16.7% de explantes presentaron contaminacion.

Tabla 3.2 Tabla de contingencia para contaminacion respecto a los

tratamientos de desinfeccién

Tratamientos | No contaminado Contaminado % Total
1 100 0 100
2 75 25 100
3 83.3 16.7 100
4 66.7 33.3 100
5 91.7 8.3 100
6 83.3 16.7 100
% Total 83.3 16.7 100

La figura 3.1 presenta los porcentajes de explantes contaminados y no

contaminados en cada uno de los tratamientos de desinfeccion aplicados,

dentro de los cuales el tratamiento 1 presenta el mayor porcentaje de

descontaminacién (100%) mientras que el tratamiento 4 exhibe el mayor

porcentaje de explantes contaminados, siendo este del 33.3%.
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Figura 3.1 Porcentaje de contaminacion para hojas respecto a los tratamientos

de desinfeccion.

Se efectuaron pruebas de chi — cuadrado para la relacién concentracion
de hipoclorito de sodio y tiempos de inmersion frente a la contaminacion. Para
el primer factor, se obtuvo un valor (p = 0.406) (Anexo A.1.1) que indica falta de
diferencias significativas entre los tratamientos pese a existir una buena
descontaminacion en cada uno de los ensayos efectuados, la prueba fue
realizada en base a la tabla de contingencia anexo A.1.2. Asi también, la figura
del anexo A.1.3 muestra un 87.5% de descontaminacion al aplicar
concentraciones de NaClO de 0.4 y 0.6%, mientras que para el 0.5% se
obtiene un 75% de descontaminacion de hojas. Por otro lado, para los tiempos
de inmersion ensayados, se obtuvo un valor de p = 0.057 ligeramente menor al
nivel de significancia, o que sugiere la inexistencia de suficiente evidencia
muestral para la dependencia de los tiempos de inmersion experimentados y la
contaminacion de hojas (Anexo A.1.4), basandose en la tabla de contingencia
(Anexo A.1.5). Asimismo, el anexo A.1.6 exhibe el porcentaje de contaminados
y no contaminados para los diferentes tiempos de inmersion experimentados.
Es asi que para una inmersién de 6 min un 91.7% de los explantes resultaron
no contaminados mientras que para una inmersion de 8 min el porcentaje fue
del 75% de hojas.
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3.1.1.2 Segmentos nodales

Para la desinfeccibn de segmentos nodales y yemas de Eryngium
foetidum, los tratamientos empleados corresponden a tres concentraciones de
NaClO (0.7%, 0.8%, 0.9%), en tiempos de inmersion (8 y 10 min) cada uno
(Tabla 2.4). Al igual que para hojas, para yemas y segmentos nodales, se
efectuaron pruebas de chi — cuadrado para la contaminacion de los explantes
en cuanto los tratamientos empleados y para los factores por separado.

En base al andlisis de contingencia efectuado para la relacién de los
tratamientos de desinfeccion aplicados sobre segmentos nodales y la
contaminacion producida, se obtuvo un valor de p de 0.0193 (Tabla 3.3) lo que
indica diferencia estadistica significativa entre los tratamientos empleados
sobre estos explantes. La figura 3.2 en base a la tabla de contingencia 3.4
muestra una descontaminacion del 100% para los tratamiento 1 y 3, mientras
gue el menor porcentaje de descontaminacion se da en el tratamiento 4 con el

50% de los segmentos nodales ensayados.

Tabla 3.3 Prueba de chi — cuadrado para los tratamientos de desinfeccion en

segmentos nodales

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 13.48 5 0.0193
Chi Cuadrado MV-G2 16.49 5 0.0056

Para cada uno de los factores se realizaron las pruebas chi — cuadrado;
se obtuvo un valor p = 0.537 (Tabla A.1.7) al analizar la contaminacion de
segmentos nodales respecto a la concentracion de NaClO, lo que indica la
inexistencia de suficiente evidencia muestral que permita el rechazo de la
independencia entre tratamientos por lo que la contaminacion no depende de la

concentracion de NaClO en los explantes ensayados.
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Tabla 3.4 Tabla de contingencia para los tratamientos de desinfeccion de

segmentos nodales

Tratamientos No contaminado Contaminado % Total
1 100 0 100
2 75 25 100
3 100 0 100
4 50 50 100
5 75 25 100
6 83.3 16.7 100
% Total 80.6 194 100

3 100 -

S 1

2 80 -

%

‘2 60 - H Contaminado
0

8 40 - 8

£ ® No

8 20 - contaminado
8

°\° 0 T T T T T 1

Tratamientos

Figura 3.2 Porcentaje de contaminacién para segmentos nodales al aplicar los
tratamientos de desinfeccion.

Las tablas de contingencia para la concentracion de NaClO y tiempo de
inmersion se presentan en el anexo A.1.8 y A.1.10 respectivamente. La figura
A.1.9 del anexo muestra el mayor porcentaje de descontaminaciéon (87.5%) al
ensayar una concentracion de 0.7% mientras que para una concentracion de

0.8% se encuentra un 75% de explantes no contaminados.

Al analizar el tiempo de inmersion sobre la contaminacion de segmentos
nodales, se encontré un valor de 0.017 (Tabla 3.5) indicando la existencia de

diferencias estadisticas significativas entre los tiempos de inmersion ensayados
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sobre este tipo de explante; por lo que el porcentaje de contaminacion se
encuentra directamente relacionado con la inmersion en cloro experimentada.
En la figura 3.3, se observan los porcentajes de explantes contaminados y no
contaminados respecto a los dos tiempos de inmersién; es asi que para una
inmersion de 8 min se encuentra un alto porcentaje de descontaminacion
(91.7%), mientras que para inmersiones de 10 min el porcentaje disminuye a

69.4% de los segmentos nodales.

Tabla 3.5 Prueba chi — cuadrado para el tiempo de inmersion en segmentos

nodales

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 5.67 1 0.0172
Chi Cuadrado MV-G2 5.97 1 0.0146

9
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¢ 60.0
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' B No contaminados

8 200 -

S

S 00 . .

* 8 10

Tiempo de inmsersion (min)

Figura 3.3 Porcentaje de contaminacion respecto a tiempo de inmersion en

segmentos nodales

3.1.1.3 Yemas

Se realizaron analisis de contingencia para la inferencia de los
tratamientos de desinfeccién aplicados y los porcentajes de contaminacion
obtenidos. Se efectud la prueba chi — cuadrado (Tabla 3.5), en base a la tabla
de contingencia 3.7, obteniéndose un valor p = 0.897, lo que se denota que no

existe suficiente evidencia muestral que indique el rechazo de la independencia

77



por ello los tratamientos ensayados para yemas no influyen en los porcentajes

de contaminacién encontrados.

Tabla 3.6 Prueba chi — cuadrado para la desinfeccion en yemas

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 1.63 5 0.8978
Chi Cuadrado MV-G2 1.72 5 0.8867

Tabla 3.7 Tabla de contingencia para la desinfeccién en yemas

Tratamiento No contaminado Contaminado | % Total
1 72.7 27.3 100
2 81.8 18.2 100
3 90.9 9.1 100
4 81.8 18.2 100
5 72.7 27.3 100
6 81.8 18.2 100
% Total 80.3 19.7 100

La figura 3.4 muestra los porcentajes alcanzados para explantes
contaminados y no contaminados tras la aplicacion de los tratamientos de
desinfeccién. Se observan porcentajes altos de descontaminacién, es asi que
el mayor porcentaje de contaminacion se obtuvo Unicamente en el 27.3%
(tratamientos 1 y 5) de las yemas mientras que en el tratamiento 3 exhibe tan

solo un 9.1% de explantes contaminados.

Para la accion de la concentracion de NaClO sobre las yemas, se realiz6
una prueba de chi — cuadrado, en la que se obtuvo un valor de p = 0.681
(Anexo A.1.11) por lo que no existe evidencia muestral suficiente para el
rechazo de independencia indicando que la contaminaciébn en yemas no

depende de la concentracion de NaClO aplicada.
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Figura 3.4 Porcentaje de contaminacion en los tratamientos de desinfeccion de

yemas

Asimismo, la figura en el anexo A.1.13 exhibe el porcentaje de
contaminacion respecto a la concentracion de cloro, en donde se obtuvo mayor
porcentaje de descontaminacion al aplicar una concentracion de NaClO de
0.8% encontrandose un 86.4% de los explantes no contaminados. La tabla de

contingencia se muestra en el anexo A.1.12.

En cuanto al tiempo de inmersion se obtuvo un valor de p = 0.756
(Anexo A.1.14) mayor al nivel de significancia por lo que para el dominio
estudiado no existe evidencia que permita el rechazo de la hipdtesis de
independencia de la contaminacién respecto a los tiempos de inmersién
ensayados; tabla de contingencia (Anexo A.1.15). En la figura A.1.16, el
porcentaje de explantes no contaminados en los tiempos de inmersion
ensayados son similares siendo de 78.8% y 81.8% de descontaminacion para 8

y 10 min de inmersién respectivamente.

3.1.2 Oxidacion

En cuanto a esta variable, se realizaron diferentes analisis respecto a los

tratamientos de desinfeccidon ensayados para cada uno de los explantes. Se
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efectud una transformacion de los datos mediante raiz cuadrada y en base a
ello se elaboraron los cuadros de ANOVA que permitan evaluar la oxidacion
fendlica sobre hojas, segmentos nodales y yemas. A continuacion se muestran

los resultados para cada uno de los explantes utilizados como material vegetal.

3.1.2.1 Hojas

Se analiz6 mediante un ANOVA y el método de comparaciones multiples
de Fisher (LSD Fisher) la dependencia o independencia de la oxidacion frente a
los tratamientos de desinfeccién sobre hojas de cilantro cimarrén. Se obtuvo un
valor de p mayor al 5%, representado en el Tabla 3.8 que indica una
independencia estadistica entre los tratamientos empleados y la variable

oxidacion para el caso de hojas como material vegetal.

Tabla 3.8 Analisis de varianza para la oxidacion respecto a los tratamientos de

desinfeccion de hojas

Anali=si= de la wvarianza

Variable N E< E= Rj CW
BAIZ Oxidacién 72 0.09 0.02 29.38

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 0.1 5 0.16 1.28 0.2852
Tratamiento 0.81 5 0.16 1.28 0.2852
Error 8.36 66 0.13
Total 9.17 71

De acuerdo al valor de p exhibido en la tabla (0.285), se interpreta que
los tratamientos no son significativamente diferentes y pertenecen a un mismo
grupo estadistico, por lo que existe gran similitud de las medias de los

tratamientos para la oxidacion (Figura 3.10)
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Figura 3.5 Medias y desviacion estandar para la oxidacion en los tratamientos

de desinfeccion de hojas

En base a la tabla de contingencia del anexo A.2.1, se presentan los
porcentajes de explantes en los diferentes niveles de oxidacion respecto a los
tratamientos de desinfeccion, es decir a la interaccion de los factores
concentracion de NaClO versus tiempo de inmersion (Figura 3.6). El
tratamiento 3 presenta el 16.3% de explantes sin oxidacion (nivel 0), mientras
gue en el tratamiento 4 se observan el 41.7% de las hojas con mayor oxidacion
(nivel 3). Los tratamientos del 1 al 6 presentan el mayor porcentaje de los
explantes en el nivel de oxidacion 1 correspondiente al 33% de la superficie del

explante oxidado.
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Figura 3.6 Porcentajes de oxidacion de hojas en diferentes niveles respecto a

los tratamientos de desinfeccion
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Por otro lado, el analisis mediante ANOVA de los factores por separado
exhiben, para el caso de concentracion de NaClO un valor de p = 0.520 mayor
al nivel de significacion, por lo que para el dominio estudiado, no existe
suficiente evidencia muestral que indique un rechazo de la independencia
(Anexo A.2.2), siendo el porcentaje de oxidacion independiente de la
concentracion de cloro. De igual forma, la grafica de porcentajes para esta
variable respecto a la concentracion de NaClO, indica los mas altos porcentajes
oxidacion en una concentracion de 0.5% de NaCIlO con el 29.2% de explantes
en el nivel 3 de la escala. Mientras que, de forma general, en las
concentraciones ensayadas se muestran explantes con oxidacion en el nivel 1

de la escala. (Figura A.2.3).

Alternativamente, el analisis del tiempo de inmersion expresa un valor de
p = 0.104 (Anexo A.2.4) por lo que no se indica la evidencia muestral necesaria
para el rechazo de la independencia, de alli que el tiempo de inmersion no
influye directamente el porcentaje de contaminacion encontrada. La grafica de
porcentajes para esta variable en relacion a la inmersion en minutos, exhibe

como mayor porcentaje al nivel 1 de oxidacién (Anexo A.2.5).

3.1.2.2 Segmentos nodales

Al igual que para hojas, se analizé para segmentos nodales la
dependencia o independencia de la oxidacion frente a la concentracion de
NaClO y tiempo de inmersion mediante un ANOVA. Se obtuvo un valor de p
mayor al 5%, representado en el Tabla 3.9, lo que denota independencia
estadistica entre los tratamientos empleados y la variable oxidacién. Se elaboré
una tabla de contingencia (Anexo A.2.6) y en base a ésta, la figura 3.7, en la
gue la oxidacion para los tratamientos de desinfeccion en segmentos nodales
se encuentra en mayor porcentaje en el nivel 1, es asi que Unicamente para el
tratamiento 5, se encuentran el 8.3% de segmentos nodales sin oxidacion,
mientras que para el tratamiento 2 y 4 el 41.7% de los explantes presentan

oxidacion en el nivel 3.
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Tabla 3.9 Analisis de varianza para la oxidacion de segmentos nodales en

funcién de los tratamientos de desinfeccion

Anaglisis de la varianza

WVariable N R E=® BAj CW
RATZ Oxidacidn 72 0.06 0.00 29.89

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S5C gl CHM F p-valor

Modelo. 0.54 5 0.11 0.86 0.5150
Tratamiento 0.54 5 0.11 0.86 0.5150
Error 85.36 66 0.13
Total 8.90 T1
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Figura 3.7 Porcentajes de oxidacion de segmentos nodales en los diferentes

niveles respecto a los tratamientos de desinfeccion

El andlisis de varianza para la incidencia de la concentracion de NaClO
sobre la oxidacion de los explantes muestra un valor de p = 0.525 por lo que no
existe diferencia significativa de medias entre las concentraciones ensayadas
(Anexo A.2.7), y la figura exhibe un alto porcentaje en el nivel 1 de oxidacién
gue para la concentracién de 0.8% y 0.9% de NaCIlO es del 70.8% de los
explantes (Anexo A.2.3). Para el ANOVA de la oxidacion de segmentos
nodales respecto al tiempo de inmersion, se obtuvo un valor de p = 0.290

sugiriendo el rechazo de la hipétesis de igualdad de medias entre los dos
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tiempos de inmersion ensayados (Anexo A.2.9). Se realiz6 también un grafico
de barras para los porcentajes de oxidacion obtenidos en los ensayos en los
cuales se observa un nivel de oxidacién 1 correspondiente al mayor porcentaje,
que para 8 min corresponde al 72.2% y para 10 min el 66.7% de los segmentos
nodales (Anexo A.2.10)

3.1.2.3 Yemas

Se elaboré un ANOVA para la oxidacion de las yemas producida tras la
aplicacion de los tratamientos de desinfeccion. El valor de p resulté de 0.141
(Tabla 3.10), lo que indica la falta de evidencia muestral que indique diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos frente a la oxidacion de yemas.
De acuerdo al valor de p, se interpreta que los tratamientos no son
significativamente diferentes y pertenecen a un mismo grupo estadistico, por lo
gue existe gran similitud de las medias de los tratamientos para la oxidaciéon

sobre este tipo de explante (Figura 3.8)

Tabla 3.10 Andlisis de varianza para la oxidacion de yemas respecto a los
tratamientos de desinfeccion

Analisis de la wvarian=za

Variable N E* E=* RAj CWV
BAIZ Oxidaciém 66 0.13 0.05 B87.77

Cnadro de Anadlisizs de la Varianza (5C tipo III)
F.V. = gl CH F p-valor

Hodelo. 3.25 5 0.65 1.73 0.1415
Tratamiento 3.25 5 0.65 1.73 0.1415
Error 22.55 60 0.38

Total 25.80 &5
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Figura 3.8 Medias y desviacion estandar para la oxidacion en los tratamientos

de desinfeccion de yemas

En base a la tabla de contingencia del anexo A.2.11, se elaboré la figura
3.9 que indica los porcentajes de explantes en los diferentes niveles de
oxidacion obtenidos tras la aplicacion de los tratamientos de desinfeccion. El
tratamiento 6 exhibe el mayor porcentaje de explantes con menor nivel de
oxidacion (escala 0) mientras que la mayor oxidacién de la escala (nivel 3) se
encuentra al ensayar el tratamiento 1 siendo el 27.3% de los explantes 100%

oxidados.
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Figura 3.9 Porcentajes de oxidacién de yemas en los tratamientos de

desinfeccion
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Se realizaron también analisis de varianza (ANOVA) para la relacion de
cada factor con la variable oxidacion. Es asi que para la inferencia de la
concentracion de NaClO se obtuvo un valor p = 0.221 (Anexo A.2.12), por lo
gue dichas concentraciones no influyen directamente en la oxidacion de este
tipo de explantes. El anexo A.2.13 muestra los porcentajes de oxidacion para
yemas en los diferentes niveles, en donde la concentracion de 0.9% exhibe el
mayor porcentaje de explantes sin oxidacion (54.5%), mientras que la
concentracion 0.7% indica que el 18.2% de las yemas ensayadas se oxidaron

en el nivel 3 de la escala propuesta.

Para la relacién entre el tiempo de inmersion y la oxidacion se obtuvo un
valor p = 0.042 menor al nivel de significacién nominal de la prueba a=5%, por
lo que se sugiere el rechazo de la hipotesis de igualdad de medias de los
tiempos de inmersion ensayados (Tabla 3.11). Respecto a la prueba de LSD
Fisher, los tiempos de inmersion se encontraron en dos grupos estadisticos
diferentes, para el grupo A una inmersiéon de 10 min y en el grupo B la
inmersion de 8 min En el anexo A.2.14 se observan los porcentajes de
oxidacion por niveles para yemas, en donde una inmersién de 8 min presenta
un 30.3% de explantes sin oxidacion mientras que en 10 min de inmersion de

obtuvo un 51.5% de las yemas en el nivel O de oxidacion fendlica

Tabla 3.11 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para la oxidacion de
yemas respecto al tiempo de inmersion

Anali=is de la varianza

Variable N E* ER* A3 CV
RAIZ Oxidacidn 66 0.06 0.05 8B.00

Cnadro de Analisi= de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo. 1.62 1 1.62 4.29 0.0424
Inmersidn (min) 1.62 1 1.62 4.29 0.0424
Error 24.18 b4 0.38

Total 25.80 &5

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.30230
Error: 0.3778 gl: &4
Inmerzidn (min) Media=z n E.E.

10 0.54 33 0.11 &
8 0.86 33 0.11 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
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3.1.3 Viabilidad

En lo que se refiere esta variable, se realiz6 una transformacion de los
datos de mediante raiz cuadrada, y asi se elaboraron analisis de varianza para
los tratamientos y para cada uno de los factores sobre los tres tipos de

explantes: hojas, segmentos nodales y yemas.

3.1.3.1 Hojas

En relacion a esta variable para el caso de hojas, el valor de la
significancia, respecto a los tratamientos de desinfeccion, es de 0.080 (Anexo
A.3.1), lo que denota que la concentracion de cloro y el tiempo de inmersion
empleados en los tratamientos de desinfeccion no influyen estadisticamente en
la viabilidad de las hojas. En base a la tabla de contingencia del anexo A.3.2,
se realiz6 la figura 3.10 que exhibe los porcentajes de viabilidad de hojas en los
niveles correspondientes a la escala entre explantes viables y no viables. En el
tratamiento 4, se obtuvo el mayor porcentaje de hojas en el nivel 5 de
viabilidad, es decir necrosadas, siendo este del 38.3% de explantes, mientras
gue la mayor viabilidad presenta el tratamiento 3 con un bajo porcentaje de
hojas viables del 16.7%.

66.7
70 -
» 60
.5,
,?; 50 m Nivel 1
]
ki 40 = Nivel 2
= 30
< Nivel 3
S 20
® M Nivel 4
10
0 m Nivel 5
1 2 3 4 5 6
Tratamientos

Figura 3.10 Porcentajes de viabilidad de hojas por niveles para cada

tratamiento de desinfecciéon
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Respecto al andlisis de varianza para la relacion de la concentracion de
NaClO y la viabilidad de hojas, se obtuvo un valor de p = 0.794, por lo que las
concentraciones ensayadas no infieren estadisticamente sobre la viabilidad de
este tipo de explantes (Anexo A.3.3). Los porcentajes respecto al NaClO,
expresan diferentes valores en los niveles de viabilidad, entre los que la
concentracion 0.4% presenta como el mayor porcentaje al 54.2% de explantes
en el nivel 3 de oxidacion, para la concentracion 0.5% se encuentra una
viabilidad en la escala de 1 del 83% de explantes mientras que la
concentracion 0.6% presenta el 41.7% de explantes en los niveles 3 y 4 de
viabilidad (Anexo A.3.4). En cuanto al ANOVA para la influencia del tiempo de
inmersion sobre la viabilidad de hojas, se obtuvo un p = 0.002, por lo que se
sugiere el rechazo de la hipétesis de igualdad de medias para los dos tiempos
de inmersidn ensayados; encontrandose en la prueba de LSD Fisher, dos
grupos estadisticos, el A que corresponde a una inmersion de 6 min mientras
gue 8 min corresponde al grupo B, por lo tanto existe evidencia estadistica
significativa entre los tiempos de inmersion respecto a la viabilidad de
hojas.(Tabla 3.12). EIl porcentaje de viabilidad 1 en hojas corresponde al 8.3%
de explantes, en un tiempo de 8 min mientras que en 10 min no existen

explantes viables en esta escala (Figura 3.11).

Tabla 3.12 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para la viabilidad de

hojas respecto al tiempo de inmersién

Analisi=z de la varianza

Variable H E* ER=®= Bj) CW
FaTZ Viabilidad 72 0.12 0.11 14.86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. EC gl CM F p-valor
Modelo. 0.72 1 0.72 9.50 0.002%9
Inmersidon (min) 0.72 1 0.72 9.50 0.0029
Error 5.30 70 0.08
Total 6.02 71

Test:L5D Fizsher Alfa=0.05 DMS=0.12936
Error: 0.07587 gl: 70

Inmersidn (min) Mediaz m E.E.

& 1.75 36 0.05 L

8 1.85 36 0.03 B

Mediazs con una letra comiin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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Figura 3.11 Porcentajes de viabilidad de hojas en diferentes niveles respecto al

tiempo de inmersion

3.1.3.2 Segmentos nodales

Respecto a la viabilidad de los segmentos nodales, se realizé un andlisis
de varianza para la evaluacion de los diferentes tratamientos de desinfeccion
respecto a la escala de viabilidad propuesta en la metodologia. Se obtuvo un
valor de p = 0.457 lo que implica que los tratamientos empleados no son

estadisticamente diferentes (Tabla 3.13).

Tabla 3.13 Analisis de varianza para la viabilidad de segmentos nodales

respecto a los tratamientos de desinfeccion

Analisis de la varianza

Variable ) E* E*=* RAj CW
FATZ Viabilidad 72 0.07 0.00 20.40

Coadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Hodelo. 0.62 5 0.12 0.%4 0.4583
Tratamiento 0.62 5 0.12 0.94 0.4583
Error 8.72 66 0.13
Total 9.35 71
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En base a la tabla de contingencia (Anexo A.3.5), se efectud la grafica
de porcentajes de viabilidad de este tipo de explantes respecto a los
tratamientos de desinfeccion. Se obtuvieron porcentajes de viabilidad para el
tratamiento 1 en el nivel 3 el 75% de los explantes, el 41.7% para nivel de
oxidacion 3 y 5 en el tratamiento 2 y en el tratamiento 3 el mismo porcentaje
para el nivel 2 y 4, mientras que para el tratamiento 5 el 41.7% de segmentos
nodales presentaron viabilidad en el nivel 5 y en el tratamiento 6 el 33.3%
viabilidad en los niveles 2 y 3 (Figura 3.12)
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) - 41.7 ® Nivel 2
'g 40 333 333 ve
;!_:3 30 25 )5 Nivel 3
C 16. ® Nivel 4
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X 8.3 8.318. . :
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ol o ofoo 0
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1 2 3 4 5 6
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Figura 3.12 Porcentaje de viabilidad de segmentos nodales para cada

tratamiento de desinfecciéon

Los analisis de varianza efectuados para cada factor exhibieron valores
de p = 0.809 (Anexo A.3.6) y p= 0.269 (Anexo A.3.8) para la concentracion de
NaClO vy tiempo de inmersion respectivamente. Para los dos casos, los
valores encontrados resultan mayores al nivel de significacion nominal de la
prueba a=5%, por lo que se sugiere el rechazo de la hipbtesis de medias entre

las concentraciones de NaClO y tiempos de inmersién ensayados.

Para graficar los porcentajes de viabilidad de segmentos nodales
respecto a los factores analizados se realizaron tablas de contingencia. Para la
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concentracion de NaClO, los mayores porcentajes se obtuvieron en el nivel 2
de viabilidad siendo del 45.8% para las concentraciones 0.7% y 0.8%, mientras
gue para la concentracion de 0.9%, en el nivel 5 de viabilidad se encuentra el
33.3% de segmentos nodales (Anexo A.3.7). Por otro lado, para los tiempos de
inmersion ensayados, el 44.4% de los explantes presentan viabilidad 2 y el

38.9% de explantes se ubican en el nivel de viabilidad 5 (Anexo A.3.8).

3.1.3.3 Yemas

Respecto a las yemas, se analiz6 mediante un ANOVA la viabilidad de
estos explantes sometidos a diferentes tratamientos de desinfeccion
planteados en la metodologia. Se exhibe un valor de p de 0.856, lo que indica
gue no existe dependencia estadistica de esta variable a los tratamientos

aplicados, luego de la evaluacion a los 30 dias de la siembra (Tabla 3.14).

Tabla 3.14 Analisis de varianza para la viabilidad de yemas respecto a los

tratamientos de desinfeccion

Analisis de la varianza

Variable N E® E® Bj CW
RATZ Viabilidad 66 0.04 0.00 32.76

Cunadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo. 0.62 &5 0.12 0.46 0.8044
Tratamiento ©0.62 5 0.12 0.46 0.8044
Error le.21 &0 0.27

Total 16.83 65

En la Figura 3.13 realizada en base al anexo A.3.5, se puede observar
los porcentajes de viabilidad para los tratamientos de desinfeccion. Se
observan mayores porcentajes de viabilidad en el nivel 1, siendo este
porcentaje entre 18% en el tratamiento 1 hasta un 45% de los explantes en los
tratamientos 2 y 6.
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Figura 3.13 Porcentaje de viabilidad de yemas respecto a los tratamientos de

desinfeccion

Para el andlisis de varianza realizado para cada factor, se obtuvo un
valor de p = 0.961 para la relacion de NaClO y la viabilidad de yemas (Anexo
A.3.6). Mientras que para la inferencia del tiempo de inmersion sobre esta
variables, se encontr6 un valor de p = 0.299 (Anexo A.3.8), por lo que se
sugiere el rechazo de la hip6tesis de igualdad de medias para los factores
ensayados, ademas de no existir evidencia estadistica significativa para una
diferencia de las concentraciones de NaClO y tiempos de inmersion. Se
obtuvieron los mayores porcentajes de viabilidad, para la concentraciones
0.9%. (Figura A.3.7). Mientras que respecto a los tiempos de inmersion, el

39.4% de yemas resultaron en un nivel de viabilidad 1 (Figura A.3.9).

La figura 3.14 presenta de forma resumida las variables evaluadas para
hojas en la fase de desinfeccion, en donde se evidencia que el tratamiento 1
corresponde al mejor tratamiento de desinfeccion para hojas ya que exhibe 0%
de explantes contaminados, oxidados y muertos; sin embargo en los ensayos
realizados trascurridos los 30 dias después de la siembra y una vez realizada
la evaluacion no se obtuvo respuesta a la organogénesis directa de este tipo de

explante.
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Figura 3.14 Porcentajes de contaminacion, oxidacion y viabilidad de hojas

respecto a los tratamientos de desinfeccién

Para segmentos nodales, la figura 3.15 muestra las variables evaluadas,
en donde se obtiene que para el tratamiento 3 se obtuvieron los menores
porcentajes de contaminacion, oxidacion y viabilidad. Finalmente, la figura 3.16
resume los porcentajes de yemas encontrados al evaluar las variables
mencionadas al someterlas a los diferentes tratamientos de desinfeccion,
obteniéndose que el tratamiento 4 es el que menor niamero de explantes fueron
contaminados, oxidados y muertos en los ensayos realizados, por lo que se
escogieron dichos tratamientos y los dos udltimos tipos de explantes para

continuar con la siguiente fase.
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Figura 3.15 Porcentajes de contaminacién, oxidacion y viabilidad de segmentos

nodales respecto a los tratamientos de desinfeccién
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Figura 3.16 Porcentajes de contaminacién, oxidacion y viabilidad de yemas

respecto a los tratamientos de desinfeccion
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3.2 Etapa de Induccién

En lo referente a la etapa de induccién, una vez obtenidos explantes
desinfectados y viables en la fase anterior, se procedié a introducir el material
vegetal en condiciones asépticas procurando reducir al maximo la
contaminacion exogena. Se utilizd yemas y segmentos nodales, puesto que a

partir de hojas no se obtuvo respuesta organogénica como embriogénica.

Se emplearon diez tratamientos para la etapa de induccion, en el que se
emplearon varias concentraciones de diferentes reguladores de crecimiento
gue estimulen la obtencion de brotes organogénicos para E. foetidum (Tabla

2.5). Las variables evaluadas en esta etapa corresponden a:

3.2.1 Induccién a brote

Por induccion a brotes, se entiende la presencia o ausencia de brotes
inducidos mediante organogénesis directa con el uso de diferentes
concentraciones de reguladores de crecimientos como bencilaminopurina
(BAP), acido indolacético (AlA) y acido naftalenacético (ANA), ensayos que
fueron planteados en la metodologia. Para la presencia o ausencia de brotes,
se realizaron pruebas chi — cuadrado tanto para los tratamientos empleados
como para la relacion de cada factor sobre la variable, considerando los dos

tipos de explantes: segmentos nodales y yemas.

3.2.1.1 Segmentos nodales

Para analizar la relacion entre la concentracion de los diferentes
reguladores de crecimiento empleados y la presencia o ausencia de brotes, se
efectud la prueba de hipoétesis chi — cuadrado exhibe un valor de p de 0.256
(Tabla 3.15) que indica la independencia de los tratamientos, por lo tanto la

formacion de brotes a partir de segmentos nodales, no es dependiente de la
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interaccion de los reguladores de crecimiento empleados. Dicha prueba se
realizd en base a la tabla de contingencia 3.16 que exhibe los porcentajes
obtenidos en cada tratamiento ante esta variable. Se obtuvo un 75% de
ausencia de brotes organogénicos a partir de segmentos nodales y un 25% de
formacion de brotes respecto a todos los tratamientos evaluados a los 30 dias
de la siembra (Tabla 3.16).

Tabla 3.15 Prueba chi — cuadrado para la formacién de brote a partir de

segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson  12.44 10 0.2564
Chi Cuadrado MV-G2 11.73 10 0.3033

Tabla 3.16. Tabla de contingencia de la formacion de brotes a partir de

segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

Tratamiento (mgL-1 Ausencia Presencia | % Total

0 BAP, 0 AIA, 0 ANA 0 91.7 8.3 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0 ANA 1 75 25 100
1.5 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 2 75 25 100
1.5 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 3 75 25 100
1 BAP, 0 AIA, 0 ANA 4 75 25 100
1 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 5 83.3 16.7 100
1 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 6 58.3 41.7 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 7 41.7 58.3 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 8 83.3 16.7 100
1 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 9 83.3 16.7 100
1 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 10 83.3 16.7 100
% Total 75 25 100

Como se evidencia en la figura 3.17 existe una similitud entre los
tratamientos para el porcentaje de ausencia y presencia de brotes por lo que no
existe una diferencia estadistica significativa. De alli que se destacan altos
porcentajes de ausencia de brotes en la mayoria de tratamientos. Sin embargo,
el tratamiento 7 presenta el mas alto porcentaje de formacién de brotes con un
58.3% de los explantes ensayados.
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Figura 3.17 Porcentajes de formacién de brotes a partir de segmentos nodales
respecto a los tratamientos de induccion

Para el andlisis de la inferencia de cada regulador de crecimiento sobre
la induccion a brote, se realizaron tablas de contingencia, en base a las cuales
se obtuvieron los valores p para la prueba chi — cuadrado. Es asi que para la
relacion de la hormona BAP con la presencia o ausencia de brotes se obtuvo
un valor de p = 0.263 que sugiere un rechazo de la independencia, por lo que la
generacion de brotes no depende de la concentracion de BAP aplicada en los
tratamientos (Tabla 3.17). Para la concentracién de 1.5 mgL™, se obtuvo un
30% de segmentos nodales que dieron lugar a la generacion de brotes,
mientras que para la concentraciéon de 0 mgL™ se obtuvo Gnicamente un 8.3%

de formacion de brotes (Anexo B.1.1).

Tabla 3.17 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de brotes a partir

de segmentos nodales respecto a la concentracion de BAP

Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado Pearson 2.67 2 0.2636
Chi Cuadrado MV-G2 3.08 2 0.2148
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Ademas la relacion de la variable presencia/ausencia de brotes respecto
a las concentraciones de AIA ensayadas reflejo un valor de p = 0.555 en la
prueba de chi — cuadrado, por lo que la generacion de brotes no depende de la
concentracion de AIA aplicada en los tratamientos (Tabla 3.18). Para una
concentracion de 0.2 mgL™, se obtiene un 33.3% siendo este el mayor

porcentaje en relacion al resto de concentraciones ensayadas (Anexo B.1.2).

Tabla 3.18 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de brotes a partir

de segmentos nodales respecto a la concentracion de AlA

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson  1.17 2 0.5558
Chi Cuadrado MV-G2 1.13 2 0.5685

Finalmente, al analizar la auxina ANA mediante la prueba de chi —
cuadrado, se encontré un valor de p = 0.228 que denota un rechazo de la
independencia. De alli que la generacion de brotes no depende de esta auxina
(Tabla 3.19). Para una concentracién de ANA de 0.1 mgL™, se obtuvo un
37.5% de segmentos nodales que dieron lugar a la generacién de brotes,
mientras que para las concentraciones de 0 mgL™ y 0.2 mgL™ se obtuvo un

23.8% y 16.7% de presencia de brotes respectivamente (Anexo B.1.3).

Tabla 3.19 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de brotes a partir

de segmentos nodales respecto a la concentracion de ANA

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 2.95 2 0.2285
Chi Cuadrado MV-G2 2.86 2 0.2389

3.2.1.2 Yemas

Se elaboré la prueba de hipétesis de chi — cuadrado para el analisis de

la relacion entre la concentracion de los diferentes reguladores de crecimiento
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empleados (BAP, AIA 'y ANA) y la presencia/ ausencia de brotes organogénicos
a partir de yemas; cuyo valor (p=0.0008) resulté menor al de la prueba a=5%
por lo que existe evidencia estadistica que sugiere el rechazo de la
independencia de la presencia/ausencia de brotes a los diferentes tratamientos
de induccién ensayados (Tabla 3.20).

Tabla 3.20 Prueba chi — cuadrado para la formacion de brote a partir de yemas

respecto a los tratamientos de induccion

Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 30.19 10 0.0008
Chi Cuadrado MV-G2 37.62 10 <0.0001

Como lo muestra la tabla de contingencia 3.21, se obtuvo un porcentaje
total de 69.1% de presencia de brotes a partir de yemas y un 30.9% de
ausencia al analizar los tratamientos de induccion transcurridos 30 dias de la
siembra (Tabla 3.21)

Tabla 3.21 Tabla de contingencia de la formacion de brotes a partir de yemas

respecto a los tratamientos de induccion

Tratamiento (mgL-1) Ausencia Presencia | % Total
0 BAP, 0 AIA, 0 ANA 0 46.7 53.3 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0 ANA 1 50 50 100
1.5 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 2 18.2 81.8 100
1.5 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 3 58.3 41.7 100
1 BAP, 0 AIA, 0 ANA 4 14.3 85.7 100
1 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 5 33.3 66.7 100
1 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 6 50 50 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 7 0 100 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 8 46.2 53.8 100
1 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 9 26.7 73.3 100
1 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 10 46.2 53.8 100
% Total 30.9 69.1 100
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La figura 3.18 muestra los porcentajes de presencia o ausencia de
brotes por tratamientos, es asi que entre los tratamientos con mayor
generacion de brotes estan los tratamientos 7 y 4 presentando el 100% y
85.7% respectivamente. Mientras que el que menor porcentaje de formacién de

brotes presentd es el tratamiento 4 (14.3%).
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Figura 3.18 Porcentajes de formacion de brotes a partir de yemas respecto a

los tratamientos de induccion

Al analizar las hormonas de crecimiento individualmente, se encontraron
diferentes valores p. En base a la tabla de contingencia para la concentracion
de BAP sobre la presencia/ausencia de brotes, se obtuvo un valor de p = 0.311,
por lo que la generacion de brotes a partir de yemas no depende de la
concentracion aplicada en los tratamientos (Tabla 3.22). Para la concentracion
de 1.5 mgL™, se obtuvo un 72.2% de yemas que dieron lugar a brotes, mientras
que para las concentraciones de 1 mgL™ y 0 mgL™ se obtuvo un 67.9% y

53.3% de formacién de brotes respectivamente (Figura B.1.4).

Tabla 3.22 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de brotes a partir

de yemas respecto a la concentracion de BAP

Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 2.34 2 0.3111
Chi Cuadrado MV-G2 2.23 2 0.3278
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Al analizar la relacion de la variable respecto a las concentraciones de
AlA ensayadas se obtuvo un valor de p = 0.022, existiendo evidencia
estadistica que sugiere el rechazo de la independencia de Ila
presencia/ausencia de brotes a los tratamientos de induccién ensayados (Tabla
3.23). Para la concentracién de 0.1 mgL™, se obtuvo un 75.7% de yemas que
dieron lugar a brotes siendo éste el mayor porcentaje respecto a las demas

concentraciones empleadas. (Figura 3.19).

Tabla 3.23 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de brotes a partir

de yemas respecto a la concentracion de AIA

Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 7.63 2 0.022
Chi Cuadrado MV-G2 7.13 2 0.0283
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Figura 3.19 Porcentajes de formacién de brotes a partir de yemas respecto a la

concentracion de AlA

Se analizd, ademas, la relacion entre las concentraciones de ANA y la
variable presencia/ausencia de brotes y se elaboré la prueba chi — cuadrado. El
valor de p fue de 0.0016 por lo que existe evidencia estadistica que sugiere el
rechazo de la independencia de la presencia/ausencia de brotes a los
diferentes tratamientos de induccion ensayados (Tabla 3.24). Para la

concentracion de 0.1 mgL™, se obtuvo un 90.5% de yemas que dieron lugar a
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brotes y el menor porcentaje de yemas con este tipo de respuesta corresponde

a la concentracién de 0.2 mgL™ con el 53.8% (Figura 3.20).

Tabla 3.24 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de brotes a partir

de yemas respecto a la concentracion de ANA

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 12.88 2 0.0016
Chi Cuadrado MV-G2  14.76 2 0.0006
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Figura 3.20 Porcentajes de formacién de brotes a partir de yemas respecto a la

concentracion de ANA

3.2.2 Formacioén de callo

Para la evaluacion de esta variable se considero la observaciéon tomada
a los 30 dias posteriores a la siembra. Se evalud la respuesta del explante a los
diferentes tratamientos de induccién con la presencia o ausencia de callo en los

dos explantes ensayados.

3.2.2.1 Segmentos nodales

En cuanto a segmentos nodales, se realizo la prueba de chi — cuadrado

en base a la tabla de contingencia 3.26  obteniéndose un valor p
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correspondiente a 0.6431 mayor al nivel de significancia lo que implica
independencia de la variable a la aplicacion de las combinaciones de
reguladores de crecimiento (Tabla 3.25). La formacién de callo a partir de
segmentos nodales exhibe un porcentaje del 31.1% del total de los
tratamientos aplicados, mientras que no se dio el aparecimiento de callo en un
68.9% de los explantes inoculados en los tratamientos de induccion (Tabla
3.26).

Tabla 3.25 Prueba chi — cuadrado para la formacion de callo a partir de

segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson  7.85 10 0.6431
Chi Cuadrado MV-G2 8.05 10 0.6242

Tabla 3.26 Tabla de contingencia para la formacién de callo a partir de

segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

Tratamiento (mgL-1) Ausencia Presencia | % Total
0 BAP, 0 AIA, 0 ANA 0 58.3 41.7 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0 ANA 1 83.3 16.7 100
1.5 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 2 58.3 41.7 100
1.5 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 3 75 25 100
1 BAP, 0 AIA, 0 ANA 4 75 25 100
1 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 5 66.7 33.3 100
1 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 6 50 50 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 7 66.7 33.3 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 8 83.3 16.7 100
1 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 9 58.3 41.7 100
1 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 10 83.3 16.7 100
% Total 68.9 31.1 100

Como lo indica la figura 3.21, la ausencia de callo en segmentos nodales
a los 30 dias de la siembra es predominante. Para el tratamiento 6 se exhibe el
mayor porcentaje de formaciéon de callo a partir de este tipo de explante
mientras que en los tratamientos 1, 8 y 10 el porcentaje de aparecimiento de
callo corresponde a Unicamente el 16.7% de segmentos nodales; sin embargo
el porcentaje de ausencia de callo es predominante en los tratamientos

ensayados.
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Figura 3.21 Porcentajes de formacién de callo a partir de segmentos nodales

respecto a los tratamientos de induccion

Se realizaron también estadisticos para la relacion de cada factor de los
tratamientos de induccion sobre la formacion de callo a partir de segmentos
nodales. Para la relacion de la concentracion de BAP sobre el aparecimiento de
callo la prueba chi —cuadrado muestra un valor p = 0.517 correspondiente a la
inexistencia de suficiente evidencia muestral para el rechazo de la
independencia por lo que la formacion de callo no depende de las
concentraciones aplicadas (Tabla 3.27). La aplicacion de concentraciones de 1
mgL? y 1.5 mgL?, resulta en una formacién de callo del 33.3% y 26.7%
respectivamente. Mientras que en ausencia de esta hormona (0 mgL™ BAP), la

presencia de callo es en el 41.7% de los explantes ensayados (Figura B.2.1).

Tabla 3.27 Prueba chi — cuadrado para la formacién de callo a partir de
segmentos nodales respecto a la concentracién de BAP

Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 1.32 2 0.5179
Chi Cuadrado MV-G2 1.3 2 0.5225
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En referencia a la incidencia de AlA sobre la formacion de callo, la tabla
de contingencia, en base a la cual se efectuo la prueba chi — cuadrado, resulto
enunvalorde p=0.481 mayor al nivel de significancia por lo que denota
una ausencia de relacion de dependencia entre el aparecimiento de callo y el
regulador de crecimiento aplicado (Tabla 3.28). Al no emplear AIA sobre los
explantes, se obtuvo un 27.4% de presencia de callo, mientras que para las
concentraciones 0.1 mgL™ y 0.2 mgL™ se obtuvo un 37.5% de formacién de

callo en los segmentos nodales ensayados (Figura B.2.28.

Tabla 3.28 Prueba chi — cuadrado para la formacion de callo a partir de

segmentos nodales respecto a la concentracion de AlA

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 1.46 2 0.4818
Chi Cuadrado MV-G2 1.44 2 0.4862

Al igual que para el caso de la auxina AlA, al analizar mediante una tabla
de contingencia, la relacibn entre la formacion de callo y el &cido
naftalenacético (ANA) se obtuvo un valor (p =0.224) por lo que la formacion de
callo no depende de la aplicacion de las concentraciones ensayadas de esta
hormona (Tabla 3.29). La figura del anexo B.2.3 muestra los porcentajes de
presencia y ausencia de callo obtenidos con las concentraciones ensayadas,
es asi que para una concentracién de 0.1 mgL™ un 37.5% de los explantes

resultaron con aparecimiento de callo.

Tabla 3.29 Prueba chi — cuadrado para la formacién de callo a partir de

segmentos nodales respecto a la concentracion de ANA

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 2.99 2 0.2243
Chi Cuadrado MV-G2 3.25 2 0.1965
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3.2.2.2 Yemas

Para los diferentes tratamientos de reguladores de crecimiento aplicados
en la induccion a partir de yemas, se realiz6 un analisis de contingencia, en
base al cual se elaboro la prueba de hipétesis de chi — cuadrado en donde se
obtuvo un valor de p de 0.004 (Tabla 3.30), lo que indica que existe
dependencia entre la formacién de callo a partir de yemas y los diferentes
tratamientos de induccion efectuados. Como se presenta en la tabla 3.31, los
porcentajes totales para presencia y ausencia de callo a partir de este tipo de
explantes tras el analisis de la interaccion de los reguladores de crecimiento
empleados en los tratamientos, corresponden al 18.8% y 81.2% de los casos

respectivamente.

Tabla 3.30 Prueba chi — cuadrado para la formacion de callo a partir de yemas

respecto a los tratamientos de induccion

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 25.44 10 0.0046
Chi Cuadrado MV-G2 26.9 10 0.0027

Tabla 3.31 Tabla de contingencia para la formacion de callo a partir de yemas

respecto a los tratamientos de induccion

Tratamiento (mgL-1) Ausencia Presencia | % Total
0 BAP, 0 AIA, 0 ANA 0 80 20 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0 ANA 1 92.9 7.1 100
1.5 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 2 95.5 4.5 100
1.5 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 3 91.7 8.3 100
1 BAP, 0 AIA, 0 ANA 4 85.7 14.3 100
1 BAP, 0.1 AIA, 0 ANA 5 100 0 100
1 BAP, 0.2 AIA, 0 ANA 6 50 50 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 7 70.4 29.6 100
1.5 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 8 76.9 23.1 100
1 BAP, 0 AIA, 0.1 ANA 9 60 40 100
1 BAP, 0 AIA, 0.2 ANA 10 92.3 7.7 100
% Total 81.2 18.8 100
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Como se evidencia en la figura 3.22, los porcentajes de formacion de
callo a partir de yemas son menores al 50%, siendo Unicamente el tratamiento
6 en el que se obtiene el 50% de los explantes ensayados con este tipo de
respuesta. Mientras que el en el tratamiento 5 no se dio lugar a este tipo de

morfogénesis bajo ningun porcentaje.
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Figura 3.22 Porcentajes de formacion de callo a partir de yemas respecto a los

tratamientos de induccion

Respecto a la exploracion de los datos obtenidos para la formacién de
callo respecto a cada uno de los reguladores de crecimiento de forma
individual, se realizaron andlisis de contingencia y pruebas chi — cuadrado que
indiguen la relacion de las hormonas sobre la variable evaluada. En referencia
a la concentracién de BAP, se obtuvo, un valor p = 0.620 mayor al nivel de
significancia por lo que la formacion de callo no depende de la aplicacion de la
concentracion de BAP (Tabla 3.32). La figura B.2.4 muestra los porcentajes de
callo obtenidos tras la aplicacion de las diferentes concentraciones de BAP
sobre las yemas, se visualiza un 21.8% de presencia de callo en la

concentracion de 1 mgL™.
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Tabla 3.32 Prueba chi — cuadrado para la formacion de callo a partir de yemas

respecto a la concentracion de BAP

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 0.95 2 0.6204
Chi Cuadrado MV-G2 0.96 2 0.6196

Al realizar la tabla de contingencia para la relacion de la concentracion

de AIA y la formacion de callo , se obtuvo un valor de p = 0.010 lo que indica

gue el porcentaje de formacién de callo depende de la concentracion de la

hormona aplicada (Tabla 3.33). Respecto al porcentaje de aparecimiento de

callo en yemas, al aplicar las concentraciones de AlA, se obtuvo tan solo un

2.7% de callo al aplicar 0.1 mgL™, mientras que para 0.2 mgL™, se obtuvo una

formacion de callo en el 30.8% de los explantes ensayados (Figura 3.23).

Tabla 3.33 Prueba chi — cuadrado para la formacion de callo a partir de yemas

respecto a la concentracion de AIA

Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado Pearson  9.17 2 0.0102
Chi Cuadrado MV-G2 11.71 2 0.0029
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Figura 3.23 Porcentajes de formacién de callo a partir de yemas respecto a la

concentracion de AlA
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Finalmente, para la relacion entre la concentracion de ANA y el
aparecimiento de callo, obteniéndose en la prueba chi — cuadrado un valor p =
0.022, lo que corresponde a una dependencia de los porcentajes obtenidos en
esta variable con las concentraciones de ANA aplicadas (Tabla 3.34).

Tabla 3.34 Prueba chi — cuadrado para la formacién de callo a partir de yemas
respecto a la concentracion de ANA

Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado Pearson 7.61 2 0.0223
Chi Cuadrado MV-G2 6.91 2 0.0316

Es asi que se obtuvo un 14.2% y 15.4% de presencia de callo en las
concentraciones 0 mgL™® y 0.2 mgL™ de hormona respectivamente, mientras
que para 0.2 mgL™, se obtuvo un 33.3% de aparecimiento de callo en las
yemas ensayadas bajo esta concentracion del regulador de crecimiento (Figura
3.24).
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Figura 3.24 Porcentajes de formacién de callo a partir de segmentos nodales
respecto a la concentracion de ANA
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3.2.3 Numero de brotes

La variable nimero de brotes fue evaluada a los 30 dias de la siembra
en cada unidad experimental ensayada. Se tomaron los datos de cada una de
las 12 repeticiones tanto para segmentos nodales como para yemas de cilantro
cimarron en donde se observo la proliferacion de brotes organogénicos
respecto a los tratamientos empleados y a cada uno de los factores (hormonas
de crecimiento) aplicadas en los dos tipos de explantes.

3.2.3.1 Segmentos nodales

Para analizar la variable numero de brotes se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) para el efecto de los diferentes reguladores de crecimiento
empleados en los tratamientos de induccién. Se encontré un valor de p de
0.261 (Tabla 3.35), por lo que sugiere la igualdad de medias entre tratamientos;
de tal forma que el nUmero de brotes no es dependiente al tomar en cuenta la
interaccion de los reguladores de crecimiento (BAP, AIA, ANA) en los

diferentes tratamientos.

Tabla 3.35 Analisis de varianza para el nimero de brotes generados a partir de

segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

Analisis de la varianza

Variable H E* E* &43j cv
Ham Brotes 132 0.0% 0.02 172.17

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo.

2.33 10 0.23 1.28 0.2610
Tratamiento 2.33 10 0.23 1.26 0.2610
Error 22.42 121 0.1%
Total 24,75 131

En la figura 3.25 se observa la proliferacion de brotes generados a partir

de segmentos nodales en los diferentes tratamientos de induccion. El
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tratamiento 7 (1.5 mgL'BAP, 0 mgL™® AIA, 0.1 mgL? ANA) presenta un
aparecimiento de brotes mayor a comparacion de los demas ensayos. Por otro
lado los tratamientos 1 al 4 muestran una uniformidad en los resultados siendo

esta brotacion estadisticamente poco significativa.

H Numero de
3 brotes

Broteacion
w
w
w
w

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tratamientos

Figura 3.25 Numero de brotes a partir de segmentos nodales al aplicar los

tratamientos de induccién

Respecto a la relacion de cada uno de los reguladores de crecimiento,
se realizaron analisis de varianza, para cada factor, sobre el numero de brotes
generado a partir de segmentos nodales. En el ANOVA para los tres
reguladores de crecimiento, se obtuvieron valores de p mayores al nivel de
significacion. El valor de p para la relacion del BAP (p = 0.268) sobre numero
de brotes corresponde a la insuficiente evidencia muestral para el rechazo de la
hipotesis de igualdad de medias entre las concentraciones ensayadas (Anexo
B.3.1). De igual forma para la hormona AlA, el valor (p = 0.561) mayor al de la
prueba nominal, implica la inexistencia de una dependencia de la variable y el
factor (Anexo B.3.2). Finalmente, para la auxina ANA al igual que en los casos
anteriores no se obtiene un valor p que represente la inferencia directa de ANA
sobre el niumero de brotes obtenidos a partir de segmentos nodales (p = 0.232)
(Anexo B.3.3).
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3.2.3.2 Yemas

Para analizar la interaccion de las hormonas BAP, ANA y AIA sobre el
namero de brotes generados a partir de yemas, se realiz6 un ANOVA
encontrandose un valor de p = 0.0002, por lo que para el dominio estudiado se
sugiere el rechazo de la hipotesis de igualdad de medias entre tratamientos
(Tabla 3.36). En cuanto a la prueba de LSD Fisher se encontraron tres grupos
estadisticos en donde se obtiene que Unicamente el tratamiento 7 pertenece al
grupo estadistico C, mientras que los tratamientos 3, 1, 6, 8, 10 y 0 pertenecen
al grupo A; los tratamientos 5, 9y 2, 4 pertenecen a los grupos A-ByB -C
respectivamente. De alli que las diferencias de los tratamientos son
estadisticamente significativas entre las combinaciones de las tres hormonas

(BAP, AIA, ANA) al analizar la variable numero de brotes a partir de yemas.

Tabla 3.36 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para el nimero de

brotes generados a partir de yemas respecto a los tratamientos de induccién

Analisi=s de la varianza

Variable N R E= Rj CV
Hum Brotes 132 0.24 0.18 106.07

Cnadro de Andlisis de la Varianza (5C tipo IITI)

F.V. SC gl CHM F p-wvalor
Modelo. 38.55 10 3.85 3.82 0.0002
Tratamiento 38.55 10 3.85 3.82 0.0002
Error 122.08 121 1.01
Total 160.63 131

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.81185
Error: 1.0080 gl: 121

Tratamiento Mediaz n E.E.

3 0.42 12 0.29 &

1 0.58 12 0.29 &

& 0.58 12 0.29 &

8 0.58 12 0.29 &

10 0.58 12 0.29 &

0 0.67 12 0.29 &

5 0,83 12 0.29 4 B

9 0,92 12 0.29 L B

2 1.50 12 0.2%9 BE C
4 1.50 12 0.2%9 E C
7 2.25 12 0.2%9 C

Meadiss con uns letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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La figura 3.38 muestra el namero de brotes total generados para las
repeticiones efectuadas bajo los tratamientos de induccidon propuestos en la
metodologia. El tratamiento 7 (1.5 mgL™BAP, 0 mgL™ AIA, 0.1 mgL™ ANA), tal
como para segmentos nodales, exhibe una mayor proliferacion de brotes
respecto a los demas tratamientos ensayados. Ademas se observa una
similitud en la proliferacion de brotes entre los tratamientos 2 y 7 que contienen

una combinacién de BAP (1.5 mgL™) y las auxinas AIA y ANA de 0.1mgL™

respectivamente.
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Figura 3.26 Numero de brotes a partir de yemas evaluados a los 30 dias.

Igualmente, se realizaron andlisis de varianza para la inferencia de los
reguladores de crecimiento sobre el nUmero de brotes obtenidos a partir de
yemas. En cuanto a la concentracion de BAP, se obtuvo un valor de p = 0.437,
por lo que no existe diferencia estadisticamente significativa para la afirmar
dependencia entre el numero de brotes y las concentraciones de BAP
ensayadas (Anexo B.3.4). De igual forma, el valor de p encontrado en el
ANOVA respecto a las concentraciones de AlA aplicadas, fue mayor al nivel de
significancia (p = 0.075), lo que implica una similitud de medias en referencia al
namero de brotes (Anexo B.3.5). En contraste, al realizar el ANOVA para la
inferencia de la auxina ANA sobre el nimero de brotes generado a partir de
yemas, se obtuvo un valor (p = 0.0036), lo que sugiere el rechazo de la

hipdtesis de igualdad de medias entre las concentraciones de ANA ensayadas.
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La prueba de LSD Fisher muestra dos grupos estadisticos diferentes,
perteneciendo al grupo A las concentraciones de 0.2 mgL™® y 0 mgL™ de
hormona, mientras que en el grupo B se encuentra el 0.1 mgL™ de ANA, es asi
gue se obtiene dependencia entre dichas concentraciones y el niumero de
brotes obtenido (Tabla 3.37).

Tabla 3.37 Analisis de varianza para el nUmero de brotes a partir de yemas

respecto a la concentracion de ANA

Analisis de la wvarianza

Variable H R* EREf hj Ccw
Hum Brotes 132 0.08 0.07 112.81

Coadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
HModelo. 13.40 2 6.70 5.8 0.0036
AMNR 13.40 2 &6.70 5.8 0.0036

Error 147.23 123 1.14
Total le0.63 131

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.4551%5
Error: 1.1413 gl: 128

ANA Media= nm E.E.

0.2 0.58 24 0.22 &
0.0 0.87 84 0.12 A
0.1 1.58 24 0,22 B

Medizas con upa letra comin po son significativamente diferentes (p<= 0.05)

3.2.4 Longitud de los brotes

Esta variable corresponde a la longitud alcanzada por los brotes de
cilantro cimarrén evaluados a los 30 dias de la siembra en los diferentes
medios de cultivo empleados para la regeneracion de esta planta via
organogeénesis directa. Se evalu6 tanto los tratamientos aplicados, como la
inferencia de cada regulador de crecimiento sobre la variable, en segmentos

nodales y yemas.
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3.2.4.1 Segmentos nodales

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA), para la interaccion de las
hormonas BAP, AIA y ANA que muestra un valor de 0.225, lo que implica que
los tratamientos ensayados no son estadisticamente diferentes al evaluar la
variable longitud de brotes (Tabla 3.38). Se evidencia que entre estos
tratamientos la diferencia estadistica es significativa para la interacciéon de
reguladores de crecimiento al evaluar la longitud de brotes generados a partir

de segmentos nodales.

Tabla 3.38 Analisis de varianza para la longitud de brotes generados a partir de

segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

Anali=si= de la wvarianza

Variable 2] E® R=® Ry CW
Longitud brote 132 0.10 0.02 &2.17

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo. 10.71 10 1.07 1.32 0.2253
Tratamiento 10.71 10 1.07 1.32 0.2253
Error 97.92 121 0.81
Total 108.63 131

Alternativamente, se realizaron analisis de varianza para cada uno de
los reguladores de crecimiento utilizados en los tratamientos de induccion. ES
asi que en el ANOVA para la relacion de la hormona BAP con la longitud de los
brotes, se obtuvo un valor p = 0.351 (Anexo B.4.1), siendo independiente el uso
de las concentraciones de BAP sobre la variable evaluada. Asi también, el uso
de auxinas en el medio de cultivo no resulto estadisticamente significativo. Para
la adicion de AlA, se exhibe un valor de p = 0.057 lo cual indica el rechazo de la
hipétesis de igualdad de medias de los tratamientos que contengan esta
hormona (Anexo B.4.2). De igual manera, en el analisis de varianza para la
longitud de brotes respecto al uso de acido naftalenacético en segmentos
nodales, no sugiere diferencia estadistica entre las concentraciones

empleadas, puesto que el valor p corresponde a 0.573 (Anexo B.4.3).
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Por otro lado, para el andlisis de longitud de los brotes se categorizaron
los datos en cuatro niveles: comprendiendo el nivel 1 brotes entre 0.1 y 0.25
cm; 0.25y 1 cm el nivel 2; para el nivel 3 brotesde 1y 1.5 cm; y brotesde 1.5 a
2 cm para el nivel 4. La interaccion de las concentraciones de los reguladores
de crecimiento BAP, AIA y ANA, se analizO mediante un analisis de
contingencia (Anexo B.4.4) que muestra la presencia del 76.5% de brotes en el
nivel 1 de longitud, 9.8% brotes en el nivel 2, 6.1% de brotes en el nivel 3 y
7.6% de brotes en el nivel 4.

La mayoria de brotes se encuentran en el nivel 1 (0 - 0.25 cm) lo que
indica que no existié crecimiento significativo de los brotes generados a partir
de segmentos nodales en ninguno de los tratamientos de induccidon empleados.
(Figura 3.27).
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Figura 3.27 Porcentaje de longitud de los brotes en niveles generados a partir

de segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

En base a analisis de contingencia, se realizaron graficas de los
porcentajes de brotes en los diferentes niveles categorizados de longitud
(Anexo B.4.5). Para las concentraciones de BAP ensayadas, se obtuvieron los

mayores porcentajes en el nivel 1, de tal forma que para la concentracién 1
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mgL™'y 1.5 mgL™ de BAP se obtuvo un 76.1% y 73.3% respectivamente, y para
la ausencia de esta hormona (OmgL™ BAP) se obtuvo un 91.7% de brotes en el

nivel 1 de longitud correspondiente a 0 a 0.25cm (Anexo B.4.6).

En relacion a la auxina AlA, el analisis de contingencia (Anexo B.4.7)
permite realizar la gréfica en la que se observan los porcentajes de longitud de
brotes en cada uno de los niveles de longitud categorizados. Para una
concentracion de 0.2 mgL™, se obtuvieron brotes en el nivel 4 de longitud, pero
unicamente del 12.5% de los segmentos nodales ensayados (Anexo B.4.8).
Asimismo, tras el andlisis de contingencia (Anexo B.4.9) respecto a la
inferencia de ANA sobre la longitud de los brotes, se obtuvo una mayoria de

brotes que se ubicaron en el nivel 1 de longitud. (Anexo B.4.10)

3.2.4.2 Yemas

Respecto al analisis de varianza (ANOVA), para la relacion entre la
longitud de los brotes generados a partir de yemas y los tratamientos aplicados,
se obtuvo un valor de p = 0.629 mayor al nivel de significancia, por lo que no se
encuentra suficiente evidencia muestral para el rechazo de la hipdtesis de
igualdad de medias (Tabla 3.39) lo que indica la inexistencia de una diferencia

estadistica significativa entre tratamientos.

Tabla 3.39 Analisis de varianza para la longitud de brotes generados a partir de

yemas respecto a los tratamientos de induccion

Analisi=s de la varianza

Variable H E* ER* B3 CW
Longitud brote 181 0.04 ©0.00 60.65

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo. 7.45 10 0.74 0.80 0.6292
Tratamiento T7.45 10 0.74 0.80 0.6292
Error 158.30 170 0.93
Total 165.75 180
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Se realiz6 también anadlisis de varianza para cada uno de los factores
(BAP, AIA, ANA). Obteniéndose diferentes valores de p que no indican la
significancia estadistica de la inferencia de éstos sobre la variable evaluada.
Para la concentracion de BAP, se obtuvo un valor de p de 0.118 (Anexo
B.4.11), mayor al nivel de significancia, por lo que los tratamientos empleados
son estadisticamente similares. En cuanto a las auxinas AIA y ANA se
encontraron valores de p mayores al nivel de significacion: 0.579 (Anexo
B.4.12) y 0.459 (Anexo B.4.13) respectivamente, por lo que se considera
inexistencia de diferencias estadisticas significativas para las concentraciones
de los dos reguladores de crecimiento sobre la variable longitud de brotes. Al
igual que para segmentos nodales, se categorizé los datos en cuatro niveles:
valores entre 0.1 y 2 cm corresponde al nivel 1 de longitud, 2 a 4 cm nivel 2, 4 a
6 cm nivel 3 y de 6 a 8 cm nivel 4. La interaccion de las concentraciones de
BAP, AIA y ANA en cada uno de los tratamientos, se analiz6 mediante una
tabla de contingencia (Anexo B.4.14) que muestra la presencia de un 66.9% de
brotes en el nivel 1 de longitud, 14.9% en el nivel 2, 10.5% en el nivel 3y 7.7%
en el nivel 4. Como se puede observar en la figura 3.28, en todos los
tratamientos existe la tendencia a obtener brotes entre 0 y 2 cm de longitud. Se
observa también que el tratamiento siete presenta brotes en el nivel 4 que

exhibe crecimiento significativo frente al resto de ensayos.
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Figura 3.28 Porcentaje de longitud de los brotes en niveles generados a partir
de yemas respecto a los tratamientos de induccién
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En base a analisis de contingencia, se realizaron graficas de los
porcentajes de brotes en los diferentes niveles categorizados de longitud
(Anexo B.4.15). Para las concentraciones de BAP ensayadas, se obtuvieron los
mayores porcentajes en el nivel 1, de tal forma que para la concentracién 0
mgL™'y 1.5 mgL™ de BAP se obtuvo un 66.7% y 58% respectivamente, y para 1
mgL? BAP se obtuvo un 76.9% de brotes en el nivel 1 de longitud

correspondiente a 0 a 2cm (Anexo B.4. 16).

En relacion a la auxina AIA, la tabla de contingencia (Anexo B.4.17)
permite realizar la gréfica en la que se observan los porcentajes de longitud de
brotes en cada uno de los niveles de longitud categorizados. Para una
concentracion de 0.2 mgL™, se obtuvo el mayor porcentaje de brotes en el nivel
4 de longitud correspondiente a 11.5% de las yemas (Anexo B.4.18). Respecto
a la inferencia de ANA sobre la longitud de los brotes, se obtuvo una mayoria
de brotes que se ubicaron en el nivel 1 de longitud (Anexo B.4.19). Al igual que
para AIA, el uso de 0.1 mg™ de ANA presenta el mayor porcentaje de brotes en
el nivel 4 de longitud siendo éste del 11.9% de las yemas ensayadas (Anexo
B.4.20)

3.2.5 Ancho de las hojas

La variable ancho de hojas corresponde a la extensiéon de la lamina foliar
de los brotes generados via organogénesis directa mediante la aplicacion de
los diferentes tratamientos de induccion propuestos en la metodologia. La
variable fue medida en centimetros tanto para segmentos nodales como para

yemas.

3.2.5.1 Segmentos nodales

El analisis de varianza generado para evaluar la interacciéon de los

reguladores de crecimiento empleados sobre el ancho de las hojas de los
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brotes organogénicos formados a partir de segmentos nodales muestra un
valor de p de 0.076, por lo que no existe diferencia estadistica entre la
interaccién de las hormonas ensayadas y la variable ancho de hojas (Tabla
3.40).

Tabla 3.40 Analisis de varianza para el ancho de hojas de brotes generados a

partir de segmentos nodales respecto a los tratamientos de induccion

Analisis de la wvarianza

Variable N R ER® B3 CW
Ancho de hojas 132 0.13 0.05 58.78

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 12.17 10 1.22 1.75% 0.07&3
Tratamiento 12.17 10 1.22 1.75 0.0763
Error 83.92 121 0.69
Total 06.08 131

Se realizaron también andlisis de varianza para cada uno de los
reguladores de crecimiento utilizados en los tratamientos de inducciéon. ES asi
gue en el ANOVA para la relacion de la hormona BAP con el ancho de hojas,
se obtuvo un valor p = 0.132 (Anexo B.5.1) siendo independiente el uso de las
concentraciones de BAP sobre la variable evaluada. El uso de auxinas en el
medio de cultivo no resultdé estadisticamente significativo; para la adicion de
AlA, se exhibe un valor de p = 0.129 lo que indica el rechazo de la hipétesis de
igualdad de medias de los tratamientos que contengan esta hormona (Anexo
B.5.2). Finalmente, el andlisis de varianza para el ancho de las hojas respecto
al uso de ANA en segmentos nodales, no sugiere diferencia estadistica entre
las concentraciones empleadas, puesto que el valor p corresponde a 0.411
(Anexo B.5.3).

Para el analisis del ancho de las hojas de los brotes generados a partir
de segmentos nodales, se categorizaron los datos obtenidos en cuatro niveles:
hojas de 0.1 a 0.25 cm corresponden al nivel 1, de 0.25 a 0.5 cm en el nivel 2,
nivel 3 hojas entre 0.5y 0.75 cm y en el nivel 4 de 0.75 a 1 cm. La combinacion
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de los reguladores de crecimiento empleados (BAP, AIA y ANA) fue analizada
mediante una tabla de contingencia (Tabla B.5.4) que muestra el porcentaje de
ancho de hojas dentro de cada uno de los noveles categorizados para esta
variable respecto a los tratamientos de induccion empleados. Se observa que
el 78.8% de los brotes generados a partir de segmentos nodales presentaron
hojas con un ancho dentro del nivel 1 (0 — 0.25 cm), mientras que un 12.9% se
encuentran en el nivel 3 (0.5 - 0.75 cm) y el ancho de las hojas en los niveles 2
y 4 presentan el 4.5% y 3.8% respectivamente

Como se puede apreciar en la figura 3.29, la mayoria de los explantes
ensayados se encuentran categorizados en el nivel 1 de ancho de sus hojas.
Sin embargo los tratamientos 6 y 7 exhiben porcentajes relativamente altos
respecto a los demas tratamientos, con brotes que presentan hojas en el nivel

3 de ancho.
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Figura 3.29 Porcentaje de ancho de las hojas de los brotes generados a partir

de segmentos nodales por niveles respecto a los tratamientos de induccion

En base a la tabla de contingencia, se realizaron graficas de los

porcentajes de brotes en los diferentes niveles categorizados de ancho de las
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hojas (Anexo B.5.5). Para las concentraciones de BAP ensayadas, se
obtuvieron los mayores porcentajes en el nivel 1, de tal forma que para la
concentracién 0 mgL? y 1 mgL™ de BAP se obtuvo un 100% y 78.3%
respectivamente, y para la concentraciéon de 1.5 mgL™ BAP se obtuvo un 75%
de brotes con hojas en el nivel 1 de ancho correspondiente a 0 a 0.25cm
(Anexo B.5.6). En relacion al AlA, el analisis de contingencia (Anexo B.5.7)
permite realizar la grafica en la que se observan los porcentajes de ancho de
hojas en cada uno de los niveles categorizados. Para las concentraciones
ensayadas, la el mas alto porcentaje de brotes se encuentran en el nivel 1 del
ancho de sus hojas. (Anexo B.5.8). Ademas, para la auxina ANA, la tabla de
contingencia expresa la mayoria de brotes con hojas en un ancho categorizado
en el nivel 1 (Anexo B.5.9). El uso de 0.1 mg™ de ANA presenta un porcentaje
de 66.7% de brotes en esa categoria, mientras que se destaca un 87.5% de

brotes pertenecientes a la categoria 1 de ancho de sus hojas. (Anexo B.5.10)

3.2.5.2 Yemas

En el analisis de varianza (ANOVA) generado para la interaccion de los
reguladores de crecimiento empleados, se encontré un valor de p alto (0.495)
(Tabla 3.41) lo que sugiere que el ancho de las hojas de los brotes generados a
partir de yemas, no depende de la concentracion de las hormonas BAP, AIA y

ANA aplicadas en el medio de cultivo.

Tabla 3.41 Analisis de varianza para el ancho de las hojas de brotes generados

a partir de yemas respecto a la concentracion de BAP, AIA y ANA.

Analisi=s de la wvarianza

Variable N E® E= Bj CW
Ancho de hojas 181 0.05 0.00 61.30

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo. 11.35 10 1.13 0.%94 0.4958
Tratamiento 11.35 10 1.13 0.94 0.4958
Error 204.67 170 1.20
Total 216.02 180
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Se realizaron andlisis de varianza para los reguladores de crecimiento
utilizados en los tratamientos de induccion. Es asi que en el ANOVA para la
relacion de BAP - ancho de hojas, se obtuvo un valor p = 0.171 (Anexo B.5.11)
por lo que la variable es independiente a las concentraciones de BAP. El uso
de auxinas en el medio de cultivo no resulté estadisticamente significativo. Para
la adicion de AlA, se exhibe un valor de p = 0.274 lo cual indica el rechazo de la
hipotesis de igualdad de medias de los tratamientos que contengan esta
hormona (Anexo B.5.12). El andlisis de varianza para el ancho de las hojas
respecto al uso de ANA en yemas, no sugiere diferencia estadistica entre las
concentraciones empleadas, puesto que el valor p corresponde a 0.274 (Anexo
B.5.13). Para el analisis de la interaccion de BAP, AIA y ANA, se categorizaron
los datos en cuatro niveles: el nivel 1 corresponde a hojas de 0.1 a 0.625 cm,
nivel 2: 0.625 a 1.25 cm, nivel 3: 1.25 a 1.87 cm y nivel 4: 1.875 a 2.5 cm. La
combinacion de los reguladores de crecimiento fue analizada mediante una
tabla de contingencia (Anexo B.5.14) que muestra un 57.5% de brotes con
hojas pertenecientes al nivel 1 de ancho (0 y 0.625 cm), 21% en el nivel 2
(0.625 — 1.25 cm), 6.6% brotes con hojas entre 1.25 y 1.87 cm y 14.9%
correspondientes al nivel 4 (1.875 — 2.5 cm) (Figura 3.30).
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Figura 3.30 Porcentaje de ancho de hojas de los brotes generados a partir de

yemas por niveles respecto a los tratamientos de induccion
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En base a analisis de contingencia, se realizaron graficas de los
porcentajes de brotes en los diferentes niveles categorizados de longitud
respecto a la concentraciéon de BAP (Anexo B.5.15). Se obtuvieron los mayores
porcentajes en el nivel 1, de tal forma que para la concentraciéon 1 mgL™t y 1.5
mgL? de BAP se obtuvo un 66.7% y 51.1% respectivamente, y para la
ausencia de esta hormona (OmgL™ BAP) se obtuvo un 46.7% de brotes en el

nivel 1 de longitud correspondiente a 0 a 0.625cm (Anexo B.5.16).

En relacion a la auxina AIA, la tabla de contingencia (Anexo B.5.17)
permite realizar la grafica en la que se observan los porcentajes de ancho de
hojas de los brotes en cada uno de los niveles categorizados. Para una
concentracion de 0.1 mgL™ de AIA se obtuvo un 18.9% de brotes con hojas
categorizadas en el nivel 4 de ancho. (Anexo B.5.18). La tabla de contingencia
(Anexo B.5.19) respecto a la inferencia de ANA sobre el ancho de hojas se
obtuvo una mayoria de brotes que se ubicaron en el nivel 1. Al igual que para el
empleo de 0.1 mgL™ de AIA, esta misma concentracién de refleja un 16.7% de
brotes con hojas de ancho nivel 4; siendo este el mas alto porcentaje respecto

al resto de concentraciones ensayadas (Anexo B.5.20).

3.3 Etapa de multiplicacion

3.3.1 Multiplicacién convencional

Tal como se indicO en la metodologia, para la multiplicacion
convencional no se emplearon tratamientos en los que se prueben diferentes
hormonas de crecimiento, puesto que el principal objetivo de esta fase es la
obtencion de un numero de plantulas necesario para su ingreso a multiplicacion
en el SIT asegurandose de la ausencia de microorganismos que pueda
contaminar el sistema de inmersioén en los diferentes ciclos. Sin embargo, se

evaluaron las mismas variables que para el SIT.
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3.3.1.1 Presencia o ausencia de brotes

La presencia o ausencia de brotes encontrada tras la realizacién del
primer subcultivo es expresada en porcentaje. Se encontré una formacién de
brotes en el 18.2% de los explantes inoculados inicialmente, mientras que
predomina la ausencia de los mismos con un 81.8% (Figura 3.31). Para el
subcultivo B, se encuentra un mayor porcentaje de ausencia de brotes siendo
este el 63.6%, mientras que el 36.4% de los brotes inoculados dieron lugar a la

formacion de nuevos brotes en el mencionado subcultivo (Figura 3.32).
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Figura 3.31 Porcentaje de formacion de brotes en el Subcultivo A
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Figura 3.32 Porcentaje de formacion de brotes en el Subcultivo B

En contraste, en el subcultivo C la formaciéon de brotes fue mayor, al
encontrarse un porcentaje de presencia de brotes de 67.9% mientras que la

ausencia de brotes es del 32.1% encontrado para este subcultivo (Figura 3.33).
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Subcultivo C
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Figura 3.33 Porcentaje de formacion de brotes en el Subcultivo C

3.3.1.2 Longitud de brotes

Se realiz6 el promedio de las longitudes de los nuevos brotes originados
en la multiplicaciéon convencional para cada subcultivo. Se obtuvo un promedio
de 2.94 cm en el subcultivo A, 3.16 cm en el subcultivo B, y 3.35 cm en el

subcultivo C, tal como lo indica la figura 3.34.
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Figura 3.34 Promedio de longitud de brotes originados en los tres subcultivos

en la multiplicacién convencional.
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3.3.1.3 Ancho de hojas

Al igual que para la variable longitud, se obtuvo el promedio de ancho de
las hojas de los brotes generados en los diferentes subcultivos (A — C) en la
multiplicacion convencional, se obtuvo un ancho promedio de 0.86 cm para el
subcultivo A, 1.07 cm y 1.05 cm de ancho de las hojas en los subcultivos By C

respectivamente (Figura 3.35).
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Figura 3.35 Promedio de ancho de las hojas de brotes originados en los tres

subcultivos en la multiplicacién convencional

3.3.1.5 indice de multiplicacion

El indice para la multiplicacién convencional, o tasa de proliferacion, se
obtuvo mediante la razén entre la cantidad de brotes obtenidos en relacion con
el namero de brotes inoculados inicialmente en un medio de cultivo
determinado. Es asi que en el subcultivo A se produjeron 12 nuevos brotes, en
el subcultivo B, se obtuvieron 24 nuevos brotes y finalmente, en el subcultivo C
38 nuevos brotes tras la evaluacion. Mediante el ANOVA se determind que los

tres coeficientes de multiplicacion obtenidos en los subcultivos, fueron
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estadisticamente diferentes dando lugar a tres grupos en la prueba de LSD

Fisher que destaca una media mayor para el subcultivo C (Tabla 3.42).

Tabla 3.42 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para la tasa de

proliferacion en los tres subcultivos de la multiplicaciéon convencional

Analisis de la varianza

Variable H E* ER* B3 CV
Indice de Multiplicacidn 188 0.17 0.16 32.22

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. T.57 2 3.78 18.76 <0.0001
Subcultivo T7.57 2 3.78 18.76 <0.0001
Error 37.31 185 0.20
Total 44 .87 187

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.15850
Error: 0.201& gl: 185

Subcultivo Medias n E.E.

Sub A 1.18 66 0.06 &

Sub B 1.36 66 0.06 B
Sub C 1.68 56 0.06 C

Medizs con una letras comiun no sen significativamente diferentes(p<= 0.05)

La Figura 3.36 muestra la tendencia para el indice de multiplicacion tras
la realizacion de los tres subcultivos. Se obtuvieron indices entre 1.18 y 1.68,
para el subcultivo A, y subcultivo C respectivamente; mientras que para el
subcultivo B, se obtuvo un coeficiente de 1.36
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Figura 3.36 Tasa de proliferacion en los tres subcultivos.
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3.3.2 Multiplicacion en el Sistema de Inmersion Temporal (SIT)

3.3.2.1 Prueba de pardmetros de control en el SIT: Frecuencia, tiempo de

inmersion y densidad del in6culo

3.3.2.1.1 Presencia o ausencia de plantulas

Para el analisis de determinacion de los parametros frecuencia, tiempo
de inmersion y densidad del in6culo en el SIT en relacion a la
presencia/ausencia de brotes, se realizd la prueba de hipotesis de chi —
cuadrado que exhibe un valor de p menor al 5% (Tabla 3.43) lo que
corresponde a una alta significancia estadistica indicando la dependencia entre
el aparecimiento o ausencia de plantulas y los tratamientos aplicados en la
prueba de pardmetros de control en el SIT que incluye la frecuencia, tiempo de
inmersion y densidad del inéculo. La prueba estadistica se realizé en base a la
tabla de contingencia (Anexo C.1.1) que permite visualizar la frecuencia de
aparecimiento o ausencia de plantulas para cada tratamiento aplicado
expresado en porcentajes, en donde se obtuvo un 26.9% de presencia de
plantulas y un 73.1% de ausencia del total de ensayos efectuados.

Tabla 3.43 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de plantulas

generadas respecto a la prueba de parametros de control en el SIT

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson  37.15 11 0.0001
Chi Cuadrado MV-G2 37.18 11 0.0001

En la figura 3.37, se evidencian los porcentajes de aparecimiento de
plantulas entre los cuales el tratamiento 5 y 7 presentan el 100 y 83.3%
respectivamente para esta variable que corresponden a los mas altos

obtenidos; mientras que para los tratamientos 2, 4, 10 y 12 se obtiene una
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porcentaje de 8.3% correspondiente al menor para presencia de plantulas en el

ensayo efectuado.
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Figura 3.37 Porcentaje de formacion de plantulas en cada tratamiento

utilizando la prueba para parametros de control en el SIT

La prueba chi — cuadrado referente a los parametros de control
(frecuencia y tiempo de inmersién) refleja un valor p de 0.098 por lo que se
sugiere inexistencia de suficiente evidencia muestral para el rechazo de la
independencia (Tabla 3.44); por ello la generacion de plantulas, es
independiente a los dos parametros evaluados (frecuencia y tiempo de

inmersion).

Tabla 3.44 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de plantulas en

relacion a la frecuencia y tiempo de inmersién ensayados en el SIT

Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 9.29 5 0.0982
Chi Cuadrado MV-G2 8.92 5 0.1121

La figura del anexo C.1.2, muestra el porcentaje de Ila
presencia/ausencia de plantulas, en donde para la frecuencia dos horas y dos
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minutos de inmersion se exhibe el 50% de presencia y ausencia de plantulas,
mientras que para las demas combinaciones el porcentaje de ausencia supera

significativamente la formacion de plantulas.

Por otro lado se realiz6 también una prueba chi — cuadrado para el
analisis del efecto de la densidad del in6culo sobre la generacién de plantulas
por brote inoculado en el SIT, el cual presenta un valor p < 0.0001, por lo que
se sugiere el rechazo de la hipétesis; indicando dependencia entre la
generacion de plantulas y este parametro. (Tabla 3.45). Como se observa en la
figura 3.38, las densidades de inoculo ensayadas (3 y 6) exhiben diferente
generacion de plantulas; obteniéndose en el caso de 3 explantes por unidad de
SIT un porcentaje de 87.5% formacion de nuevas plantulas.

Tabla 3.45 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de plantulas

generadas en relacion a la densidad del in6culo por unidad de SIT

Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 22.65 1 <0.0001
Chi Cuadrado MV-G2 21.95 1 <0.0001
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Figura 3.38 Porcentaje de formacion de plantulas para los brotes inoculados en

relacion a la densidad del in6culo por unidad de SIT
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3.3.2.1.2 Numero de plantulas

Para la variable numero de plantulas se efectuaron analisis de varianza
ANOVA, para el efecto de los tratamientos empleados para la prueba de
parametros de control en la multiplicacion en el SIT y para cada uno de sus
factores. Al analizar todos los parametros involucrados en la prueba de
paradmetros de control en el SIT, se obtuvo un valor de p de 0.0024 que indica
gue para el dominio estudiado se rechaza la hipotesis de igualdad de medias
entre tratamientos (Tabla 3.46). En cuanto a la prueba de LSD Fisher, se
encontraron cuatro grupos estadisticos diferentes, de los cuales los
tratamientos 3, 11 y 1 pertenecen al grupo A; los tratamientos 10, 2 y 12
comparten el grupo estadistico C y Uunicamente el tratamiento 5 pertenece al
grupo D. El tratamiento 9 se encuentra entre el grupo A y B, los tratamientos 7
y 4 pertenecen a B y C y los tratamientos 8 y 6 comparten los grupos

estadisticos C y D.

Tabla 3.46 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para el nimero de
plantulas generadas mediante la aplicacion de tratamientos en el control del
SIT

Anali=i= de la wvarianza

Variable N E* R=® Rj CV
Hum Brotes 24 0.84 0.70 14.64

Cuadro de Anali=is de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Modelo. 4%.83 11 4.44 5.92 0.0024
Tratamiento 48.83 11 4.44 5.92 0.0024
Error 9.00 12 0.75
Total 57.83 23

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.88691
Error: 0.7500 gl: 12

Tratamiento Medias n E.E.

3 4.00 2 0.61 4

11 4.00 2 0.61 1

1 4.00 2 0.61 4

9 4.50 2 0.61 4 B

7 6.00 2 0.81 B C

4 6.00 2 0.61 B C

10 6.50 2 0.81 C

2 6.50 2 0.61 C

1z 6.50 2 0.61 C

8 T7.00 2 0.81 C D
8 7.50 2 0.61 C D
5 g8.50 2 0.61 D
Medizs con uns lstrs comiin no son significstivaments diferentes(p<= 0.05)
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La figura 3.39 presenta el nUumero de plantulas para cada tratamiento
empleado a partir de la prueba de parametros de control en el SIT, se exhibe
una formacion de plantulas variable entre 8 y 17 plantulas generadas; en donde
el tratamiento 5 (2 minutos, 4 horas y 3 brotes por SIT), presenta la mayor
formacion de plantulas lo que significa que todos los brotes ensayados en ese

tratamiento generaron mas de una plantula nueva.
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Figura 3.39 Numero de plantulas formadas en la prueba de parametros de

control en el SIT

Para el andlisis de la incidencia del tiempo de inmersién sobre el nUmero
de plantulas en el SIT, se realizé un andlisis de varianza del que se obtuvo un
valor de p de 0.0074 resultando también de alta significancia estadistica.
Respecto a la prueba de LSD Fisher se exhiben dos grupos estadisticos
diferentes dentro de los cuales la inmersién de 1 y 3 minutos pertenecen al
grupo A, mientras que 2 minutos de inmersion corresponde al grupo B (Tabla
3.47). Por otro lado, respecto a la frecuencia expresada en horas en el SIT, el
ANOVA resulté con un valor de p de 0.313, por lo que no existe diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias empleadas y el nUmero de

plantulas generadas en el SIT (Anexo C.2.1).
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Tabla 3.47 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para el nimero de
plantulas generadas respecto al tiempo de inmersion en la prueba de

paradmetros de control en el SIT

Anali=sis de la varianza

Variable N R=
HNum Brote= 24 0.37

R Lj CV
0.31 22.21

Cnadro de Analiszi=s de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Hodelo. 21.58 2 10.79 .25 0.0074
Tiempo Inmersion 21.58 2 10.79 6.25 0.0074
Error 36.25 21 1.73
Total 5T7.83 23

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=1.36615

Error: 1.72&62 gl: 21

Tiempo Inmersion Medias mn E.E.

1 5.13 &8 0.46 R
3 5.38 &8 0.46 R
2 T.25 8 0.46

B

Medizas con una letra comiin ne son significativamente diferentesp<= 0.05)

Finalmente, en el ANOVA para el numero de plantulas respecto a la

densidad del in6culo ensayad

a se obtuvo un valor de p de 0.016 lo que indica

el rechazo la hipodtesis de igualdad de medias entre las densidades del indculo

(Tabla 3.48).

Tabla 3.48 Andlisis de varianza para el nUmero de plantulas respecto a la

densidad del inéculo en la prueba de parametros de control en el SIT

AnAlisis de la varianza

Variable N R* BR* Aj CW

HNum Brotes 24 0.23 0.20 23.99

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IIT)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 132.50 1 13.50 &.70 0.01&8

Dens Inoculo 13.50 1 13.50 6.70 0.0168

Error 44,33 22 2.02

Total 57.83 23

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.2018%&

Error: 2.0152 gl: 22

Dens Inoculo Medias n E.E.

3 5.17 12 0.41 &

& 6.67 12 0.41 B

Medizs con una letrs comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)}
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3.3.2.1.3 Longitud de plantulas

Para el analisis de longitud de plantulas en la prueba de parametros en
el SIT se categorizaron datos en cuatro niveles: plantulas de 0.1 a 2.05 cm
corresponden al nivel 1, el nivel 2, brotes de 2.05 a 4.1 cm, nivel 3 plantulas de

4.1 a 6.15 cm y finalmente nivel 4 plantulas entre 6.15y 8.2 cm (Tabla 3.50).

Se efectuaron analisis de varianza tanto para los tratamientos
empleados en la prueba de parametros de control en el SIT, como para cada
uno de los factores por separado. En cuanto al ANOVA para la longitud las
plantulas en el SIT y los tratamientos empleados, el valor de p encontrado
corresponde al 0.102 (Tabla 3.49) por lo que no existe suficiente evidencia

muestral y los tratamientos empleados son estadisticamente similares.

Tabla 3.49 Andlisis de varianza para la longitud de las plantulas respecto a los

tratamientos en el SIT

Andlisi=s de la varianza

Variable N E® R*® Ry CV
Longitud plantulas 3% 0.42 0.19% 26.05

Cnadro de Anadlisis de la Varianza (5C tipo III)
F.WV. SC gl CM F p-valor

Modelo. 50.58 11 4.60 1.81 0.1024
Tratamiento 50.58 11 4.60 1.81 0.1024
Error 68.865 27 2.54

Total 115.22 38

Para la variable longitud de las plantulas respecto a cada uno de los
factores de la prueba de parametros en el SIT se aplicaron analisis de varianza;
para el caso de la incidencia del tiempo de inmersion se obtuvo un valor de (p =
5.21%) (Anexo C.3.1) y para la densidad del in6culo se exhibe un valor de (p =
4.52%) (Anexo C.3.3) mostrando asi evidencia estadistica significativa de los
tiempos y densidades de in6culo ensayadas frente a la longitud obtenida de las
plantulas en el SIT. Mientras que para la frecuencia en horas el valor de p

encontrado corresponde a (p = 20.71%) (Anexo C.3.2) lo que implica que el
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valor obtenido no presenta suficiente evidencia muestral que permita rechazar
la hipétesis de igualdad de medias por lo que la frecuencia de inmersién no

influye directamente en la longitud alcanzada por las plantulas en el SIT.

Se generd un analisis de contingencia (Tabla 3.50) en el que se observa
el porcentaje de ocurrencia para la longitud de plantulas categorizada en cuatro
niveles para cada tratamiento ensayado en la prueba de parametros de control
en el SIT.

Tabla 3.50 Tabla de contingencia para longitud de plantulas generadas en la

prueba de parametros de control en el SIT

Tratamiento % Longitud de brotes en el SIT
(Tiempo
Frecuencia % Nivel 1 | % Nivel 2 | % Nivel 3 |% Nivel 4 PoTotal
D. In6culo)
1 min4h3exp 0 50 0 50 5.1
1 min4h6exp 50 0 0 50 5.1
1 min 6 h3exp 0 0 0 100 5.1
1 min 6 h 6 exp 50 0 0 50 5.1
2 min 4 h 3 exp 0 0 18.2 81.8 28.2
2min4 h 6 exp 0 0 0 100 7.7
2min 6 h 3 exp 0 0 50 50 15.4
2min 6 h 6 exp 0 0 100 0 5.1
3min4h 3exp 0 0 100 0 7.7
3 min4 h 6 exp 0 0 50 50 5.1
3min6 h 3 exp 0 0 50 50 5.1
3 min 6 h 6 exp 0 0 100 0 5.1
% Total 5.1 2.6 35.9 56.4 100.00

La figura 3.40 muestra un andlisis que refleja de forma porcentual la
longitud alcanzada por las plantulas en base a los diferentes niveles de
categorizacion al aplicar los tratamientos de la prueba de control de parametros
en el SIT. Es asi que el mayor porcentaje de de plantulas formadas,

corresponde al 56.4% en el nivel 4 (4.1y 8.2 cm).
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Figura 3.40 Porcentaje total por nivel para la longitud de plantulas en el SIT

3.3.2.1.4 Ancho de las hojas

Al aplicar la prueba de parametros de control para el analisis del ancho
de hojas se categorizaron los datos en cuatro niveles, en donde las hojas de
0.1 a 0.5 cm pertenecen al nivel 1, nivel 2, hojas de 0.5 a 1 cm, nivel 3 incluyen
las hojas de 1 a 1.5 cm y al nivel 4 las hojas de 1.5 a 2 cm (Tabla 3.52). Se
efectué un ANOVA para los tratamientos empleados y reflejo un valor de p de
0.166, por lo que los tratamientos son estadisticamente similares.

Tabla 3.51 Andlisis de varianza para el ancho de las hojas respecto a los
tratamientos en el SIT

Analisi=s de la wvarianza

Variable N E* E* Ry CV
Ancho de hojas 39 0.3%9 0.149 41.45

Cnadro de Analisi= de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 3.65 11 0.33 1.56 0.1e69
Tratamiento 3.65 11 0.33 1.56 0.1669
Error 5.73 27 0.21
Total 9.38 38
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Alternativamente, se realizaron ANOVA para el ancho respecto a los
factores de la prueba de parametros en el SIT. Respecto al tiempo de
inmersion se obtuvo un valor de (p = 23.32%) (Anexo C.4.1), mientras que para
la frecuencia el valor de p encontrado corresponde a (p = 57.81%) (Anexo
C.4.2) y para la densidad del in6culo un valor de (p = 2.49%). Para los dos
primeros casos, los valores obtenidos no son estadisticamente diferentes al
analizar la variable ancho de hojas por lo que el tiempo y frecuencia de
inmersion no inciden sobre la variable. Por el contrario, el valor de p exhibido
para la densidad del inoculo indica que el ancho de hojas esta influenciado
estadisticamente por este factor, encontrandose asi dos grupos estadisticos en
la prueba de LSD Fisher (Anexo C.4.3).

Tabla 3.52 Tabla de contingencia para el acho de las hojas de plantulas

generadas en la prueba de parametros de control en el SIT

Tiempo .
Fr(ecuer?cia Tratamiento | % Nivel 1 | % Nivel 2 | % Nivel 3 % Nivel %
D. In6culo) 4 Total

1 min4h3exp 1 0 50 50 0 100
1 min4h6exp 2 50 0 50 0 100
1 min6 h3exp 3 0 0 0 100 100
1 min6 h6exp 4 50 0 50 0 100
2min 4 h 3 exp 5 0 0 54.5 45.5 100
2min 4 h 6 exp 6 0 0 100 0 100
2min 6 h 3 exp 7 0 50 16.7 33.3 100
2 min 6 h 6 exp 8 0 100 0 0 100
3 min4 h 3 exp 9 0 33.3 66.7 0 100
3 min4 h 6 exp 10 0 50 0 50 100
3 min 6 h 3 exp 11 0 50 0 50 100
3 min 6 h 6 exp 12 0 0 50 50 100

% Total 5.13 23.08 41.03 30.77 100

La figura 3.41 muestra los porcentajes generales del ancho de las hojas

alcanzado para cada nivel categorizado al aplicar los tratamientos de la prueba
de control de parametros en el SIT. Es asi que para el nivel de ancho de hojas
1, se encuentran el 5.13% de las plantulas, para el nivel 2 el 23.08% vy el
41.03% y 30.77% para nivel 3 y 4 respectivamente; lo que indica un mayor

porcentaje para el ancho de hojas entre 1y 1.5 cm.
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Figura 3.41 Porcentaje total por nivel para el ancho de las hojas de plantulas en
el SIT

3.3.2.1.5 indice de multiplicacién

El indice o coeficiente de multiplicacion corresponde a la razén entre la
densidad del inéculo inicial y final, es decir las plantulas obtenidas tras el ciclo
de multiplicacién en el SIT. Se realiz6 un ANOVA para analizar la relacion de
los tratamientos en la prueba de parametros de control en el SIT y el indice de
multiplicacion obteniéndose un valor p de 0.0015 (Tabla 3.53). En la prueba de
LSD Fisher se encontraron dos grupos estadisticos, en el grupo A los
tratamientos 4, 10, 12, 2,6, 1, 8, 3, 11y 9 y al grupo B los tratamientos 7 y 5.

Concluido el ciclo de inmersion en el SIT, a los 22 dias de la inoculacion,
se observan coeficientes de multiplicacién entre 1 y 3 (Figura 3.42), siendo el
menor el obtenidos mediante la aplicacion del tratamiento 4 (tiempo de
inmersion= 1 min, frecuencia= 6 horas, densidad del in6culo= 6 explantes por
unidad de SIT) y el mayor indice de multiplicacion en el tratamiento 5 (tiempo
de inmersion= 2 min, frecuencia= 4 horas, densidad del inéculo= 3 explantes
por unidad de SIT).
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Tabla 3.53 Analisis de varianza y LSD Fisher respecto al indice de

multiplicacion y los tratamientos de la prueba de parametros de control

Analisis de la wvarianza

Variable 2] E® ER=® Ry CVW
Indice de multiplicacion 24 0.86 0.73 15.10

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S5C gl CM F p-valor

Modelo. 2.98 11 0.27 &.55 0.0015
Tratamiento 2.98 11 0.27 .55 0.0015
Error 0.50 12 0.04

Total 3.48 23

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.44330
Error: 0.0414 gl 12

Tratamiento Mediaz n E.E.

4 1.09 2 0.14 A

10 1.09 2 0.14 A

1z 1.09 2 0.14 &

2 1.09 2 0.14 &

& 1.17 2 0.14 &

1 1.17 2 0.14 &

8 1.17 2 0.14 &

3 1.33 2 0.194 &

11 1.33 2 0.194 &
1.50 2 0.14 &

7 2.00 2 0.14 B

o 2,17 2 0.14 B

Mediss con uns letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

3.0 -

Coeficiente de Multiplicacion

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tratamientos

Figura 3.42 Coeficientes de multiplicacién obtenidos en la prueba de

paradmetros de control en el SIT transcurridos 22 dias de la inoculaciéon

140



Al analizar individualmente cada uno de los factores implicados en la
prueba de parametros en el SIT, se encontraron diferentes valores de p en los
ANOVA. Es asi que para la frecuencia de inmersién, expresada en horas, el
valor (p = 0.867) mayor al nivel de significancia implica la inexistente evidencia
muestral suficiente para el rechazo de la hipétesis de igualdad de medias
(Anexo C.5.1). Adicionalmente, el ANOVA para las interacciones entre los
factores frecuencia, tiempo de inmersién y densidad de inéculo, muestran que
Unicamente la interaccion tiempo de inmersion vs densidad del inéculo exhibe
un valor p<0.05, por lo que estos dos factores inciden directamente sobre el
coeficiente de multiplicacion (Tabla 3.54). Asi en el ANOVA por factores, los
valores para tiempo de inmersion y densidad del in6culo corresponden a p =
0.034 (Anexo C.5.2) y p = 0.001 (Anexo C.5.3) respectivamente. Dichos valores
al ser menores que el nivel de significancia, se sugiere el rechazo de la
hipdtesis de igualdad de medias entre los tiempos y densidades del inéculo
ensayados lo que implica que dichos factores infieren en los coeficientes de
multiplicacion obtenidos. Es asi que se encuentran grupos estadisticos

diferentes entre los valores ensayados.

Tabla 3.54 Analisis de varianza para la interaccion de los parametros de control

en el SIT sobre el indice de multiplicacion

Analisis de la wvarianza

Variable H E* R* B3 CW
Indice de multiplicacidn 24 0.86 0.73 15.10

Cnadro de Anadli=is de la Varianza (SC tipo III)

F.V. s5C gl CH F p-valor
HModelo. 2.98 11 0.27 6.55 0.0015
Frecuencia 4.5E-03 1 4.5E-03 0.11 0.7463
Tiempo inmersion 0.85 2 0.48 11.53 0.001e
Dens Inoculo 1.32 1 1.32 31.5%0 0.0001
Frecuencia*Tiempo inmersid.. 0.04 2 0.02 0.44 0.6548
Frecuencia*Dens Inoculo 0.01 1 0.01 0.12 0.731le
Tiempo inmersion*Dens Inoc. . 0.e2 2 0.31 7T7.54 0.0076
Frecuencia*Tiempo inmersid.. 0.04 2 0.02 0.45 0.6469
Error 0.50 12 0.04
Total 3.48 23
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3.3.2.2 Prueba de medios de cultivo para multiplicacion en el SIT

Una vez ensayados los parametros de control en el SIT, se obtuvieron
los siguientes resultados al ensayar diferentes medios de cultivo para la
multiplicacion en este sistema, evaluando las mismas variables descritas

anteriormente.

3.3.2.2.1 Presencia o ausencia de plantulas

Se realiz6 una prueba de chi — cuadrado (Tabla 3.55) en la que se
encuentra un valor p de 0.0056 correspondiente a significancia estadistica alta
gue representa la dependencia de la presencia o ausencia de plantulas
generadas ante la aplicacion de los diferentes tratamientos de medios de

multiplicacion en el SIT.

Tabla 3.55 Prueba chi — cuadrado para la presencia/ausencia de plantulas

aplicando los tratamientos de multiplicacion en el SIT

Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 14.59 4 0.0056
Chi Cuadrado MV-G2 17.39 4 0.0016

La prueba descrita, se realizd en base a la tabla de contingencia
generada en donde se indica un porcentaje mayor de presencia de nuevas
plantulas siendo este un 82.2% (Tabla 3.56). En la figura 3.43, se observa el
100% de aparecimiento de nuevas plantulas para los tratamientos 3, 4 y 5 que

contienen 2, 2.5y 3 mgL™ de bencilaminopurina respectivamente.
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Tabla 3.56 Porcentajes de ausencia y presencia de plantulas al ensayar los

tratamientos de multiplicacion en el SIT

Tratamientos mgL -1 % Ausencia | % Presencia | % Total
0 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 1 44.4 55.6 100.0
1 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 2 44 .4 55.6 100.0
2 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 3 0 100 100.0
2.5 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 4 0 100 100.0
3 BAP, 0.1 ANA,5BR 5 0 100 100.0
% Total 17.8 82.2 100.0
100 100 100
100.0
80.0 -
2 55.6 55.6
€ 600 14447 4a. _
g 200 - H % Ausencia
e % Presencia
20.0
0 0 0
0.0 : == =
1 2 3 4 5
Tratamientos

Figura 3.43 Porcentaje de formacion de plantulas en la multiplicacion en el SIT

3.3.2.2.2 Numero de plantulas

Se efectué un analisis de varianza ANOVA, para la relacion de los
tratamientos de multiplicacion en el SIT y esta variable obteniéndose un valor
(p <0.0001), por lo que se rechaza la hipoétesis de igualdad de medias entre los
tratamientos aplicados (Tabla 3.57). Respecto a la prueba de LSD Fisher, se
encontraron cuatro grupos estadisticamente diferentes, entre ellos se destaca
el tratamiento 4 que presenta el mas alto valor de la media entre los

tratamientos ensayados.
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Tabla 3.57 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para la relacion de los

tratamientos de multiplicacion en el SIT y el nUmero de plantulas.

Anali=sis de la varianza

Variable N R ER=® B3 CW
HNum Plantulas 45 0.80 0.78 29.11

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Hodelo. 198.53 4 49.63 39.18 <0.0001
Tratamiento 1%98.53 4 49.63 39.18 <0.0001
Error 50.87 40 1.27
Total 249,20 44

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=1.07228
Error: 1.2&&87 gl: 40

Tratamiento Mediaszs n E.E.

1 1.67 9 0.38 A

2 1.78 9 0.38 A

5 3.44 9 0.38 B

3 £5.33 9 0.38 C

4 7.11 9 0.38 D

Medizs con uns letrs comin no son significstivamente diferentesp<= 0.05)

La figura 3.44 presenta el numero de plantulas obtenidas tras la
aplicacién de los diferentes medios de cultivo en el SIT. Se encuentra una
mayor generacion de plantulas para el tratamiento 4 con 64 nuevas plantas

generadas.

80 -
64

b=}
E ®Num
z 40 31 Plantulas
£ I
S 16
o ) III

O T T T T 1

1 2 3 4 5
Tratamientos

Figura 3.44 Numero de plantulas desarrolladas en la multiplicacién en el SIT
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3.3.2.2.3 Longitud de las plantulas

Para el andlisis de longitud de las plantulas generadas tras la aplicaciéon
de diferentes medios de multiplicacion en el SIT, se realizdé una categorizacion
de los datos valorando la longitud de los brotes en cuatro niveles. Es asi que se
encuentran en el nivel 1 las plantulas de 4 a 5.37 cm, al nivel 2 plantulas entre
5.37 y 6.75 cm, de 6.75 a 8.12 cm corresponde el nivel 3 y el nivel 4 las
plantulas de 8.12 a 9.5 cm de longitud.

Se efectu6 un ANOVA para analizar la relacion de los diferentes
tratamientos de multiplicacion en el SIT y la longitud de las plantulas generadas
en los biorreactores. Se encontré un valor de (p < 0.0001) lo que indica la
dependencia estadistica entre los tratamientos aplicados y la variable longitud
de plantulas (Tabla 3.58). En cuanto a la prueba de LSD Fisher, se exhiben dos
grupos estadisticamente diferentes por lo que la diferencia de medias
encontrada en esta prueba indica que los tratamientos aplicados inciden de
forma diferente sobre la longitud alcanzada por las plantulas en la

multiplicacion en el SIT.

Tabla 3.58 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para los tratamientos
de multiplicacién en el SIT y la longitud de las plantulas generadas

Analisis de la varianza

Variable 2] E* R® B3 CV
Longitud plantulas 125 0.20 0.18 17.08

Cuadro de Anali=sis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 34.73 4 8.68 7.87 <0.0001
Tratamiento 34.73 4 8.68 7.87 <0.0001
Error 136.835 124 1.10
Total 171.56 128

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.68976
Errer: 1.1035 gl: 124

Tratamiento Medias n E.E.

2 5.53 7 0.40 A

S 5.54 22 0.22 &

3 5.78 39 0.17 A

1 6.25 & 0.43 A BE

4 6.73 55 0.14 B

Medizs con uns letra comuin no son signifisativamente diferentes(p<= 0.05)
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La figura 3.45 muestra los porcentajes por niveles alcanzados, es asi
gue Unicamente para el tratamiento 4 se encuentra un porcentaje de plantulas

en el nivel 4 de longitud, correspondiente 10.9% del in6culo inicial.

Y]
o

. 833

N 0
o O
1 1

57.1

(o))
o
1

5.5 50 % Nivel 1

o
1

4
32. % Nivel 2

o
1

% Nivel 3

% Longitud por niveles
N W B
o o
1 1

H % Nivel 4

[

o
1

o

iD

Tratamientos

Figura 3.45 Porcentaje de longitud de plantulas en la multiplicacion en el SIT

Por otro lado, la figura 3.46 muestra los porcentajes totales de longitud
alcanzada por las plantulas en los diferentes niveles en la multiplicacion en el
SIT, en donde se destaca el 41.1% de las plantulas sembradas en los cinco

tratamientos aplicados pertenecientes al nivel categorizado como 2.

% Longitud de plantulas

% Nivel 1 % Nivel 2 1% Nivel 3 1% Nivel 4

Figura 3.46 Porcentaje total por nivel de la longitud de plantulas en la

multiplicacion en el SIT
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3.3.2.2.4 Ancho de las hojas de las plantulas

Al igual que para la variable longitud de las plantulas, se categorizaron
los datos de ancho de las hojas de las plantulas generadas en los ensayos de
multiplicacion el SIT al emplear los diferentes tratamientos. De alli que para el
nivel 1 corresponden hojas entre 0.5 y 0.87 cm de ancho, de 0.87 a 1.25 cm en
el nivel 2, para el nivel 3 1.25 a 1.62 cm y para el nivel 4 hojas con un ancho de
1.62a2cm.

Se realizé un analisis de varianza para los tratamientos empleados y la
variable, obteniéndose un valor (p < 0.0001) siendo menor al nivel de
significancia de la prueba nominal a=5% lo que corresponde a una alta
significancia estadistica en la que la variable ancho de las hojas es
dependiente a los diferentes tratamientos ensayados (Tabla 3.59). Respecto a
la prueba de LSD Fisher se encuentran tres grupos estadisticos diferentes, en
los cuales el tratamiento 5 y el 4 pertenecen a un solo grupo estadistico
diferente A y C respectivamente, mientras que el tratamiento 3 comparte el
grupo Ay B y los tratamientos 2 y 1 a los grupos By C.

Tabla 3.59 Analisis de varianza y prueba de LSD Fisher para el ancho de las

hojas respecto a los tratamientos de multiplicacion en el SIT

Anali=i=z de la varianza

WVariable H R* R* BRj CW
Ancho de hojas 129 0.1% 0.17 30.69

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo. 3.20 4 0.80 7.30 <0.0001
Tratamiento 3.20 4 0.80 7.30 <0.0001
Error 13.48 124 0.11

Total le.63 128

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=D0.21653
Error: 0.1087 gl: 124

Tratamiento Medias nmn E.E.

5 0.83 22 0.07 4

3 0.87 353 0.05 &4 B

2 1.06 7 0.12 2 B C

1 1.17 & 0.13 B C

4 1.24 55 0.04 C

Medizs con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
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La figura 3.47 presenta diferentes porcentajes de plantulas que
alcanzaron un determinado ancho de sus hojas expresada en niveles respecto
a los cinco diferentes tratamientos de multiplicacion en el SIT. Unicamente el
tratamiento 4 presenta plantulas con hojas de un ancho categorizado bajo el

nivel 4 con un 12.7% del indculo inicial ensayado.
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Figura 3.47 Porcentaje de ancho de hojas de las plantulas en la multiplicacion
en el SIT

Por otro lado, la figura 3.48 muestra los porcentajes totales de ancho de
las hojas de las plantulas obtenidas en el SIT en los diferentes niveles
categorizados para esta variable; en donde el nivel 2 se destaca con la mayoria

de plantulas con un ancho de hojas en el nivel 2.

% Ancho de las hojas

\

4% Nivel 1 1% Nivel 2 H % Nivel 3 % Nivel 4

Figura 3.48 Porcentaje total por nivel para el ancho de las hojas de las

plantulas en la multiplicacion en el SIT
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3.3.2.2.5 indice de multiplicacion

En relacion al indice de multiplicacién obtenido tras la utilizacion de
diferentes medios de cultivo para la multiplicacion en el SIT, se realizé un
analisis de varianza para evaluar la relacion de los tratamientos empleados y
esta variable. Se obtuvo un valor de (p < 0.0001) lo que implica la existencia de
diferencias estadisticas significativas (Tabla 3.60). En cuanto a la prueba de
LSD Fisher, se encontraron cuatro grupos estadisticos, donde se observa que
el tratamiento 1 y 2 pertenecen al grupo A, el tratamiento 5 al grupo B y el
tratamiento 3 y 4 a los grupos C y D respectivamente; de alli que el indice de
multiplicacion evidencia dependencia a las diferentes concentraciones de BAP

empleadas en los tratamientos.

Tabla 3.60 Analisis de varianza y prueba LSD Fisher para el indice de

multiplicacion en la aplicacion de los tratamientos en el SIT

Analisi=s de la wvarianza

Variable H REf R* B3 CW
Indice de multiplicacién 15 0.%8 0.97 3.55

Cnadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo. 66.52 4 16.63 122.27 <0.0001
Tratamiento &6.52 4 16.63 122.27 <0.0001
Error 1.3 10 0.14

Total 6T7.8B8 14

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.&670%1
Error: Q.1380 gl: 10

Tratamiento Media=z n E.E.

1 1.63 32 0.21 A

2 1.80 32 0.21 A

5 3.43 3 0.21 B

3 5.30 3 0.21 C

4 7.13 3 0.21 D

Medizs cor una letra comiin ne son significatiwvamente diferentes(p<= 0.05)

La figura 3.49 muestra la variacion del coeficiente de multiplicacion en
los diferentes medios de cultivo empleados en el SIT transcurridos 22 dias
posteriores a la inoculacién. El indice se encuentra alrededor de 1y 7, siendo

el tratamiento 1 el de indice 1.63 y el tratamiento 4 de 7.13.
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Figura 3.49 Coeficiente de multiplicacion en el Sistema de Inmersion Temporal

tras 22 dias de la inoculacion.

La figura 3.50 muestra los promedios de longitud de las plantulas y
ancho de sus hojas incluido el coeficiente de multiplicacién en cada tratamiento
ensayado en el SIT, en donde se observa que el tratamiento 4 (2.5 mgL™ de
BAP) se destaca por un mayor promedio de longitud de las plantulas formadas,
siendo éste de 6.73 cm, mientras que el menor promedio (3.75cm) de longitud
se da en el tratamiento 2 (1 mgL™ de BAP). De igual forma, para el ancho de
las hojas el tratamiento en donde se obtuvo un mayor promedio es el que
emplea 2.5 mgL™ de BAP y el tratamiento 2 exhibe una disminucién en el

promedio alcanzando Unicamente un 0.67 cm de ancho de sus hojas.

Por otro lado, se realizé un andlisis que permitiera observar la relacién
del indice de multiplicacion correspondiente a cada uno de los tratamientos en
el SIT frente al promedio de longitud de plantulas y ancho de sus hojas, con la
finalidad de determinar si este coeficiente es afectado por el crecimiento de las
plantulas en el SIT. Como se observa en la figura 3.51, el crecimiento de las
plantulas en longitud no implica un decrecimiento en el indice de multiplicacion,

es decir para esta investigacion, se observa la misma tendencia ascendente
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entre estas dos variables. Mientras que para el ancho de las hojas de las
plantulas formadas, no se encuentra incidencia sobre el coeficiente de

multiplicacion.
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Figura 3.50 indice de multiplicacion y promedios de longitud de las plantulas y
ancho de las hojas en el SIT
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Figura 3.51 Contraste entre el indice de multiplicacion frente al promedio de
longitud de las plantulas y ancho de las hojas en el SIT.
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Por otro lado, se efectud el andlisis presentado a continuaciéon con la
finalidad de observar el comportamiento del indice de multiplicacion tedrico
frente a las concentraciones de bencilaminopurina ensayadas en la fase de
induccion de la presente investigacion; tal que, como lo muestra la tabla 3.61,
se incluyen concentraciones de 0 a 1.5 mgL™ ensayadas en dicha fase y en la
multiplicacién convencional (1.5 mgL™), ademéas de una concentracién de 2 y
2.5 mgL' de BAP ensayada en el las pruebas de medios en el SIT. La
tendencia observada mediante regresion lineal indica los indices de
multiplicacion extrapolados para las dos concentraciones mediante la ecuacion,
como lo indica la figura 3.52. Con ello se muestra que el coeficiente de
proliferacion tedrico resultante mediante multiplicacion convencional no supera

al obtenido en la prueba de medios empleando el SIT.

Tabla 3.61 indices de multiplicacién correspondientes a la fase de induccion al

analizar las concentraciones de 0 — 1.5 mgL™ de BAP

[BAP] mgL-1 Indice Multiplicacién
0.67
1 0.88
1.5 1.07
2 1.18*
2.5 1.30*

*Datos obtenidos mediante ecuacidn

Indice Multiplicacidn

1.4
_» y = 0.2586x + 0.6578

12 ’/’ R?=0.9917
1 e
0.8

o
<
a 0.6 ¢ Indice Mult
04 ——Linear (Indice Mult)
0.2
0

o 05 1 15 2 25 3

Indice de Multiplicacién

Figura 3.52 Regresion lineal del indice de multiplicacion frente a las

concentraciones de BAP ensayadas
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3.3.2.3 Analisis de costos de produccion

Se considerd necesario el realizar un analisis de costos de produccion
tomando en cuenta recursos econdmicos e inversién en tiempo, con la finalidad
de contrastar la propagacion de plantulas mediante el método convencional y la
propagacion empleando SIT, utilizando los datos obtenidos en la presente
investigacion. Para ello, se consideré dentro del rubro de costo por litro de
medio (Costo usd/L) a todos los componentes del medio de Murashige&Skoog
mas vitaminas y reguladores de crecimiento, que para el caso del SIT se

descarto el valor de gasto del agente gelificante.

Tabla 3.62 Comparacion del costo final por plantula obtenida mediante la

propagacion convencional versus el SIT.

Vol (L)

Costo

Total

Técnica Periodos | Explantes necesario | (usd/L) (usd/L) Plantulas
Ciclo A 100 3 2.392 7.249 118
Ciclo B 118 4 2.392 8.554 160
i Ciclo C 160 5 2.392 11.633 270
Propagacion
convengion [ Ciclos de 1 mes cada uno TOTAL | 27.436 | 270
. s Costo
Tiempo total de multiplicacion
= 3 meses fptl%sﬁ%} 0.1018 270
Ciclo A 100 17 0.376 6.269 711
Ciclo B 711 119 0.376 44 575 2055
Sistema! _de Ciclo C 5055 843 0.376 316.931 35943
Inmersion Ciclos de 1 mes cada uno TOTAL | 367.776 | 35943
Temporal Costo
Tiempo total de multiplicacion (usd 0.0102 35943
=3 meses Iplanta) .

Es asi que como lo muestra la tabla 3.62, para la propagacion
convencional, una vez realizados tres subcultivos, o ciclos de multiplicacién de
un mes cada uno, se obtienen 270 plantulas con un coste individual de 0.10
usd; mientras que para el SIT, dentro de tres ciclos de cultivo en este sistema,
se obtienen 35943 plantulas con un coste por plantula de 0.010 usd. Tal que se
obtiene que la relacién costo SIT/propagacion convencional es de 10 a 1
obteniéndose aproximadamente 133 veces mas plantulas en el SIT, que por el

meétodo convencional en el mismo tiempo empleado.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Fase de desinfeccion

4.1.1 Contaminacién

La fase de desinfeccion de los explantes previo su ingreso al sistema in
vitro, constituye un paso critico para el establecimiento del un determinado
cultivo. Es asi que explantes no provenientes de invernadero tienden a
presentar problemas de contaminacion (Pierik, 1990). Por ello, es necesario
establecer protocolos de desinfeccion que permitan lograr una
descontaminacion significativa del material vegetal previa su introduccion al

sistema in vitro (Roca y Mroginski, 1993).

Con la finalidad de contrarrestar los efectos de la contaminacion de
explantes previo su ingreso al sistema in vitro, se debe acudir a diferentes
sustancias quimicas que comunmente corresponden a ciertos agentes
desinfectantes cuya aplicacion permite controlar la acciébn de microorganismos.
Dichos agentes constituyen de forma tipica el etanol, hipocloritos de sodio o

calcio, cloruro de mercurio y fungicidas/bactericidas (Roca y Mroginski, 1993).

Por otro lado, se debe considerar que las sustancias desinfectantes
escogidas para realizar la introduccion dependeran directamente del tipo de
explante y especie vegetal en estudio. De alli que los explantes desinfectados
superficialmente con hipoclorito de sodio, se someteran a concentraciones que
varien de acuerdo a las caracteristicas mencionadas en un determinado tiempo
de inmersion, tal que, por ejemplo, las hojas requerirdn un tiempo de inmersién

menor al empleado para una desinfeccion tipica de semillas (Wiley, 2008).
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En base a lo mencionado, los dos tipos de protocolos de desinfeccién
escogidos para hojas y segmentos nodales — yemas fueron determinantes a la
hora de introducir los explantes al sistema in vitro. En cuanto a hojas, no se
encontré diferencia estadistica entre los tratamientos empleados sobre la
contaminacion, no obstante; el tratamiento 1 (0.4% NaClO — 6 minutos)
permitié la descontaminacion total de los explantes ensayados pese a que el
minimo porcentaje de descontaminacion fue del 83.3% con lo que se explica la
independencia estadistica exhibida entre los tratamientos ensayados. Por otro
lado, en cuanto a segmentos nodales, el mayor porcentaje de
descontaminacion (100% no contaminados) se encontro en los tratamientos 1y
3 correspondientes a 0.7% NaClO - 8 minutos de inmersién y 0.8% NaClO — 8
minutos de inmersidn respectivamente, sin embargo; la dependencia
estadistica es atribuida Unicamente al tiempo siendo mas eficaz una inmersion
de 8 minutos, con lo que se confirma lo descrito anteriormente por Wiley (2008)
quien enuncia que tiempos de inmersion menos prolongados resultan mas
eficientes sobre la contaminacion frente a las concentraciones del agente
desinfectante (NaClO). Finalmente, para yemas de cilantro cimarrén, no se
evidencio estadisticamente la dependencia de las concentraciones de cloro y
tiempos de inmersion como influencias directas sobre la contaminacion, pese a
ello, se obtuvo un 90.9% de explantes no contaminados al emplear el
tratamiento 3 (0.8% NaClO — 8 minutos de inmersién), no obstante el menor
porcentaje de descontaminacién corresponde al 72.7% de los explantes

introducidos por lo que se obtuvo un alto porcentaje de éxito en esta fase.

4.1.2 Oxidacion

Ciertas plantas, especialmente especies tropicales, tienden a presentar
problemas de oxidacion debido a su alta concentracion de sustancias fendlicas
(George, et al., 2008), de alli que es importante evaluar el comportamiento de

los explantes una vez realizada la desinfeccion
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En cuanto a hojas, no se encontr0 dependencia estadistica de la
variable frente a los tratamientos de desinfeccion empleados, se exhibe una
similitud entre las medias de los tratamientos de desinfeccion (Figura 3.10), sin
embargo, para este tipo de explantes, ninguno de los tratamientos resulté con
en el nivel 0 de la escala de oxidacion propuesta en la metodologia, es decir,

todas las hojas produjeron compuestos fendlicos en determinado nivel.

En cuanto a segmentos nodales y yemas existe independencia
estadistica entre la variable oxidacion y los tratamientos empleados. En
segmentos nodales, se encuentra Unicamente un 8.3% de explantes no
oxidados (nivel 0) al ensayar el tratamiento 5 (0.9% NaClO — 8 minutos),
mientras que los demas tratamientos presentan porcentajes altos, entre 50% y
80% de explantes en el nivel 1 de oxidacion, caracteristica propia de este tipo
de explante; ya que a partir de explantes peciolares es comun el aparecimiento
de compuestos fendlicos sobre el explante y medio de cultivo (Yasseen, 2002).
Por otro lado, las yemas presentan menores porcentajes de oxidacion al
compararlos con hojas y segmentos nodales; es asi que el mayor porcentaje de
explantes no oxidados (nivel 0) se produjo al emplear el tratamiento seis (0.9%
NaClO — 10 minutos de inmersidn).

De forma global para hojas se observa una tendencia de menor
oxidacion fendlica al emplear bajas concentraciones de NaClO, puesto a que
esta sustancia quimica es un potente oxidante (Wiley, 2008), que utilizado en
altas concentraciones puede dar lugar a la necrosis total de un determinado
tipo de explante. Mientras que para segmentos nodales y yemas la
concentracion 6ptima de NaClO corresponde a 0.8% obteniéndose Unicamente
8% y 9% de explantes oxidados respectivamente. Sin embargo, se debe hacer
una precision respecto al tiempo de inmersion, en el caso de segmentos
nodales el tiempo Optimo corresponde a 8 minutos, mientras que para yemas

es de 10 minutos de inmersién.
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Cabe recalcar, que los porcentajes de oxidacion obtenidos corresponden
a los explantes ensayados durante la fase de desinfeccion, en donde, como lo
sugiere Yasseen (2002) se empled polivinilpirrolidona (PVP) como aditivo lo
que permite reducir el necrosamiento del tejido contrarrestando la presencia de
compuestos fenolicos sobre el explante y en el medio de cultivo; ya que como
se sefialdé al inicio de este apartado, las plantas tropicales como Eryngium
foetidum presentan problemas de oxidacién por la presencia de abundantes
sustancias de este tipo. El antioxidante fue aplicado, ademas, debido a que en
ensayos preliminares, la oxidacion de los explantes de cilantro cimarrén
resultaba mas abundante en el medio de cultivo (datos no mostrados) haciendo
asi necesaria la aplicacion de PVP y &cido ascérbico para combatir esa
caracteristica. Adicionalmente, como es indicado por George y colaboradores
(2008) las células producen exudados fendlicos debido a senescencia

producida en forma natural, o a causa de heridas o cortes en el tejido.

4.1.3 Viabilidad

El empleo de agentes desinfectantes, particularmente el NaClO, puede
causar estrés fisioldgico al ser un compuesto altamente oxidante para las
plantas (Pierik, 1990), por lo que la viabilidad corresponde a una variable
determinante a la hora de establecer un protocolo de desinfeccion adecuado
para un tipo de explante de una especie vegetal en estudio. Adicionalmente,
una desinfeccién agresiva, pese a que logre eliminar la contaminacion por
completo, no permite la obtencion de explantes viables que potencialmente
desarrollen plantulas en lo posterior (Pefia, 2009). Sin embargo, esta es una
variable sujeta directamente al criterio del observador, puesto a que, como se
detall6 en la metodologia, la escala de viabilidad propuesta entre 1 (explante

viable) y 5 (explante necrosado) es subjetiva al investigador.

En cuanto a la viabilidad analizada para hojas mediante un ANOVA, no
se encuentra evidencia estadistica que indique dependencia de la variable
frente a los tratamientos de desinfeccion empleados. Tanto para el ANOVA de

los tratamientos (Tabla A.3.1) como para el analisis de varianza respecto al
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tiempo de inmersion (Tabla A.3.2), se encontré que Unicamente el tratamiento 5
y un tiempo de inmersion de 6 minutos se exhibe un porcentaje muy bajo de de
explantes en el nivel 1 de viabilidad (8.3%), mientras que para el resto de
tratamientos un 0% de explantes resultaron viables; por lo que la respuesta de

este tipo de tejido fue nula.

En esta investigacion, el empleo de hojas de cilantro cimarron presenta
un comportamiento contradictorio al citado en bibliografia frente a la respuesta
a procesos de desinfeccion de este tipo de explantes; ya que de acuerdo a
Gayatri y colaboradores (2005), las hojas de esta especie permiten la
regeneracion de plantas a través de callo tras la aplicacion de protocolos de
desinfeccibn aun mas agresivos que los empleados en la presente
investigacion. Es asi que Gayatri y colaboradores (2005) indican un 38% de
respuesta a la iniciacidon de brotacién para hojas una vez transurridos 15 dias
de la siembra, en contraste con esta investigacion en donde no se obtuvo
respuesta embriogénica u organogénica que diera lugar a la formacion de

brotes a partir de este tejido.

En cuanto a la viabilidad de segmentos nodales, no se encontr
dependencia estadistica en los ANOVA realizados para tratamientos y para
concentracion de NaClO y tiempo de inmersién. Al analizar la concentracion de
hipoclorito de sodio, se encontré que la mayoria de los explantes se ubicaron
en el nivel 2 de la escala propuesta, es decir a un 75% de viabilidad al emplear
concentraciones de 0.7% y 0.8% del desinfectante; mientras que a una
concentracion de 0.9%, existen diferentes porcentajes de explantes ubicados
en la escalas de viabilidad 1 — 5, siendo predominante la necrosis del tejido
(nivel 5) en un 33.3% de segmentos nodales. De la misma manera para el
analisis del tiempo de inmersion, el 38.9% de los segmentos nodales
empleados se ubicé en el nivel 2 de viabilidad; sin embargo, en el tiempo de
inmersion de 10 minutos es predominante una viabilidad asignada en la escala

como 5 (necrosis) del 38.9% de los explantes.
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Para yemas de cilantro cimarrén, los analisis de varianza realizados, no
declaran dependencia estadistica de la viabilidad respecto a los tratamientos
como para el analisis de cada factor (NaClO y tiempo de inmersién). La
viabilidad de yemas frente a los protocolos de desinfeccién empleados exhibe
porcentajes totales variables entre las diferentes escalas de viabilidad
planteadas (Tabla A.3.3), sin embargo, se destaca un 31.8% de explantes que

presentan viabilidad en el nivel 1, es decir 100% viables.

Adicionalmente, en el analisis porcentual de viabilidad respecto a la
concentracion de cloro, se obtiene que para la concentracion de 0.7% se
encuentra un 31.8% de explantes viables, mientras que para la concentracion
0.8%, los explantes ensayados presentan viabilidad entre el nivel 1 y 5 en
porcentaje de 31.8% para cada escala. Finalmente, la concentracion 0.9% de
NaClO, pese a diferenciarse Unicamente en 0.1% a la anterior, presenta
diferencia en cuanto a viabilidad, ya que el 22.7% de los explantes se ubica en
viabilidad menor al 100% (Figura A.3.12). El tiempo de inmersion, en contraste
con lo observado en hojas, permite una mayor supervivencia de las yemas al
ser sometidas a una exposicion al cloro por 10 minutos, obteniéndose un
39.4% de explantes 100% viables; lo que puede atribuirse a que la planta
madre, provee de yemas vigorosas y jovenes, que son adecuadas para el
proceso in vitro y resisten las condiciones de desinfeccion, en contraste con las
hojas, que al ser los primeros tejidos en proliferar en las plantas de campo, su
edad fisiolégica no permite un adecuado crecimiento y el tejido tiende a

necrosarse (Olmos, Luciani y Galdeano, 2004).

Al relacionar los tratamientos de desinfeccion con la contaminacion,
oxidacion y viabilidad de cada uno de los explantes ensayados, se obtuvo que
para el caso de hojas, desinfecciones mas agresivas dan como resultado
menores porcentajes de contaminacion pero no permiten la supervivencia del
explante, es asi que un 0% de contaminacion, oxidacién y muerte (Figura 3.18)
se obtuvo para la aplicacion del tratamiento 1 en hojas, es decir 0.4% de

NaClO y 6 minutos de inmersion. Pese al éxito de este tratamiento, y como se
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mencionod previamente, este tipo de explante no respondié de forma favorable
en el medio de cultivo, por lo que se descarté su utilizacion en fases
posteriores, caracteristica que puede ser atribuida a que como lo menciona
Gayatri y colaboradores (2005) la regeneracion de plantulas de E. foetidum a
partir de hojas maduras se ha obtenido particularmente a partir de callo,

objetivo que no se persigue en la presente investigacion.

En cuanto a segmentos nodales y yemas, se seleccionaron como
tratamientos de desinfeccién éptimos una concentracion de 0.8% NaClO — 8
minutos y 0.8% NaClO — 10 minutos respectivamente. Para el caso de
segmentos nodales como explante, la contaminacion en este tratamiento fue de
0% y un 8% de oxidacion y muerte; mientras que para yemas, pese a existir
18% de explantes contaminados, el porcentaje de supervivencia es alto al
compararlo con los demas tratamientos, por lo que se escogié como protocolo
para futuras introducciones de ese tipo de tejido, justificAndose en lo citado por
Jaramillo (2008) que indica que el conseguir un 0% de de contaminacidén no es
indicador necesario de un tratamiento Optimo, puesto que se debe considerar
también factores como supervivencia, capacidad de generacion de estructuras

foliares, oxidacion, entre otros.

4.2 Fase de inducciéon

En la fase de induccion se evaluaron las concentraciones de los
diferentes reguladores de crecimiento como tratamientos, ademas de evaluar
las hormonas (BAP, AIA, ANA) por separado frente a cada variable con la
finalidad de determinar su inferencia sobre los explantes.

4.2.1 Induccién a brote

En cuanto a segmentos nodales, no se encontr6 dependencia

estadistica de la formacidon de brotes respecto a los tratamientos de induccion,
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ni tampoco en relacion a cada factor. Al analizar los tratamientos se obtuvo un
porcentaje global de Unicamente 25% de formacion de brotes a partir de este
tipo de explante. El mayor porcentaje de formacion de brotes fue encontrado en
el tratamiento 7 con el 58.3%, mientras que el tratamiento control (0 mgL™ BAP,
0 mgL™ AIA, 0 mgL™ ANA) exhibié el menor porcentaje de presencia de brotes
(8.3%).

Al analizar la concentracion de los reguladores de crecimiento por
separado, se obtuvo que la concentracién de 1.5 mgL™ de BAP permite la
formacion de un 30% de brotes, sin embargo las concentraciones aplicadas no
son determinantes para la presencia o ausencia de brotes de E. foetidum. Por
otro lado, el acido indolacético (AIA) permitio la formacion de brotes en un
33.3% en concentraciones de 0.2 mgL™ al contrario del &cido naftalenacético
(ANA) que indujo a la formacién de un 37.5% de brotes en concentracién de
0.1 mgL™ de la hormona. A pesar de que el AIA y ANA son dos auxinas, el
acido naftalenacético presenta, para el caso de segmentos nodales, un mayor
aparecimiento de brotes al contrario del AlA lo que puede ser atribuido a que
esta hormona es mas facilmente degradada por enzimas de ciertas especies
vegetales disminuyendo asi su efecto en los medios de cultivo (Roca y
Mroginski, 1993).

Respecto a yemas, el anadlisis chi — cuadrado resulta altamente
significativo, lo que denota dependencia estadistica entre los tratamientos
aplicados y la formacién de brote a partir de este tipo de explantes. Es asi que
de forma global, se encontré una formacion de brotes del 69.1%. El tratamiento
gue exhibe el mayor porcentaje de brotacién corresponde al tratamiento 7 (1.5
mgL™* BAP, 0 mgL™ AIA, 0.1 mgL™ ANA) con un 100% de explantes que dieron
lugar a al menos un brote organogénico tras la evaluacion efectuada; mientras
gue el minimo porcentaje de presencia de brotes fue para el tratamiento 3 (1.5
mgL™ BAP, 0.2 mgL™ AIA, 0 mgL™ ANA) con el 41.7%.
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Ademas, se presenta un porcentaje alto (81.8%) de brotacion en el
tratamiento 2 en el que, al igual que el tratamiento 7, fue aplicada una
concentracion de 1.5mgL™ de BAP y 0.1 mgL™ de la auxina, en este caso el
AlA. Dichos resultados se asemejan a los realizados por Gayatri vy
colaboradores (2005) en donde se selecciona 1.5 mgL™ de bencilaminopurina
(BAP) como concentracion Optima para la iniciacion de la formacion de brotes.
Aunque el aparecimiento de brotes no es estadisticamente dependiente de las
concentraciones de BAP aplicadas, para la concentracién de 1.5 mgL™, se

formaron brotes a partir de un 72.7% de yemas ensayadas.

Por otro lado, en cuanto a la incidencia de las concentraciones de
auxinas sobre la formacion de brotes, se encuentra dependencia estadistica de
la variable frente a las hormonas ANA y AIA, siendo el porcentaje de brotacion
de 75.7% para 0.1 mgL™ de AIA y 90.5% al emplear igualmente 0.1 mgL™ de
ANA. Como se puede notar, la formacion de brotes resulté en mayor porcentaje
al usar acido naftalenacético, similares resultados se obtuvieron en la

regeneracion in vitro de cilantro cimarron realizado por Yasseen (2002).

4.2.2 Formacion de callo

Tal como lo sefala Pierik (1990), la concentracion de los reguladores del
crecimiento es una factor que puede establecer la regeneracion de plantas o la
formacion de callo al aplicar técnicas de cultivo in vitro. En vista de que uno de
los objetivos de la presente investigacion consiste en la obtencion de brotes
organogenicos a partir de los explantes utilizados, la formacion de estructuras
como callo no resulta el mejor escenario; sin embargo, su formaciéon no puede
ser controlada. Es importante evaluar esta variable ya que la formacion callosa
impide la generacion de clones de la especie en estudio, debido a que la
organogeénesis indirecta constituye una base para obtener variacion genética e
inestabilidad (Roca y Mroginski, 1993).
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Es asi que al analizar segmentos nodales, tanto en relacion a los
tratamientos de induccion como a cada uno de los reguladores de crecimiento
por separado, no se encontré dependencia estadistica de la formacion de callo
en dicho tipo de explante ante dichos factores.

Pese a ello, se encontr6 una presencia de callo del 31.1% de segmentos
nodales ensayados, siendo el tratamiento 6 (1 mgL™ de BAP y 0.2 mgL™* AIA y
0 mgL™ de ANA) el que tendi6 a desarrollar un mayor porcentaje de este tipo
de estructura (50% de callo). En lo referente a la formacion de callo frente a las
concentraciones de BAP, se obtuvo que la ausencia de esta hormona (0 mgL™)
provoca una mayor formacion de este tipo de estructura, obteniéndose un
41.7% de callo con lo que se confirma que para E. foetidum, al igual que para
diversas especies, el empleo de una mayor concentracion de auxinas frente a
citoquininas induce este tipo de desarrollo (Roca y Mroginski, 1993). De lo
enunciado, se confirma con el porcentaje de presencia de callo de un 37.5%
para las concentraciones 0.1 mgL™ y 0.2 mgL™ de AIA, y del mismo porcentaje
(37.5%) en una concentracién de 0.1 mgL™ de ANA.

En contraste, respecto a las yemas de cilantro cimarrén se encontro
dependencia estadistica de la formacion de callo respecto a los tratamientos de
induccion, concentracion de AIA y ANA; exceptuando la dependencia a la
concentracion de BAP. Se obtuvo Unicamente un 18.8% de formacion de callo
al analizar los tratamientos empleados, siendo la combinacion de hormonas (1
mgL™? de BAP, 0.2 mgL” AIA y 0 mgL™ de ANA) la que indica un mayor
porcentaje de formacion de callo respecto a los demés ensayos (50%). Las
concentraciones de BAP no exhiben significancia estadistica que denote la
dependencia de la variable al factor, sin embrago si existiéo formacion de callo
en el 21.8% de las yemas ensayadas en la concentraciéon 1 mgL™ de BAP. Por
otro lado, las concentraciones de auxinas inciden directamente en la formacion
de callo, en donde el porcentaje de explantes que presentaron este tipo de
estructura es de un 30.8% para una concentracién de 0.2 mgL™ AIA y un 33.3%

para 0.1mgL™ de ANA. Si bien los porcentajes totales de formacién de callo no
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superan el 20%, la accién de las auxinas en el medio de cultivo provoca la
presencia de dicha formacion puesto que estas hormonas promueven la
division celular; ademas de que contenido auxinico propio de la plantas,
desencadena aun mas la formacion de callo en vista de que 6rganos como

hojas y yemas son productores de auxinas (Hartmann y Kester, 1997)

4.2.3 Numero de brotes

Respecto al andlisis realizado para la variable numero de brotes, se
determind que para segmentos nodales, no existe dependencia estadistica
significativa de la variable frente a los tratamientos aplicados.

Por otro lado, en cuanto a las yemas existe dependencia estadistica
mostrada mediante el analisis de varianza para los tratamientos de induccién
sobre el nimero de brotes y sobre la concentracion ANA, excepto para las
concentraciones de la hormona BAP y para la auxina AlA. La concentracion de
reguladores de crecimiento que mejores resultados reflejé constituye: 1.5 mgL™
de BAP, 0.1 mgL™ de ANA y 0 mgL™ AIA de obteniéndose 27 brotes a partir de
12 explantes ensayados, lo cual supera al numero de brotes reportado por
Gayatri y colaboradores (2005), en donde al emplear la misma concentracion
de citoquinina (1.5 mgL™ BAP) se obtuvo un promedio de 17.8 brotes por 10
repeticiones realizadas. En contraste a la presente investigacién, Arockiasamy
y colaboradores (2002) obtuvieron un promedio de 1.72 brotes en base a 60
repeticiones realizadas al emplear la concentracién de 1.5 mgL™ de BAP, lo
que corresponde a un promedio menor al indicado previamente para este

proyecto.

Respecto a los reguladores de crecimiento auxinicos, éstos al ser
hormonas que se encuentran en partes de las plantas en fase de crecimiento
activo, regulan diversos aspectos del desarrollo vegetal; afectan al crecimiento

del tallo, las hojas y las raices y al desarrollo de ramas laterales y frutos
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estimulando la elongacion de ciertas células e inhibiendo el crecimiento de
otras, en funcion de la cantidad de auxina en el tejido vegetal (Pierik, 1990). Es
asi que en la investigacion realizada y en el efecto de las auxinas sobre el
namero de brotes, se destaca el &acido naftalenacético (ANA) aplicado en
contraste con el AIA, debido a que se encontr6 dependencia estadistica
Uunicamente frente a las concentraciones de ANA, tal que la concentracion que

describe un mayor niimero de brotes corresponde al 0.1 mgL™ de hormona.

La mejor interaccion de los reguladores de crecimiento (BAP y ANA)
consiste en 1.5 mgL™ en combinacién con 0.1 mgL™? respectivamente lo que
corresponde al tratamiento 7 (27 nuevos brotes). Al colocar una mayor
concentracion de citoquinina como el BAP, cuya principal funcion es estimular
la division celular, en combinacion con una auxina como ANA, se obtiene una

proliferacion de brotes con raices. (Zeiger y Lincoln, 2007).

4.2.4 Longitud de brotes

En lo referente a la longitud de los brotes se encontré6 que para
segmentos nodales no existe dependencia estadistica de la variable frente a
los tratamientos de induccidn propuestos en la metodologia, asi como frente a
cada uno de los reguladores de crecimiento analizados por separado; ello
debido a la similitud de los valores de medias encontradas en cada caso. En la
tabla de contingencia realizada para la incidencia de los tratamientos, se exhibe
como el mas alto porcentaje al 76.5% de brotes que se ubicaron dentro del
rango de longitud correspondiente al nivel 1 (entre 0.1 — 0.25 cm), mientras que
para el resto de niveles el porcentaje es menor al 10% de los brotes
ensayados. Los resultados encontrados contrastan con el trabajo realizado
empleando la via de organogénesis directa de peciolo en donde se encuentra
un promedio de longitud de brotes de 0.79 cm al ensayar una concentracion de
1.5 mgL™ de BAP (Arockiasamy, et al., 2002).
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De la misma manera, las yemas de cilantro cimarron mostraron
independencia de la longitud de los brotes formados frente a la interaccion de
reguladores de crecimiento y a su incidencia por individual. El mayor porcentaje
de longitud alcanzado corresponde al nivel 1, es decir entre 0.1 y 2 cm de
longitud, con un 66.9% de los explantes ensayados; mientras que un
porcentaje de Unicamente 7.7% de brotes se desarroll6 hasta alcanzar una
longitud entre 6 y 8 cm. Se destaca el tratamiento 7 en donde se encuentra un
55.6% de brotes entre 0.1y 2 cm, y el 25.9% en el nivel 2 ademas de presentar
un 18.5% de brotes en el nivel 4 es decir de longitudes hasta 8 cm; lo que
indica un mayor crecimiento en la proliferacion de brotes ensayados bajo dicho

tratamiento.

Como se puede notar, el crecimiento longitudinal de los brotes
originados a partir de yemas es mayor al compararlo con el obtenido para
segmentos nodales logrando brotes de hasta 8 cm de longitud. Dichos
resultados pueden ser atribuidos a lo enunciado en la investigacion realizada
por Pérez (1998), en donde se indica que las yemas jovenes son una rica

fuente de produccion de hormonas, lo que facilita su produccién de brotes.

4.2.5 Ancho de las hojas

La variable ancho de las hojas fue evaluada tanto para segmentos
nodales como para yemas de E. foetidum. Para el caso del primer tipo de
explante, los ANOVA efectuados no establecieron dependencia estadistica del
ancho de las hojas frente a los tratamientos de induccion, comportandose de la
misma forma para cada uno de los factores analizados. Al igual que para la
longitud, se categorizaron los datos obteniendo niveles de ancho de hojas, de
tal forma que se exhibe un 78.8% de los explantes dentro del nivel 1 de ancho,
es decir de 0.1 a 0.25 cm de los cuales el 91.7% de segmentos nodales
inoculados en los de los tratamientos 2 y 10 se ubican en dicho nivel. Al
analizar las concentraciones de BAP, el 100% de los brotes se ubican en el

nivel 1 de longitud al no aplicar esta hormona en el medio de cultivo; y en el

166



nivel 3 (0.5 — 0.75 cm) se ubican el 15% de los brotes en concentraciones 1.5
mgL™ de citoquinina. Mientras que para las auxinas AIA y ANA el 25% y 20.8%

de los brotes se ubican en el nivel 3 de ancho de sus hojas respectivamente.

En cuanto a yemas, no se encontré significancia estadistica que denote
dependencia del ancho de hojas, de los brotes originados a partir de este tipo
de explantes, respecto a los tratamientos aplicados o a los reguladores de
crecimiento (BAP, AIA, ANA). Se obtuvo sin embargo, una distribucion del
porcentaje de los brotes sobre los cuatro niveles categorizados ubicandose en
el nivel 1 (0.1 — 0.625cm) el 57.5% de los brotes. Si bien, para E. foetidum no
existen investigaciones en donde se evalle esta variable, se ha reportado que
en si las técnicas de cultivo in vitro permiten la proliferacion de estructuras mas
vigorosas al compararlas con las plantas propagadas por via sexual mediante

técnicas agricolas (Garcia y Rafael, 1989).

4.3 Fase de multiplicacion

4.3.1 Multiplicacién convencional

La etapa de multiplicacion convencional consiste en una fase
fundamental de esta investigacion puesto que tras su realizacion y analisis de
resultados se logré comparar lo obtenido en cada variable con la propagacion
mediante el sistema de inmersion temporal. Ademas la multiplicacion
convencional permite obtener un gran namero de vitroplantas y asegurar su
inocuidad mediante la replicacién por subcultivos, en los que pese a que no se
evalud la accion de tratamientos o medios de cultivo, se obtuvo la evaluacion

de cada variable a ser comparada con el SIT posteriormente.

Dicho procedimiento fue realizado utilizando los brotes inducidos en la
etapa anterior, a mas de nuevas introducciones de material vegetal cultivAndolo

en el mejor medio de cultivo de la induccion, para de esta manera aumentar el
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coeficiente de multiplicacion y poder contar con suficiente cantidad de plantulas
gue ingresarian posteriormente al Sistema de Inmersion Temporal (SIT). Es asi
gue se evaluaron las mismas variables del SIT, permitiendo comparar los dos

métodos de micropropagaciéon y evaluar su eficiencia.

4.3.1.1 Presencia o ausencia de brotes

Para la variable presencia/ausencia de brotes se obtuvieron diferentes
porcentajes de formacion de brotes en los tres subcultivos efectuados. Es asi
que para el primer subcultivo se obtuvo el 18.2% de presencia de brotes,
obteniendo poco material vegetal propagado; de igual forma, para el subcultivo
B, la presencia de brotes aumenté encontrandose un 36.4% de formacion de
brotes. Sin embargo, el porcentaje de aparecimiento de al menos un brote por
cada plantula replicada ascendié en el tercer subcultivo, obteniéndose una
presencia de brotes del 67.9% con méas de un brote nuevo por plantula, lo cual
se observara en el indice de multiplicacion sefalado posteriormente. Dichos
resultados pueden justificarse con lo citado por (Jambhale, et al., 2000), quien
enuncia que a medida que un determinado material in vitro es subcultivado, su
capacidad de absorcion de hormonas exdgenas aumenta, por lo que en la
presente investigacion el ultimo subcultivo efectuado aumenta su produccion de
brotes nuevos. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la proporcion de
reguladores de crecimiento empleados debe ser escogida de forma correcta
considerando la sintesis propia de las plantas de este tipo de compuestos ya
gue como lo cita Kalimuthu y colaboradores (2007), concentraciones muy altas

de auxinas pueden inhibir la morfogénesis.

4.3.1.2 Longitud y ancho de los brotes

Los diferentes subcultivos a los que fueron sometidas las plantulas,
permitieron diferenciar un incremento de la longitud de brotes. A pesar que el
realizar replicados sucesivos no infiere directamente con la longitud de las

plantulas, se puede mencionar que, en la presente investigacion, a medida que
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las plantulas fueron subcultivadas, su promedio de longitud ascendio
atribuyéndose dicha caracteristica a una mayor absorcion de los reguladores
de crecimiento en el cambio de medios de cultivo (Jambhale, et al., 2000). Es
asi que para el subcultivo A, el promedio de altura de los brotes fue de 2.94 cm,

incrementandose hasta 3.35 cm en el subcultivo C.

Por otro lado, en lo referente al acho de las hojas de los brotes
originados en esta fase, se obtuvo una uniformidad de los datos, tal que en el
primer subcultivo (Subcultivo A) el promedio de ancho de las hojas fue de 0.86
cm, caracteristica tipica de las hojas de E. foetifum en campo. Mientras que un
ligero aumento fue detectado para los subcultivos B y C, en donde el promedio

de ancho fue de 1.07cm y 1.05 cm respectivamente.

4.3.1.3 indice de multiplicacién

El indice o coeficiente de multiplicacion constituye una variable muy
importante por evaluar, ya que permite diferenciar la producciéon de nuevas
plantas en sistemas in vitro con la reproduccion vegetativa por via horticola
(Garcia y Rafael, 1989); ademas es una herramienta muy importante para
realizar comparaciones entre las diferentes formas de cultivo de tejidos (sélido

y liquido en el SIT) tal como es en el caso de la presente investigacion.

Para el andlisis de esta variable se tomdé en cuenta el numero de brotes
resultantes tras el ensayo respecto a los explantes inoculados inicialmente. Es
asi que se exhibe un aumento a medida que se realizaron los tres subcultivos.
Cabe mencionar que con los resultados obtenidos se consigui6 el objetivo mas
importante de la etapa de multiplicacion convencional que es lograr la
multiplicacion de brotes sin perder la estabilidad genética, ya que se realizaron
Unicamente tres subcultivos. Aungque esta caracteristica no esta definida para
E. foetidum especificamente, se tiene como referencia la multiplicacion de otras

especies vegetales como Mussa sp. para la que se sugieren hasta 5
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subcultivos (Colmenares, 2000), o en el caso de Rubus sp. en el que se
realizarian hasta 10 subcultivos sin obtener variabilidad genética (Castro,
2007). Ademas de otras especies herbaceas como Valeriana jatamansi en
donde se permite obtener mayor niumero de brotes a medida que se realizan

subcultivos sucesivos del material (Kaur, et al., 2000).

El ANOVA para esta variable indica dependencia, puesto que el indice
de multiplicacion obtenido es dependiente de los subcultivos efectuados
mostrandose tres grupos estadisticos. Tal que para la multiplicacion
convencional, es decir en medio soélido, se obtuvieron indices de proliferacion
bajos, encontrdndose una tasa de 1.18 para el subcultivo A, hasta 1.68 en el
subcultivo C (Figura 3.61). Dichos coeficientes, al no superar el valor de 1,
implican que al subcultivar plantulas de E. foetidum éstas se reprodujeron
Gnicamente una vez por plantula. Dichos resultados concuerdan con la
investigacion realizada por Arockiasamy y colaboradores (2000) en donde al
emplear la concentracion de 1.5 mgL' de BAP se obtuvo un indice de

multiplicacion de 1.72.

4.3.2 Multiplicacion en el Sistema de Inmersion Temporal

Los resultados obtenidos respecto a la multiplicaciéon en el SIT se
refieren a dos tipos de ensayos efectuados para dicha fase. Como se mencioné
en el capitulo anterior, la prueba de parametros de control del SIT generd un
niamero de plantulas, y coeficientes de multiplicacion muy bajos, no
correspondientes a la técnica empleada en medio liquido al utilizar este tipo de
sistemas (Preil y Hvoslef-Eide, 2005). Por ello se efectué el segundo ensayo
modificando las concentraciones de citoquinina para obtener un mayor numero
de plantulas que corresponda al objetivo de propagacion masiva del SIT. Es
asi que tanto para la prueba de parametros como para la prueba de medios de
cultivo en el SIT se evaluaron las mismas variables obteniéndose en el primer
caso el mejor tratamiento en cuanto a frecuencia, tiempo de inmersiéon y

densidad del inéculo que son denominados como aspectos criticos y
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determinantes en este tipo de sistemas (Berthouly & Etienne, 2005). Mientras
gue por otro lado, al efectuar la prueba de medios de cultivo para el SIT, se
pudo obtener una concentracion diferente de reguladores de crecimiento que
permita la obtencion de una mayor cantidad de plantulas y por ende registre
indices de multiplicacion mayores que vayan acorde a lo citado por varios
autores al ensayar diversas especies vegetales en sistemas de inmersion

temporal.

4.3.2.1 Presencia o ausencia de plantulas

Para esta variable se obtuvo en la prueba de parametros del sistema, un
73.1% de presencia de brotes en los tratamientos ensayados expresando que
la mayoria de plantulas dieron al menos dos brotes (un brote mas de lo
inoculado inicialmente). Ademas, se encontro diferencia estadistica significativa
gue evidencia que existe al menos un tratamiento diferente; es asi que el 100%
de los explantes inoculados al realizar esta prueba en el tratamiento 5
(frecuencia =4 horas, inmersion = 2 minutos, densidad del in6culo = 3 explantes

por SIT) formaron nuevas plantulas en el ciclo (22 dias de cultivo).

Sin embargo, al analizar esta variable respecto a la densidad del in6culo
se establecidé que Unicamente éste parametro es determinante en la presencia
0 ausencia de nuevas plantulas debido al valor de chi — cuadrado (Tabla 3.44)
exhibido en la estadistica, obteniéndose un porcentaje de 87.5% de presencia
de plantulas al ensayar una densidad de in6culo de tres explantes por unidad

de SIT siendo claramente mayor al de seis explantes por SIT.

Alternativamente, para la prueba de medios de cultivo en el SIT, el
estadistico efectuado indica una dependencia de la formacion de plantulas a la
aplicacién de los tratamientos. Tal que un 82.2% de presencia de nuevas
plantulas fue determinada, siendo a partir de la concentracién de 2 mgL™ BAP

en donde se encontré una presencia de plantulas del 100% de los ensayos en
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el SIT. Al ser la concentracion de citoquinina mayor que al de auxina, la division
celular fue estimulada, actuando sinérgicamente con la brasinolida que
representa un potenciador a la multiplicacion de plantulas in vitro (Clouse &
Sasse, 1998).

4.3.2.2 Numero de plantulas

En la prueba de parametros del SIT al evaluar el nimero de plantulas,
se encontr0 que diferencia estadistica entre los tratamientos ensayados
obteniéndose cuatro diferentes grupos estadisticos siendo el tratamiento 5
(frecuencia =4 horas, inmersién = 2 minutos, densidad del in6culo = 3 explantes
por SIT) el que refleja una media mayor de 8.5 comparada con el resto de
tratamientos. La incidencia de la frecuencia de inmersion en el numero de
plantulas resultantes no es significativa por lo que esta no es determinante; por
el contrario, el tiempo de inmersion incide directamente en el nimero de
plantulas obtenidas siendo una inmersién de dos minutos determinante para un
mejor resultado. Ademas la densidad del in6culo también resulta un factor de
relacion con la variable evaluada, puesto que al emplear densidades de inéculo
menores (3 explantes por unidad de SIT), se da lugar a un mayor numero de
plantulas. Tal que la combinacion de un tiempo de inmersidon de dos minutos
mas una densidad de inéculo de 3 explantes resultan en los mas altos

porcentajes de brotacion por ende mayor numero de plantulas.

Dichos resultados son comparables a la propagacion de especies
ornamentales como begonias, linium, y ciertas orquideas en donde
prolongadas frecuencias y cortos tiempos de inmersion resultan en mayor
numero de propagulos por ende mejores coeficientes de multiplicacion
(Berthouly & Etienne, 2005).

Por otro lado, en la prueba de medios de cultivo para el SIT, se logro la

obtencion de un mayor numero de plantulas resultantes de dichos ensayos, ello
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debido a la adicion de mayores concentraciones de citoquinina en combinacion
con un brasinoesteroide. Los grupos estadisticos encontrados mediante la
prueba de LSD Fisher denotan la diferencia significativa entre los tratamientos
probados, presentando cada uno de ellos un valor diferente de medias. En el
tratamiento que mejor resultados exhibié (2.5 mgL™) se obtuvieron 64 plantulas
partiendo de un inoculo inicial de seis explantes; por lo que al el incremento
generado al comparar con la prueba anterior (parametros del SIT) es de al

menos tres veces mayor.

4.3.2.3 Longitud de las plantulas

Respecto a la respuesta de la variable longitud de plantulas en la prueba
de parametros en el SIT, los estadisticos de ANOVA realizados para los
tratamientos y para cada uno de los factores ensayados, no reflejaron
significancia lo que corresponde a la inexistencia de diferencias entre
tratamientos y su incidencia sobre la longitud de las plantulas resultantes de
dicho ensayo. Sin embargo, al analizar el porcentaje de ocurrencia para la
longitud de plantulas en los diferentes niveles categorizados, se encontré que
el 56.4% de los resultantes exhibio longitudes entre 6.15 y 8 cm. De acuerdo a
Calvifio y colaboradores (2007) E. foetifum corresponde a una hierba perenne
muy similar a E. echinatum y aunque una altura no ha sido reportada aun para
E. foetidum, al ser también una hierba perenne analoga a E. echinatum, se
puede decir que la longitud de esta especie en campo es desde 10 hasta 30 cm
de altura (Martinez & Galotti, 2007). Por lo cual, se puede mencionar que al
obtener plantulas de cilantro cimarron de un promedio de altura entre 6 y 8 cm
en el SIT siendo este un procedimiento in vitro, éstas se considerarian como
adaptables para su traslado a campo hasta obtener alturas esperadas o incluso

mayores a éstas.

Por otro lado, y al contrario de la prueba anterior, en la prueba de
medios de cultivo en el SIT el estadistico ANOVA realizado reflej6o alta

incidencia estadistica de los tratamientos ensayados frente a la variable
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longitud de plantulas diferenciandose dos grupos estadisticos que indican que
la mayoria de las plantulas formadas se encuentran en el nivel 2 de longitud
siendo éste el 41.6% de 5.37cm a 6.75 cm; mientras que el resto se encuentran
distribuidas en los demas niveles de longitud. Si bien, la accién de una mayor
concentracion de citoquinina en sinergia con la brasinolida resultd en una
mayor proliferacion de brotes, la altura de las plantulas no se incremento con la
interaccién de los dos reguladores de crecimiento, lo que puede estar atribuido
a gue uno de los efectos principales de los brasinoesteroides es estimular la
division celular y pueden aumentar hasta en un 50% la tasa de division celular
(Clouse & Sasse, 1998). Asimismo, la citoquinina BAP, a pesar de ser
necesaria para el crecimiento de tejidos escindidos puede presentar un efecto
débil o incluso ser inhibidor en algunos clones (Roca & Mroginsky, 1993).

4.3.2.4 Ancho de las hojas

En relacion al comportamiento de la variable ancho de las hojas en la
prueba de parametros en el SIT el estadistico ensayado resulté en la
inexistencia de una dependencia entre la frecuencia, tiempo de inmersion y
densidad del inéculo frente a la variable analizada. Es asi que se observan
porcentajes diversos en la categorizacion por niveles del ancho de las hojas
(Figura 3.69) destacandose el nivel 3 con un mayor porcentaje (41.03%) de
plantulas con una ancho de hojas entre 1 cm a 1.5 cm; mientras que el 30.77%
presentaron hojas entre 1.5 cm a 2 cm de ancho.

Por otro lado, en la prueba de medios en el SIT, el estadistico efectuado
refleja alta dependencia de la variable respecto a los tratamientos ensayados,
siendo el tratamiento 4 (2.5 mgL™ BAP, 0.1 mgL™ ANA, 5 mgL™ BR) el que
presenta mayor media (2.49). Dicho tratamiento es el Unico de los ensayados
gue presenta un porcentaje de ancho de las plantulas en nivel 4 mayor al 10%
lo que corresponde a hojas con 1.62cm a 2 cm de ancho. En el porcentaje
global de los tratamientos, el mayor porcentaje observado es para el nivel 2

(0.87 cm a 1.25 cm) mostrando un 45.7% de las plantulas de dicho ancho.
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4.3.2.5 indice de multiplicacion

Como ya se mencioné en el apartado 4.3.1.4 el indice o tasa de
multiplicacion es una variable crucial al comparar el sistema convencional de
propagacion in vitro versus el sistema de inmersion temporal (SIT) en donde se
usa medios de cultivo liquidos para la propagacion de plantulas. De alli que al
realizar la medicion de esta variable en la prueba de parametros del SIT, se
obtuvo una clara dependencia de la tasa de multiplicacién frente a todos los
factores analizados. Sin embargo al realizar la prueba ANOVA para los factores
de forma individual, se comprobd que la frecuencia de inmersion no incide
directamente con esta variable, mientras que el tiempo y la densidad del
indculo si corresponderian a factores determinantes a la hora de obtener una
determinada tasa de proliferaciéon. Con el tratamiento cinco (frecuencia = 4 h,
tiempo de inmersién = 2 min y densidad del in6culo = 3 explantes por unidad de
SIT), se obtuvo el mayor tasa de multiplicacién correspondiente a 2.8, lo que
guiere decir que en este tratamiento con un indculo inicial de seis plantulas
ensayadas se obtuvieron 17 plantulas como inoculo final en las dos

repeticiones efectuadas.

La tasa de multiplicacion obtenida e n la prueba de parametros en el SIT
corresponde a un indice bajo para propagacion de plantulas en este tipo de
sistemas. Por ello, se realiz6 la prueba de medios de cultivo en donde el
maximo coeficiente de proliferacién se encontrd al ensayar el tratamiento 4 (2.5
mgL™ BAP, 0.1 mgL™ ANA, 5 mgL™ BRA) y fue de 7.11; lo que implica que de 9
plantulas de indculo inicial en el SIT, dio como resultado 64 plantulas en las

tres repeticiones efectuadas.

Como se puede observar en la figura 3.49, el indice de multiplicacion
varia significativamente dentro de los tratamientos efectuados, es asi como
para el caso del tratamiento uno y dos (0 y 1 mgL™ de BAP respectivamente)
se observa una baja interaccion de las hormonas bencilaminopurina y

brasinolida, debido a que presentan tasas de 1.63 y1.8, lo que en el primer
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caso puede ser atribuido a la ausencia de citoquinina en el medio de cultivo, y
en el segundo caso a una insuficiente concentracion de hormona necesaria
para la proliferaciéon de brotes, objetando que los brasinoesteroides pueden
actuar de modo similar a las citoquininas, pueden sustituirlas en un medio de
cultivo o pueden ser un complemento de las mismas (Citado por Aydin, Talas-
Ogras, Ipekgci-Altas & Gozukirmizi, 2006).

Por el contrario, a concentraciones de 2 y 2.5 mgL' de BAP en
combinacién con 5 mgL™ de brasinolida se exhibieron tasas de multiplicacion
mayores. Esta proliferacion de plantulas se logré con la adicion de una mayor
cantidad de citoquinina (BAP) al medio de cultivo lo que permite suponer que la
concentracion de este regulador permite la ruptura de la dominancia apical y
estimula la brotacion, como lo cita Aleman (2000); tal que el balance hormonal
empleando mayor concentracion de citoquininas y menor de auxinas es
determinante en el coeficiente de multiplicacion. Mientras que al adicionar 3
mgL? de BAP, se observa un descenso en la tasa de proliferacion
atribuyéndose esta caracteristica a que a una adicion excesiva de hormonas en
el medio de cultivo, puede ser causante de efectos inhibidores de la
morfogénesis de tejidos, por ende la reduccion en el nimero de plantulas
finales (Pérez, 2008).

Por otro lado, al analizar el promedio de longitud de plantulas, ancho de
sus hojas e indice de multiplicacion en la prueba de medios en el SIT, se
obtuvo que el tratamiento con un mayor promedio en las tres variables
corresponde al que contiene 2.5 mgL™ de BAP (Figura 3.51), permitiendo la
obtencién de una tasa de proliferacién de 7.11. Alternativamente, se analizé la
probabilidad de efectos no deseados sobre el indice de multiplicacion en
relacion con la longitud de las plantulas o ancho de sus hojas; puesto a que
como se ha reportado en bibliografia al micropropagar sabila en medios de
cultivo liquido, un excesivo crecimiento de hojas puede traducirse en una
disminucién significativa de dicho indice (Bermudez, et al., 2000). La tendencia

de disminucion del indice de multiplicacion a causa de un crecimiento excesivo
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del follaje 0 acumulacion de biomasa ha sido reportada para diversas especies
cultivadas mediante medios liquidos tales como fiame, pifia, gladiolo e incluso
banano (Meneses, et. al., 2000) haciendo necesaria la aplicacion de diferentes
herramientas que contrarresten dicho efecto sin afectar el nimero de plantulas
formadas en el cultivo. Entre dichas herramientas se encuentra el uso de
retardantes de crecimiento como paclobutrazol (PBZ), cuyo efecto es el inhibir
el crecimiento en longitud de nudos y estimular la produccién de nuevos brotes.
Sin embargo, contrario a lo reportado, para la presente investigacién no se
encontré incidencia de la longitud o ancho de las hojas de las plantulas
formadas en el SIT sobre la tasa de proliferacion (Figura 3.51). Al contrario, se
observa un aumento progresivo del promedio medido en centimetros de las dos
variables, al igual que una independencia del coeficiente de proliferacion en
relacion a dichos factores, siendo asi innecesario el uso de retardantes de

crecimiento como el paclobutrazol en el cultivo de E. foetidum en el SIT.

Adicionalmente, como lo indica la tabla 3.61, se efectud un analisis de
tendencia que permitiera observar el comportamiento tedrico de la tasa de
proliferacion utilizando las mismas concentraciones de BAP empleadas en la
multiplicacion en el SIT, con la finalidad de comparar dicho indice con lo
obtenido en las fases de induccién y multiplicacion convencional. Es asi que
mediante la ecuacion (Figura 3.52) se obtuvieron indices de 1.18 y 1.30 al
utilizar 2 y 2.5 mgL™ de BAP respectivamente que corresponden a tasas de
proliferacion tedricas que se hubieran podido alcanzar en la multiplicacién
convencional al emplear dichas concentraciones en medio de cultivo sélido. De
alli que, si se los compara con los coeficientes de multiplicacion obtenidos en
las pruebas en el sistema de inmersidn temporal, no superan dichos resultados,
confirmando la eficiencia de este sistema en la multiplicacion de plantulas de E.
foetidum en el SIT. Sin embargo, cabe recalcar que los valores resultantes de
la ecuacion corresponden a indices de multiplicacion tedricos sujetos a
comprobacién, por lo que ensayos experimentales permitirian obtener datos

MAs precisos.
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Finalmente, de forma global la propagacion de plantulas en sistemas de
inmersion temporal presenta diversas ventajas al compararlo con métodos
convencionales, especialmente al pretender multiplicar especies vegetales a
grandes escalas y comercializarlas (Hosokawa, K., Oikawa, Y., Yamamura, S.,
1998). Como lo cita la literatura, los mayores problemas de la propagacion
convencional incluyen la necesidad de mano de obra, alto consumo de tiempo
en la multiplicacion del material vegetal y el costo que implica los dos factores
mencionados adicional al costo del agente gelificante (Takayama & Misawa,
1991); por lo que al evaluar la eficiencia del SIT comparandola con el sistema
convencional de propagacion in vitro se puede confirmar que lo enunciado es
aplicable también para la presente investigacion. Ello responde a que si bien el
costo de la mano de obra en este caso es equitativa para las dos técnicas de
propagacion de E. foetidum, el tiempo de multiplicacion de las plantulas se
reduce significativamente en el SIT. Es por ello, que en las etapas iniciales del
cultivo in vitro de esta especie refiérase a desinfeccion, induccion vy,
especialmente en la multiplicacién en medio sélido, se invirtieron alrededor de
seis meses mientras que para los ensayos efectuados en el SIT se invirtieron
Unicamente 3 meses de investigacion. Ademas en cuanto al costo del agente
gelificante generado por la multiplicacién convencional, éste rubro fue excluido
al emplear el SIT, ya que como fue mencionado anteriormente, la inmersién
temporal utiliza medios de cultivo liquido. Es asi que éstos presentan menor
dificultad en la multiplicacion de plantulas ya que permiten una reduccion en el

costo de la mano de obra y la disminucion del costo del rubro referente al agar.

Ademas, la propagacion de plantulas en biorreactores empleando
medios liquidos permite que el explante se encuentre en contacto con el medio
de forma intermitente y no permanente, por lo que los nutrientes se encuentran
mas disponibles siendo mas facil su absorcion. Al estar los recipientes
interconectados, el traslado del medio liquido al otro recipiente se produce
mediante el aumento de la presion de aire interno, por lo que la solucién
nutritiva mantiene en inmersion el material vegetal y permite la proliferacion de
una gran cantidad de plantulas en un mismo volumen; adicionalmente, el

contacto intermitente del medio con los explantes reduce el nivel de toxinas

178



presentes ya que las plantulas permanecen en sus propios exudados (Cruzat,
R. G., Aquavita Consultores, 2009).

4.3.2.6 Analisis de costo propagacion convencional versus SIT

De acuerdo con Cruzat y colaboradores (2009) el uso de las técnicas de
propagacion actuales se ha fundamentado en optimizar las herramientas de
micropropagacion in vitro con la finalidad de obtener mejoria tanto en los
procesos como en la inversion econdmica enfocandose principalmente en la
reduccion de costos y mejoramiento de la rentabilidad de los sistemas de

micropropagacion.

Si bien, la micropropagacion convencional representa un sistema
adecuado para la masificacion de la produccién de plantas en periodos cortos
de tiempo, presenta también un limitante que corresponde al alto costo de la
planta (Paredes, 2005). Este costo se atribuye principalmente a dos factores

tales como: agente gelificante y alto coste por mano de obra.

Por ello, se determin6 necesario, el realizar un analisis de costo para la
presente investigacion, que corresponde a la multiplicacion de plantas de E.
foetidum tanto mediante el método convencional como mediante el SIT. El
enfoque realizado para el analisis abarca la inversidbn correspondiente para
cada método de multiplicacion en cuanto a costo de medio de cultivo. Tal como
lo indica Pucchoa (1990), el agente gelificante o agar es ampliamente utilizado
para cultivo in vitro y representa aproximadamente un 70% del costo total del
medio de cultivo lo que incrementa significativamente los costos de produccién
en la multiplicaciébn convencional. Al efectuar el andlisis de costos para la
multiplicacion de cilantro cimarrén, se obtuvo que el porcentaje correspondiente
a costo por agar asciende a un 84.28% del medio de cultivo; es decir, este
compuesto utilizado en el medio sdlido para la multiplicacion convencional,
representa mas de lo reportado por Pucchoa (1990) respecto al medio de
cultivo liquido empleado en el SIT, en el que se prescinde de agar.
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Asi también, como lo sefiala la Tabla 3.61, el costo por planta
multiplicada en medio solido es de 0.10 centavos mientras que al emplear
sistemas de inmersién temporal el costo se reduce a 0.01 centavos y, si bien, la
inversion inicial de implementacion de SITs es alta, el costo — beneficio de su
uso aumenta significativamente en cuanto al costo de produccion. Ello debido a
gue, a mas de prescindir del uso de agar en este tipo de sistemas, el nUmero
de plantulas multiplicadas mediante el SIT es incrementado en indices que
oscilan entre seis y nueve, segun la especie de interés. Para el caso de E.
foetidum, en vista de que la tasa de proliferacidon corresponde a 7 el nUmero
final de plantas obtenidas en un ciclo de duracion de tres meses corresponde a
35943 plantas mientras que para la multiplicacion convencional es de 270
plantulas transcurrido el mismo tiempo, existiendo una diferencia significativa
entre los dos sistemas. Tal que el numero de plantas multiplicadas por el
meétodo convencional en tres meses (270) corresponde a un porcentaje incluso
menor al 1% respecto a las plantas resultantes de la multiplicacion en el SIT
(35943) en el mismo tiempo.

Sin embargo, como se menciond previamente el costo de inversion
inicial de implementacion del SIT es elevado, debido a los materiales
empleados y a la automatizacion del proceso (Cruzat, R. G., Aquavita
Consultores, 2009), por lo que para fines de produccion de plantas a gran
escala empleando medios liquidos, se establece la utilizacién de recipientes de
mayores volumenes, de hasta 20 litros, que permitan una producciéon masiva.
La utilizacion de este tipo de recipientes implica la consideracion del “escalado”
como parametro fundamental en el empleo de los biorreactores del tipo de
inmersion temporal. Es asi como en referencia a cultivos celulares, Doran
(1998) menciona que una vez conocidas las condiciones optimas del cultivo se
pueden iniciar consideraciones de escalado si la produccion deseada es mayor.
Sin embargo, en la misma referencia, se sefiala que las pérdidas de
productividad al efectuar cambios de escala podrian o no recuperarse, por lo
gue necesariamente las proyecciones econdmicas iniciales para la escala piloto

necesitan reajustarse para escalas mayores (Doran, 1998).
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Los cambios de escala deben realizarse tomando en cuenta que las
condiciones en los procesos de produccion masiva sean lo mas parecidas
posible a aquellas en donde se obtenian mejores resultados en los recipientes
pequefios. Por ello, asi como para los biorreactores utilizados en bioprocesos
de células, en donde su correcto funcionamiento depende del mezclado
(Doran, 1998); en los biorreactores de inmersion temporal, el mezclado, cuyo
analogo corresponde al tiempo de inmersion, debe ser ampliamente

considerado.

Dicho factor, idealmente, deberia mantenerse constante durante el
cambio de escala; sin embargo, resulta dificil de conseguir en la practica ya
gue el tiempo de mezcla y consumo de potencia estan intimamente
relacionados (Doran, 1998). Por ello, aunque para el caso de SITs no existe
una férmula que permita establecer si los parametros obtenidos a escala piloto
funcionaran correctamente a escala masiva, se debe considerar que conforme
se aumenta el volumen del recipiente se aumenta también el volumen de fluido
gue debe ingresar para que se pueda efectuar cada ciclo de inmersion,
incrementando asi el requerimiento de potencia del compresor para con una
presion mayor permita el ingreso de un mayor flujo de aire hacia los

recipientes.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Los tratamientos de desinfeccion con la variaciéon de tiempo y cloro
empleados para hojas de Eryngium foetidum presentaron altos porcentajes de
descontaminacion de este tipo de explantes siendo una concentracion de 0.4%
de NaClO y 6 minutos de inmersion el que permitié la obtencién de todos los

explantes sin contaminacion fungica o bacteriana.

El mejor método de desinfeccion de hojas es el tratamiento 1 en vista del
porcentaje nulo de explantes contaminados; ademas permite la obtencién del
41.7% de explantes en escala 1 de oxidacion; sin embargo, la viabilidad de
este tipo de explantes no es representativa puesto a que no se observd

respuesta organogénica en el medio de establecimiento del cultivo in vitro.

Para segmentos nodales el mejor tratamiento de desinfeccidon
corresponde a una concentracion de 0.8% de NaClO durante 8 minutos de
inmersion, puesto a que se encuentran el menor porcentaje de explantes
contaminados, que presentaron menor nivel de oxidacibn y un mayor
porcentaje de viabilidad en escala 1 correspondiente al explantes 100%

viables.

El tiempo de inmersion resultd ser un parametro determinante en el
porcentaje de contaminacion de segmentos nodales, puesto que se obtuvo un
menor porcentaje de explantes contaminados al mantenerlos en inmersion por
ocho minutos; ademas que al desinfectar los explantes en tiempos cortos de
inmersion evita que éstos sufran grandes porcentajes de oxidacion debido al
cloro; sin embargo, este factor no tuvo ninguna incidencia sobre la viabilidad de

segmentos nodales.

Por otro lado, para yemas de cilantro cimarron, el tratamiento con
mejores resultados fue al aplicar 0.8% NaClO en un tiempo de 10 minutos, ya
gue concentraciones muy altas de cloro resultan en mayor oxidacion fendlica, y
por ende necrosis del tejido. De esta manera, al aplicar 0.8% de cloro, se
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obtiene un 45.5% de explantes entre los niveles de oxidacion 0 y 1 de la
escala, permitiendo de esta manera una buena viabilidad de las yemas al

aplicar el tratamiento indicado.

Como fue reportado en la seccién anterior, cilantro cimarrén posee
diversos compuestos fendlicos, por lo que tiende a oxidarse; para controlar este
factor sobre los explantes se adicioné al medio de cultivo de establecimiento
los antioxidantes polivinilpirrolidona (PVP) y acido ascorbico en
concentraciones 250 mgL™ y 35 mgL™ respectivamente, reduciendo asi este

tipo de exudados.

En la fase de induccién, no se obtuvo diferencia estadistica al evaluar la
variable presencia/ausencia de brotes a partir de segmentos nodales; sin
embargo, al emplear una mayor concentracion de BAP (1.5 mgL™) en
combinacion con 0.1 mgL™ de ANA se obtuvo una mayor brotacién de este tipo
de explantes. La formacion de brotes a partir de yemas exhibié diferencias
estadisticas significativas respecto al uso de tratamientos de induccién
destacandose asi la misma combinacién de BAP y ANA (1.5 mgL™ BAP - 0.1
mgL™ ANA) con el 100% de brotes formados a partir de yemas después de 30
dias de la siembra, por lo que se concluye que la concentracién de los
reguladores de crecimiento mencionadas permite la formacién de una mayor

cantidad de brotes.

Una concentracién minima de auxinas (0.1 mgL™) permite un mayor
porcentaje de brotacién a partir de yemas de cilantro cimarrén en un menor
tiempo. Ademas coadyuva al aparecimiento de raices que permiten mayor

crecimiento de la planta.

La combinacién de las concentraciones de citoquinina (1 mgL™ BAP) y
auxina (0.2 mgL™AIA) da lugar a la formacién del mayor porcentaje de callo
tanto a partir de yemas y segmentos nodales, por lo que si se pretende obtener
este tipo de estructura, se puede emplear dicha combinacion. De alli que, en
vista que en la presente investigacion se pretende obtener brotes

organogeénicos sin fase de callo, el empleo de los tratamientos de induccién
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generaron porcentajes bajos de callogénesis siendo para yemas de tan solo el

18.8% de los explantes ensayados.

La concentracién mas favorable respecto al nUmero de brotes formados
a partir de segmentos nodales y yemas resulta del tratamiento 7 de induccién
(1.5 mgL'BAP - 0.1 mgL'ANA) que para el caso de yemas es
estadisticamente representativo. Ademas se concluye que el empleo de la
concentracién de 0.1mgL™ de auxina, ya sea AIA o ANA, determina un mayor
numero de brotes organogénicos a partir de yemas siendo este el explante con

mejores resultados para los fines de esta investigacion.

Los reguladores de crecimiento empleados en combinaciones diferentes
para los tratamientos de induccién no influyen estadisticamente en la longitud
de los brotes generados ni el ancho de las hojas a partir de los dos tipos de
explantes empleados. Ademas, para segmentos nodales y yemas, se da una
mayor frecuencia de explantes de longitud entre 0.1 y 2 cm (nivel 1). Sin
embargo, las yemas de cilantro cimarron presentan un ligero mayor porcentaje
de brotes en el nivel 4. Se concluye que la misma tendencia se aplica para el
ancho de las hojas de los brotes generados a partir de los dos tipos de

explantes ensayados.

En base al nimero de brotes y porcentaje de induccién se concluye que
las yemas de cilantro cimarrén permiten la obtencién de brotes organogénicos
mas facilmente que segmentos nodales, por lo que para la fase de
multiplicacion convencional, previo a los ensayos del SIT, se sembraron

Uunicamente yemas de E. foetidum.

En el subcultivo C se mantiene una mayor absorcion de los reguladores
de crecimiento empleados, puesto a que en este subcultivo, se encuentra a
diferencia de los dos realizados previamente, un mayor porcentaje de
presencia de nuevas plantulas (67.9%) de cilantro cimarrén. Asimismo, el
namero de brotes es mayor en este subcultivo respecto a los subcultivos Ay B,
mientras que, tanto la longitud de los brotes como el ancho de sus hojas, no se
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ve mayormente influenciada por este factor y su valor es muy cercano en los

subcultivos B y C de la multiplicacion convencional.

La tasa de proliferacién correspondiente a la fase de multiplicacién
convencional, corresponde a un indice poco significativo respecto a la
multiplicacion de otras especies herbaceas como el cilantro cimarrén, sin
embargo se considera el 1.68 como adecuado principalmente en vista de la
necesidad de subcultivar las plantulas para el aseguramiento de la asepsia del

cultivo.

En cuanto a la presencia/ausencia de nuevas plantulas en la prueba de
parametros en el Sistema de Inmersion Temporal, se observa un mayor
porcentaje de formacion para el tratamiento 5 (frecuencia = 4 horas, tiempo de
inmersion = 2 minutos y densidad del inéculo = 3 explantes por SIT), por lo que
alli se originé al menos un nuevo brote por cada inoculo inicial sembrado. Un
porcentaje considerable de plantulas se obtuvo del tratamiento 7 (frecuencia =
6 horas, tiempo de inmersién = 2 minutos y densidad del inGculo — 3 explantes
por SIT) para el que se ensayan también tres explantes como densidad del
in6culo (di), por lo que tal como lo indica el estadistico, este factor es
determinante en la proliferacion de nuevas plantulas de E. foetidum, dando

mejores resultados al emplear una di = 3 al compararlo con una di = 6.

El tiempo de inmersion y densidad del in6culo ensayados en el SIT son
concluyentes para el numero de plantulas obtenidas tras el ciclo en el sistema,
ya que al mantener los explantes en inmersién durante dos minutos permitio la
formacion del doble de plantulas que en uno y tres minutos. Ademas la
combinacion de los tratamientos dos minutos y tres explantes como densidad
de indculo inicial permiten una mayor cantidad de plantulas al finalizar en

ensayo.
La frecuencia de inmersion no constituye un parametro determinante en

la obtencion de mayor cantidad de plantulas en el SIT; sin embargo al ensayar

una frecuencia de cuatro horas entre ciclos en combinacion con dos minutos de
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inmersion y tres brotes iniciales por unidad de SIT, se obtuvo un total de 17

plantulas al final del ensayo.

Pese a no existir diferencias estadisticas significativas tanto de los
tratamientos ensayados como de cada uno de los parametros analizados
individualmente frente a la longitud de las plantulas y ancho de sus hojas, el
crecimiento longitudinal de los brotes resultantes pertenece a una mayoria de
plantulas (56.4%) entre 6.15 y 8.2 cm de largo (nivel 4); mientras que para el
ancho, las hojas alcanzaron de 1 a 1.5 cm (nivel 3) en un porcentaje de
41.03%.

Tras la prueba de pardmetros en el SIT, el mayor indice de proliferacion
obtenido es de 2.2 en el tratamiento 5 (frecuencia = 4 horas, tiempo de
inmersion = 2 minutos y densidad del inéculo = 3 explantes por SIT); sin
embargo este coeficiente no representa una diferencia significativa con la
propagacion convencional, por lo que una vez obtenidos los pardmetros de
funcionamiento del sistema, fue necesario el ensayo de nuevos medios de
cultivo que optimicen la propagacion masiva de cilantro cimarron aumentando

asi la tasa de multiplicacion de E. foetidum.

El empleo de una mayor concentracion de citoquinina y la presencia de
brasinolida en el medio de cultivo ensayado, para el aumento de la eficiencia
del SIT, permiti6 una mayor formacion de plantulas en los tratamientos tres,
cuatro y cinco; siendo las concentraciones 2, 2.5 y 3 mgL' de BAP en
combinacién con 5 mgL™ de BRA en donde los brotes inoculados inicialmente

en el sistema dieron lugar a al menos una nueva plantula.

La concentracién de 2.5 mgL™ de BAP en combinacién con 5 mgL™ de
BRA (tratamiento 4) permitié la formacion de 64 nuevas plantulas tras los ciclos

ensayados en el SIT a los 20 dias de la siembra del inoculo inicial.

En contraste con la prueba de parametros en el SIT, los medios de
cultivo ensayados resultaron estadisticamente significativos respecto a la

longitud de las plantulas y ancho de las hojas resultando en 5.37 y 6.75 cm
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(nivel 2) el mayor porcentaje de plantulas en dicha longitud, mientras que para
el ancho de las hojas el mayor porcentaje se ubico en el nivel 2 (0.87 a 1.25

cm).

Con el empleo de la combinacion de bencilaminopurina y brasinolida del
tratamiento 4, se incremento el indice de multiplicacion hasta 7.13 siendo este
un coeficiente aceptable para la propagacion masiva de plantulas mediante

sistemas de inmersion temporal.

Los indices de multiplicacion obtenidos experimentalmente para la
multiplicacion en el sistema de inmersiébn temporal son mayores que los
obtenidos en la multiplicacién convencional para las concentraciones de 0 a 1.5
mgL™? de BAP; mientras que para las concentraciones 2 y 2.5 Gnicamente se
determind el indice de proliferacion en el SIT de forma experimental, mientras
gue el indice de la multiplicacion convencional con estas concentraciones fue
determinado tedricamente, y al compararlos entre si, el SIT presenta mayor

eficiencia para esa variable.

Se concluye finalmente, en la comprobacién de la hip6tesis planteada,
en la que se propuso una mayor eficiencia en la propagacién masiva de cilantro
cimarron mediante el Sistema de Inmersidbn Temporal en comparacién con la
propagacion convencional, lo que se evidencia con la obtencién de una mayor
cantidad de plantulas en el SIT las cuales presentan mejores caracteristicas
fenotipicas como mayor longitud de los nuevos propagulos y mayor acho de
sus hojas; ademas de una tasa de proliferacion de 7 a 1 (SIT/propagacion

convencional).

Adicionalmente, pese a no haberse evaluado estadisticamente el
desarrollo de las plantulas propagadas en el SIT en la fase de aclimatacion se
observdé una mayor vigorosidad y resistencia tras el cambio de condiciones

fisicas de las plantulas in vitro hacia condiciones de invernadero.

El SIT presenta un amplio nimero de ventajas al propagar plantas de

interés mediante este tipo de técnica, ya que los nutrientes del medio de cultivo
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estan mas facilmente disponibles en medios de cultivo liquido y las plantulas

adquieren una mayor capacidad de absorcion.

El contacto intermitente con el medio de cultivo en la superficie del
explante permite un maximo crecimiento de las plantulas tras los ciclos de
inmersion; considerandose asi, la frecuencia, tiempo de inmersion y densidad
del in6culo, los tres parametros principales y determinantes para el empleo de
SITs en la propagacion masiva de plantas.

Asi también, una ventaja adicional del SIT consiste en el espacio que
brinda el emplear envases de grandes capacidades. En esta investigacion se
utilizaron frascos herméticos de 1000 ml, utilizandose un mayor numero de
explantes en cada contenedor. Mientras que en los frascos empleados para
micropropagacion convencional se reduce la densidad del in6culo por envase
empleado, aumentando asi el espacio fisico necesario para el crecimiento de

plantulas en la sala de incubacion.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Conocer la procedencia de las plantas objeto de estudio previa su
introduccion al sistema in vitro resulta indispensable con la finalidad de
asegurar sus caracteristicas fenotipicas y ausencia de enfermedades del

material vegetal a emplearse.

De preferencia se debe contar con plantas de invernadero para realizar
investigaciones de cultivo de tejidos vegetales puesto que asi se puede
mantener bajo condiciones de humedad, temperatura y control fitosanitario el
material vegetal objeto de la investigacion; facilitando la etapa de desinfeccion

significativamente.

El protocolo de desinfeccion del material vegetal de Eryngium foetidum
empleado debe incluir concentraciones bajas de NaClO puesto que éste al ser
un potente agente oxidante tiende a necrosar el explante previa su introduccién

al sistema in vitro dificultando la morfogénesis de la planta.

Si se pretende regenerar plantulas a partir de hojas de cilantro cimarron
en investigaciones futuras, se recomienda ensayar la via embriogénica puesto
gue mediante organogénesis directa no se obtuvo respuesta mediante ningun
tipo de combinacion de reguladores de crecimiento; habiéndose Unicamente
superado la fase de desinfeccién pero con un alto porcentaje de oxidacion, por
lo que se obtuvieron altos porcentajes de necrosis a pesar de la utilizacion de

concentraciones minimas de NaClIO.

Para prevenir la exudacion de compuestos fendlicos por parte del
explante tras la realizacion del corte, se recomienda realizar un lavado en
polivinilpirrolidona (PVP) previo su inoculacion en los recipientes. Ademas el
uso de este tipo de antioxidantes (PVP) y de y acido ascérbico en el medio de

cultivo, reduce significativamente la oxidacion causada por fenoles.
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De los tres tipos de explantes empleados para la micropropagacion de
cilantro cimarron se recomienda el empleo de yemas apicales y axilares puesto
a que genera una mejor respuesta a induccion organogénica, en menor tiempo

gue para segmentos nodales.

La aplicacion de una concentracion mayor de citoquinina (BAP) frente a
las auxinas ensayadas (AIA y ANA) permite una mayor proliferacién de brotes
adventicios a partir de yemas por lo que se recomienda mantener esta relacion
en este tipo de explantes al requerir regeneracion de plantulas via

organogenica.

Se recomienda emplear brasinolida en concentraciones de hasta 5 mgL™
para la obtencion de un mayor nimero de brotes en la etapa de multiplicaciéon
convencional de E. foetidum, debido a que para la realizacién de los ensayos
en el SIT se requiere de un gran numero de plantas para cumplir con los

disefios estadisticos propuestos.

Para el caso de cilantro cimarron, la densidad de indculo inicial con
mejores resultados en la prueba de parametros en el SIT resulté ser de tres
explantes por unidad de SIT, por lo que para este tipo de especies que
presentan un amplio crecimiento longitudinal, se recomienda ensayar menores
densidades de inoculo que faciliten tanto la generacion de nuevas plantulas y

su crecimiento longitudinal.

Pese a que en la presente investigacion, el tiempo de inmersion y
densidad del in6culo resultaron los dos Unicos parametros determinantes para
la proliferacion de plantulas en el SIT y de un incremento en la tasa de
multiplicacion, se recomienda, también, tomar en cuenta la frecuencia de
inmersion puesto a que diferentes especies pueden requerir mayores 0

menores periodos de tiempo entre ciclos para su multiplicacion masiva.

En la prueba de medios en el SIT la mejor concentracion de citoquinina
resulté ser 2.5 mgL™ de BAP en el medio de cultivo, obteniéndose la mayor

tasa de proliferacion y numero de plantulas; sin embargo, para prescindir de
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este ensayo como una fase adicional, se recomienda el empleo de
concentraciones altas de citoquinina para el aumento significativo del indice de

multiplicacion desde los ensayos de parametros en este tipo de sistemas.

Los indices de multiplicacion para la propagacion de plantas mediante
multiplicacion convencional y sistemas de inmersion temporal comparados en
esta investigacion corresponden a valores experimentales para las
concentraciones 0, 1 y 1.5 mgL™? de BAP ensayados en los dos tipos de
sistemas de forma comun; para lo que se determinGé un mayor coeficiente para
el SIT. Mientras que para las concentraciones 2 y 2.5 mgL-1 de BAP, los
indices obtenidos corresponden a valores extrapolados obtenidos teéricamente
gue de igual manera resulté ser mayor para el SIT indicando mayor eficiencia
para este sistema; sin embargo, se recomienda obtener el coeficiente de
multiplicacion para las dos concentraciones de BAP de forma experimental y

asi obtener un dato mas preciso de la variable.

La tematica de propagacion masiva de plantulas mediante sistemas de
inmersion temporal es muy amplia, y permite realizar multiples variaciones
sujetas a valoracion, por lo que para futuras investigaciones en este tipo de
sistemas se recomienda tomar en cuenta otros parametros de evaluacién que
permitan aprovechar las ventajas del SIT mediante la optimizaciéon de los

protocolos empleados para dicho fin.

Como parametros importantes se recomienda desde: evaluar el volumen
del medio de cultivo a ser empleado por cada unidad de SIT, la produccion de
biomasa acumulada tras los ensayos a realizarse, la disponibilidad de los
nutrientes en el medio de cultivo transcurrido un determinado tiempo y hasta la
caracterizacion de gradientes de oxigeno o el empleo de un suministro de CO,
en lugar de oxigeno con la finalidad de suprimir la adicion de azucar al medio
de cultivo; lo cual pudiera aportar significativamente a la profundidad y
resultados de una determinada investigacion en la produccion de plantulas de

interés comercial.
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La produccion masiva de plantas de interés comercial mediante SIT,
debe considerar los parametros de escalado entre los cuales se incluyen los
costos de produccién que puedan generar pérdidas o ganancias al reajustar el

proceso a la nueva escala.

Asi también, al ser la densidad del in6culo un parametro ampliamente
influyente sobre los indices de multiplicacién, éste debe ser considerado
también en el escalado para SITs, y si bien podria considerarse como
referencia a los ensayos realizados a escala piloto, se deben realizar
evaluaciones experimentales que permitan determinar la densidad del indculo
inicial correcta para recipientes de mayor capacidad para produccién masiva de
plantas tomando en cuenta que para cada especie vegetal el comportamiento

es distinto.

Pese a que para el rejuvenecimiento de las plantulas y la proliferacién de
nuevos brotes se deben realizar replicados, un factor que se debe tomar en
cuenta en la multiplicacion o clonacion masiva de plantas es la variacion
somaclonal que es causada por el excesivo subcultivo de brotes adventicios
por lo que se debe procurar la mantencién de la estabilidad genética de la
especie en estudio.

Finalmente, se recomienda continuar con investigaciones de
multiplicacion masiva de plantas de interés productivo y comercial tanto
mediante organogénesis como de embriogénesis somética mediante sistemas
de inmersion temporal que permitan aumentar la eficiencia de este tipo de
sistemas en el laboratorio de cultivo de tejidos y brinden un aporte a la

agricultura del pais mediante la investigacion cientifica.
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