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Abstract— In this investigation, Eryngium foetidum (spirit weed)
was used as a model plant in order to develop futer projects
about micropropagation of other productive an econmically
interesting species through temporary immersion syems (TIS).
Besides, E. foetidum has some potential characteriss which
could be used on future investigations on metaboét production
for pharmacological and industrial purposes. At the
establishment stage of micropropagation of spirit wed, leaves,
petioles, and axilar buds were used by applying dérent
concentrations of NaClO. The most viable resulted tde axilar
buds which were surface sterilized using a commeiai detergent
and disinfected on 0.8% (v/v) of NaClO for 10 minugs. The buds
inoculated on Murashigue&Skoog (MS) medium. E. foetium
plants were regenerated through direct organogenesiby using
different concentrations of growth regulators. Advantitious
multiple shoots, a 100% of buds laid on shoot fornmt&éon and an
average of 2.7 shoots per bud resulted from MS madn
supplemented with 1.5mgL-1 BAP and 0.1mgL-1 ANA. Athe
conventional multiplication stage, three subculturs were done in
order to obtain several shoots and aseptic plantsThird
subculture plantlets were inoculated on TIS by essayg different
frequencies, immersion times and inoculation densés. The
multiplication on TIS allowed obtaining higher plantlets per
shoot, longer and wider leaves, and higher prolifetion rates (7 —
8) compared with those multiplied through the convetional
method. This process resulted to be more efficientytusing a four
hour frequency, two minutes for the immersion timeand a
inoculation density of three explants per TIS as cdrmol
parameters over a Murashigue&Skoog liquid medium
supplemented with 2.5mgL-1 BAP, 0.1mgL-1 ANA y 5 mgil de
BRA.
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. INTRODUCCION

nuestro pais se estan adoptando politicas que tparrsi

desarrollo de investigaciones que aporten a lazeeidn de

este fin. En Ecuador se invierte recursos matarialeumanos
para desarrollar tecnologias de informacién queamicen los
procesos de investigacion biotecnolégicos y elevan
produccién masiva de recursos. Sobre este aspEataltivo

de tejidos vegetales in vitro, con sus diferentggategias de
micropropagacion, permite la obtencion de plantélae que

puede ir desde producciones a nivel de laboratoré nivel

industrial y comercial. Existe la necesidad de iail

tecnologias innovadoras que tiendan a automatizar
micropropagacion, como también a mejorar los paltscde

produccion y aclimatacion de las plantulas in vitista

tecnologia se esta desarrollando también en Ecudebido a
gue permite la automatizacién de todas, o alguadagdetapas
de la micropropagacion y presenta diversas ventejaso

reduccion de la mano de obra, costo bajo de praffucke las
plantas, reduccion en el empleo de agar para pe@muc
masiva, entre otras.

El desarrollo de la presente investigacion peréngivmeter
a comprobacion los antecedentes acerca de la midodude
plantas en un sistema de inmersién temporal regastg@or
Winkelmann y colaboradores (2006) que indican que
biorreactores, la obtenciéon de plantulas reducectisios de
produccion entre un 50 y un 60%. Ademas, estoensit
superan a los tradicionales de produccion de pdaintavitro
debido a que son mas baratos, dada la sustitueidem miateria
sélida que sirve de alimentacién de las plantas g
disolucién acuosa mucho mas econdémica. Por otro lasl
sistemas basados en inmersion temporal permiterarela
eficiencia en la produccion, se puede también Ve
posibilidad de controlar los parametros del sisteznafuncion

En los ultimos afios, las producciones y estudioélel tipo de cultivo a producir, asi como dotarugieconjunto
tecnolégicos han tomado un caracter prioritaritaeeconomia ~ de herramientas que permitan realizar investigasisobre las

a nivel mundial, y Ecuador no es la excepcion. Mleqae en

condiciones ideales para la produccion de detedaina



variedad de cultivo, lo que justifica la implemenifea de un
sistema automatizado flexible que permita el edcalde la
propagacion de cilantro (Eryngium foetidum) a niwvelustrial
(Winkelmann, et al., 2006) .

El cilantro cimarrén es una planta herbacea dartalifa del
perejil. Su génerdryngium pertenece a la familia Apiaceae
del orden de las Apiales (SIIT, 2009). Dentro de €gnero
existen aproximadamente 200 especies de las c@8lese
distribuyen en Argentina. Siete especies conodithgénero

Por ello, el presente trabajo tiene como objetiocipal el
evaluar la eficiencia del Sistema de Inmersion Tanalpfrente
a la propagacién convencional en la multiplicadidwitro de
cilantro cimarrén Eryngium foetidurna partir de hojas, yemas
y segmentos nodales con la finalidad de comparardlos
métodos de propagacién y en miras de una produccasiva
de la especie de estudio, asi como de otras espiiaterés.

II.  MATERIALES Y METODOS

Eryngiumson predominantes en América tropical; entre ellag\. Fuente y preparacion de los explantes

estan:E. chubutenseE. coronatumE. echinatumE. ekmanij
E. divaricatum E. dorae E. foetidum entre otras (Martinez, et
al., 2001).

El cilantro es rico en ciertos minerales y vitarmsirmo
carotenos, riboflavinas, que son responsables Idelyosabor
caracteristico d&ryngium foetidumpor ello, ésta especie es
ampliamente utilizada para propdsitos culinarioaniBharan,
1999). Aunque la apariencia de foetidumy C. sativumes
muy similar; el aroma del cilantro cimarrén es nmsnso.

El uso medicinal del cilantro representa tambiéra un

caracteristica apetecible por diversos mercadosbgeean el
uso de la medicina alternativa como una fuente wac@n

para diversas enfermedades (Ramcharan, 1999).tieolado,

su aceite esencial que consiste en alrededor demponentes
tiene una alto valor comercial en el mercado iateional. El

aceite puede ser empleado para realizar rituales
aromaterapia como para el uso cosmético y la indude la
perfumeria (Gayatrgt al, 2006).

El empleo de Sistemas de Inmersién Temporal periaite
automatizacion de procesos de micropropagacion at@sv
plantas de interés comercial y econémico, tal esasd de café,
pifia, banano, frambuesas, entre otras (Pérez, 18883 xisten
diversas ventajas respecto al uso de medios liguielo
procesos de micropropagacion de especies vegialesales
se refieren principalmente a la reduccién de coswosla
produccion masiva de plantulas y la automatizacdm
procesos propios de dicha técnica.

El cultivo en medio liquido ofrece diversas mejsria
respecto al cultivo en medio sélido con el empleagdar, entre
las cuales se encuentran el proveer de condicid@esiltivo
mas uniformes, el medio de cultivo puede ser refhmvaEn
cambiar de contenedor, la esterilizacion es posieiante
ultrafiltraciéon y la limpieza de los contenedoresulta menos
laboriosa. Ademas, se pueden emplear contenedegaaddes
volimenes en donde practicamente la totalidad dsacio es
cubierta mientras que en la multiplicacion convenal con
agar se necesitan cultivos planos; los tiemposatesferencia
se ven reducidos en vista de que los explantee ro@lentran
posicionados en un determinado sitio (Berthouly Befihe,
2005).

El material vegetal fue recolectado de la provimgaSanto
Domingo de los Tsachilas y trasladado al laboratate
Cultivo de Tejidos Vegetales — Sangolqui. Las planhadre
fueron mantenidas bajo condiciones de invernaderona
temperatura entre 25+3°C y humedad relativa dire 70%.
Se seleccionaron tres tipos de explantes pargémegacion de
plantas de cilantro cimarrén (E. foetidum). Los rsegtos
nodales, yemas y hojas fueron escindidos en sexsioe
aproximadamente 6 a 8 cm. Se lavaron los explartesgua
corriente por aproximadamente 10 minutos; a coatidn, se
sumergieron en una solucién de detergente comeletgl/v
por 15 minutos tras lo cual se efectuaron tresagpnjes con
agua destilada estéril. Se realiz6 la desinfecadi@n los
explantes con una solucion de fungicida (1%p/v) @oOr
minutos tras lo cual se efectuaron tres lavados agma
destilada estéril. Se sumergieron los explantest@mol (70%
viv) por 30 segundos; seguido éstos fueron colacasio

iferentes concentraciones de hipoclorito de sogior
ferentes tiempos de inmersién, que para el casdaas
corresponde a combinaciones entre 0.4% - 0.6% @ONpor
6 y 8 minutos; mientras que para yemas y segmemtdales
en combinaciones de 0.7% - 0.9% de NaClO en tiengos
inmersion de 8 y 10 minutos.

B. Medio de cultivo y condiciones

Los explantes ya desinfectados se cortaron en tasnan
adecuados (hojas de 1tnyemas y segmentos nodales en
secciones de 2 a 3 cm) manteniéndolos sumergidasnan
solucién de 250 mgt de polivinilpirrolidona (PVP) y
posteriormente  inoculados en medio MS  estéril
(Murashigue&Skoog, 1962) suplementado con 35 Thdé
acido ascorbico, 250 mgide PVP, y con combinaciones de 1
y 1.5 mgL* de bencilaminopurina (BAP), 0.1 y 0.2 mbde
dos tipos de auxinas: acido indolacético (AlA) oidac
naftalenacético (ANA); adicionado con 30tle aztcar y 6.3
gL de agar.

El pH del medio fue ajustado a 5.75 antes de laiG@didel
agar. Los medios fueron autoclavados a 15 psi eé&dr por
30 minutos. Los cultivos fueron incubados manteshdenn
fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 horas oscuridad a un
temperatura entre 25+2°C.



C. Multiplicacién convencional

Para la fase de multiplicacion, se empleé el matio
cultivo sélido con mejores resultados en la faséndaccion.
Se realizaron tres subcultivos sucesivos que pienait
evaluar las variables, que seran detalladas eriglaeste
seccién, con la finalidad de comparar el
propagacion convencional con el efectuado en et@e de
Inmersién Temporal (SIT). El medio de cultivo pdas
subcultivos consiste en MS estéril suplementado3omgL*
de &cido ascérbico, 250 mglde PVP, 1.5 mgtde BAP, 0.1
mgL™* ANA; adicionado con 5 mgtde Brasinolida (BRA) 30
gL de azlcar y 6.3 gt de agar. Los cultivos fueron
incubados bajo las mismas condiciones
previamente.

D. Multiplicaciéon en el Sistema de Inmersion Temporal

mencionadas

con 0.1 mgt* ANA, 5 mgL* de Brasinolida, 250 mgt de
PVP, 35 mgl* acido ascérbico, enriquecido con 30gte
azucar y concentraciones diferentes de BAP enyr8 ingL-
1 de hormona.

G. Procesamiento estadistico

método de

Se utilizé el software estadistico InfoStat/Estntlia
version 201le y se efectuaron pruebas de chi —radaed
andlisis de varianza

A. Establecimiento in vitro

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la fase de desinfeccion de los tres tiposxglamtes
de cilantro cimarrén, fueron evaluadas las varible

Para esta fase se realizaron dos tipos de expetdmen contaminacion, oxidacion y viabilidad. En la tabla se

diferentes, en donde inicialmente se aplicaroratnégntos en
los que se varia parametros de control como fretaen
tiempo de inmersién y densidad del inéculo empleastl
mismo medio de cultivo de la multiplicacién conviemal sin
la adicién del agar, ya que este tipo de sisten@aeammedios
de cultivo liquidos. Mientras q ue por otro lade realizé
un ensayo en el SIT en el que se emplearon difssanedios
de cultivo que permitan una mayor proliferacion letes.
Para los dos casos el volumen de medio de cultevo
establecié en 500 ml por SIT, y los ciclos de irsiter fueron
desarrollados con una presion de 8 psi de airadilt durante
22 dias de duracion por ciclo.

E. Prueba de parametros en el SIT

Se empled el material vegetal proveniente del terce

subcultivo de la multiplicaciéon convencional. Selizaron

unidades de SIT para las cuales, de acuerdo salasnientos
planteados, se varié el tiempo de inmersion de3lmanutos,
frecuencias de 4 y 6 horas y densidades iniciagadtulo de
3 y 6 explantes por unidad de SIT. El medio deiwult
consiste de las sales del MS suplementado con gL5' me

BAP, 0.1 mgL* ANA, 5 mgL* de Brasinolida, 250 mgt.de

PVP, 35 mgL! 4cido ascérbico y enriquecido con 30gte

azlcar.

F. Prueba de medios de cultivo en el SIT

observan los tratamientos de desinfeccion aplicestmsre

hojas, segmentos nodales y yemad$déoetidum ademas de
los porcentajes de explantes observados tras laéa30de la
siembra que presentaban contaminacion, oxidacifaity de

viabilidad.

Asimismo, la figura 1, permite visualizar los partages
correspondientes para cada protocolo de desinfecsiéndo
gara las hojas el tratamiento 1 (0.4% NaClO — 6) reircon
mayor porcentaje de éxito debido a que existi6 086 d
explantes contaminados y muertos y la oxidacion fue
superada. Dicho efecto de reduccion de la oxidagidte ser
atribiuda al empleo de polivinilpirrolidona (PVRjcbrporado
al medio de cultivo, tal como lo cita Yassen (20@G2jnas de
los lavados previa la inoculacion del explante.

Por otro lado, las yemas y segmentos nodales reaprir

de mayores concentraciones de NaClO para su desidifg
para los segmentos nodales se obtuvo 0% de explante
contaminados, pero un 8.3% de mortalidad y oxidap#se al
uso del antioxidante (PVP) mencionado, al ensayar e
tratamiento 3 (0.8% NaClO — 8 min). Adicionalmergata las
yemas de cilantro cimarron, el tratamiento con nesjo
resultados corresponde al empleo de 0.8% de Na@lQ@0e
minutos de inmersion (tratamiento 4), siendo etpotaje de
contaminacién 18.2% de los explantes ensayados,0y n
viables, mientras que se obtuvo un favorable 0%xit#acion

en yemas. Al contrastar los tratamientos para tesUdtimos
explantes, éstos difieren en el tiempo de contzmtoel agente
desinfectante (cloro) entre 8 y 10 minutos paramsggos

El material vegetal empleado fueron brotes deleterc nodales y yemas respectivamente.

subcultivo de la multiplicacion convencional
inocularon en unidades de SIT programado con |o&npetros
de control determinados con mejores resultados geueba
anterior (tiempo de inmersion = 2 minutos; frecuare 4
horas; densidad del in6culo = 3 explantes por ETgmedio
de cultivo empleado contiene las sales del MS sugi¢ado

que se

Es asi que en el ANOVA efectuado para este factor
respecto a la oxidacién, se obtuvo un valed.p0l lo que
indica diferencia entre los tiempos ensayados ssdgeentos
nodales, con lo que se confirma lo descrito poreW({2008),
quien enuncia que tiempos de inmersion menos pyabtios



resultan mas eficientes sobre la contaminaciontdren las
concentraciones del agente desinfectante (NaCl@gntkhs

gue para yemas, pese al no mostrar diferencia isttad

significativa el porcentaje de oxidacion es del @&tmitiendo

una mayor viabilidad de los explantes y por enda un
respuesta mas rapida frente a los reguladoresdarsento.

Tabla 1. Porcentajes de explantes contaminadadadas y muertos respecto a los tratamientos dafdesion ensayados en la

etapa de establecimiento Hefoetidum

Explante 'I'r.atamle.nto [Né_“,:l ol I%] i % % Oxidados % Muertos
tiempo inmersion (min} Contaminados

0.4% - 6m 0 0 1]

0.4% - 8m 25 25 25
Hojas 0.5% - 6m 16.7 16.7 16.7
0.5%-8m 33.3 41.7 33.3

0.6% - 6m 8.3 8.3 8.3
0.6% - 8m 16.7 25 16.7
0.7%-8m 0 25 16.7
0.7% - 10m 25 41.7 41.7

Segmentos 0.8% - Bm 1] 8.3 8.3
nodales 0.8% - 10m 50 41.7 30
0.9%-8m 25 33.3 41.7

0.9% - 10m 16.7 8.3 25
0.7%-8m 27.3 27.3 30.4
0.7% - 10m 18.2 9.1 27.3
Yemas 0.8%-8m 9.1 9.1 27.3
0.8% - 10m 18.2 Q 18.2
0.9%-8m 27.3 18.2 30.4
0.9% - 10m 18.2 9.1 27.3

Al analizar la viabilidad de los explantes trasfdae de
desinfeccién, en el caso de hojas, pese a encemttamna
descontaminacion del 100% de explantes ensaya@d8s gie
oxidacién y mortalidad, la respuesta de este tmaegido fue
nula frente a la formacion de brotes, contradiot@ lo

reportado por Gayatri

obtuvieron un 38% de respuesta a la iniciacionrdéabion.Si
bien la viabilidad de este tipo de explantes tigseeiodo de
observacién (30 dias) corresponde al 100%, al zawali

posteriores

observaciones

no

se

encontro

respuesta

embriogénica ni organogénica para hojas de cilantnarron.

y colaboradores (2005) quene

Figura 1. Porcentajes de explantes en los mejaatsntientos de desinfeccion en el establecimientdtio deE. foetidum
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tipos de explantes, en el que se obtuvieron mejessdtados,
resultado similar al obtenido por Gayatri y colammores
(2005) en donde a partir de hojas se obtuvo un &#2%

Respecto a la evalu_aci()n de la fase de induccibm@s respuesta de iniciacién de brotes al emplear 1.5 mie
de E. foetidum se consideraron las variables: formacion degap.

brotes, nimero de brotes por explante, longitucdbmges y

ancho de sus hojas. Unicamente segmentos nodalemgs El promedio de longitud de brotes a partir de yengasl
exhibieron respuesta a los reguladores de crecimienancho de sus hojas resultaron ser mayores en caaiparal
ensayados (Arockiasamgt. al, 2002 ). Una vez transurridos promedio de longitud y ancho de los brotes obtenalgartir
30 dias tras la inoculacion de los explantes erdifesenets e segmentos nodales, tal como se evidencia euadre 2;
medios de cultivo, se observé respuesta de brotg€ibla 2) encontrandose un promedio de longitud de 1.64 arbmte y
con variaciones de porcentaje para los dos tip@xgkantes. 0.68 cm de ancho de hojas para yemas, y un 0.2fecaitura
y 0.12 cm de ancho de hojas en el caso de los sbrote

Es asi que para yemas se observa un 69.1% de férmac griginados a partir de segmentos nodales. De siopuede
de brotes comparada con un 25% para segmentosespdalargumentar, que tras el analisis de las variablegigmente
resultado que se contrasta con lo reportado pockhasamy y  mencionadas, las yemas He foetidumpermiten una mayor

colaboradores (2002) quienes al emplear segmemidales  regeneracion de plantulas con mayores longitudesrates y
obtienen un 21.6% de formacion de brotes a paetldldhOS ancho de sus hojas de cilantro cimarron via OrmS

explantes. Por otro lado, el porcentaje de formmad® callo a girecta.
partir de yemas es menor al encontrado para segment
nodales, siendo del 18.8% y 31.1% respectivam@&ﬁi la Por otro |ad0, cOmo se muestra en la figura Z'bmS

presente investigacion, el método de regenera@guiahtulas  fyeron capaces de formar raiz dentro de los 30c#amiltivo
requerido es la organogénesis directa; sin embasgevalué ge yemas, en el mismo medio de induccién, por ende
también la formacion de callo organogénico cuyccgotaje  reduciendo asi una fase mas del sistenvitro concerniente a
encontrado para segmentos nodales es mayor atadpguor  enrajzamiento. Dicho resultado coincide con el atraolo por
Martin (2004) quien obtuvo un 15% de callo embritigé al ~ Gayatri y colaboradores (2005) quienes a los 6G die
emplear el mismo explante con diferentes reguladate jnjciado el cultivo obtuvieron raices en multiple®tes deE.
crecimiento (Figura 2). foetidum a partir de hojas, al contrario de Ignhacimuthu y
colaboradores (1999), quienes debieron emplear egiarde

En cuanto al nimero de brotes, las yemas dierorocongyitivo de enraizamiento para aparecimiento deesaien
resultado  mayor proliferacion de dichas estructuragjlantro cimarrén a partir de hojas.

morfogénicas por explante inoculado respecto adgsnentos
nodales (33 y 125 brotes respectivamente) (Tabl&ighdo el
tratamiento 7 (1.5 mgt BAP, 0.1 mgl* ANA), para los dos

B. Induccién a brotes

Tabla 2. Efecto de BAP, AlA 'y ANA en la regeneracie plantas de E. foetidum a partir de segmertddalas y yemas
cultivados en medio MS + suplementos. Los dato®fuanalizados mediante Andlisis de Varianza ydedtSD Fisher, en
donde las mismas letras significan ausencia deetliééas estadisticas entre los tratamientos emr@s (0.05).

Trat [BAP] [AIA] [ANA] |Respuestade brotacion (%) Respuestade callo (%) Nam brotes [explante-1] Prom. Long brote (cm) Prom. Ancho brotes (cm)
mgl-1 mgl-1 mgl-1| Seg. Nodales™ Yemas* Seg. Nodales' Yemas* Seg. Modales Yemas Seg. Nodales Yemas Seg.Nodales Yemas
o 1] 1] 0 8.3 53.3 41.7 20 la 8a 0.07a 1.7a 0.01a 0.69a
1 1.5 0 0 25 50 16.7 71 3a 7a 0.17a 1.59a 0.16a 0.81a
2 1.5 0.1 0 25 81.8 41.7 4.5 3a 18b,c 0.07a 2.32a 0.04a 0.91a
3 1.5 0.2 0 25 41.7 25 8.3 3a 5a 0.23a 1.05a 0.11a 0.48a
4 1 1] 0 25 85.7 25 14.3 3a 18b,c 0.4a 1.22a 0.11a 0.64a
5 1 0.1 0 16.7 66.7 33.3 0 2a 10a,b 0.08a 1.35a 0.05a 0.79a
6 1 0.2 0 41.7 50 50 50 5a 7a 0.48a 1.26a 0.24a 0.47a
7 1.5 1] 0.1 58.3 100 33.3 29.6 7a 27c 0.55a 2.4a 0.29a 1.02a
8 1.5 1] 0.2 16.7 53.8 16.7 23.1 2a 7a 0.29a 1.83a 0.15a 0.66a
9 1 0 0.1 16.7 73.3 41.7 40 2a 11a,b 0.21a 1.65a 0.07a 0.69a
10 1 0 0.2 16.7 53.8 16.7 7.7 2a 7a 0.18a 1.71a 0.06a 0.3a
Total 25 69.1 31.1 13.8 33 125 0.26 1.64 0.12 0.68

T p »0.05 en prueba chi-cuadrado
* p<0.05 enprucha chi-cuodrado



Figura 2. Regeneracidn vitro de Eryngium foetidumA) Yema axilar de cilantro cimarrén. B) Formacibs callo a partir de
yema. C, D) Iniciacién de brotes a los 15 diasadg@dmbra. E, F) Formacion de brotes multiplesa8dias de la siembra. G)
Hojasin vitro deE. foetifum H) Formacionn vitro de raiz dée. foetiduma los 30 dias de la siembra

C. Multiplicacién de brotes: método convencional y SIT tratamler_]tos o medios de cultivo, se obtuvo Iaqmabn de
’ ' cada variable a ser comparada con el SIT postegitten
La etapa de multiplicacién convencional consisteuaa Es asi que como lo sefiala la Tabla 3 se encontraron
fase fundamental puesto que tras su realizacionalises de  diferencias entre los tres subcultivos efectuadosmedio
resultados se puede comparar los datos obtenidoada  sglido. Existe un mayor porcentaje de brotacion en
variable con la propagacion mediante sistemas Wersion  sypcultivo C (67.9%) frente al A y B que expresarl8.2% y
temporal. 36.4% respectivamente. Asimismo, se exhibe un mayor
promedio de longitud de brotes y ancho de sus hagasomo
Ademas, en la presente investigacion, la multipl@@ de| indice de multiplicacion a medida que se realiz
convencional permitié obtener un gran nimero d®piantas  sypcultivos sucesivos, tal que, el subcultivo Cresa el

asegurando su inocuidad mediante la replicacion pahayor coeficiente de multiplicacion (1.68) (Tab)a 3
subcultivos, en los que pese a que no se evalaédién de

Tabla 3. Respuesta de las variables evaluadasreultilicacion convencional de brotes Befoetidumen medio sélido

Método  Respuestade Nimero Prom.Llong Prom. Ancho Indice de
convencional brotacién (%) debrotes brote (cm)  brotes (cm) multiplicacion®
Subcultivo A 18.2 12 2.94 0.86 1.18a
Subcultivo B 364 24 3.16 1.07 1.36b
Subcultive C 67.9 38 3.35 1.05 1.68c
Total 40.5 74 3.15 0.99 1.41

T |etra comin entre columnas no son significativamente diferentes

de cultivo. En el SIT se efectuaron dos pruebasméamdas,
Para la multiplicacion en el Sistema de Inmersiorde parametros del sistema y prueba de medios; adedo
Temporal, se evaluaron las mismas variables quelaen primeramente, se emplearon diferentes frecuenti&spos
micropropagacion convencional con la finalidad dede inmersion y densidades de ino6culo iniciales, dan
posteriormente, realizar la comparacion entre issdétodos finalidad de determinar la mejor combinacion deap@tros



del sistema con los que se obtenga mayor prolifatade

plantulas. A continuacion, se desarrollé la prudbamedios
de cultivo en el SIT en la cual se ensayaron ditee
concentraciones de reguladores de crecimiento goe@ten
el desarrollo de plantulas, por ende un incrementel indice
de multiplicacion. Es asi que en todos los tratato® que se
encontraban en SIT la respuesta de brotacién,macion de
nuevos brotes se estimuld, asi como el incrementa altura
de las plantas y ancho de sus hojas con respdatoldenido
en el medio de cultivo sélido empleado en la mlit@eion

convencional (Tabla 4y 5).

de 4 horas (Tabla 4); ademas el nimero de brotesgytud
de las plantas mostraron un mejor desarrollo egpesn la
calidad de las plantas en este tratamiento. Defesta& los
intervalos de tiempo de inmersion son decisivos l@n
coeficientes de multiplicacion, lo que concuerdan co
Berthouly y Ethienne (2002) quienes afirman que
frecuencia y tiempo de inmersion son los parameinds
importantes para la eficiencia en SITs al mejorauaez, la
calidad del material vegetal.

La densidad del in6culo inicial constituye también
parametro determinante para los analisis en el @lésto que

La prueba de parametros en el SIT resulté con ual ensayar mednores densidades de indculo, sempobtkner

porcentaje de brotacion de 26.9%, por lo que savabn
Unicamente 142 nuevas plantulas a partir de unaidih de
indculo inicial (di) de 108 brotes (Tabla 4). Pesejue el
porcentaje de brotacion total de el ensayo de petrémen el

mayores coeficientes de multiplicacién. Caractedstque
puede ser atribuida a una mayor disponibilidaddgentes y
por ende mayor estimulacién sobre los brotes ilesica
multiplicarse (De Feria Silvaet. al, 2003). Asi también

SIT es bajo, para el tratamiento 5 (inmersion=2 ,minBerthouly y Ethienne (2002), afirman que el movime de

frecuencia=4 horas, di=3 explantes®JBe obtuvo un 100%
de brotacion, es decir que todos los brotes indosla
inicialmente, dieron lugar a la formacién de al o®runa
nueva plantula. Asimismo, el promedio de longitugl lds
plantulas obtenidas en este ensayo en el SIT, ebanecho de
las hojas corresponde a 5.74 cm y 0.99 cm respectite.
Los intervalos de tiempo en la inmersién tuvieronimpacto
significativo sobre el coeficiente de multiplicacid@e los
brotes en el SIT. Se obtuvo una diferencia estadishayor
del indice de proliferacion al emplear 2 minutosrdeersion.
El mayor coeficiente de multiplicacién se obtuvoeafplear
una frecuencia de seis inmersiones al dia, es ttecinencia

los explantes dentro de los recipientes de culivmante la
inmersioén, elimina en muchos casos la dominancieaby

podria provocar una separacion de las plantulaslccoual se
favoreceria la produccién de nuevas plantulas, adeshe un
incremento en el indice de multiplicacion. Es ask da
densidad del inéculo de tres explantes por unidadStr

empleados en la presente investigacion, dio lugauna
incremento en el nimero de plantulas y el mayorcénde
multiplicacién de los tratamientos de la pruebgpdgimetros
del sistema (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del tiempo, frecuencia de inmergidiensidad del indculo sobre la respuesta de diéoty el nimero de
plantulas dée. foetidunobtenidos a los 22 dias de cultivo en SIT.

{TIEI‘I’Ip[.} Respuestade Niamero Prom.long Prom.ancho Indice de
FrEEI{EI‘IEIEl brotacion (%)* de brotes plantula (cm)® hojas (cm)® multiplicacion®
D. Indculo)

Imindh3exp 33.3 a8 5.50a 0.75a 1.17a
Imindh6exp 8.3 13 3.50a 0.60a 1.09a
Imin6h3exp 33.3 a8 7.15a 1.55a 1.33a
Imin6h6exp 8.3 12 3.45a 0.65a 1.09a
2mindh 3exp 100.0 17 7.20a 1.433 2.17b
2mindh 6 exp 25.0 15 7.17a 1.07a 1.17a
2min6h 3 exp 83.3 12 5.83a 1.17a 2.00b
2min6h 6 exp 16.7 14 5.15a 0.50a 1.17a
3mindh3exp 50.0 9 5.67a 0.93a 1.50a
3mindh6exp 8.3 13 6.0a 1.00a 1.09a
3minBh3exp 33.3 a8 6.50a 1.00a 1.33a
3min6h6exp 8.3 13 5.75a 1.25a 1.09a

Total 26.9 142 5.74 0.99 1.42

T letra comun entre columnas no son significativamente diferentes

* p=0.05 en prueba chi-cuadrado



Una vez determinados los parametros del sistema a Al ensayar una concentracion de 2.5 mgle BAP, se

emplearse en el SIT, se efectué una prueba de meltio
cultivo con una mayor concentracion de reguladodes
crecimiento (especialmente BAP) que permitierabigeacion

de una mayor proliferacion de plantulas e increoe®n el

indice de multiplicacion. La prueba de medios ei®ldl, se

efectué empleando una frecuencia de 4 horas empdierde

inmersién de 2 minutos y densidad inicial de in6cde 3

brotes por SIT.

obtuvo la mayor proliferacién de plantulas (64)pexto al

resto de tratamientos empleando una densidad dmiliné
inicial de 9 brotes. Asi también, este tratamiertdiibe

diferencias estadisticas significativas en el iadide

multiplicacién, siendo éste de 7.13 (Figura 3);maéle de un
promedio de longitud de las plantulas de 6.73 gomnoynedio

de ancho de sus hojas de 1.24 cm (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de la concentracion de BAP sobfedite de multiplicacion de plantulas de E. foatida los 22 dias de cultivo

Respuestade Numero Prom.long .
. 4 . . Prom. ancho Indice de
Tratamientos (mgL™) brotacién de plantula hojas (cm)*  multiplicacion*
(%)* brotes (cm)*
0 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 55.6 15 6.25a,b 1.17b,c 1.63a
1 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 55.6 16 5.53a 1.06a,b,c 1.80a
2 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 100 48 5.78a 0.973,b 5.30c
2.5 BAP, 0.1 ANA, 5 BR 100 64 6.73b 1.24c 7.13d
3 BAP, 0.1 ANA, 5BR 100 31 5.54a 0.83a 3.43b
Total 82.2 174 5.97 1.054 3.86

letra comun entre columnas no son significativamente diferentes

* p<0.05 en prueba chi-cuadrado

Al comparar el Sistema de inmersion temporal con el

método convencional (Tabla 6) se observé que pneafigente
de multiplicacion de brotes difirié entre los dostodos
probados. En el SIT se alcanz6 un promedio de aerfe de
multiplicacion dos veces superior al encontradoapat
método convencional. Dicha caracteristica puedatsiauida
a lo enunciado por Preil & Hempfling (2002) que eienan
gue los cultivos que se encuentran en medio divaiguido,
la superficie del explante entra en contacto dirdot que
permite la captacion mas eficaz de nutrienteslipémacion de
metabolitos toxicos que pudieran acumularse enred del
tejido que se dispersa mas eficientemente en eliomgel
cultivo liquido que en el medio sdélido.

Ademas, respecto al coeficiente de proliferaciémlstuvo
un mayor indice al emplear medios de cultivo liquizbn
mayores concentraciones de reguladores de credomiémn
gue coincide con los resultados de la investigacitin
colmenares y colaboradores (2003) quienes menciguara
la multiplicaciénin vitro de cormos de banano cv. Williams
(Musa AAA) se han obtenido indices de multiplicaciongjé
en los SIT y de 2,4 al emplear medio sélido condi.™de
BA; mientras que para platano hartomuga AAB) los
valores obtenidos han sido de 11,2 y 4,3 medialfteySn
medio de cultivo solido respectivamente; siendo rasis
eficiente la multiplicacion por medio de SITs en dios
liquidos que por el método convencional.

Tabla 6. Comparacion de los dos sistemas de micropropagacion empleados (multiplicacion convencional y SIT) en
relacion a los promedios de las variables evaluadas sobre las plantulas de E. foetidum.

. Respuesta , Prom. long. Prom. ancho Prom. indice
Sistema de ., Numero
Micropropagacion brotacién de brotes por por de

propag (%) vitroplanta vitroplanta multiplicaciéon
Medio sélido 40.8 74 3.15 0.99 1.41
Medio liquido SIT 26.9 142 5.74 0.99 1.42

parametros

Medio liquido SIT 82.2 174 5.97 1.05 3.86

medios




Indice de Multiplicacién

8 - 7.13

6 - 5.3

4 - 3.44
1.7 1.78

- II

O T I 1 I 1

0BAP, 1BAP, 2BAP, 2.5BAP, 3BAP,
0.1 ANA, 0.1 ANA, 0.1 ANA, 0.1 ANA, 0.1 ANA,
5BRA° 5BRA 5BRA 5BRA 5BRA

Tratamientos mgL?

Figura 3. indice de multiplicacion obtenido en tagba de medios del SIT al emplear diferentes euraiones de BAP sok
las plantulas dE. foetiduntras 22 dias de la inoculacién en el

Figura 4. A, C) Cortes de brotes de cilantro cidaprovenientes del subcultivo C, previa la inocidla en el SIT. B
Proliferacion de brotes en medio sélido. D) Pléntelsultante del cultivo en SIT transcurridos 2&die la siembra. E)anta de
E. foetidun proveniente del SIT aclimatada en sustrato.

de explantes siendo una concentracion de 0.4% GdONg 6
minutos de inmersion el que permitié la obtenciériatios los
IV. . CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES explantes sin contaminacion fangica o bacter.

Por otro lado, para yemas de cilantro cimarror
tratamiento con mejores resultados fue al aplicd¥0NaClO
en un tiempo de 10 minutos, ya que concentraciongsaltas
de cloro resultan en mayor oxidacion fendlica, y pade

Los tratamientos de desinfeccion con la variaciétiempa
y cloro empleados para hojas déryngium foetidut
presentaron altos porcentajesdkscontaminacion de este t



necrosis del tejido. De esta manera, al aplica%0d@ cloro,
se obtiene un 45.5% de explantes entre los nivdies
oxidacion 0 y 1 de la escala, permitiendo de estaema una
buena viabilidad de las yemas al aplicar el tragzboi
indicado.

cimarron posee diversos compuestos fendlicos, pogue

tiende a oxidarse; para controlar este factor slolsrexplantes
se adicion6 al medio de cultivo de establecimiefds

antioxidantes polivinilpirrolidona (PVP) y acidocaésbico en
concentraciones 250 mgLy 35 mgl' respectivamente,
reduciendo asi este tipo de exudados.

Una concentracion minima de auxinas (0.1 mgL-1linger
un mayor porcentaje de brotacion a partir de yeseaslantro
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aparecimiento de raices que permiten mayor crectmige la
planta.

En base al nimero de brotes y porcentaje de intlucz
concluye que las yemas de cilantro cimarrén permite
obtencién de brotes organogénicos mas facilmente
segmentos nodales, por lo que para la fase deptiedtion
convencional, previo a los ensayos del SIT, se smob
Unicamente yemas de foetidum

Pese a no existir diferencias estadisticas sigti¥ias tanto
de los tratamientos ensayados como de cada uncode
parametros analizados individualmente frente angitud de
las plantulas y ancho de sus hojas, el crecimilemigitudinal
de los brotes resultantes pertenece a una mayeniadtulas
(56.4%) entre 6.15 y 8.2 cm de largo (nivel 4); mhias que
para el ancho, las hojas alcanzaron de 1 a 1.5l 3) en
un porcentaje de 41.03%.

Con el empleo de la combinacién de bencilaminojguyin
brasinolida del tratamiento 4, se increment6 elicendde
multiplicacion hasta 7.11 siendo este un coefieiateptable
para la propagacién masiva de plantulas mediastensas de
inmersion temporal.

El SIT presenta un amplio nUmero de ventajas gbamar
plantas de interés mediante este tipo de técneajug los
nutrientes del
disponibles en medios de cultivo liquido y las pldas
adquieren una mayor capacidad de absorcion.

El contacto intermitente con el medio de cultivo lan
superficie del explante permite un maximo crecirntete las
plantulas tras los ciclos de inmersién; considevdadasi, la
frecuencia, tiempo de inmersion y densidad del ulgclos
tres parametros principales y determinantes paempleo de
SITs en la propagacion masiva de plantas.

medio de cultivo estan mas facilment

(4]

4
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