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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacién del Problema

Polylepis microphylla es una especie lefiosa del paramo andino del
Ecuador, cuya presencia ha sido reportada Unicamente al este de la Provincia
del Chimborazo con una distribucion geogréafica y habitat restringido. En los
tltimos afios ha sufrido una alarmante disminucion poblacional debido a
distintos factores antropogénicos como la tala del bosque, la extraccion de
lefia, la introduccién de otras especies y el incremento de las areas de pastoreo
y sembrios en la zona, lo cual esta llevando a la especie a un proceso de
extincion (Jameson, & Ramsay, 2007; Kessler, 2006; Renison & Cingolani,
2002)

En el Ecuador, los bosques de Polylepis se distribuyen en el paramo
hasta los 4000 msnm, siendo uno de los géneros mas importantes en la
formacion de bosques en los ecosistemas altoandinos. En Ecuador
encontramos 8 especies, una de ellas es Polylepis microphylla cuya
distribucion actual al igual que la de otras especies como lo indica la Asociacion
de Ecosistemas Andinos (ECOAN) ha sido disminuida de manera alarmante

por procesos antropogénicos.

Los bosques de Polylepis cumplen importantes funciones ecologicas,
contienen una parte importante de la biodiversidad de Sudamérica, ademas
albergan especies endémicas y diferentes formas de vida vegetal, numerosas
especies herbaceas que incrementan la diversidad de mamiferos e insectos
(Yensen & Tarifa 2001 en Vega et al.,, 2007) por lo que es uno de los

ecosistemas priorizados para la conservacion (Vega et al., 2007).

Para la recuperacion de las especies de este género en Bolivia se ha
optado por realizar técnicas de cultivo in vitro para su multiplicacion, y es una
alternativa que se puede desarrollar en el Ecuador con los mismos fines de

conservacion, llevando a cabo programas de reforestacion y restauracion de
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poblaciones disminuidas 0 mantenimiento de poblaciones viables (Vega et al.,
2007).

Bajo condiciones naturales la recuperacion de esta especie es
complicado ya que la semillas presentan bajo poder germinativo, una
dispersion pobre y las plantulas son consumidas por el ganado presente en el
terreno, lo que hace que la reproduccién natural se efectie a largo plazo (Vega,
2000 en Quezada & Rocabado, 2005).

1.2  Justificacion del Problema

Los bosques de Polylepis cumplen un rol central en la ecologia
altoandina, como habitat de muchas especies de plantas y animales, regulan la
escorrentia, controlan los procesos erosivos, aumentan el aporte hidrico
mediante la condensacion de neblina en sus hojas, protege las cuencas, la
calidad de los suelos y del agua (Renison & Cingolani, 2002; Boza et al., 2005;
Kessler, 2006), por lo que la pérdida de estos bosques generaria un gran

impacto al ambiente y a la biodiversidad.

El género Polylepis representan uno de los ecosistemas mas
amenazados del mundo y en el Ecuador, Polylepis microphylla es la Unica
especie de este género con una distribucion tan restringida, las visitas a este
bosque han demostrado una notable disminucién poblacional debido al
incremento de las areas de pastoreo, de sembrios, quema de los bosques,
extraccion lefia y la introduccién de otras especies como Polylepis racemosa y
de los géneros Eucalyptus spp y Pinus spp que producen una alteraciéon y
desequilibrio del ecosistema, (Jameson, & Ramsay, 2007; Boza et al., 2005;
Kessler, 2006; Renison & Cingolani, 2002).

En los andes ecuatorianos la gente opta por las plantaciones de
Eucalyptus spp y Pinus spp debido a su rapido crecimiento y se limitan los
sembrios de especies nativas porque la experiencia forestal es limitada y no
obtiene los mismo beneficios econdmicos que al usar las otras especies

exoticas o introducidas (Hofstede et al., 2002).
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En muchas regiones del mundo las plantaciones de arboles exéticos
estan sujetas a muchas criticas debido a que genera impactos negativos en el
balance del agua, la fertilizacion de los suelos y la biodiversidad nativa. Un
posible impacto de los pinos, aunque no se puede generalizar para todas las
zonas, es su capacidad de absorber una gran cantidad de agua, secando los
suelos, alterando las propiedades hidrologicas y la distribucion de compuestos

minerales y organicos (Hofstede et al., 2002).

Por lo mencionado, se deben desarrollar estrategias para la
conservacion y restauracion de estos bosques, siendo el cultivo in vitro una de
las alternativas para la propagacion de esta especie ya que en condiciones
naturales y bajo diversos factores antropogénicos la recuperacion de estos
bosques es muy complicada (Vega et al., 2007).

La estandarizacion de la técnica de cultivo in vitro contribuira para el
establecimiento de un programa de conservacion de esta especie localizada en
la Provincia del Chimborazo, la informacion y resultados obtenidos seran
fundamentales para el establecimiento de planes de manejo, rehabilitacion y
conservacion de los paramos. Ademas, sera un gran aporte para los
investigadores del area biolégica, agronomica, forestal y biotecnologica, asi
como para la poblacion de las ciudades interandinas que dependen del agua

de los paramos.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo principal

e Estandarizar las fases del cultivo in vitro para Polylepis microphylla como

estudio base en la conservacion de la especie.

1.3.2 Objetivos especificos

e Estandarizar el método de desinfeccién en Polylepis microphylla para el

control y eliminacion de la contaminacion externa.

18



e Estandarizar el método de control de oxidacion para minimizar la
biosintesis de polifenoles.

e Determinar los mejores medios de establecimiento y multiplicacion de
brotes para Polylepis microphylla.

e Establecer los medios de cultivo para la iniciacion de la fase de

enraizamiento en Polylepis microphylla.

1.4  Marco tedrico
1.4.1 Caracteristicas generales de la especie

1.4.1.1 Descripcion Botanica

El género Polylepis pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia
Rosoidea, tribu Sanguisorbeae (Simpson, 1979). En el Ecuador han sido
identificadas siete especies: Polylepis lanuginosa, P. sericea, P. pauta, P.
reticulata, P. weberbaueri, P. microphylla, y P. incana (Romoleroux, 1996). Dos
de ellas (P. lanuginosa, P. reticulata) son endémicas y seis son consideradas
vulnerables debido a su estado actual de aislamiento y tamafo poblacional
(Simpson, 1979; Romoleroux, 1996).

Las especies de este género son principalmente arboles o arbustos,
con troncos torcidos, corteza delgada y exfoliante (ritidoma); hojas alternas,
imparipinnadas, inflorescencia simple, raramente ramificada. Flores
generalmente con 4 bracteas simples; hipantio mas o menos urceolado con
espinas o0 alas; episépalo ausente; sépalos mas o menos valvados
persistentes; pétalos ausentes; estambres 6-36, anteras pubescentes; un
carpelo; un ovulo pendular; estilo villoso o hispido en la base, estigma
fimbriado. Fruto aquenio, con 1 semilla dentro del hipantio. Semillas méas o
menos fusiformes, con testa delgada o subcoreacea (Simpson, 1979;

Romoleroux, 1996).

La especie de Polylepis microphylla comprende éarboles o arbustos
hasta de 4 m. Hojas imparipinadas, con 3-5 pares de foliolos; vaina estipular
vilosa o glabrescente, pelos blanquecinos o cremas, proyecciones obtusas;

peciolo de 1-5 mm, viloso; lamina de 20-27 x 6-12 mm; raquis con una capa
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panosa resinosa de pelos anaranjado, bajo la cubierta de pelos lanosos crema,
punto de incision de los foliolos con un anillo panoso-resino anaranjado bajo la
cubierta lanosa; foliolos 3-6 x 2,5-5 mm, oblébngos, obovados, apice
emarginado, margen revoluto y entero, haz esparcidamente viloso o glabro,
envés densamente lanoso pelos blancos cremosos a grisdceos (Romoleroux,
1989).

Las inflorescencia son de 2,5 a 3,6 mm, racimo simple; pedunculo
viloso; 4 a 5 flores; bracteas 6 x 4.5 mm, glabrescentes o esparcidamente
vilosas, pedicelo de 0,5 mm. Flor de 6,5-7 mm; hipantio de 2,5-4,5 mm, con
espinas cortas, una capa panosa resinosa anaranjada, bajo una cubierta
lanosa blanquecina, 4 sépalos, de 15-20 estambres, filamentos 1- 2 mm;
anteras 1-1,5 x 0,8-1 mm; estilo 1-1,5 mm, hispido hacia la base. Aquenio de
3-5 x 2,5-3,5 mm, espinoso y esparcidamente lanoso; semilla de 2-4 mm, testa

café amarillenta (Romoleroux, 1989).

1.4.1.2 Distribucién Geografica de la especie

El género Polylepis comprende un grupo de especies lefiosas que
crecen a mayor altura en Sudameérica, incluye 28 especies de arboles y
arbustos que se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo de la Cordillera
de los Andes, desde el norte de Venezuela en el estado de Lara hasta
Tarapaca en Chile y Cordoba en la Argentina (Kessler, & Shmidt-Lebuhn, 2006;
Boza et al., 2005).

Polylepis microphylla se localiza al este de la Provincia del
Chimborazo, canton Alausi, parroquia Achupallas, Via Achupallas—Lagunas de
Osogoche Km 15, las coordenadas del bosque son 75° 56° 98 E, 97° 49
56,1N, a una altura de 3650 msnm hasta alrededor de los 4000 msnm,
(Romoleroux, 1989).
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1.4.1.3 Estado actual de la especie y factores antropogénicos

Polylepis representan uno de los ecosistemas mas amenazados del
mundo y en el Ecuador, Polylepis microphylla es la Unica especie de este
género con una distribucion tan restringida, las visitas a este bosque han
demostrado una notable disminucién poblacional debido al incremento de las
areas de pastoreo, de sembrios, quema de los bosques, extraccion lefia y la
introduccion de otras especies como Polylepis racemosa y de los géneros
Eucalyptus y Pinus , estos factores antropogénicos producen una alteracion y
desequilibrio del ecosistema. Como consecuencia de ello la biodiversidad se ha
visto gravemente afectada debido a la reduccion de las funciones del bosque
montafioso, limitando y alterando el ciclo de los recursos como el agua y

nutrientes (Renison et al., 2004, Renison et al., 2005).

Las areas deforestadas se siembran con especies no nativas que a
menudo son mas exitosas y presentas ventajas como: rapido crecimiento en un
mayor rango de sitios, facilidad en su manejo, semillas genéticamente
superiores; frente a las que se encontraban naturalmente (Richardson, 1998).
Sin embargo, estas especies introducidas a menudo no lograr proporcionar al
ecosistema las caracteristicas provistas por las plantas endémicas y pueden
afectar negativamente al ambiente y a la biodiversidad o pueden también

invadir otras areas que no han sido plantadas. (Renison et al., 2005).

Los bosques de Polylepis comUunmente son restringios a laderas
rocosas o quebradas, los estudios recientes son los que han demostrado que la
distribucion de este género es resultados de miles de afios de actividades
humanas en los Andes, como es la frecuente quema de pastizales que la
efectian para mejorar los pastizales y antiguamente como parte de las

practicas de caceria (Kessler, 2006).

Los arboles maduros de Polylepis cominmente sobreviven a la quema
de los pastos, pero las plantulas y arboles juveniles de Polylepis mueren por el
fuego. Por lo tanto la regeneracion de estos bosques es restringida y en el

transcurso del tiempo los bosques desaparecen (Kessler, 2006).
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La influencia del fuego es intensificada por el pastoreo, que en muchos
partes de los Andes es efectuada con densidades de ganado muy superiores a
la capacidad sostenible del ecosistema, ademés la extraccion de lefia para
consumo local o para la produccion de carbon asi como la destruccién directa
del bosque para incrementar areas de cultivo fueron y siguen siendo otros
factores antropogénicos que han llevado a la destruccion de los bosques de
Polylepis. Esto ha llevado a la degradacion de los ecosistemas, incluyendo
mayor erosién y menor captacién de agua durante la época de lluvias. Este
ultimo efecto es particularmente importante para las areas agricolas en los
valles o altitudes menores que dependen del agua proveniente de las

montafas altas (Kessler, 2006).

1414 Importancia de la especie

Los bosques de Polylepis microphylla cumplen un rol central en la
ecologia altoandina, como habitat de una gran variedad de mamiferos, aves e
insectos incluyendo a algunas de las especies de aves mas raras del mundo,
muchas de estas especies tienen una distribucion geografica muy restringida y
pueden ser endémicas de estos bosques (Renison & Cingolani, 2002; Boza et
al., 2005; Kessler 2006).

Ademas estos bosques regulan la escorrentia, controlan los procesos
erosivos, aumentan el aporte hidrico mediante la condensacion de neblina en
sus hojas, protegen las cuencas, la calidad de los suelos y del agua (Renison
& Cingolani, 2002; Boza et al., 2005; Kessler 2006). Las areas agricolas en los
valles o poblaciones a altitudes menores dependen del agua proveniente de las

montafas altas que albergan a los bosques Polylepis (Kessler, 2006).

1.4.2 Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de plantas o tejidos vegetales se define como el
cultivo sobre un medio nutritivo, en condiciones estériles de partes de una
planta, semillas, embriones, 6érganos, explantes, tejidos, células y protoplastos

(Pierik, 1990). Se les proporciona artificialmente condiciones fisicas y quimicas

22



apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido
(Roca & Mroginski, 1993).

Esta técnica se caracteriza porque ocurre a una micro escala sobre una
superficie pequefia; se optimizan las condiciones ambientales refiriéndose a los
factores fisicos, nutricionales y hormonales; ademas se elimina por completo la
presencias de microorganismos Yy organismos patdgenos o plagas;
generalmente no se reproduce el patron normal de desarrollo de una planta, ya
gue de un tejido aislado puede originarse un callo u otro érgano o embriones
somaticos (Pierik, 1990).

La micropropagacion es practicamente una multiplicacion masiva in
vitro permitiendo reproducir cientos de clones de una misma especie, o de
plantas con genotipos selectos, ademas esta técnica permite obtener otras
ventajas versus los métodos convencionales como son: reducir los tiempos de
multiplicacion; tener mayor control de sanidad, facilita el transporte de material
in vitro de un pais a otro y permite multiplicar grandes cantidades de plantas en

espacios reducidos (Roca & Mroginski, 1993).

Si bien la micropropagacion representa una inversion adicional en la
infraestructura y equipamiento del laboratorio, el beneficio que presenta a
mediano y largo plazo es mucho mayor que el obtenido mediante el cultivo
convencional, ademas las condiciones de laboratorio en la que se realiza la
micropropagacion permiten obtener nuevas plantulas todo el afio,
independientemente del factor climatico (temperatura, luz, humedad, etc.) y
gracias a esto se pueden abastecer los viveros durante todo el afio (Hatmann &
Kester 1997).

1.4.3 Tipos de cultivo in vitro

Las plantas son organismos fotoautotroficos capaces de utilizar la
energia luminosa para asimilar y convertir el CO2, el agua y los nutrientes
inorganicos en compuestos organicos necesarios para el crecimiento celular.

Las plantas son organismos multicelulares, son el resultado de las divisiones
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mitéticas sucesivas del cigoto, por lo tanto poseen la misma informacion
genética, pero al examinar a la planta a diferentes niveles de organizacion
podemos observar una gran diversidad de formas celulares que se
estructuran en tejidos y 6rganos para desarrollar funciones especificas en el
individuo completo (Aleméan, 2000b).

La especializacién origina un sistema complejo e interdependiente en
sus unidades constitutivas, asi las células radicales se especializan en la
absorcion y transporte de nutrientes, mientras que las células de las hojas,
transforman la energia luminica en energia quimica. Por esta raz6n es muy
probable que al separar un segmento de tejido o una célula de la planta, no
sea capaz de crecer y desarrollarse cuando se le coloca en un medio
simple quimicamente. Siendo necesario la adicion de todos los nutrientes,
vitaminas y reguladores de crecimiento al medio sintético para el desarrollo del
material vegetal separado de la planta, que pueden ser células, tejidos u
organos (Aleman, 2000b).

Los cultivos "in vitro" pueden iniciarse practicamente a partir de
cualquier parte de la planta. Sin embargo, la fuente inicial del material vegetal
puede ser determinante para el éxito en el establecimiento de los cultivos.
Para establecer los cultivos se utilizan pequefios segmentos de tejidos
empleandose generalmente medios semisolidos o liquidos. A partir de los
segmentos y con el uso de reguladores de crecimiento se puede inducir la
formacion de callos (masa de células indiferenciadas) o de 6rganos (raices,

brotes o embriones) (Aleman, 2000b).

Existen varios tipos de cultivo in vitro y estrategias de propagacion
clonal debido a la diversidad de material vegetal que encontramos en la
constituciéon de la planta. Dentro del cultivo de tejido desorganizado esta el
cultivo de callos y células en suspension; y en el cultivo de estructuras
organizadas esta el cultivo de 6rganos y para propésitos de micropropagacion
los méas importantes son: cultivo de meristemas, cultivo de apices caulinares,

cultivo de segmentos nodales y cultivo de embriones (Guerra & Nodari, 2004).
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1.43.1 Cultivo de tejido desorganizado
14311 Cultivo de callos

Se denomina al cultivo en el cual una porcién de tejido se desdiferencia
in vitro, originando un callo (Pierik, 1990). El callo se define como una masa de
células desdiferenciadas las cuales presentan un crecimiento continuo y
acelerado, sin una organizacién aparente que da el aspecto de una masa
amorfa de tejido (Aleman, 2000b).

La proliferacién de callos se puede obtener de una gran variedad de
tejidos vegetales, frecuentemente se usan apices caulinares 0 meristemos,
hojas, raices, anteras, entrenudos y cotiledones. En general los callos
derivados de plantulas o embriones tienen un mayor potencial morfolégico
(Aleman, 2000b).

El cultivo de callos se puede emplear para la regeneracion de plantas
a través de la organogénesis o la embriogénesis, lo cual permite su utilizacion
para propagacion masiva y la mejora de plantas, también para la obtencién de
metabolitos secundarios, investigaciones en fisiologia vegetal, fitotoxicologia

y estudios de estructura celular (Aleman, 2000Db).

1.4.31.2 Cultivo de células aisladas

Se denomina asi al crecimiento de células individuales, obtenidas de
un tejido, callo o cultivo en suspension con la ayuda de enzimas o
mecanicamente (Pierik, 1990). Las suspensiones celulares tienen ventajas
sobre los cultivos de callos, ya que las células al estar disgregadas tienen mas
acceso nutritivo al medio de cultivo y se evitan algunos de los gradientes y

variaciones fisiolégicas de los cultivos de callos (Hatmann & Kester 1997).

1.4.3.2 Cultivo de estructuras organizadas

Se pueden distinguir varios tipos, entre ellos: el cultivo de meristemas,

cultivo de apices del vastago, cultivo de raices, cultivo de anteras, etc. Por lo

25



general se denomina explante a una porcion de tejido u 6rgano aislada de una
planta (Pierik, 1990) y para propositos de micropropagacion los mas
importantes son: cultivo de meristemas, cultivo de apices caulinares, cultivo de

segmentos nodales y cultivo de embriones (Guerra & Nodari, 2004).

1.4.3.2.1 Cultivo de meristemos

El meristemo, es una estructura dinamica en la que continuamente se

esta produciendo crecimiento y division celular (Afanador, 2005).

Los meristemos pueden clasificarse por su origen, posicién y la
estructura que originan. Los meristemos apicales (primarios) del tallo y de la
raiz conducen al desarrollo del cuerpo primario (raiz, tallos y hojas) de la
planta y se forman durante la embriogénesis. Los meristemos secundarios
como los axilares son similares a los primarios en estructura y desarrollo,

aunque dan origen a raices o tallos secundarios (Randall & Hake,1997).

El uso de meristemos ha permitido la micropropagacion de diferentes
especies vegetales; constituyen el explante ideal para liberar de patégenos in
vitro a plantas infectadas por virus, hongos o bacterias y ademas son
ampliamente utilizados como explantes para la criopreservacion y conservacion

de germoplasma (Aleman, 2000a).

El cultivo aséptico de apices y meristemos permite la formacion de una
plantula y posteriormente la induccion de brotes axilares, este procedimiento
constituye la base de la mayoria de los métodos de propagacion in vitro via
organogénesis. El término "cultivo de meristemos” ha sido utilizado para
designar a fragmentos de tejidos en un rango de 0,1 mm hasta 1 cm 0 mas. Sin
embargo, para el cultivo aséptico y el saneamiento este término implica el
aislamiento del domo meristeméatico mas el primer primordio foliar en un rango
de 0,1-0,5 mm. A partir de este tamafio se considera cultivo de apice (Aleman,
2000a).

26



1.4.3.2.2 Cultivo de &pices caulinares

Este tipo de cultivo se inicia a partir de apices caulinares o yemas
laterales. Este tipo de multiplicacién se ha venido usando para obtener,
mantener y multiplicar los materiales genéticos; en algunos casos se genera
una planta o se estimula la formacién de multiples brotes, en general se espera
lograr la formacién de ramas axilares que pueden separarse y enraizarse;
tedricamente los brotes axilares o laterales pueden a su vez producir ramas
axilares adicionales a perpetuidad, a medida que se subcultiva cada brote
recién formado. Este método se ha aplicado a una gran variedad de especies
herbaceas y lefiosas permitiendo obtener una rapida multiplicacién clonal de
plantas seleccionadas (Roca & Mroginski, 1991).

1.4.3.2.3 Cultivo de segmentos nodales

En los nudos o segmentos caulinares hay puntos de crecimiento
laterales que se pueden estimular para desarrollar nuevos vastagos, es decir al
realizar este tipo de cultivo se aisla una yema junto con una porcion de tallo,
una de las alternativas cuando se hace este tipo de cultivo es obtener un
vastago a partir de la yema o permitir que la yema se desarrolle,
posteriormente se afiaden citokininas para frenar la dominancia apical e inducir
formacion de véastagos o yemas axilares, cuando se produce un ndamero
suficiente de vastagos, pueden ser enraizados, y las plantulas obtenidas
trasladadas al suelo (Hatmann & Kester 1997; Pierik, 1990).

Este método es el mas utilizado en la propagacion comercial, debido a
la estabilidad genética de las plantas obtenidas y a la facilidad con que se ha
establecido en la mayoria de las especies. Su principal desventaja radica en la
laboriosidad del proceso, lo cual implica altos costos por mano de obra, bajos
coeficientes de multiplicacion en comparacidbn con otros sistemas de
regeneracion y escasa posibilidad de automatizacion del proceso productivo.
(Aleman, 2000a).
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14324 Formacién de yemas adventicias

La induccion de la produccion de tallos o ramas adventicias
directamente de raices, hojas, escamas de bulbos y de otros 6rganos de
plantas es un método comun de propagacién. Los brotes adventicios pueden
desarrollarse ya sea directamente en el mismo explante o indirectamente en

masa no organizada de tejidos de callos (Hartmann & Kester 1997).

La proliferacion de yemas adventicias se logra empleando altas
concentraciones de citokininas en el medio de cultivo. Con esta técnica es
posible producir un elevado nimero de plantas en corto tiempo, pero tiene el
inconveniente de que es una fuente de variabilidad genética, ya que al
formarse de una célula o de pequefios grupos de células puede existir el caso
de ser mutadas y extenderse dicha mutacion. Sin embargo al igual que el
meétodo de yemas axilares tiene la limitante de que el proceso productivo es
realizado en dos etapas: produccion de brotes y crecimiento-enraizamiento.
Este método ha tenido su mayor aplicacion en la propagacién de plantas
ornamentales donde la ocurrencia de plantas fuera de tipo no es un problema
(Aleman, 2000a).

1.4.3.25 Cultivo de embriones

Consiste en cultivar embriones aislados después de retirar los tejidos
externos de las semillas (Pierik, 1990). Los embriones se pueden separar en
varias etapas de su desarrollo y ser puestos a germinar asépticamente en un
medio estéril. Esta técnica puede emplearse para el rescate de embriones que
habrian abortado en su secuencia normal en la planta (Hartmann & Kester
1997).

El cultivo de embriones en estado inmaduro requiere condiciones
adecuadas que estimulen una embriogénesis en vez de germinacion precoz,
pero cuando el embrion estad en una etapa mas avanzada del desarrollo, puede
ser adecuado un medio simple que contenga solo sucrosa y minerales. El

cultivo de embriones también es (til para inducir germinacion de semillas
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maduras en letargo y poder acortar los ciclos de crianza (Hartmann & Kester
1997).

1.4.3.3 Rutas morfogénicas
1.433.1 Organogénesis directa

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por
su desarrollo unipolar, es en si la formacion de un primordio unipolar a partir
de una yema con el subsecuente desarrollo de éste en un brote vegetativo,
existiendo siempre una conexién entre los nuevos brotes y el tejido paterno.
Estos brotes vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en otra etapa,
via formacion de primordios de raices y el subsecuente enraizamiento final.
(Aleman, 2000a; Hartmann & Kester 1997).

Los estudios realizados por Skoog en 1957 demostraron la
importancia de las proporciones de auxinas-citoquininas en la
determinacion de la respuesta morfogénica "in vitro". Una proporcion alta de
auxinas favorece el desarrollo de raices, mientras una proporcion baja
favorece laformacién de brotes. Algunas sustancias ademas como la caseina
hidrolizada modificaban la actividad reguladora de las proporciones auxinas-
citoquininas. Esto sugiri6 que el balance de ciertos factores afectaria el
proceso de diferenciacion y se consideraba la base para el desarrollo de un
medio definido de organogénesis "in vitro". Una funcion primaria de la mitosis
en la organogénesis es la formacion de un numero critico de células en
division activa; las cuales son capaces de responder a las sefiales de

desarrollo (Aleméan, 2000a).

Los meristemoides o regiones localizadas de células en division
activa, se componen de células isodiamétricas, pequefias, con un citoplasma
denso, y nucleo prominentes que usualmente contienen varios organulos y
grandes cantidades de almidén, del cual requiere en cantidades considerables
durante su diferenciacién. La mayoria de los meristemoides se asemejan a
meristemos verdaderos y poseen conexiones vasculares con el callo o el

tejido originario; los cuales bajo condiciones apropiadas pueden formar yemas
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o raices. La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacién
vegetativa y dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de

yemas axilares y la formacién de yemas adventicias (Aleméan, 2000a).

En este tipo de propagacion la formacién de brotes adventicios o de
raiz ocurre en el explante de un 6rgano o en alguna parte escindida de la
planta. La formacién de los brotes se da directamente sin la formacion de callo
(Roca & Mroginski, 1991).

1.4.3.3.2 Organogénesis Indirecta

En este caso la formacion del brote adventicio o de la raiz ocurre en el
callo, sabiendo que el callo se deriva inicialmente de un 6rgano, tejido o una

parte escindida de la planta (Roca & Mroginski, 1991).

1.4.3.3.3 Embriogénesis somatica

En la embriogénesis somética los embriones pueden formarse
directamente en el explante primario o indirectamente de las células cultivadas

en suspensiones 0 en un medio soélido (Roca & Mroginski, 1991).

La embriogénesis somatica es la formacion de un embrion a partir de
una célula, sin la necesidad de la fusion de gametos. Los embriones somaticos
son estructuras bipolares con un eje radical-apical y no poseen conexion
vascular con el tejido materno. Estas estructuras bipolares son capaces de
crecer y formar plantas normales. Sus desventajas radican en el
desconocimiento que existe sobre los parametros que regulan este proceso,
siendo adn limitado el numero de especies en los cuales se reporta una
embriogénesis somatica eficiente que permita un uso aplicado del método
(Aleman, 2000a).
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1.4.4 Medios de cultivo y composicion

Los medios de cultivo son combinaciones de minerales (macro y
micro), agua, hidratos de carbono, vitaminas, reguladores de crecimiento y
ocasionalmente otras sustancias varias (figura 1.1). Pueden ser solidos,
semisolidos o liquidos segun el protocolo del sistema de cultivo. Estos medios
de cultivo proporcionan las sustancias esenciales para el crecimiento y
desarrollo de los tejidos vegetales (Guerra & Nodari, 2004; Sabit, 2006).

Necesidades nutricionales y hormonales de los cultivos de érganos y tejidos vegetales

Agua

. . Macro Micro

Sustancias organicas

elementos
Azicares N Fe Co
Aminoéacidos P Zn Ni
Auxinas K B Al
Citoquininas Ca Mn Mo
Reguladores  Giberelinas Mg Cu |
Acido abcisico S
Etileno

Mezclas de sustancias poco definidas:
Extracto de levadura
Leche de coco
Extractos vegetales
Hidrolizados de caseina
Peptona y triptona

Figura 1.1 Conjunto de sustancias que se afladen a los medios de cultivo para
inducir el crecimiento y desarrollo; como el agua, compuestos organicos,
inorganicos (a la derecha), y sustancias de composicion poco definidas (Pierik,
1990).

Los requerimientos nutritivos para un crecimiento éptimo in vitro varia
con la especie y pueden ser especificos de acuerdo a la parte de la planta o
tipo de tejido que se cultiva y a la respuesta que se desea obtener (Sabit,
2006). Esto se debe a que el crecimiento y desarrollo in vitro de un planta esta
determinado por diversos factores como: la constitucién genética de la planta,

los nutrientes presentes en el medio de cultivo, los factores fisicos (luz
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temperatura, pH, etc.) y las sustancias organicas como reguladores, vitaminas,
etc. (Pierik, 1990).

La composicién de los medios de cultivo incluye multiples componentes
nutricionales esenciales y opcionales, en la actualidad existen innumerables
formulaciones cada una de las cuales contiene entre 15 a 35 compuestos
guimicos que suministran carbono, nutrientes minerales, vitaminas, agente
gelificante, sustancias reguladoras del crecimiento y otros compuestos (Guerra
& Nodari, 2004; Roca & Mroginski, 1993).

Los principales componentes de los medios de cultivo son los

siguientes:

1441 Agua

Es el componente con mayor cantidad en el medio de -cultivo,
constituye el 95% del medio, se recomienda usar agua destilada, bidestilidad y
desionizada. La utilizacion de agua de grifo o agua corriente puede poner en
peligro el desarrollo del cultivo, debido a que ademas de contener
contaminantes organicos y microorganismos posee una alta concentracion de
iones de calcio y puede afectar precipitando ciertos componentes del medio de
cultivo. ElI mejor lugar para almacenar el agua son recipientes de polietileno, ya
gue el vidrio contiene trazas de plomo, sodio y arsénico que pueden pasar al
agua. Si se utiliza vidrio debe ser tipo Pyrex y ademas los recipientes usados
deben ser limpiados de forma especialmente escrupulosa (Guerra & Nodari,
2004; Pierik, 1990).

1442 Nutrientes minerales

Los nutrientes utilizados en los medios de cultivo son los mismos
establecidos para la nutricion mineral de las plantas en el campo. Entre estos
tenemos el nitrégeno, fésforo, potasio, azufre, calcio, magnesio, hierro, boro,
molibdeno, cobre, zinc, manganeso y cobalto (Guerra & Nodari, 2004; Pierik,
1990).
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Nitrogeno: Este se pueden afiadir a los medios de cultivo en forma
orgénica o en forma mineral. Puede estar disponible como amonio (cationes) o
nitratos (aniones), o en forma de compuestos organicos, dependiendo del tipo
de cultivo. El nitrégeno forma parte de los aminoacidos, nucleétidos y
coenzimas, ademas de ser muy importante en la sintesis de proteinas. La
glutamina (precursor de varios aminoacidos) es la més utilizada como fuente de

nitrégeno organico (Guerra & Nodari, 2004).

Otras fuentes de nitr6geno son el acido citrico, succinico o méalico, la
urea y la caseina hidrolizada. Las necesidades totales de N, varian entre 12-
60nmol/L, de los cuales al NH** le corresponden 6-20 y al NO* 6-40 mmol/L. la
mayor parte de las plantas prefieren el NO* al NH** aunque en algunos casos
puede ocurrir lo contrario. Los medios enriquecidos con nitrdgeno son
esenciales para la embriogénesis somatica y la diferenciacion de las partes
aereas de la planta (Guerra & Nodari, 2004; Pierik, 1990).

Fosforo: Este elemento se afiade al medio en forma de fosfato de
potasio monobasico, es la forma en que es absorbida. Funciona en el
metabolismo energético, en la regulacién de los procesos enzimaticos y la
activacion de enzimas. Necesario para la sintesis de ATP, en la organogénesis
esta involucrado en la diferenciacion de las partes aéreas de la planta, pude

revertir el efecto de las auxinas (Guerra & Nodari, 2004).

Potasio: Se utiliza en forma de nitrato, fosfato o cloruro. Es activador de
varias enzimas del metabolismo de los hidratos de carbono y proteinas. Una de
las mas importantes es el piruvato kinasa, enzima implicada en los procesos de
respiracion y glicolisis. Es necesario en la embriogénesis somética. La
deficiencia de potasio puede disminuir la tasa de absorcion de fosfatos (Guerra
& Nodari, 2004).

Azufre: Se utiliza como sulfato o en forma de aminoacidos (cisteina,
metionina y cisteina). Participa en el metabolismo energético de formacién de

la fosfosulfato de adenosina, ademas es un elemento que forma parte
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constitutiva de la tiamina, biotina y la coenzima A. Su absorcion se relaciona
con la asimilacién del nitrégeno independientemente del pH (Guerra & Nodari,
2004).

Calcio: Se utiliza en forma de nitrato y cloruro. Esté involucrado en la
division celular. Mantiene la integridad de la membrana celular y es importante
para la germinacion de los granos de polen. Las altas concentraciones de
calcio (6 a 9 mM) son necesarios para el control de la necrosis del apice
caulinar (Guerra & Nodari, 2004).

Magnesio: Se lo utiliza en forma de sulfato de magnesio. Es un
componente de la clorofila, es también un cofactor importante para muchas
reacciones enzimaticas que actuan sobre sustratos fosforilados (Guerra &
Nodari, 2004).

Hierro: Se lo considera en un rango intermedio entre los macro y
micronutrientes. Se afiade al medio en forma de quelato Fe-EDTA. Participa
en las reacciones de oxido-reduccion en los organismos vivos. Es un elemento
esencial para la sintesis de clorofila y es parte integral del grupo hemo de las

proteinas porfirinas (Guerra & Nodari, 2004).

Boro: Se utiliza generalmente como acido borico. Esta involucrado en
el metabolismo de los hidratos de carbono y acidos nucleicos. Es importante en
germinacion de los granos de polen y en el crecimiento del tubo polinico
(Guerra & Nodari, 2004).

Molibdeno: Este elemento se afiade como molibdato de sodio (Na:

Mo0,). Actia como cofactor de la nitrato reductasa (Guerra & Nodari, 2004).

Cobre: Se utiliza como sulfato de cobre. Se trata de un cation en el que
la dosis por encima de lo normal en los medios cultivos es fitotoxico. Es un
constituyente importante de enzimas involucradas en el transporte de

electrones (Guerra & Nodari, 2004).
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Otros micronutrientes como el Zinc (sulfato de zinc), el cual es
importante en las reacciones de oxido-reduccion y actia como cofactor de la
enzima anhidrasa carbonica; otro elemento es el manganeso, el cual se lo
emplea como sulfato de manganeso y por ultimo el cobalto que se lo utiliza
como cloruro de cobalto (Guerra & Nodari, 2004).

1.4.4.3 Fuentes de carbono

Muy pocos cultivo in vitro son autétrofos, y por lo tanto es esencial
agregar al medio una fuente de carbono para el crecimiento y desarrollo.
Generalmente se usan concentraciones del 2% al 5% de sacarosa (un
disacarido), ya que este se sintetiza y se transporta de forma natural por las
plantas, se puede reemplazar por glucosa y fructuosa, la maltosa y la galactosa
son menos efectivas. Las concentraciones de azucar dependen mucho del tipo
y edad del material vegetal, por ejemplo los embriones jovenes y anteras
requieren concentraciones altas del 6% al 12%, mientras que en protoplastos
se usan concentraciones del 1,5%. Generalmente el crecimiento y desarrollo
aumento con la concentracién de azucar, hasta que alcanza un punto optimo,
disminuyendo después para muy altas concentraciones (Pierik, 1990; Roca &
Mroginski, 1991).

1444 Vitaminas

Las vitaminas favorecen el crecimiento de los tejidos en cultivos in vitro
y la falta de alguna de ellas puede ser un factor limitante de los fendmenos de
organogénesis (Aleman, 2000b). La tiamina se puede usar en concentraciones
de 0,1 a 5 mgl/L, tiene un efecto claro en los medios de cultivo y es probable
gue en forma general sblo sea esencial incorporar tiamina al medio (Roca &
Mroginski, 1991). También se ha visto efectos favorables al emplear, acido
nicotinico (0,1-5 mg/L), piridoxina (0,1-1mg/L) y riboflavina (0,1-10 mg/L) sobre

el crecimiento de los cultivos (Pierik, 1990).

El compuesto que mas frecuentemente se afiade a los medios de

cultivo es el mioinositol que se emplea en concentraciones entre 50 — 500
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mg/L y su efecto se evidencia sobre la proliferacion de tejidos y sobre la
activacion de la organogénesis (Aleman, 2000b). El acido ascérbico (1 — 100
mg/L) y el &cido citrico (50 —100 mg/L) se utilizan en ocasiones no como
vitaminas sino como antioxidantes para evitar el oscurecimiento de
determinados tejidos (Aleman, 2000b; Pierik, 1990).

1.4.45 Agente gelificante

Los medios de cultivo pueden ser sélidos, semisélidos y liquidos segun
la concentracion del agente gelificante, entre las sustancias mas utilizadas se
encuentra el agar, es un polisacérido obtenido de la purificacion de las algas,
este solidifica el medio y forma un complejo coloidal con débil poder de
retencion ionica. El agar presenta algunos inconvenientes; el principal consiste
en ofrecer una aireacion insuficiente que puede afectar el crecimiento de
algunos tejidos (Pierik, 1990; Roca & Mroginski, 1991).

La concentracion Optima de agar es variable con el origen comercial
del agar utilizado y el objetivo del cultivo. Las concentraciones mas utilizadas
varian entre 6 — 10 g/L. La pureza del agar también es otro factor muy
importante, ya que es frecuente la presencia de impurezas de naturaleza
variable, la marca comercial y las concentraciones de agar utilizado pueden
alterar las respuestas in vitro de los cultivos (Pierik, 1990; Roca & Mroginski,
1991).

1.4.4.6 Reguladores de crecimiento

Las fitohormonas son compuestos organicos sintetizados por las
plantas superiores, que influyen en el crecimiento y el desarrollo, actian
generalmente en lugares diferentes a donde son producidas y se encuentran
presentes y activas en muy pequefias cantidades. Actualmente se agrupan en
cinco categorias: auxinas, giberelinas, citokininas, acido abscisico y etileno.
Ademas de estas sustancias naturales, existen numerosos productos de
sintesis que pueden utilizarse como reguladores del crecimiento en el cultivo in

vitro. A los productos sintéticos junto con las fitohormonas se les denomina
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reguladores y son los responsables de la distribucion de los compuestos que la
planta biosintetiza y determina el crecimiento relativo de todos los érganos de
la planta. (Aleman, 2000b; Pierik, 1990).

Otras sustancias que eventualmente pueden clasificarse como
fitohormonas son: las poliaminas, los jasmonatos, el &cido salicilico, los

brasinosteroides, y la sistemina (Garcia, 2004).

Los reguladores como las citokininas y las auxinas juegan un papel
muy importante y generalmente el cultivo in vitro es imposible sin reguladores,
aunque el anadir estos compuestos al medio de cultivo, depende del tipo
explante y especie vegetal. Por ejemplo hay cultivo que no necesitan adicion
exogena de auxinas o citokininas para conseguir la extension o division celular,
segun esto se puede hablar de cuatro tipos de cultivo: Cultivo que no
necesitan ni auxinas ni citokininas; cultivos que necesitan solo auxinas;
cultivos que necesitan solo citokininas y cultivo que necesitan de ambas (Pierik,
1990).

Generalmente se preparan soluciones madre de los reguladores, pero
pueden presentarse algunos problemas, por ejemplo al disolver IAA, IBA, y
NAA se recomienda usar NaOH 1 N, ya que no se pueden disolver
directamente en agua, las citokininas también se recomienda disolver en
NaOH 1 Ny las giberelinas con etanol o un sonificador. Se debe tomar muy en
cuenta que algunos reguladores son inestables a la luz, como el IAA y la
kinetina, por lo que deben almacenarse en oscuridad para evitar que se
descompongan y pierdan su actividad. También un almacenaje prolongado
trae problemas adicionales, como por ejemplo, el IAA en solucion acuosa se
vuelve poco a poco inactivo o se descompone por la accién de algunas
enzimas (Pierik, 1990).

14461 Auxinas

Son compuestos que tienen un nucleo inddlico, éste se sintetiza a

partir del aminoacido Triptéfano que se sintetiza por la via Shikimica, la
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principal auxina es el acido 3-indolacético (AlIA) (Aleméan, 2000b), esta se la
utiliza en concentraciones de 0,001-10 mg/L, con un punto éptimo alrededor de
0,1 a Img/L (Roca & Mroginski, 1991) y forma parte del grupo de auxinas
vegetales como son: el indol-3-acetonitrili, etilindol-3-acetato, indol-3-
carboxialdehido, indol-3-acetaldeido, indol-3-acetamida, &cido indol-3-
carboxilico, &cido indol-3-propidnico, acido 5-hidroxiindol-3-acético y el acido
indol-3-acetilaspértico, pero también se pueden emplear auxinas sintéticas y
relativamente mas activas como el acido 3- indol butirico (AIB), el 2,4 D (4cido
2,4 diclorofenoxiacético), el &cido naftalenacético (ANA), el &cido 3
naftoxiacético (NOA), que son auxinas fuertes. Otros compuestos sintéticos
pueden comportarse como auxinas muy débiles como el acido fenilacético
(Pierik, 1990; Roca & Mroginski, 1991).

Las propiedades de las distintas auxinas son diferentes, generalmente
producen elongacion celular, expansiéon de los tejidos, division celular
(formacion de callo), y formacion de raices adventicias, inhibicion de vastagos
axilares y adventicios y frecuentemente embriogénesis en los cultivos en
suspension. Con una baja concentracion de auxinas predomina la formacion
de raices adventicias, mientras que con altas concentraciones de auxina no se

producen raices, y tiene lugar la formacion de callos (Pierik, 1990).

En la practica no es posible establecer una concentracion particular de
la auxina que se deba utilizar en un solo caso, esto dependera mucho de la
especie, tipo de tejido y otros factores. El 2,4-D se utiliza en concentraciones
gue varia de 0.1 a 10 mg/L, con un punto optimo de alrededor de 1 a 5 mg/L; el
ANA generalmente se usa en concentraciones que van de de 1 a 10 mg/L con
un punto 6ptimo de alrededor de 2 mg/L (Roca & Mroginski, 1991). El AlA esla
auxina natural mas difundida en las plantas, es ampliamente utilizada en los
medios de cultivo pero es sensible a la degradacion enzimatica (AlA-oxidasa) y
a la fotoxidacion. EI ANA es una auxina fuerte que se utiliza para inducir la

rizogénesis, a veces en asociacion con el AlIB (Aleman, 2000b).

El 2,4-D es una auxina muy fuerte, toéxica a concentraciones elevadas,

gue es un fuerte activador de la actividad meristemética; su empleo es amplio,
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muchas veces ligado a citokininas, en trabajos de cultivos celulares, cultivos de
tejidos, embriogénesis somatica (Aleman, 2000b). La utilizacion de esta auxina
debe limitarse al maximo ya que puede inducir mutaciones y también inhibir la

fotosintesis (Roca & Mroginski, 1991).

Variando la relacion de las concentraciones de auxinas y citokininas se
ha podido modificar el desarrollo de las células indiferenciadas de los cultivos
de tejidos. Una concentracion mas o menos igual de las dos hormona, hace
que las células sigan indiferenciadas, formando masas de tejido llamadas
callos. Cuando la concentracion de auxina es superior, el tejido indiferenciado
forma raices. Con una concentracion superior de citokinina, se forman yemas.
Con un cuidadoso equilibrio de las dos hormonas se puede producir raices y
yemas (Garcia, 2004).

El i6n calcio puede modificar la accion de la combinacion
auxina/citokinina. En estos estudios, el AIA mas la adicion de una baja
concentracion de kinetina conducian a un alargamiento celular, pero al afiadir
Ca®* al cultivo se inhibia el alargamiento para favorecerse el proceso de
division celular. Altas concentraciones de calcio prevenian la expansion de la
pared celular, por lo que las células no crecian y cambiaban su ciclo al de
division celular. En conclusion no solo las hormonas modifican los efectos de
otras hormonas, sino que estos efectos combinados son a su vez modificados

por factores no hormonales, tales como el calcio (Garcia, 2004).
1.4.4.6.2 Citokininas

Las citokininas son derivados purinicos, en especial derivados de la
adenina, se utilizan frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo,
las mas comunes son la Kinetina, BA, 2iP y el BAP (Aleman, 2000b).
Generalmente estimulan la divisién celular, sobre todo si van en compafia de
una auxina. En concentraciones elevadas (1-10mg/L) pueden inducir la
formacion de vastagos adventicios e inhibir la formacién de raices (Pierik,
1990). Se han reportado en pequefias cantidades en el agua de coco, jugo de

tomate, extractos de flores, tubérculos, ndédulos radicales, en frutos, semillas
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inmaduras de maiz (zeatina) o microorganismos, etc. (Aleman, 2000b). Las
citokininas promueven la formacion de vastagos axilares, porque disminuyen la

dominancia apical, también retardan el envejecimiento (Pierik, 1990).

Entre las citokininas naturales tenemos la zeatina, la isopentenil-
adenina (IPA), la dimetil amino-purina, la dihidroxizeatina, la metilzeatina, etc.
Son citokininas sintéticas la kinetina (KIN: 6-furfunil aminopurina) el BAP o BA
(N-6- bencil aminopurina o N6-benciladenina). Recientemente se ha descrito
gue la N-6- bencil aminopurina (BAP) o N6-benciladenina (BA) ha sido aislada

de plantas y constituye también una citokinina natural (Aleméan, 2000b).

Actualmente se han aislado citokininas de muchas especies diferentes
de plantas, donde se encuentran, fundamentalmente, en 6rganos cuyos tejidos
se estan dividiendo de forma activa, es decir, en semillas, frutos, y raices
(Garcia, 2004).

Los efectos fisiologicos producidos por las citokininas pueden variar
dependiendo del tipo de citokinina y de la especie vegetal, entre estos
tenemos: estimular la division celular, la morfogénesis en cultivo de tejidos; el
desarrollo de las yemas laterales; contrarresta la dominancia apical; estimula la
expansion foliar debido al alargamiento celular; pueden incrementar la apertura
estomatica en algunas especies; retrasan la senescencia foliar al estimular la
movilizacion de nutrientes y la sintesis de clorofila; promueven la conversion de
etioplastos en cloroplastos via estimulacion de la sintesis de clorofila;
intervienen en la estimulacion de la pérdida de agua por transpiracion y
permiten eliminar la dormicién que presentan las yemas y semillas de algunas

especies (Garcia, 2004).
1.4.4.6.3 Giberelinas
Las giberelinas son dipertenos, derivados de la via isoprenoide, con

una estructura basica denominada esqueleto gibanico o giberelano; la

giberelina mas difundida es el AG3 o acido giberélico, en la actualidad se
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conocen mas de 90 giberelinas diferentes, aunque en una misma planta

pueden encontrarse solo algunas de ellas (Aleman, 2000b).

Las giberelinas aisladas de tejidos vegetales varian algo en estructura
y también en actividad (Garcia, 2004). La giberelina mas conocida, el acido
giberélico es producida por el hongo Gibberella fujikuroicuya (Roca &
Mroginski, 1991).

Las giberelinas incrementan tanto la division como la elongacion
celular, debido a que tras la aplicacién de giberelinas se incrementa el numero
de células y la longitud de las mismas. En las auxinas el mecanismo para el
alargamiento celular esta mediado en parte por una acidificacibn que permite
un debilitamiento de la pared celular. Sin embargo, éste no parece ser el
mecanismo de accion de las giberelinas. Las giberelinas pueden inducir el
crecimiento a través de una alteracion de la distribucion de calcio en los tejidos,
por ejemplo se ha demostrado que los iones calcio inhiben el crecimiento de los
hipocotilos de lechuga, y esta inhibicion puede ser revertida por la aplicacion de
giberelina (GA3) (Garcia, 2004).

La respuesta mas observada en las plantas superiores es un
incremento notable en el crecimiento del vastago; a menudo los tallos se
vuelven largos y delgados, con pocas ramas, y las hojas empalidecen. Las
giberelinas estimulan a la vez la division celular y afectan tanto a las hojas

como a los tallos (Garcia, 2004).

Sus efectos varian segun su concentracion y el material vegetal. Se
han reportado efectos sinérgicos entre las giberelinas, con las auxinas y
citoquininas en trabajos " in vitro” (Aleman, 2000b). EI GA3, es la mas usada,
pero debe tenerse en cuenta que es muy sensible al calor, se pierde el 90% de
su actividad biologica después del autoclavado, por lo que deberia esterilizarle
con filtros (Pierik, 1990; Roca & Mroginski, 1991).

Las giberelinas provocan el alargamiento celular; eliminan el enanismo

de las plantas; estimulan la germinacion de la semilla de cereales mediante la
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induccién de la produccion de la a — amilasa; inducen la floracion de plantas
de dias largos; eliminan la dormancia de las yemas, inducen la elongacion de
los entrenudos, el crecimiento de los meristemas o yemas in vitro. (Aleman,
2000b; Pierik, 1990). Generalmente se usa el AG3 en concentraciones que van
de 0.01 a 1mg/L, con un punto éptimo de alrededor de 0.1 mg/L (Roca &
Mroginski, 1991).

1.4.4.6.4  Etileno y Acido abscisico

El etileno es un hormona gaseosa, esta se produce tanto en el cultivo
de 6rganos como en el de callos, también puede darse una acumulacion de
este gas dentro de los recipientes y en especial los de plasticos, esto produce
por ejemplo en 4pices de vastagos de clavel una inhibicion del crecimiento;
pero no existe uniformidad de criterios con respecto al papel desempefado por
el etileno en la organogénesis in vitro, algunas referencias nos indican que el
etileno no ejerce ninguna influencia en la organogénesis en cambio otras

indican un efecto positivo (Pierik, 1990).

En cultivos de callos de tabaco a la luz se demostroé que la produccion
de etileno es mayor cuando se forman vastagos adventicios. El etileno también
puede influir en la embriogénesis y formacion de 6rganos en gimnospermas,
por ejemplo en cotiledones excisos de Pinus radiata, durante la primera
semana de cultivo mostraron un incremento de la concentracién de etileno y
CO, en los matraces, induciendo la formacién de vastagos adventicios, a
diferencia cuando estos gases fueron retirados del matraz el crecimiento se
inhibié (Pierik, 1990).

El acido abscisico (ABA) es un compuesto que existe naturalmente en
las plantas. Es un sesquiterpenoide (15 carbonos) que es parcialmente
producido a partir del acido mevaldnico en cloroplastos y otros plastos. Otros
proponen una ruta biosintética a partir de la degradacion de los carotenoides
(40 carbonos). El acido abscisico se obtiene principalmente de las bases

ovaricas de los frutos. Las proporciones mas elevadas de ABA se dan durante
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la época de la caida de los frutos (Garcia, 2004). En la mayoria de los casos el
ABA produce un efecto negativo en el cultivo in vitro (Pierik, 1990).

Los efectos fisiol6gicos producidos por el acido abscisico son: estimular
el cierre estomatico (el estrés hidrico dispara la sintesis de ABA); inhibe el
crecimiento del tallo pero no el de las raices; en algunos casos puede incluso
inducirlo; en las semillas induce la sintesis de proteinas de almacenamiento;
inhibe el efecto de las giberelinas de inducir la produccion de [I-amilasa;
induce y mantiene la latencia; induce la senescencia en hojas; e induce la
transcripcion génica de inhibidores de proteasas en respuesta a heridas lo que

explicaria su aparente papel en la defensa contra patégenos (Garcia, 2004).

1.4.4.6.5 Oligosacarinas y brasinoesteroides

En los ultimos afos se han utilizado los brasinoesteroides (BRs) y las
oligosacarinas, otros grupos de reguladores, que al incluirse en los medios de
cultivo producen efectos positivos sobre el desarrollo de callos, la

morfogénesis, la organogénesis, etc. (Aleman, 2000a).

Las oligosacarinas son fragmentos de los polisacaridos de la pared
celular, y se descubri6 que actian como mensajeros quimicos, con
propiedades reguladoras especificas. Las oligosacarinas se desprenden de la
pared celular por accién enzimatica y actian en el mecanismo de defensa de
las plantas pero también pueden regular la tasa de crecimiento y diferenciacion,

para producir flores, raices y yemas vegetativas (Pierik, 1990).

Los brasinoesteroides son derivados esteroidales que tienen un nucleo
basico (brasindlido) que se presentan en las plantas y actian a
concentraciones muy bajas; fueron aislados del polen de Brassica napus. El
brasindlido, el 24- epibrasinélido y el homobrasinélido son los brasinoesteroides
naturales mas empleados. Debido a que se encuentran en muy bajas
concentraciones en las plantas, se trabaja en la sintesis de andlogos de

brasinoesteroides, que aun no teniendo la estructura del brasindlido con sus
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cuatro zonas o sitios activos puedan tener un efecto positivo sobre la fisiologia

de la planta. (Aleméan, 2000a).

1.4.4.7 Otros compuestos

Las poliaminas juntos con enzimas asociadas son importantes en el
control del crecimiento y desarrollo de las plantas, en especial con la
diferenciacion celular y el desarrollo durante la embriogénesis. Los niveles
endogenos de poliaminas (putresceina y espermidina), se incrementan de
forma sustancial durante a embriogénesis en zanahoria. La embriogénesis es
inhibida por la adicion de inhibidores de poliaminas y se restablece con la
putresceina, espermidina y espermina. Las poliaminas, junto con uno de sus
precursores, la arginina, y el etileno, juegan un papel inter-relacionado en el

control de la embriogénesis somatica (Pierik, 1990).

Se usan varios compuestos como fuente de nitrégeno y vitaminas. La
Caseina Hidrolizada (CH) se la usa en concentraciones de 0,1-1,0 g/L (Pierik,
1990), se la puede aplicar en los casos que se desea aumentar el crecimiento
por medio del suministro de una fuente de nitrégeno reducido, el CH digerida
enzimaticamente presenta un gran numero de aminoacidos y otro gran numero

de compuestos que no han sido identificados (Roca & Mroginski, 1991).

La peptona es otro compuesto y se lo usa a concentraciones de 0,25-
3,0 g/L; la triptona de 0,25-2,0 g/L; el extracto de malta de 0,5-1,0 g/L y la
levadura se usa de 0,25-2,0 g/L por la alta cantidad de sus vitaminas (B)
(Pierik, 1990).

La levadura y el extracto de malta de cebada también son buenas
fuentes de nitrégeno reducido y de precursores de potenciales de las adenil-
citokininas, e incluso de las mismas adenil-citokininas. En la practica los
diversos tejidos vegetales responden de manera diferente a los varios
suplementos 0 mezclas de compuestos usados en los medios de cultivo (Roca
& Mroginski, 1991).
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Actualmente ya no se suele usar aminoacidos como fuente de
nitrégeno organico, ya que una adecuada proporcién entre los iones de NO* y
NH4" puede garantizar las necesidades de nitrogeno. Antes se afiadian
aminoacidos o mezclas de ellos, ya que la relacidn entre los anteriores iones no
era la adecuada. La L-glutamina es el aminoacido mas usado como fuente de

nitrégeno; también se utiliza la adenina y la aspargina (Pierik, 1990).

Muchos tejidos responden diferentemente a los suplementos de
aminoacidos (Roca & Mroginski, 1991). Las mezclas de aminoacidos parecen
presentar efectos sinérgicos estimulando fuertemente la proliferacién de callos
y la organogénesis. Los efectos obtenidos mediante el aporte de aminoacidos
parecen muy variables segun la especie y el tipo de morfogénesis estudiada.
Hasta el momento no es posible establecer una regla general (Aleman, 2000a).

El carbon activado se produce por carbonizacion de la madera, a altas
temperaturas, en presencia de vapor, posee una red muy fina de poros, con
una gran superficie interna, en la cual pueden ser absorbidas todo tipo de
sustancias, este se usa a concentraciones de 0,2-3,0% p/v. El carbon activa
adsorbe pigmentos toxicos, como los productos de la oxidacién fendlica,
también puede adsorber otros compuestos como reguladores de crecimiento,
vitaminas, quelatos de Zn y Fe; crea condiciones para el crecimiento de raices
al oscurecer el medio, también puede promover la embriogénesis somatica;
estimular el crecimiento y organogénesis de las especies lefiosas y estabiliza el
pH del medio (Pierik, 1990).

1.4.5 Preparaciéon del medio de cultivo

Existen varias formulaciones de medios de cultivo, y para escoger el
tipo de medio puede depender de la especie, tipo de explante u érgano
empleado, la edad del érgano, la sensibilidad a concentraciones altas de sales,
las necesidades de reguladores, etc. Una vez escogida la formulacion

adecuada del medio de cultivo, se procede a su preparacion (Pierik, 1990).
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Se podrian pesar todas las cantidades de los componentes del medio
pero seria una operaciéon muy larga y tediosa, ademas de imprecisa ya que
algunas cantidades son muy pequefias. Por lo tanto se preparan soluciones
madres 0 soluciones concentradas. Generalmente se trabaja con soluciones
stocks de macronutrientes, micronutrientes, de hierro con un agente quelante,
de vitaminas y reguladores. Las soluciones stocks y los medios de cultivo
deben prepararse con agua bidestilada o desmineralizada-destilada (Gray &
Trigiano 2000).

Para la preparacion de medios de cultivo se debe usar reactivos
analiticos, pesarlos utilizando espatulas limpias y emplear una balanza analitica
suficientemente sensible. El agar y el azlicar se deben pesar al momento de
prepara el medio, los macro y mico elementos deben tomarse a partir de
soluciones madres, al igual que las vitaminas y reguladores (Pierik, 1990). En
general los componentes (macro y microelementos) de los medios de cultivo se
los debe agrupar en stocks segun el tipo de iones, por ejemplo: Stock nitratos,
stock sulfatos, stock halégenos, stock P B Mo (fésforo, boro y molibdeno) y
stock NaFeEDTA (tabla 1), pueden ser soluciones 10 o 100 veces la

concentracion especificada en el medio de cultivo (Gray & Trigiano 2000).

Para preparar un litro de medio de cultivo, primero se coloca medio litro
de agua desionizada-destilada dentro del matraz, este volumen de agua debe
estar en agitacion cuando se van afadiendo los componentes, se adicionan
los volumenes correspondientes de las soluciones stocks, por ejemplo segun la
tabla 1.1 el volumen a usar de cada una de las soluciones stocks para preparar
un litro de medio MS es de 10 ml. Se prosigue con la adicion de la cantidad
apropiada de la stock de vitaminas, el mioinositol se recomienda pesarlo
(100mg/L) y el azucar (20-30 mg/L) (Gray & Trigiano 2000; Sabit, 2006).

Todos los componentes deben quedar bien disueltos, se afiade mas
agua destilada, hasta un volumen inferior al de litro, ya que primero se debe
ajustar el pH alrededor de 5,7-5,8 usando HCI o NaOH (1N o 0,1N), una vez
ajustado el pH se afora a un litro, se afiade el agar, el cual mediante

calentamiento y agitacion debe disolverse totalmente, el medio debera quedar
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como una solucion translicida para luego ser vertido en los recipientes (Gray &
Trigiano 2000; Sabit, 2006).

Tabla 1.1 Macro y micronutrientes, soluciones Stock 100x del medio (MS)
Murashige y Skoog (1962).

Stock (100x) | Componentes Cantidad
Nitratos NH4NO; 165 ¢
KNOs; 190 g
Sulfatos MgSO, 7H,O 3749
MnSQO,4 H,0O 1,749
ZnS0,7H,0 0,86 ¢g
CuSO,5H,0 2,50 mg
Halégenos | CaCL, 2H,0 44 g
Kl 83 mg
CoCl, 6H,0 2,50 mg
PBMo KH,PO,4 179
H:BO; 620 g
Na,MoQO, 25 mg
NaFeEDTA FeSO, 7H,O 2,789
Na,EDTA 3,739

El nimero de gramos o miligramos indicados en la columna de cantidad, deberan ser agregados a 1000
ml de agua destilada desionizada para hacer 1L de una solucién Stock. Y por cada litro de medio de
cultivo, se debe afiadir 10 ml de cada una de las soluciones stocks.

En el caso de tratarse de un medio liquido, no se coloca agar y se
procede a dosificar directamente en los contenedores escogidos. Tanto si es un
medio solido como liquido se debe autoclavar los contenedores con el medio,

generalmente a 121 °C durante 15-20 minutos (Aleméan, 2000a).

El pH es un factor muy importante al momento de la preparacién de los
medios de cultivo, el pH en el rango de 5-6,5 es apto para el crecimiento, pero
un pH bajo (menor a 4,5) o muy alto (mayor que 7) puede frenar el crecimiento.
(Pierik, 1990).

Se pueden presentar algunos inconvenientes cuando el pH es

demasiado bajo: el agar pierde su rigidez, algunas sales de fosfato y hierro
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pueden precipitar, la vitamina B; y el acido pantoténico se hacen menos
estables, se retarda la absorciébn de iones amonio, la auxina y el &cido
giberélico se hacen menos estables, también se debe tomar en cuenta que
después de la esterilizaciéon en el autoclave el pH sufre un descenso de 0,3-0,5
unidades (Pierik, 1990).

Las soluciones madres que se almacenan a bajas temperaturas
pueden presentar precipitados, y al momento de disolver nuevamente con
calor, se puede perder agua, esto puede hacer variar la concentracion de la
solucién madre. Las sustancias termolabiles deben ser afiadidas y esterilizadas
mediante filtracion, después de que el medio esté autoclavado y enfriado a una
temperatura de 45-50°C (Pierik, 1990; Sabit, 2006).

Si los medios de cultivo son almacenados por largos periodos, se
recomienda conservarlos a temperaturas de 5°C y en oscuridad, ademas es
importante almacenarlos en bolsas plasticas estériles para prevenir la pérdida
de humedad, ya que la pérdida del agua del medio provoca una concentracion
de las sales y esto puede ser toxico para los tejidos vegetales, y en caso de
usar AlA, se debe tener en cuenta que este pierde su actividad por
fotoxidacion (Pierik, 1990).

1.4.6 Factores que influyen en el cultivo in vitro

Existen diferentes factores que determinan el éxito en el cultivo in vitro
y los sistemas de propagacion, entre estos los principales son: el material
vegetal, su manipulacion y los factores fisicos.
1.4.6.1 Material vegetal

El estado fisiolégico de la planta donadora o planta madre influye
significativamente en la capacidad morfogenética y en la morfogénesis; los

requerimientos nutricionales y hormonales difieren cuando los explantes

provienen de plantas madres en diferentes edades fisioldgicas; se conoce que
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mientras mas joven y menos diferenciado es el tejido que se va a sembrar

tendrd mejor respuesta in vitro (Roca & Mroginski, 1991).

Se puede usar dos tipo de material vegetal, el que es cultivado bajo
condiciones controladas: en invernaderos o camaras de ambiente controlado o
plantas cultivadas en el campo, teniendo en cuenta que hay mas
probabilidades de contaminacién del material de campo, con excepciones de
algunos tejidos aislados del interior del vegetal (Pierik, 1990).

Es recomendable usar plantas vigorosas para los experimentos, ya que
las plantas débiles son susceptibles a virus o enfermedades. Es importante
usar material vegetal sano libre de bacterias, hongos, acaros, virus, etc.
Ademas se debe hacer una seleccion del genotipo adecuado, basandose en la
tasa de crecimiento, precocidad, produccion de flores, color, forma de la flor,

conservacion de sus caracteristicas, etc. (Pierik, 1990).

Cada especie o variedad se comportara de manera diferente y ademas
de la edad de la planta, también influye las condiciones de campo, el clima, la
época de colecta, la posicion del explante en la planta donadora y otros
aspectos que no pueden ser controlados en su totalidad (Chagas & Soares,
2003).

El explante es una parte de un tejido o de un 6rgano que es aisla de la
planta con fines de cultivo. Los explantes tomados de plantas jovenes 0 zonas
de crecimiento activas tienen un mejor desarrollo que aquellos tomados de

plantas adultas o yemas en reposo (Roca & Mroginski, 1991).

El tamafio del explante es un factor importante que influye en la
desinfeccién y la regeneracion de la planta, a medida que el explante es mas
pequefio es menor el riesgo de contaminacion y mas dificil la regeneracion,
mientras que con el aumento del tamafio del explante es mayor el peligro de
contaminacién y mas rapido el crecimiento y la regeneracion de plantas
(Aleman, 2000a).
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La seleccién del explante puede hacerse teniendo en cuenta el sistema
de propagacién de la planta y de los objetivos de la propagacion (Roca &
Mroginski, 1991; Aleméan, 2000a), es posible utilizar una gran variedad de
explantes para iniciar los cultivos in vitro, sin embargo para los fines de
propagacion comercial se emplean generalmente meristemos o0 &pices
caulinares, estos ultimos debido a que la regeneracion de la planta es méas
facil, o si el objetivo es la obtencidn de plantas libres de virus o enfermedades
sistémicas es necesaria la utilizacion solo de meristemas (Aleméan, 2000a).

1.46.1.1 Esterilizacion del material vegetal

Existen ciertas sustancias quimicas que influyen negativamente sobre
las bacterias, pudiendo ejercer dos tipos de efectos diferentes, los
bacteriostatico actian impiden el crecimiento bacteriano; en cambio los

bactericidas actuan destruyen o matando las bacterias (Aleman, 2000b).

Los agentes desinfectantes o germicidas son agentes sobre todo
guimicos antimicrobianos, capaces de matar los microorganismos patdégenos
de un material. Pueden presentar efectos toxicos sobre tejidos vivos, por lo
gue se suelen emplear s6lo sobre materiales inertes. Los agentes antisépticos
son sustancias quimicas antimicrobianas que se oponen a la sepsis o
putrefaccion de materiales vivos. Se trata de desinfectantes con baja actividad

toxica hacia los tejidos vivos donde se aplican (Aleman, 2000b).

Existen diversas sustancias para realizar la esterilizacion quimica,
como son: el alcohol, el hipoclorito de sodio, el hipoclorito de calcio, el cloruro

de mercurio, etc.

El alcohol, para material vegetal se usa al 70%, ya que el de 96%
deshidrata demasiado los tejidos. Al esterilizar instrumentos, material 0 mesas
se debe emplear el alcohol al 90% o 96%, ya que el de 70% deja una lamina de
agua después de la evaporacion. Al sumergir los explantes en el alcohol
durante algunos segundos no es suficiente para matar los microorganismos, la

principal funcion es el eliminar el aire y disolver la capa epicuticular, eliminando
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la tension superficial, esto permite que el cloro actie de mejor manera. Los
frutos pueden ser esterilizados con alcohol al 96% y después flamearlos (Pierik,
1990).

El Cloruro de mercurio (HgCl,) en solucién al 0,1% fue muy usado
como desinfectante potente, pero es muy toxico para los animales y el hombre,

y apenas se emplea en la actualidad (Aleméan, 2000b).

El peroxido de hidrégeno (H20), en solucién al 3%, se us6 en otro
tiempo como desinfectante, pero estd actualmente en desuso, debido a que
algunas bacterias son resistentes, ya que poseen enzimas del tipo de las
catalasas y peroxidasas (Aleméan, 2000b).

El cloro se presenta bajo las formas de Cl, (gaseoso), hipocloritos y
cloraminas. El efecto desinfectante se debe a la liberacidon de cloro libre (Cly);
a su vez, el Cl, reacciona con el agua para dar acido hipocloroso, que a pH
acido o neutro es un oxidante fuerte. Las concentraciones y tiempos de
inmersion varian segun el tejido vegetal, este se encuentra comercialmente a
concentraciones de 5% (Aleman, 2000b; Pierik, 1990).

El hipoclorito de calcio se usa durante 5-30 min en concentraciones de
de 35-100 g/L este penetra con mas lentitud en los tejidos vegetales que el
hipoclorito sédico y solo puede ser almacenado por un tiempo limitado ya que

es delicuescente (Pierik, 1990).

Antes de iniciar la esterilizacion del material vegetal se debe retirar
cualquier porcion del suelo o porciones muertas que pueden estar en las

plantas o explantes con los que se va a trabajar (Pierik, 1990).

El proceso puede iniciarse con un lavado con agua, Si e€s necesario
eliminar capas externas de tejido, hacer lavados con detergente, luego se
sumerge el explante el alcohol al 70% por algunos segundos o minutos que
permite eliminar las burbujas de aire, actuando como tenso activo, luego se

realiza una esterilizacion durante 10-30 minutos con NaCIlO al 1%, afadiendo
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algunas gotas de tween 20 u 80 que disminuyen la tension superficial; tanto la
concentracion de cloro como el tiempo de inmersion puede variar segun la
especie o tipo de explante empleado; finalmente se hacen tres lavados con
agua estéril dentro de la camara de flujo laminar. Todo el material con el que se
trabaje dentro de la cadmara debe ser estéril (Echenique et al., 2004; Pierik,
1990).

1.46.1.2 Aislamiento e Inoculacion

Después del proceso de esterilizacion y el lavado dentro de la cdmara
de flujo laminar, se inicia manipulacion del explante empleando pinzas y bisturi,
todas las partes afectadas por la lejia deben ser retiradas, en caso de ser
yemas se eliminas los primordios foliares y si es necesario se usan
microscopios binoculares para el aislamiento de meristemos, es importante
tener en cuenta el volumen del explante que es retirado o cortado, ya que
puede influir en la cantidad de reservas alimenticias, debido a que a menor
tamafo del explante menor posibilidades de regeneracion del tejido (Pierik,
1990).

Cuando se inocula el explante en el tubo de ensayo o frascos de vidrio,
estos deben mantenerse en posicion horizontal para reducir el nimero de
infecciones. El flameado del cuello de los recipientes no es muy recomendable
cuando se trabaja en camaras de flujo laminar ya que puede ingresar etileno al
recipiente (Pierik, 1990).

El método de inoculacion de los explantes en medios sélidos depende
del tipo de material con el que se trabaje, los meristemos o yemas se inoculan
sobre el medio, con una pequefa porcion de este introducido en el medio, hay
gue tener cuidado de no ingresarlos demasiado ya que se produciria una

deficiencia de oxigeno (Pierik, 1990).

Los explantes mantienen su polaridad después de la siembra, desde el
punto de vista fisiologico, por esta razén es muy importante saber como se ha

llevado la inoculacién: polar o apolar (Pierik, 1990).
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1.46.1.3 Repicado

El repicado o el cambio del explante a un medio nuevo, se realiza por
diversas razones: El medio nutritivo esta agotado; el tejido a crecido y necesita
mas espacio o ser dividido; cuando hay exudados de color marrén 0 negro en
el medio de cultivo (oxidacion fendlica); el medio nutritivo se ha secado; se
necesita cambiar la relacion o concentracién de reguladores de crecimiento,
etc. (Pierik, 1990).

1.46.2 Factores Fisicos

Las condiciones de incubacion pueden variar de un cultivo a otro, cada
planta, explante y periodo de cultivo posee requerimientos especificos, como
son: la cantidad e intensidad de luz, fotoperiodos, termoperiodos y otros
factores que son de suma importancia en el cultivo in vitro (Chagas & Soares,
2003).

14.6.2.1 Temperatura

La temperatura puede afectar los procesos fisioldgicos de los explantes
cultivados in vitro, y por lo general cada especie tiene un intervalo de
temperaturas para su crecimiento Optimo, este intervalo puede variar en funcién
del genotipo, del érgano del que se ha obtenido el explante, de la época del

afo, de la edad de la planta madre, del fotoperiodo, etc. (Sabit, 2006).

Determinar la temperatura 6ptima de crecimiento para cada cultivo in
vitro puede ser un proceso muy laborioso, pero afortunadamente se pueden
obtener resultados satisfactorios con temperaturas de incubacién que oscilan
entre los 20 y 28°C (Sabit, 2006). Generalmente en las camaras de cultivo se
mantiene temperaturas constantes de 24 a 26°C, pero dependiendo de la
especie experimental se puede elegir una temperatura mas baja 18°C o mas

alta 28-29°C para especies tropicales (Pierik, 1990).
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La temperatura Optima para el crecimiento in vitro es generalmente 3 a
4°C mas alta que la temperatura para el crecimiento in vivo. Teniendo en
cuenta que la temperatura de los tubos de ensayo es 3-4°C mas alta que en la
camara de crecimiento debido al efecto de la irradiacion, la temperatura de esta
ultima puede ser mantenida en el 6ptimo para el crecimiento (Pierik, 1990).

El control de la temperatura no es solamente importante porque pueda
afectar al crecimiento del cultivo sino también porque puede ser un factor que
induzca determinados procesos fisiolégicos (Sabit, 2006), por ejemplo se
puede elegir una temperatura algo méas baja para algunos procesos
especiales, como la formacién de yemas florales, ruptura de la dormicién,
germinacién de semillas, etc. (Pierik, 1990); temperaturas bajas de 4-5°C
permiten superar los periodos de dormicion de algunas lefiosas y la
conservacion prolongada de determinados cultivos in vitro; mientras que una
temperatura constante de 20° C induce la formacién de raices en la mayoria de
coniferas (Sabit, 2006).

En otras ocasiones es necesario emplear temperaturas alternantes, por
ejemplo la formacién de raices en Helianthus tuberosus es estimulada por una

temperatura diurna de 26°C y una temperatura nocturna de 15°C (Pierik, 1990).
1.46.2.2 Luz

La luz es uno de los factores principales que determinan el desarrollo
de los organismos autotrofos, en ello radica la importancia de controlar el factor
luz en los cultivos in vitro. Sélo una parte de la energia radiante tiene influencia
conocida sobre el desarrollo de las plantas (Sabit, 2006). Los aspectos
relacionados con la luz que son importantes en los cultivos in vitro son el
fotoperiodo o duracion del dia, la irradiacion y la composicion espectral (Pierik,
1990).

Generalmente se eligen de 14 a 16 horas de luz, aunque otros cultivos
usan luz continua y en casos muy especiales se realiza el cultivo en completa

oscuridad. Las irradiaciones altas que se producen en el campo (30-70 Wm?)
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son dafinas para los cultivos in vitro debido a las altas temperaturas que se
generan en los recipientes o tubos de ensayo. El crecimiento generalmente
tiene lugar a irradiaciones de 8-15 Wm? o a una irradiacién méas baja (Pierik,
1990).

Se asume que las necesidades de luz de los cultivos in vitro son
inferiores a las de la planta in vivo, dado que el medio de cultivo contiene
cantidades importantes de sacarosa, los cultivos in vitro se comportan solo
parcialmente de forma autotréfica. Ademas de un aumento notable de la
temperatura dentro del recipiente de cultivo (Sabit, 2006).

Con respecto al espectro o calidad de la luz, se conoce que la clorofila
y los demas pigmentos fotosintéticos de las plantas captan la energia contenida
en diferentes radiaciones para incorporarla a las diversas reacciones quimicas
gue constituyen el proceso. La luz también puede intervenir en otros procesos
fisiologicos, como la germinacion, la floracion, el fototropismo, entre otros
(Sabit, 2006).

Todos estos fendmenos no son producidos en igual medida por todos
los tipos de luz (radiaciones de cualquier longitud de onda) sino que algunas
radiaciones concretas tienen un efecto considerable mientras que otras tiene
un efecto minimo o ningun. Es preciso conocer el espectro de la radiacion que
es activo en el proceso fisioldgico estudiado y la camara de cultivo debera
reproducir lo mejor posible ese espectro de luz activo. Es conviene conocer
cudl es el espectro que emiten nuestras fuentes de luz y en qué medida se

adapta éste a las necesidades del cultivo (Sabit, 2006).
1.4.6.2.3 Humedad

La humedad dentro de los tubos de ensayo o recipientes es
relativamente alta, y puede presentarse problemas si la camara de crecimiento

presenta humedades relativas menores al 50%, debido a una pérdida de agua

desde los tubos de ensayo, concentrando las sales del medio, lo cual es toxico
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para los explantes. Sin embargo una elevada humedad en la camara puede
influir en una mayor cantidad de infecciones o contaminacion (Pierik, 1990).

1.4.6.24 Disponibilidad de agua

La disponibilidad de agua influye sobre la vitrificacion. La vitrificacion o
hiperhidratacion es un desorden fisiolégico que presentan los tejidos cultivados
in vitro (Afanador, 2005), porque disponen de una gran cantidad de agua
(exceso de humedad) (Pierik, 1990), se presenta especialmente en las hojas,
incidiendo sobre dos de los procesos méas importantes que realizan estas

estructuras: la fotosintesis y el intercambio gaseoso (Afanador, 2005).

La humedad relativa y el potencial hidrico son el factor clave para
explicar estas complejas anormalidades producidas in vitro. Ademas existen
otros factores que estan ligados a este desorden, tales como: concentracion de
sales, el agente gelificante, concentraciones altas de reguladores de
crecimiento (citokininas, auxinas, etileno, entre otras); y una baja intensidad

luminica durante la incubacion (Afanador, 2005).

1.46.25 Oxigeno

Una buena aireacion es un factor importante para el crecimiento de
células, tejidos, etc. El suministro de oxigeno puede ser facilitado al utilizar
medios liquidos, inocular sobre puentes de papel, emplear agitadores, realizar

inoculacién apolar, etc. (Pierik, 1990).

La formacion de organos, especialmente la formacion de raices
adventicias; es facilitada por un mayor disponibilidad de oxigeno en el medio
de cultivo. Se ha comprobado que los esquejes de especies lefiosas
encuentran grandes dificultades en regenerar sus raices cuando sus bases se
encuentran en agar. La formacion de raices in vivo es mucho mejor en un

medio liquido o en sustrato airado (Pierik, 1990).
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1.4.6.2.6 Dioxido de Carbono

La adicion de CO in vitro tiene escaso valor ya que la concentracion
de este gas en un tubo bien sellado es casi siempre muy alta. Es mucho mejor
emplear la sacarosa como fuente de carbono que utilizar al CO,, ya que la
fotosintesis in vitro es generalmente inferior a la normal debido a la baja
irradiacién, siendo en consecuencia de poco interés el suministro de COa.
(Aleman, 2000b; Pierik, 1990).

1.4.7 Cultivo in vitro en Lefiosas

Existen especie lefiosas de interés agricola en especial las especies
fruticolas como la pera, la manzana, el mango, los citricos y especies lefiosas
forestales como el eucalipto, coniferas, la teca, etc., otras como el café, el
cacao, productoras de almendras y en general todo este grupo de plantas son
de suma importancia desde el punto de vista economico y social a nivel
mundial (Batista, 1999).

Tradicionalmente, las especies forestales fueron propagadas
vegetativamente mediante el enraizamiento de estacas, de braquiblastos en
coniferas, asi como también por injertos. Sin embargo, para la mayoria de los
arboles propagados por estacas se observa una rapida pérdida de capacidad
de rizogénesis al aumentar la edad de la planta donante de las estacas. Al
usar la micropropagacion una de sus principales ventajas es la capacidad
potencial de desarrollar protocolos de multiplicacion optimizados para
multiplicar arboles adultos que han demostrado ser fenotipicamente superiores
(Echenique et al., 2004).

En los dltimos afios a nacido el interés por especies lefiosas
amenazadas o0 en via de extincion, un claro ejemplo a nivel de Latinoamérica
son las especies del género Polylepis como es el caso de Polylepis tomentella
Weddell ssp. cuya propagacion fue mediante técnicas de cultivo in vitro, los

estudios de micropropagaciéon en esta especie tuvieron como prioridad

57



recuperar las poblaciones de P. tomentella las cuales eran afectadas
constantemente por diversos factores antropogénicos (Vega et al., 2007).

1.4.7.1 Micropropagacion

La micropropagacion in vitro de plantas, es una de las herramientas
gue permite propagar arboles seleccionados por sus caracteristicas fenotipicas
o con fines de conservacion, de especies en peligro de extincion a través del
empleo de técnicas de cultivo de tejidos vegetales. Esta técnica permite
incrementar la tasa de multiplicacion que por la via sexual dificlmente se

pueden alcanzar (Echenique et al., 2004).

Otras de las ventajas de la micropropagacion, es que puede mantener
un alto margen de sanidad y estabilidad genética del material propagado por
esta via, sin importar las condiciones ambientales y en espacios mas
reducidos, manteniendo un flujo constante de material vegetativo durante todo
el afio, de esta forma no se entorpecen los programas de reforestacion con
fines comerciales o de proteccion (Echenique et al., 2004; Roca & Mroginski,
1991).

La propagacion de plantas in vitro es posible gracias a la propiedad de
totipotencia que tienen las células vegetales; esto es la capacidad de regenerar
una planta completa cuando estan sujetas a los estimulos adecuados
(Echenique et al., 2004).

Las células sométicas de cualquier tejido al tener la propiedad de la
totipotencia pueden formar tallos, raices o embriones somaticos de acuerdo
con la competencia que posean y al estimulo que reciban. Esta regeneracion
ocurre en fases consecutivas: la fase de desdiferenciacion, donde las células
se vuelven competentes para responder ante cualquier estimulo organogénico
o0 embriogénico; la fase de induccion, donde las células se determinan para
formar un érgano o embridn, y la fase de realizacion, donde se forma el 6rgano
o0 embrién propiamente dicho. Estas fases estan directamente afectadas por el

balance hormonal del medio de cultivo, por lo cual la optimizacion de los
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protocolos de regeneracion debe realizarse teniendo en cuenta los
requerimientos intrinsecos de cada genotipo en cada fase del cultivo.
(Echenique et al., 2004)

1.4.7.2 Etapas de la micropropagacién

La micropropagacion consta de cinco etapas fundamentales, la fase 0
es la etapa donde se hace la seleccién de las plantas madres o donadoras,
ademas de la preparacién de los explantes para el establecimiento, la fase | o
de establecimiento, que es donde se realiza la desinfeccion de los explantes y
la inoculacion de los mismos en el medio de cultivo para regenerar plantas.
La fase Ill o de multiplicacion es en la que realmente se realiza la propagacion
masiva de brotes a partir de las plantulas regeneradas, luego sigue la fase IV
de enraizamiento y crecimiento de los brotes hasta obtener plantas que son
posteriormente trasplantadas a un sustrato en la Ultima fase de adaptacion

(aclimatacion) o fase V (Aleman, 2000b; Echenique et al., 2004).

Las etapas de enraizamiento y aclimatacion pueden combinarse en

condiciones ex vitro (Echenique et al., 2004).

Cada una de estas fases 0 etapas tienen sus propias caracteristicas y
su complejidad varia en dependencia de la especie. En algunas el
establecimiento es muy problematico debido a lo dificil de lograr una
desinfeccion efectiva de los explantes o la alta oxidaciéon fendlica. En otras es
la etapa de multiplicacion, donde pueden presentarse coeficientes de
multiplicacion bajos o la fase de enraizamiento como es en el caso de trabajar

con plantas adultas o especies lefiosas (Echenique et al., 2004; Pierik, 1990).

1.4.7.2.1 Etapa 0: Preparacion y seleccion de plantas donadora

En esta etapa se selecciona el material vegetal que se utilizarA como
fuente de explantes y que debe provenir de plantas sanas y vigorosas,
garantizando la propagacién de un material con la mayor calidad desde el

punto de vista genético y fitosanitario segun los fines que se persigan (Aleman,
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2000b). El estado fisiolégico del explante es de gran influencia en el éxito del
cultivo "in vitro", los explantes tomados de las zonas de crecimiento activas
tienen mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas o yemas
en reposo (Echenique et al., 2004).

Pueden aplicarse pretratamientos con reguladores de crecimiento a las
plantas donantes, asi como también a los explantes. En especies lefiosas suele
utilizarse como pretratamiento la inmersion de los explantes primarios en
soluciones con citokininas a fin de inducir la brotacion de yemas. (Echenique et
al., 2004).

1.4.7.2.2 Etapa 1: Establecimiento del cultivo aséptico

El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y axénicos. El
exito esta determinado por la edad de la planta madre, la edad fisiolégica, el
estado de desarrollo y tamafio del explante (Echenique et al., 2004). Otros
factores como las condiciones de cultivo, componentes del medio, luz, y

temperatura también pueden influir en esta etapa (Hartmann & Kester 1997).

En esta fase los principales procesos a controlar son el aislamiento,
inoculacion y esterilizacion de los explantes (Echenique et al., 2004). En otros
casos debe también controlarse la oxidacion fendlica de los explantes ya que
estos exudados pueden inhibir el desarrollo y el crecimiento, esto se puede
contrarrestar con antioxidantes, o modificaciones en la composicion del medio,
etc. (Hartmann & Kester 1997).

Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa
son los obtenidos de tejidos meristematicos jovenes, sean yemas axilares o

adventicias, embriones o semillas (Echenique et al., 2004).

El meristemo apical es una zona de tejido localizado en la parte mas
extrema del apice del tallo, con un tamafio aproximado de 0.1 a 0.3 mm.
Mientras que el apice caulinar incluye el meristemo apical y varios

primordios de hojas. La utilizaciéon de uno u otro tipo de explante depende de
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los objetivos de la propagacion y la especie. Si el objetivo es la obtencion de
plantas libres de virus es necesaria la utilizacion de meristemos apicales; pero
si por el contrario estamos trabajando con una especie donde no es
necesario el saneamiento de virus, entonces empleamos apices caulinares
debido a que la manipulacion y la regeneracion de plantas es mas féacil
(Aleméan, 2000b).

Los desinfectantes mas comunes utilizados en esta etapa son el
hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio, peréxido de hidrégeno, alcohol vy
bicloruro de mercurio. EI uso de antibiéticos en el medio de cultivo durante
esta fase es frecuente, asi como la aplicacion de lavados o fumigaciones
con antibiéticos y fungicidas a las plantas adultas previo a la toma del explante
con el objetivo de disminuir los contaminantes (Aleman, 2000Db).

Algunos patdogenos permanecen latentes y se expresan cuando son
transferidos a un medio de cultivo nuevo. En general, estos patégenos incluyen
los patogenos superficiales del material vegetal, los patégenos endégenos y los
patdogenos propios del manejo en laboratorio. En esta etapa también pueden
observarse infecciones por bacterias y hongos que sobreviven a los
tratamientos de esterilizacion y patdgenos enddgenos latentes dentro del
sistema vascular, resultado de una esterilizacion inefectiva de los explantes.
Estos patogenos latentes podrian manejarse mediante el empleo de

bacteriostaticos o antibioticos en el medio de cultivo (Echenique et al., 2004).

Tanto la luz como la temperatura no son factores criticos en esta etapa,
por lo general se usa una intensidad luminosa de alrededor de 1000 lux, ya sea
con luz continua o un fotoperiodo y la temperatura puede mantenerse de 20-
25°C. Esta etapa dura aproximadamente de 4 a 6 semanas (segun la especie

o explante empleado) (Hartmann & Kester 1997).

Durante esta etapa, el explante pasa por un periodo inicial, donde se
estabiliza después el estrés producido por el aislamiento de la planta donadora
y por los tratamientos de desinfeccion. De esta manera se espera que ocurra

un crecimiento resultado de la divisién y elongacion celular (Afanador, 2005).
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1.4.7.2.3 Etapa 2: Multiplicacion

En esta etapa el objetivo es mantener y aumentar la cantidad de brotes
para los nuevos ciclos de multiplicacién sucesivos y poder destinar parte de
ellos a la siguiente etapa de produccion (Echenique et al., 2004).

La proliferacion de brotes axilares se logra con la adicién de
citoquininas al medio de cultivo para romper la dominancia apical y estimular la
brotacion de las yemas que se encuentran en las axilas de las hojas. El uso
de citoquininas es generalizado en dependencia del balance enddgeno de

auxinas y citoquininas en los explantes (Aleman, 2000b).

Este balance entre hormonas es determinante en el coeficiente de
multiplicacion, por lo que al lograr un balance adecuado es posible alcanzar

altas tasas de proliferacion con lo que aumenta la efectividad del método.

Ademas del balance hormonal hay que tener muy en cuenta el
genotipo de las plantas a propagar, ya que es diferente el indice de
propagacion para cada una de las especies y las diferentes variedades o
clones dentro de la especie; esto estd muy relacionado con el balance
hormonal, ya que al ser diferente la respuesta de los genotipos y variar sus
requerimientos hormonales, es necesario establecer las concentraciones de
los reguladores del crecimiento para lograr tasas altas de multiplicacion
(Aleman, 2000b).

La capacidad de respuesta de los explantes a un mismo medio de
cultivo cambia con el nimero de subcultivos, el tipo de explanto subcultivado y
el método del repique. Por esto, el medio de cultivo debe optimizarse a fin de

lograr la mayor tasa de multiplicacién vegetativa (Echenique et al., 2004).

El tamafio 6ptimo del propagulo y el medio de cortarlos y separarlos
varia en las diferentes especies. Generalmente existe una masa critica de
tejido que debe alcanzar el explante, en el cual se puede hacer cortes de un

tamafio que se obtengan una produccion rapida y uniforme en la trasferencia
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siguiente. El numero de propagulos que se obtienen en cada trasferencia varia
de 5 a 25 0 méas por explante. Las etapas de multiplicacién pueden repetirse
varias veces para aumentar la provision de material hasta cierto nimero, para

Su enraizamiento y trasplante posterior (Hartmann & Kester, 1997).

Es necesario refrescar cada cierto tiempo la fuente inicial de
multiplicacion, debido a que la edad del material in vitro es una de la principales
causas de variacion (Alemén, 2000b).

Es recomendable lograr que la tasa de intercambio gaseoso entre los
ambientes del recipiente y externo sea Optima, evitandose la acumulacion de
CO2 y de etileno. En este sentido, el sellado del recipiente es importante, el
intercambio gaseoso es mas limitado con el empleo de una tapa de plastico
gue con un film de polietileno extensible. La utilizacion de una tapa perforada
con tapon de gomaespuma es altamente recomendable (Echenique et al.,
2004).

Otro de los principales problemas que pueden presentarse durante los
sucesivos subcultivos in vitro son la vitrificacion y la produccion de compuestos
fendlicos por los explantos. Por esto, durante el establecimiento y multiplicacion
in vitro es necesario emplear estrategias para disminuir el estrés de las plantas
y limitar al minimo la produccion y oxidaciéon de los compuestos fendlicos
(Echenique et al., 2004).

1.4.7.2.4 Etapa 3: Enraizamiento y elongacion

En esta fase los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion
crecen hasta formar plantas completas y desarrollan un sistema radical que
les permite ser trasplantadas a un sustrato, pero no siempre esta fase es
llevada a cabo en condiciones "in vitro", existiendo la posibilidad de hacerlo en
recipientes con sustratos en condiciones de semilaboratorio, sumergiendo los
brotes antes del trasplante en una solucién enraizadora (Aleman, 2000b). En

las especies herbaceas es relativamente facil mientras que en las especies
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lefiosas es complicado por su limitada capacidad rizogénica (Echenique et al.,
2004).

La practica de enraizamiento de los brotes propagados in vitro reviste
gran importancia debido a que tiene como objetivo producir plantas con buenas
caracteristicas fisiologicas y morfoldégicas que puedan sobrevivir en las
condiciones del trasplante al suelo. La formacion del sistema radical y el creci-
miento de las raices son fundamentales para lograr la transferencia de las

vitroplantas a condiciones de invernadero (Quintero et al., 2003)

Como se mencion6 anteriormente el enraizamiento puede realizarse
tanto en condiciones in vitro como ex vitro. En el primer caso pueden
emplearse varios tipos de sustratos y reguladores de crecimiento (auxinas)
para promover la rizogénesis. Los sustratos incluyen: medio solidificado con
agar, perlita y/o vermiculita humedecidas con medio nutritvo o agua
(Echenique et al., 2004).

No es necesaria la utilizacion de citokininas al medio de cultivo, pues
las que existian anteriormente ejercen un efecto residual y la adicion de las
mismas provoca la inhibicion de la formacion de raices, a veces este efecto
residual es tan grande que se hace necesario transferir los brotes a dos

subcultivos de enraizamiento (Aleman, 2000Db).

El manejo de las sales minerales es empleado ampliamente para
estimular el enraizamiento, lograndose la formacion abundante de raices al
reducir las sales a la mitad, un cuarto o un tercio de las concentraciones de los
medios, aunque tiene la desventaja de que el crecimiento de las plantas es
menor, lo cual esta dado por el agotamiento temprano de los nutrientes,
siendo necesario realizar un nuevo subcultivo para contrarrestar. También se
recomienda elevar la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo, lo cual
da como resultado un crecimiento vigoroso de las raices, aunque aun no se ha
determinado si el efecto es totalmente osmotico o tiene otras causas (Aleman,
2000b).
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Comunmente, a fin de proceder a su enraizamiento, los vastagos de
buen tamafio proveniente de la etapa de multiplicacion y provisto de al menos
4-5 yemas, se colocan durante periodos cortos en soluciones con
concentraciones elevadas de auxinas. La auxina mas utilizada es el IBA (acido
3- indolbutirico), que puede utilizarse a concentraciones de 1-10 mM durante
pocas horas. Alternativamente se pueden emplear niveles mas bajos de
auxinas (0.1 a 1mM), pero manteniendo la induccion por un periodo mas
prolongado (3 a 7 dias). Luego los vastagos se transfieren a un medio de
cultivo basal desprovisto de reguladores de crecimiento para permitir el
desarrollo de las raices (Echenique et al., 2004).

Aproximadamente 20 dias después del tratamiento de induccion es
posible la obtencion de una adecuada cantidad de raices funcionales que
permitan continuar hacia la etapa de aclimatacion. Es importante acentuar que
el uso de auxinas a elevadas concentraciones es contraproducente porque
induce la formacion de callo en la base de las estacas. Por ello, para cada
cultivo es necesario optimizar un protocolo de rizogénesis que minimice la
formacion de callo y maximice la tasa de rizogénesis y supervivencia de las

plantas (Echenique et al., 2004).

Se puede realizar una fase de alargamiento previo al enraizamiento, se
colocan los propagulos en un medio de agar durante 2 a 4 semanas, sin
citokininas o con concentraciones muy bajas de la misma, en algunos casos se
puede afadir &cido giberélico. Una vez finalizado este tiempo se prosigue con

el enraizamiento (Hartmann & Kester, 1997).

1.4.7.25 Etapa 4: Aclimatacion

Las plantas enraizadas se sacan a recipientes de cultivo, se lava por
completo el agar que llevan adherido, debido a que es una fuente potencial de
contaminacién (Hartmann & Kester, 1997). Los sustratos empleados en esta
etapa estan compuestos por mezclas de arena, suelo, materia organica,

vermiculita o zeolita, con una estructura fisica que permita un facil crecimiento
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de la joven plantula. Las plantas permaneceran durante cierto tiempo hasta
alcanzar un tamafio que le permita ser plantadas en el campo (Aleméan, 2000b).

Durante las primeras semanas de ser plantadas las vitroplantas en el
sustrato se deben mantener una humedad alta y se debe regular la intensidad
luminosa para facilitar la adaptacion de las mismas y evitar la muerte por
desecacién o quemaduras solares. Los explantos deben ser aclimatados a las
condiciones de humedad del invernadero disminuyendo progresivamente la
humedad relativa e incrementando progresivamente la intensidad de luz
(Aleméan, 2000b).

1.4.7.3 Control de la Oxidacién fendlica en especies lefiosas

Alunas plantas, en especial lefiosas, producen exudados de color
marrén o negro, la presencia de estos compuestos se encuentra asociada con
tejidos vegetales sometidos a situaciones de estrés, tales como aquel
provocado por el dafio mecanico producido durante el aislamiento del explanto
de la planta madre, estos exudados son compuestos del tipo polifenol oxidados
y taninos, que generalmente hacen imposible el crecimiento y desarrollo en el

cultivo in vitro de tejidos vegetales (Echenique et al., 2004; Pierik, 1990).

Existen algunas formas de controlar o prevenir, como: adicionar carbon
activado al medio; adicionar PVP (250-1000 mg/L), el cual es un polimero que
adsorbe las sustancias de tipo fendlicas; también se suele emplear soluciones
antioxidantes de acido citrico, acido ascorbico, tiourea o L-cisteina, estos
compuestos pueden impedir la oxidacién fendlica; se pueden adicionar
aminoacidos como la glutamina, arginina y la aspargina; también se puede
hacer un repicado frecuente a un medio reciente o usar medios liquidos que
permiten diluir rapidamente los productos toxicos; una reduccion del tejido

herido puede disminuir la exudacion (Pierik, 1990).

Los reguladores de crecimiento también juegan un papel importante en el
oscurecimiento del medio al oxidar los fenoles, por lo que se recomienda

eliminar los reguladores para reducir la oxidacién; otras alternativas es
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disminuir la concentracién de sales del medio de cultivo; mojar los explantes en
agua antes de inocularlos en el medio o bien mantener el cultivo en
condiciones de oscuridad por un periodo de tiempo (Echenique et al., 2004;
Pierik, 1990).

1.5 Hipdtesis
Para el establecimiento del cultivo in vitro de Polylepis microphylla los

tratamientos evaluados en las fases de desinfeccion, control de oxidacion,

multiplicacion y enraizamiento no tendran diferencias significativas.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Fase de campo

2.1.1 Localizacion geografica

La Fase de campo se desarroll6 en el bosque de Polylepis microphylla
localizado al este de la Provincia del Chimborazo, canton Alausi, parroquia
Achupallas, Via Achupallas—Lagunas de Osogoche Km 15, siendo las
coordenadas de la zona de estudio 75° 56" 98 E, 97° 49" 56,1 N, a una altura

de 3650 msnm, con una temperatura promedio de 15°C.

2.1.2 Plantas donadoras

Unos de los explantes mas usados para la micropropagacion son las
yemas apicales o axilares las cuales poseen tejido meristematico, ya que
mientras mas joven y menos diferenciado sea el tejido mejor sera la respuesta
in vitro (Roca & Mroginski, 1991).

Figura 2.1 Planta donadora de explantes del bosque de Polylepis microphylla
localizado al este de la Provincia del Chimborazo, Coordenadas 75° 56" 98 E,
97° 49" 56,1N.
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La metodologia para esta fase de campo fue obtenida de un estudio
realizado en Bolivia con Polylepis tomentella. En el campo (bosque de P.
microphylla) se recolecté muestras de yemas mediante una seleccion in situ de
plantas proveedoras o donadoras de ramas (figura 2.1), las cuales poseian las
mejores caracteristicas fenotipicas, como niumero renuevo de yemas apicales,
follaje perenne, denso (Vega et al., 2007), plantas vigorosas y visiblemente

sanas, libres de bacterias, hongos, acaros y virus.

Figura 2.2 Yemas apicales y laterales de un arbusto de Polylepis microphylla,

empleadas como explantes.

La toma de muestras se realiz6 mediante colecta manual, se realizé
cortes de ramas de 10-15 cm de longitud que presentaban yemas apicales y

laterales (figura 2.2).

Una vez recolectadas las muestras, estas fueron colocadas en bolsas
plasticas de polietileno, con 100 ml de agua destilada y estéril a fin de evitar la
pérdida de humedad y reducir el proceso de deterioro fisiolégico del material
vegetal; las bolsas se empacaron en un cooler para evitar dafios mecanicos
durante el transporte al laboratorio y conservar una temperatura baja para

impedir la proliferacién de microorganismos contaminantes (Vega et al., 2007).

69



2.1.3 lIdentificacion de la especie

Para verificar la identidad taxondmica del material vegetal colectado, se
conté con la ayuda de la especialista en el género Polylepis la PhD Katya
Romoleroux, curadora del Herbario de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador.

2.3 Fase de Laboratorio
2.2.1 Localizacién del ensayo

El trabajo de investigacion se desarroll6 en los laboratorios de Cultivo
de Tejidos de Biotecnologia de la Escuela Politécnica del Ejército, localizados
en Sangolqui, Av. el Progreso s/n. Con la direccion técnica de la M.Sc. Monica
Jadan y la Dra. Karina Proafo.

2.2.2 Periodo de Investigacion

El tiempo que se empled para el desarrollo de la investigacion fue de 6

meses.

2.2.3 Fase de establecimiento

2.2.3.1 Manejo del material vegetal

Las yemas apicales y laterales en mejor estado fueron cortadas de las
ramas con una longitud de 4-5 cm, retirando hojas y partes muertas de los

explantes (figura 2.3).
Las yemas luego fueron colocadas en un vaso de precipitacion con

agua destilada para conservar el material en buen estado y poder iniciar con la

fase de desinfeccion.
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Figura 2.3 Yemas apicales y laterales que fueron cortadas para iniciar la fase
de desinfeccion.

2.2.3.2 Medios de cultivo

El medio de cultivo que se utiliz6 en la fase de establecimiento para
Polylepis microphylla fue el medio de Chu et al.,1975 (N6) con las vitaminas de
Kao y Michayluk (1975) en base a estudios realizados en P. tomentella y P.
racemosa en Bolivia (Quezada & Rocabado, 2005; Vega et al., 2007), este
medio se lo modifico, variando las concentracién de Nitrdgeno, Potasio, FeSO,
y sacarosa (tabla 2.3) debido a que en los primeros ensayos hubo una alta
oxidacion y como medida preventiva para esto se empled a la mitad de la
concentracion los compuestos enunciados anteriormente, disminuyendo asi las
sales del medio, el hierro y la sacarosa que estan involucrados o son causantes

de inducir procesos de oxidacion fendlica en los explantes (Batista, 1999).
En la fase de establecimiento la concentracion de agar fue de 8 g/L;

25mg/L de azucar y de reguladores de crecimiento fueron: 1mg/L de BAP,
1mg/L de GAszy 0,5 mg/L de AIB.
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Tabla 2.1 Componentes del medio de Chu et al., 1975 (N6) modificado, con las

vitaminas de Kao y Michayluk (1975), usado en la fase de establecimiento.

Medio N6 (modificado)
Componentes | Concentracion mg/L
KNO3 1174,8
KH2PO4 400
MgS0O4 7H20 185
(NH4)2 sO4 387,4
CaCL2 2H20 166
Kl 0,8
MnS0O4 H20 2,98
ZnS04 7H20 15
H3BO3 1,6
Fe SO4 7H20 13,93
Na2EDTA 18,63
Sacarosa 25g/L
Vitaminas KM
Tiamina HCI 1
Piridoxina HCI 1
Acido
nicotinico 1
Mioinositol 100
Biotina 0,01

Los reguladores de crecimiento y las vitaminas usadas en el medio de
cultivo fueron esterilizados con filtros milipore de 0.22 um, dentro de la camara
de flujo laminar y afiadidas cuando el medio tenia una temperatura de 50-60°C,
este procedimiento (figura 2.4) se realiz6 debido a que las vitaminas son
termolabiles y parte de la actividad de los reguladores se pierde al ser

esterilizados en el autoclave.
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Figura 2.4 Esterilizacion de los componentes termolabiles de los medios de

cultivo.

El volumen de los componentes termolabiles es colocado en una
jeringa estéril, luego se le adapta el filtro a la jeringa y se va filtrando sin ejercer
mucha presion, este volumen filtrado se lo puede colocar en un vaso estéril o
directamente al medio de cultivo a la temperatura anteriormente indicada, luego
se agita varias veces, para homogenizar completamente las vitaminas y
reguladores en todo el medio, después se vierte en los tubos de ensayos o
frascos de vidrio estériles el volumen de medio de 8 ml o 30 ml

respectivamente.

2.2.3.3 Desinfeccion del material vegetal

Para la desinfeccion del material vegetal (yemas), se inici6 con una
lavado con 3 g de detergente comercial por cada treinta yemas en un volumen
de agua destilada de 500 ml, el detergente debe ser disuelto con agitacion
antes de usarlo, las yemas se lavaron por 10 minutos con el detergente y con
agitacion en un hot plate, luego se realizaron 3 lavados con agua destilada para

eliminar los restos de detergente.

Después de eliminar el detergente, las yemas se lavaron con alcohol al
70% por 1 minuto, los explantes deben quedar completamente cubiertos,

finalizado este tiempo de inmersidon se elimind el alcohol. Luego se evaluaron
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tres concentraciones de cloro comercial (5,25%) al 10%, 20% y 30% vy tres
tiempos de inmersion (10, 20 y 30 min), generando 9 tratamientos (tabla 2.2).
Para cada tratamiento de desinfeccion se realizaron tres enjuagues
consecutivos en agua destilada estéril, cada uno de cinco minutos, dentro de
las camaras de flujo laminar (Sdnchez & Salaverria, 2004; Vega et al., 2007).

Tabla 2.2 Tratamientos de desinfeccion de los explantes en la fase de
establecimiento, empleando tres concentraciones de cloro comercial 5,25% y

tres tiempos de inmersion.

Tratamiento | Concentraciéon (NaCLO) | Tiempo (min)
T1 10% 10
T2 10% 20
T3 10% 30
T4 20% 10
T5 20% 20
T6 20% 30
T7 30% 10
T8 30% 20
T9 30% 30

Dentro de la camara de flujo laminar, en una placa de vidrio y con la
ayuda de una pinza y bisturi, se seccionaron los explantes axénicos eliminando
algunos foliolos. Los explantes desinfectadas fueron sembradas en tubos de
ensayo (figura 2.5) que contenian 8 ml del medio de cultivo de Chu et al. 1975
(N6) modificado, mas las vitaminas de Kao & Michayluck (1975) y reguladores
de crecimiento 1mg/L de BAP, 1mg/L de GA3y 0,5 mg/L de AIB como se indico

anteriormente (tabla 2.1).

Figura 2.5 Aislamiento e inoculacién de los explantes de PonIpis microphylla.

74



Cada tratamiento de desinfeccion tuvo 10 repeticiones y las
observaciones para evaluar la contaminacion, sobrevivencia, nivel de oxidacién
y numero de brotes se realizaron a los 30 dias de iniciado el experimento,
dando valores de 1 a los explantes contaminados y 0 a los no contaminados,
con respecto a la sobrevivencias se dio valores de 1 a los explantes vivos y 0 a

los explantes muertos.

Para el porcentaje de oxidacion la evaluacién se realiz6 segun la
escala de oxidacion (tabla 2.3) y para la variable nimero de brotes la
evaluacion se realizé contando los brotes obtenidos por explante (yema).

Tabla 2.3 Escala de los niveles de oxidacion, valores y equivalencia en
porcentaje de oxidacion en el medios de cultivo.

Oxidacion del medio de cultivo
0 5%
1 30%
2 60%
3 90%
4 100%

2.2.34 Control de oxidacion

2.2.34.1 Modificacion del potencial Redox

En esta fase especificamente para los explantes de Polylepis
microphylla se evaluaron soluciones antioxidantes filtradas, aplicandolas en
forma de lavados antes de inocular los explantes en el medio (tabla 2.4). Se
midié el porcentaje de oxidacién de los medios (tabla 2.3) a los 30 dias de

iniciada la prueba.
Se evaluaron lavados de acido citrico 300mg/L, acido ascoérbico 300

mg/L, cisteina HCI 4g/L y en combinacién acido citrico y acido ascorbico 300
mg/L (Vega et al., 2007).
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Tabla 2.4 Tratamientos para el control de la oxidacion mediante soluciones de
lavado usadas en la fase de establecimiento.

Tratamientos Soluciones antioxidantes
T1-S Acido citrico 300mg/L
T2-S Acido ascorbico 300 mg/L
T3-S Cisteina HCI 4g/L
Combinacién acido citrico y acido
T4-S ascorbico 300 mg/L

2.2.3.4.2 Modificacién del ambiente (medio de cultivo)

También se realizaron pruebas cambiando la composicion del medio
de cultivo como se indico anteriormente evaluandose el efecto de la
disminuciéon de N, K, Fe y sacarosa versus medios normales de N6 para la fase
de establecimiento (tabla 2.5). Se midi6 el porcentaje de oxidacion de los
medios segun la tabla 2.3 y la sobrevivencia a los 30 dias de iniciada la prueba.

Tabla 2.5 Tratamientos para el control de la oxidacion mediante modificacion

del medio de Chu et al., 1975 (N6) usado en la fase de establecimiento.

Tratamientos Medio
T1-N Medio N6 (concentraciones
normales)
T2-N Medio N6 (modificado)

2.2.3.4.3 Control de oxidacion mediante manipulacion

Otra alternativa que se emple0 para el control de la oxidacion en la fase
de establecimiento fue la manipulacion del explante, que consistio en
determinar el efecto de la eliminacion de todos los primordios foliares de las
yemas antes de la inoculacién (tabla 2.6). Se midi6 el porcentaje de oxidacién
de los medios de cultivo (tabla 2.3) y la sobrevivencia a los 30 dias de iniciada

la prueba.
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Tabla 2.6 Tratamientos para el control de la oxidacion mediante la eliminacién
de primordios de las yemas de P. microphylla.

Tratamientos Manipulacion
T1-M Con primordios
T2-M Sin Primordios
2.2.35 Condiciones del cultivo

Para la fase de establecimiento de los explantes de P. microphylla la
temperatura promedio del cuarto de incubacién fue de 24°C, con una humedad
relativa de 53%, inicialmente el material estuvo con un fotoperiodo de 12 horas
luz y 12 oscuridad controlado por un temporizador automatico y con una
intensidad de luz de 1200 lux.

2.2.4 Fase de multiplicacion
En la fase de multiplicacion se usaron los explantes que lograron
establecerse, evaluando diferentes concentraciones de BAP, GAsz y AIB, para

la induccion de brotes, generando 4 tratamientos (tabla 2.7).

Tabla 2.7 Tratamientos para la fase de multiplicacion de brotes P. microphylla.

GA3 BAP AlB
T1-B 1 15 0,5
T2-B 15 1 0,5
T3-B 1 1 0,5
T4-B 15 15 0,5

La relacion en que se mantiene entre los reguladores de crecimiento es
importante para los procesos morfogénicos, de esta forma se pretende
determinar si existe alguna influencia sobre las combinaciones de citoquininas,
giberelinas y auxinas, en la induccion de brotes de las yemas establecidas. Los

datos para esta fase fueron tomados a los 40 dias de iniciada esta fase.
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El medio de cultivo que se utilizd en esta fase fue el mismo medio de
cultivo de Chu et al.,1975 (N6) con las vitaminas de Kao y Michayluk (1975),
solo se modificd las concentracion de Nitrégeno, Potasio, mientras que las

concentraciones de FeSO, fue normal y de sacarosa fueron 30g/L (tabla 2.8).

Tabla 2.8 Componentes del medio de Chu et al., 1975 (N6) modificado, con las

vitaminas de Kao y Michayluk (1975), usado en la fase de multiplicacion de P.

microphylla.
Medio N6 (modificado)
Componentes | Concentracion mg/L
KNO3 1174,8
KH2PO4 400
MgSO4 7H20 185
(NH4)2 SO4 387,4
CaCL2 2H20 166
Kl 0,8
MnSO4 H20 2,98
ZnS04 7H20 1,5
H3BO3 1,6
Fe SO4 7H20 27,85
Na2EDTA 37,25
Sacarosa 30g/L
Vitaminas KM
Tiamina HCI 1
Piridoxina HCI 1
Acido nicotinico 1
Mioinositol 100
Biotina 0,01

Para la fase de multiplicacion de los explantes de P. microphylla la
temperatura promedio del cuarto de incubacién fue de 25°C, con una humedad
relativa de 50%, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 oscuridad controlado

por un temporizador automatico y con una intensidad de luz de 1500 lux.
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2.2.5 Iniciacion de la fase de enraizamiento

Los brotes de la anterior fase fueron colocados en el mismo medio de
la etapa de multiplicacion de brotes pero con una concentracion de sacarosa de
50 g/L. Para esta fase se realiz6 la evaluacion de la concentracion de auxina
(acido indol butirico) y el carb6n activado (tabla 2.9). Determinando la
presencia o ausencia de estructuras rizogénicas en la base de los brotes a los

40 dias de iniciado el experimento.

Tabla 2.9 Tratamientos la iniciacion del enraizamiento de brotes de P.

microphylla.
Tratamientos | AIB mg/L ANA mg/L | Carbon Activado g/l
T1-E 0,5 0,1 5
T2-E 2 0,1 0
T3-E S 0,1 0

En esta fase la temperatura promedio del cuarto de incubacion fue de
24°C, con una humedad relativa de 50%, con un fotoperiodo de 16 horas luz y
8 oscuridad controlado por un temporizador automatico y con una intensidad de
luz de 1500 lux.

2.2.6 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos de oxidacion, contaminacion y sobrevivencia
de la fase de establecimiento se realizaron analisis de frecuencias, tablas de
contingencia y la prueba de Chi-cuadrado para determinar si existe o no
relacion entre las variables y para la variable nimero de brotes se analiz6 a
través de un disefio estadistico completamente al azar con su respectivo
analisis de varianza (ANOVA) y al encontrar diferencias significativas entre los
tratamientos, se aplicO una prueba Tukey 0.05) realizar

(a = para

comparaciones multiples.

Se realizé un analisis perceptual, para determinar las interacciones

entre los tratamientos de desinfecciéon y la relacibn con las variables
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dependientes, la oxidacion, sobrevivencia y contaminacion. También se hizo
un analisis de correlacion entre las variables, tiempo de inmersion,
concentracion de cloro, tiempo-cloro con las variables dependientes,

contaminacion y oxidacion.

Para los datos obtenidos de las pruebas de manipulacién y control de
oxidacién con modificacién del medio de cultivo y lavados con soluciones
antioxidantes se evalu6 el porcentaje de oxidacion de los medios con un disefio
estadistico completamente al azar con su respectivo analisis de varianza
(ANOVA) y para la sobrevivencia se realizaron andlisis de frecuencia, tablas de
contingencia y la prueba de Chi-cuadrado para determinar si existe 0 no

relacion entre los tratamientos.

Para la fase de multiplicacion de brotes se realizé un disefio estadistico
completamente al azar con su respectivo analisis de varianza (ANOVA). No se
aplico la prueba de Tukey (a = 0.05) debido a que no habia significancia

estadistica entre los tratamientos.

Para la fase de enraizamiento se aplico estadistica descriptiva. La

informacion se analizé6 empleando el programa estadistico SPSS 11.5.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Fase de establecimiento

3.1.1 Desinfeccion del material vegetal

Para la desinfeccion del material vegetal se disefiaron 9 tratamientos
gue combinaron 3 concentraciones de cloro comercial y 3 tiempos de
inmersién, se tomaron datos de contaminacion, oxidacion del medio de cultivo,
sobrevivencia de los explantes y el numero de brotes evaluado a los 30 dias
(Anexo A).

Para la contaminacion se realiz6 la prueba de chi-cuadrado en base a
la frecuencia de explantes contaminados y no contaminados en cada
tratamiento de desinfeccion, analizando primero por separado el efecto de la
concentracion de cloro (tabla 3.1), obteniendo un valor de significancia alto
(0,165) (tabla 3.2), esto posiblemente nos indica que la contaminacion y la
concentracion de cloro no estan relacionadas o son independientes con
respecto a los tratamientos evaluados, aunque se puede diferenciar una
tendencia en la figura 3.1; a mayor concentracion de cloro, menor
contaminacion (figura 3.1). Esto se confirma con la baja correlacion negativa

encontrada en la tabla 3.3.

Tabla 3.1 Frecuencia de contaminacion de los explantes por cada nivel de

concentracion de cloro, evaluado a los 30 dias.

Contaminacion
No contaminado | Contaminado Total
Concentracion 10 % 20 10 30
de cloro .
20 % 24 6 30
30 % 26 4 30
Total 70 20 90
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Tabla 3.2 Pruebas de chi-cuadrado en base a la frecuencia de contaminacion

de los explantes por cada nivel de concentracion de cloro, evaluado a los 30

dias.

Valor al Sig. asintotica (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 3,600(a) ,165
Razén de verosimilitud 3,572 2 ,168
Asociacion lineal por lineal 3,433 1 ,064
N de casos vélidos 90

a 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

La frecuencia minima esperada es 6,67.

30

25"

20"

157

10
10

0

Contaminacion

.No contaminado

| |Contaminado

10 % de Cloro
20 % de Cloro

30 % de Cloro

Concentracion de cloro

Figura 3.1 Contaminacién de los explantes por cada nivel de concentracion de

cloro, evaluado a los 30 dias.
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Tabla 3.3 Correlacion entre la concentracion de cloro, la contaminacion y la

oxidacion.
| Concentracion de cloro
Concentracién de Correlaciéon de Pearson 1
cloro
Sig. (unilateral) :
N 90
Contaminacion Correlaciéon de Pearson -,196(*)
Sig. (unilateral) ,032
N 90
Oxidacién Correlacién de Pearson ,392(**)
Sig. (unilateral) ,000
N 90

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (unilateral).
** La correlacion es significante al nivel 0,01 (unilateral).

También se realiz6 la prueba de chi-cuadrado en base a la frecuencia
de explantes contaminados y no contaminados en cada tratamiento de
desinfeccion, analizando el efecto del tiempo de inmersion (tabla 3.4),
obteniendo un valor de significancia alto (0,295) (tabla 3.5), esto posiblemente
nos indica que la contaminacion y el tiempo de inmersion no estan relacionadas
0 son independientes con respecto a los tratamientos evaluados, aunque se
puede diferenciar una tendencia en la figura 3.2; a mayor tiempo de inmersion

en cloro, menor contaminacion.

Tabla 3.4 Frecuencia de contaminacion de los explantes por cada tiempo de

inmersion en cloro, evaluado a los 30 dias.

Contaminacion
No contaminado | Contaminado Total
Tiempode 10 min 21 9 30
Inmersién 20 min 23 7 30
30 min 26 4 30
Total 70 20 90
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Tabla 3.5 Pruebas de chi-cuadrado en base a la frecuencia de contaminacion
de los explantes por cada tiempo de inmersién en cloro, evaluado a los 30 dias.

Sig. asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2,443(a) 2 ,295
Razon de verosimilitud 2,538 2 ,281
Asociacion lineal por lineal 2,384 1 ,123
N de casos vélidos 90

a 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 6,67.

30
25 26
23
201| 21
151
104
9 Contaminacion
7
5 [INo contaminado
4
0 [ JContaminado
10 min 20 min 30 min

Tiempo de Inmersion

Figura 3.2 Frecuencia de contaminacion de los explantes por cada tiempo de

inmersion en cloro, a los 30 dias.

Para evaluar el efecto de las dos variables independientes
(concentracion de cloro y tiempo de inmersidon) sobre la contaminacion se
realizo la prueba de chi-cuadrado, en base a las frecuencias observadas (tabla
3.6), las cuales demuestran una disminucion de contaminacion al trabajar con

concentraciones altas y tiempos de inmersiéon mas prolongados.
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Tabla 3.6 Frecuencia de contaminacién de los explantes en cada tratamiento
de desinfeccion, evaluado a los 30 dias.

Contaminacién
No contaminado | Contaminado Total
Tiempo- 10-10 T1 5 5 10
Cloro 10-20 T2 7 3 10
10-30 T3 9 1 10
20-10 T4 6 4 10
20-20 T5 9 1 10
20-30 T6 8 2 10
30-10 T7 9 1 10
30-20 T8 8 2 10
30-30 T9 9 1 10
Total 70 20 90

El valor de la significancia para la interaccion (tiempo-cloro) fue alto
(0,254) (tabla 3.7) esto posiblemente nos indica que el tiempo de inmersion, la
concentracion de cloro y la contaminacion no estan relacionadas o son
independientes con respecto a los tratamientos evaluados, aunque se puede
diferenciar una tendencia en la figura 3.3; a mayor concentracion de cloro y
tiempo de inmersion menor contaminacion y viceversa. Esto se confirma con la

baja correlacion negativa encontrada en la tabla 3.8.

Tabla 3.7 Pruebas de chi-cuadrado en base a la frecuencia de contaminacion

de los explantes en cada tratamiento de desinfeccion, evaluado a los 30 dias.

Sig. asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 10,157(a) 8 ,254
Razén de verosimilitud 9,784 8 ,281
Asociacion lineal por lineal 4,205 1 ,040
N de casos validos 90

a 9 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 2,22.
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Figura 3.3 Frecuencia de contaminacion de los explantes por cada tiempo de

inmersion en cloro, evaluado a los 30 dias.

Tabla 3.8 Correlacion entre la concentracion de cloro, el tiempo de inmersion,

la contaminacion y la oxidacion.

Tiempo-Cloro
Tiempo-Cloro Correlacion de Pearson 1
Sig. (unilateral) .
N 90
Contaminacién Correlacion de Pearson -,217(%)
Sig. (unilateral) ,020
N 90
Oxidacion Correlacion de Pearson ,581(**)
Sig. (unilateral) ,000
N 90

* La correlacién es significativa al nivel 0,05 (unilateral).
** La correlacién es significante al nivel 0,01 (unilateral).

Las tendencias que se puede observar en las figuras 3.1, 3,2y 3.3, que
muestran que a mayor concentracion de cloro y tiempo de inmersion, hay

menor contaminacion, es debido al NaClO, cuyo efecto desinfectante se debe a
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la liberacion de cloro; el Cl, reacciona con el agua para dar acido hipocloroso,
que a pH &cido o neutro es un oxidante fuerte. Al no haber ningun estudio
previo en esta especie, se evaluaron diferentes concentraciones y tiempos de

inmersién porque el efecto varia segun el tejido vegetal (Pierik, 1990).

Los tiempos muy prolongados de esterilizacién permiten disminuir en
gran medida la contaminacion por bacterias y hongos, este desinfectante es un
gran agente oxidante, cuya actividad antimicrobiana le permite matar
microorganismo patdégenos presentes en el tejido del material vegetal. EIl cloro
actlia modificando grupos funcionales, inactivando proteinas enziméaticas, por
lo que es un bactericida muy Util y muy potente (Aleméan, 2002). Pero puede
causar efectos negativos sobre el explante y mas auln si se trabaja con
concentraciones altas de cloro, debido a que el liquido esterilizante puede
penetrar por la heridas del explante y producir un efecto toxico, inclusive puede

causar la muerte del tejido vegetal (Pierik, 1990).

Conseguir 0% de contaminacion en un tratamiento de desinfeccion, no
es necesariamente un tratamiento Optimo, ya que se deben evaluar otros
factores como es la sobrevivencia, el tiempo de generacion de las primeras
estructuras foliares, el nivel de oxidacion del medio, en especial en lefiosas.
Todos estos aspectos nos indicaran si es o no favorable la respuesta del

material vegetal a las condiciones in vitro (Vega et al., 2007).

Se analizaron diferentes concentraciones de cloro y el efecto sobre la
oxidacion fendlica, mediante un ANOVA (tabla 3.9). Se encontrd diferencias
significativas en el porcentaje de oxidacién entre las 3 concentraciones de
cloro. Al realizar la prueba de Tukey (a = 0.05) y las comparaciones multiples
(Anexo B) se determinaron dos grupos de significancia (tabla 3.10) siendo las
concentraciones de 10% y 20% las que presentaron menores niveles de
oxidacion (figura 3.4). Debido a que a menor concentracion de cloro, sera
menos agresivo el tratamiento para el material vegetal, disminuyendo el estrés
fisiologico y con esto la oxidacion (Echenique et al., 2004; Pierik, 1990). Esto

también se confirma con la correlacion positiva encontrada en la tabla 3.3.
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Tabla 3.9 Anova un factor para las variables oxidacion y concentracion de

cloro.
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 25,756 2 12,878 | 10,448 ,000
Intra-grupos 107,233 87 1,233
Total 132,989 89

Tabla 3.10 Subconjuntos homogéneos para las tres concentraciones de cloro

evaluando la variable dependiente oxidacion.

Subconjunto para alfa = .05
Concentracion de cloro N 1 2
10 % de Cloro 30 2,80
20 % de Cloro 30 2,87
30 % de Cloro 30 3,97
Sig. 971 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30,000.

16
b
14 —
14
12 v a
a . . .
10 Oxidacion
g o [10%
8 8
6 [ 130%
6
4 s 60%
24 3 []90%
0 [ 100%

10 % de Cloro 20 % de Cloro 30 % de Cloro

Concentracion de cloro

Figura 3.4 Oxidacion de los explantes por cada nivel de concentracion de cloro,
evaluado a los 30 dias.
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Se analizaron diferentes tiempos de inmersion y su efecto sobre la
oxidacion fendlica.  Mediante un ANOVA (tabla 3.11) se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de oxidacion entre los 3 tiempos de
inmersién; al realizar la prueba de Tukey (a = 0.05) y las comparaciones
multiples (Anexo C) se determinaron dos grupos de significancia (tabla 3.12)
siendo los tiempos de 10 y 20 minutos los que presentaron menores niveles de
oxidacion (figura 3.5). Debido a que a menor tiempo de inmersion, ser& menos
agresivo el tratamiento para el material vegetal, disminuyendo asi el estrés
fisioldgico y con esto la oxidacion (Echenique et al., 2004; Pierik, 1990). Esto se
confirma con la correlacién positiva encontrada en la tabla 3.13

Tabla 3.11 Anova un factor para las variables oxidacién y tiempo de inmersion.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 38,422 2 19,211 17,674 ,000
Intra-grupos 94,567 87 1,087
Total 132,989 89
16
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Figura 3.5 Frecuencia de oxidacion de los explantes segun el tiempo de

inmersion, se muestran los grupos de significancia.
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Tabla 3.12 Subconjuntos homogéneos para los tres tiempos de inmersidn

evaluando la variable dependiente oxidacion.

HSD de Tukey

Tiempo de Inmersion N Subconjunto para alfa = .05
1 2
10 min 30 a 2,70
20 min 30 a 2,80
30 min 30 b 4,13
Sig. ,927 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armdénica = 30,000.

Tabla 3.13 Correlacion entre el tiempo de inmersion y la oxidacion.

Tiempo de

Inmersion
Tiempo de Inmersion Correlacion de Pearson 1
Sig. (unilateral) .
N 90
Oxidacion Correlacion de Pearson 481 (*)
Sig. (unilateral) ,000
N 90

** | a correlacion es significante al nivel 0,01 (unilateral).
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (unilateral).

En la figura 3.6 se pueden observar los diferentes niveles de oxidacion

en el medio de cultivo, la coloracion marron o negro es el producto de

exudados de los explantes, que son compuestos del tipo polifenol oxidados y

taninos, y generalmente hacen imposible el crecimiento y desarrollo en el

cultivo in vitro de tejidos vegetales (Echenique et al., 2004; Pierik, 1990).

e

Figura 3.6 Diferentes niveles de oxidacion presente en los medios de cultivos
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Para evaluar el efecto de las dos variables independientes
(concentracion de cloro y tiempo de inmersion) sobre la oxidacion. Se realizé
un Anova (tabla 3.14) y se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de oxidacion entre los 9 tratamientos de desinfeccion.

Al realizar la prueba de Tukey (a = 0.05) y las comparaciones multiples
(Anexo D) se determinaron dos grupos de significancia (tabla 3.15) siendo los
tratamientos 10-10, 10-20, 20-10 y 20-20 son los tratamientos que presentaron
menores niveles de oxidacion (figura 3.7 y 3.8). Esto es el resultado de emplear
bajas concentraciones de cloro (10% y 20%) y bajos tiempos de inmersion (10
y 20 min) que permiten disminuir el estrés fisiolégico y con esto una
disminucién de la oxidacion fendlica y un aumento de la sobrevivencia del tejido
(Sanchez & Salaverria 2004). Esto se confirma con la correlacion positiva

encontrada en la tabla 3.8.

Tabla 3.14 Anova un factor para las variables oxidacion, tiempo de inmersion y

concentracion de cloro.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 79,889 8 9,986 15,233 ,000
Intra-grupos 53,100 81 ,656
Total 132,989 89

Tabla 3.15 Subconjuntos homogéneos para los 9 tratamientos de desinfeccidn

evaluando la variable dependiente oxidacion.

Tiempo-Cloro N Subconjunto para alfa = .05

1 2
10-10 T1 10 a 1,90
10-20 T4 10 a 2,20
20-10 T2 10 a 2,20
20-20 T5 10 a 240
20-30 T8 10 b 3,80
10-30 T7 10 b 4,00
30-20 T6 10 b 4,00
30-30 T9 10 b 4,10
30-10 T3 10 b 4,30
Sig. ,902 ,902

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Figura 3.7 Frecuencia de oxidacion de los explantes en cada tratamiento de

desinfeccién, evaluado a los 30 dias

Promedio de Oxidacion
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Tratamientos

Figura 3.8 Promedios de oxidacion en los 9 tratamientos de desinfeccion, se
muestra los grupos de significancia, (a) muestran menores promedios de

oxidacion, (b) presenta mayores promedios de oxidacion.
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Con relacién a la sobrevivencia el valor de la significancia fue de 0,005
(tabla 3.16), por lo que es probable que la concentracion de cloro y el tiempo
de inmersion influyan significativamente sobre la sobrevivencia de los
explantes. Como se puede ver en la figura 3.9 a menor concentracion de cloro
y tiempo de inmersion, hay mayor sobrevivencia de los explantes, siendo los
tratamientos (tiempo-cloro) 10-10, 10-20, 20-10, los que presentan mayor
porcentaje de sobrevivencia (60%) (tabla 3.17 y figura 3.10).

Tabla 3.16 Pruebas de chi-cuadrado en base a la frecuencia de sobrevivencia
de los explantes en cada tratamiento de desinfeccién, evaluado a los 30 dias.

Sig. asintotica
Valor al (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 21,851(a) 8 ,005
Razon de verosimilitud 21,804 8 ,005
Asociacion lineal por lineal 12,203 1 ,000
N de casos validos 90

a 9 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 2,89.

Tabla 3.17 Frecuencia de sobrevivencia de los explantes en cada tratamiento

de desinfeccion, evaluado a los 30 dias.

Sobrevivencia

Muerto Vivo Total

Tiempo-Cloro 10-10 T1 4 6 10
10-20 T2 4 6 10

10-30 T3 8 2 10

20-10 T4 4 6 10

20-20 T5 9 1 10

20-30 T6 9 1 10

30-10 T7 9 1 10

30-20 T8 8 2 10

30-30 T9 9 1 10

Total 64 26 90
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Figura 3.9 Frecuencia de sobrevivencia de los explantes en cada tratamiento

de desinfeccion, a los 30 dias.

Por esta razon después del lavado con el detergente se sumergio el
tejido en alcohol al 70% por un minuto a los explantes de P. microphylla. Al
respecto, (Jiménez, 1999 en Vega et al., 2006) menciona que los métodos de
desinfeccion utilizados no siempre eliminan las poblaciones de bacterias
asociadas a los tejidos de las plantas in vivo; muchas son capaces de
permanecer latentes en el interior de las células, en los espacios intercelulares
o en los haces conductores quedando protegidas, de esta manera, de los
agentes quimicos. Esto podria explicar los resultados obtenidos en cuanto a la

dificultad de eliminar por completo la contaminacion (figura 3.10)

Un factor a tomar en cuenta es la pubescencia del tejido (Villalobos y
Pérez (1979) en Sanchez et al,. 2004), si el tejido es pubescente, debe hacerse
un prelavado con detergente o etanol al 70% durante 30s para romper la
tension superficial y permitir que la superficie sea mas accesible a la accion de

los agentes desinfectantes.
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Figura 3.10 Porcentajes de contaminacion y sobrevivencia de los 9

tratamientos de desinfeccion a los 30 dias de iniciado el experimento.

Al realizar una prueba de chi-cuadro entre la sobrevivencia, la

oxidacion y los tratamientos de desinfeccion (tiempo de

inmersion y

concentracion de cloro), se encontrd un valor bajo de significancia (tabla 3.18 y

3.19), lo que posiblemente indica que las variables estan relacionadas, por lo

tanto los tratamientos de desinfeccion muy agresivos (altas concentraciones y

tiempos de inmersion muy prolongados), pueden inducir mayor oxidacion

fendlica, mayor toxicidad y con esto menor sobrevivencia (figura 3.11) (Pierik,

1990).

Tabla 3.18 Pruebas de chi-cuadrado en base a la frecuencia de sobrevivencia

segun el nivel de oxidacion, a los 30 dias de iniciado el experimento.

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 10,023(a) 4 ,040
Razon de verosimilitud 9,553 4 ,049
Asociacion lineal por lineal 8,684 1 ,003
N de casos validos 90

a 2 casillas (20,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

La frecuencia minima esperada es 2,60.
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Tabla 3.19 Prueba de chi-cuadrado, para sobrevivencia, nivel de oxidacion y

los 9 tratamientos de desinfeccion (tiempo-cloro).

Sig. asintética
Sobrevivencia Valor gl (bilateral)
Muerto ghl-cuadrado de 57,673(a) 32 004
earson

Razon de

verosimilitud 66,178 32 000

Asoqlauon lineal 17.246 1 000

por lineal

N de casos

validos 64
Vivo Chi-cuadrado de 53,733(b) 32 009

Pearson

Razon de

verosimilitud 45,625 32 056

Asoqlacmn lineal 7243 1 007

por lineal

N,o_le casos 26

validos

30
20"

104 Sobrevivencia
6 ! 6 z EEMuerto
0, EmvVivo

0% 30% 60% 90% 100%

Oxidacion

Figura 3.11 Sobrevivencia de los explantes segun el nivel de oxidacion.

Se encontraron diferencias significativas en el nUumero de brotes entre
los tratamientos de desinfeccion (tabla 3.20). Al realizar la prueba de Tukey (a

= 0.05) y las comparaciones multiples (Anexo E) se determinaron tres grupos
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de significancia. Siendo los tratamientos 10-10, 10-20 y 20-10, los que
presentaron un mejor estado de los explantes y con esto un mayor niumero de
brotes con respecto a los otros tratamientos evaluados (tabla 3.21, figura 3.12).
Siendo el tratamiento 10-20, el que presentdé mayor numero de brotes (figura
3.13).

Tabla 3.20 Anova un factor para la variable nimero de brotes entre los

tratamientos de desinfeccion.

Suma de

cuadrados gl | Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 18,356 8 2,294 | 4,693| ,000
Intra-grupos 39,600 81 ,489
Total 57,956 89

Tabla 3.21 Rangos de significancia para la variable numero de brotes

Tratamientos

Tiempo - cloro Promedio | Rangos de Significancia
10-20 T4 1,3 a

10-10 T2 1 a b

20-10 T2 0,8 a b

30-10 T3 0,2 b c
10-30 T7 0,2 b c
30-30 T9 0,1 b c
20-30 T8 0,1 b c
20-20 T5 0,1 b c
30-20 T6 0 c

a1
3!

Py

(a) (b) (c)
Figura 3.12 (a 'y b) Explantes establecidos del tratamiento (10-20): 10 minutos

de tiempo de inmersién a una concentracién del 20% de cloro comercial

(5,25%); (c) explantes no establecidos por el efecto téxico de la oxidacion.
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Figura 3.13 Barras de error, con intervalos de confianza, para la variable
ndmero de brotes.
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Figura 3.14 Porcentajes de contaminacion, promedios de oxidacion, porcentaje

de sobrevivencia y nimero de brotes para cada tratamientos de desinfeccion.
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Figura 3.15 Porcentajes de contaminacion, sobrevivencia, oxidacion y nimero

de brotes para el grupo a de los rangos de significancia.

Los tiempos de inmersion muy prolongados y concentraciones muy
altas, aumentan los dafios en los tejidos vegetales y provocan la necrosis y
muerte celular (figura 3.12 (c)), por esta razon para determinar el mejor método
de desinfeccion se debe tomar no solo en cuenta el tratamiento que menos
contaminacién tiene, sino, el que permite mayor sobrevivencia con menor

contaminacion (figura 3.14 y 3.15), (Sanchez & Salaverria 2004).

En la figura 3.16 podemos ver un mapa perceptual o de interacciones
(Anexo D) que nos permite distinguir a varios grupos, el primer grupo (parte
inferior izquierda) estda asociado con tiempos de inmersion cortos,
concentraciones de cloro bajas, mayor contaminaciéon y mayor sobrevivencia.
Esto es debido a que los tratamientos de desinfeccién de este grupo son poco
agresivos y asi como permitiran mayor sobrevivencia también aumentara

crecimiento de microorganismos (bacteria y hongos).
El segundo grupo (parte inferior derecha) estd asociado a

concentraciones altas de cloro, tiempos de inmersion prolongados, cero

contaminaciéon y muerte del tejido vegetal, esto posiblemente, es debido a que
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los tratamientos de este grupo son muy agresivos y asi como eliminan toda la

contaminacion, matan el tejido vegetal.

Y un tercer grupo (parte superior) que asocia concentraciones y
tiempos de inmersion intermedios, niveles de oxidacion del 30-60%, cercano al
grupo o mas asociado a los no contaminados y un poco alejado del grupo de
mayor sobrevivencia. De esta forma se podria asociar condiciones del primer y

tercer grupo para encontrar lo 6ptimo en la fase de desinfeccion.

- 30%
. 20 min
20 e Clor
© co%
||
Muerto
Mo contamina
# 30 % de Clor . .
Contaminado @ Sobrevivencia
20%
10 min & B Oxidacidn
Vivo 4 30 min
10 % de Clor Contaminacidn
100% € Concentracion
B
« Tiempo
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ LJ ¥ L LJ ¥

Analisis de Homogeneidad

Figura 3.16 Mapa perceptual de los tratamientos de desinfeccion (interaccion

entre factores).

3.1.2 Control de Oxidacion

En el proceso de aislamiento, desinfeccién e inoculacién en el medio
de cultivo siempre se generan en mayor o menor medida situaciones de estrés,
provocando la estimulacion del metabolismo de los compuestos fendlicos y la
exudacion al medio de cultivo de estos productos. Por esta razon se analizaron

diferentes estrategias para controlar la oxidacion fendlica.
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Para el control de oxidacibn mediante una modificacion del potencial

redox, se evaluaron 4 tratamientos con soluciones antioxidantes, los niveles

mas bajos de oxidacion se los pudo obtener con cisteina 4 g/l (figura 3.17),

permitiendo también la mayor sobrevivencia del tejido vegetal (figura 3.18).

Se encontro diferencias significativas en el promedio de oxidacién entre

los tratamientos de lavado (tabla 3.22), por lo tanto es probable que los

antioxidantes empleados en el lavado puedan actuar de diferente forma para el

control de |

a oxidacion.

Tabla 3.22 Anova un factor para los cuatro tratamientos de lavado.

Origen de Sumade | Grados de Promedio de N valor critico
las . los F Probabilidad
o cuadrados | libertad para F
variaciones cuadrados
Entre
grupos 6420 3 2140 7,17 0,00067 2,866
Dentro de
los grupos 10740 36 298,33
Total 17160 39
30 - 75 76
70 A
60 -
50 7 42
Vi B Promedio de
30 Oxidacion
30 A
20 - B Porcentaje de
Sobrevivencia
10 . 0 0
0 T r
Cisteina Ac. Ac. citricio  Ac. citricoy
ascorbico ascorbico

Figura 3.17 Promedios de oxidacién y porcentaje de sobrevivencia en los 4

tratamientos de lavado en la fase de establecimiento
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Las quinonas son uno de los productos de esta oxidacion, los cuales
son fitotéxicos, por lo que son capaces de alterar procesos morfogénicos o de
crecimiento y desarrollo, potenciando en otras ocasiones procesos de

oxidacion, ya que tras su propia oxidacidén se convierten en potentes oxidantes.

2007405/28

Figura 3.18 Resultados del lavado con Cisteina HCI 4g/L.

La cisteina, de acuerdo con (George y Sherrington (1984) en Sanchez
et al,. 2004), no previene la oxidacion, sino que actda en la rapida remocion de
cualquier quinona que se forma, permitiendo asi, una disminucion de los
efectos fitotoxicos. Ademas, como es un aminoacido, pudo haber inducido un
rapido desarrollo de los explantes al ofrecer nitrégeno organico, rapidamente
biodisponible, para suplir sus requerimientos.

Promedio de Oxidacion en el medio

(b) 60,33

70 -
60 -
50 A
40
30 -
20 -
10 -

(a) 26,67

NN

Control N6 Medio N6
(modificado)

Figura 3.19 Promedios de oxidacion al utilizar un medio modificado y un

control. Hay diferencias significativas entre a 'y b.
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Para el control de la oxidacion mediante la modificacion del ambiente
(medio de cultivo), se encontrd diferencias significativas en el promedio de
oxidacion entre los dos tratamientos, siendo el mejor, el medio N6 modificado
con un promedio de oxidacion de 26,67 % (tabla 3.23 y figura 3.19).

Tabla 3.23 Anova un factor para los tratamientos de modificacion del ambiente.

Origen de Grados | Promedio de ”

las Cﬁ‘;g}iggs de los F | Probabilidad Va'ogr;”é'co
variaciones libertad | cuadrados P

Entre

grupos 8500,83 1 8500,83| 14,91 0,00060 4,195
Dentro de
los grupos 15956,66 28 569,88

Total 244575 29

Para el control de la oxidacion mediante la modificaciobn de la

concentracion de nutrientes, al disminuir el nitrégeno, potasio, FeSO4 vy
sacarosa, se logr6 minimizar la sintesis de polifenoles y oxidacion fendlica,
permitiendo una mayor sobrevivencia de los tejidos y formacién de brotes
(figura 3.19 y 3.20) (Batista, 1999).

Esta modificacion del medio, disminuyendo sales, es una forma mas
efectiva de controlar la oxidacién, ya que se disminuye el estrés fisiologico
generado por el potencial osmético y salino. Y de esta forma se previene la
estimulacion del metabolismo de los compuestos fendlicos y la exudacion al

medio de cultivo de estos productos (Batista, 1999).
Los carbohidratos son necesarios para la biosintesis de polifenoles, de

esta forma una reduccién de la concentracion de sacarosa también contribuye

a disminuir la biosintesis de polifenoles (Batista, 1999).
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Figura 3.20 Resultados del control de oxidacion mediante modificacion de
nutrientes del medio de cultivo (izquierda) versus un control (derecha).

En el control de oxidacion mediante manipulacion del explante, se
encontro diferencias significativas en el porcentaje de oxidacién entre los dos
tratamientos de manipulacion (tabla 3.24). Estos resultados (figura 3.21) se
los obtuvieron en el medio (N6) modificado, obteniéndose un 94,4 % de
sobrevivencia al eliminar los primordios, con un promedios de 33,33 % de

oxidacion del medio.

La eliminacion de los primordios foliares permite minimizar la oxidacion
fendlica ya que al eliminar el tejido mas expuesto a los agentes quimicos, se
estad eliminando el tejido que mayor estrés fisiologico ha tenido en todo el
proceso (figura 3.22). Este tejido que posee compuestos oxidados puede
potenciar otros procesos de oxidacion, ya que tras su propia oxidacion se
convierten en potentes oxidantes. Estas sustancias se pueden ligar a proteinas
de la membrana y enzimas generando toxicidad y la muerte celular (Batista,
1999).

La oxidacién impide que las células del explante sinteticen algunas

proteinas, que al no elaborarse, afectan la formacion de estructuras y el

crecimiento de las vitroplantas (Quintero et al., 2003).
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Tabla 3.24 Anova un factor para los tratamientos de manipulacion del explante.

Origen de Grados . Valor
las ci:glrzggs de IoPercrnzglrgc(Ij:s Probabilidad | critico
variaciones libertad = para F
Entre
grupos 11739,68 1 11739,68 20,84 0,0002 4,38
Dentro de
los grupos 10705,56 19 563,45
Total 22445,24 20
94,4 (a)
100,00 ~
90,00 -
80,00 -
70,00 -
e 44,4 (b) ® Promedio de Oxidacion
50,00 4
33,33 :
40,00 - Porcentaje de
30.00 - Sobrevivencia
20,00 -
10,00 A
0,00 T 1
T2(sin T1(con
primordios) primordios)

Figura 3.21 Promedios de oxidacion y porcentajes de sobrevivencia en los

tratamientos de manipulacion del explante.

M

Figura 3.22 Resultados del control de oxidacion mediante manipulacion de los

explantes, tratamiento con la eliminacion de primordios (izquierda) versus

tratamiento sin eliminacion de primordios (derecha).
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3.2 Fase de multiplicacion

No se encontré diferencias significativas en el nUmero de brotes entre
los cuatro tratamiento evaluados (tabla 3.25). Estadisticamente los tratamientos
son iguales, aunque los datos del promedio de brotes en la figura 3.23 son
diferentes, el tratamiento con las concentraciones de 1,5 mg/L de BAP, 1,5
mg/L de GA3 y 0,5 mg/L de AIB se observé un mayor numero de brotes, con
un promedio de 4 brotes por explante a los 40 dias de iniciada la fase de
multiplicacion (figura 3.23 y 3.24).

Esta proliferacion de brotes se logré con la adicion de una mayor
concentracion de citoquinina (BAP) al medio de cultivo para romper la
dominancia apical y estimular la brotacion de las yemas. Este balance
hormonal, con mayor concentracion de citoquininas y menor de auxinas es

determinante en el coeficiente de multiplicacion (Aleman, 2000Db).

Se empleo6 acido giberélico que permite incrementar tanto la division
como la elongacion celular, debido a que tras la aplicacion de giberelinas se
incrementa el namero de células y la longitud de las mismas. Ademas, de los
efectos sinérgicos entre las giberelinas, con las auxinas y citoquininas " in vitro”
(Aleman, 2000b).

Tabla 3.25 Anova un factor para los tratamientos en la fase de multiplicacion.

Origen de las Suma de Grados | Promedio Probabilida Vg_lor
o de de los F critico
variaciones cuadrados | | d
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 5,92 3 1,97| 0,468 0,71 2,87
Dentro de los
grupos 147,67 35 4,22
Total 153,59 38
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Figura 3.23 Promedios de numero de brotes por explante en la fase de

multiplicacion a los 40 dias

Figura 3.24 Brotes en la fase de multiplicacién a los 40 dias.
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3.3 Iniciacién de la fase de enraizamiento

Para iniciar el proceso de enraizamiento en los brotes propagados in
vitro se requiere generalmente el trasplante a un medio de cultivo modificado.
Asimismo, se requiere cambiar el balance hormonal, esto es, disminuir o
eliminar las citoquininas y aumentar las auxinas (Quintero et al., 2003). Por
esta razén en los medios de cultivo solo se manejé un balance hormonal entre

las auxinas AIB y ANA.

Ademds, Para estimular el enraizamiento es recomendable reducir las
sales del medio de cultivo y elevar la concentracion de sacarosa en el medio,
lo cual da como resultado un crecimiento vigoroso de las raices (Aleman,
2000), por esta razén se emple6 el medio N6 modificado, con disminucién de
sales y se increment0 el azucar, a pesar de esto solo se obtuvieron callos,

posiblemente por emplear una concentracion muy alta de citoquininas.

Los tratamientos para esta fase fueron: T1 (2mg/L AIB + 0,1 mg/L
ANA); T2 (5mg/L AIB + 0,1mg/L ANA) y T3 (CA + 0,5 mg/L AIB + 0,1mg/L
ANA), obteniendo resultados en el tratamiento 2, solo 5 explantes de 15

presentaron callos en la parte basal (figura 3.25).

/’/
40% 17 33,339
30% 1~

/'//
20%
® g7 u % Callos

-

S a>

0% ‘ T I l/
T1 i) 13

Figura 3.25 Presencia de callos en los brotes de P. microphylla.
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(b)

(©) (d)

Figura 3.26 (a 'y b) Tratamiento 2, presencia de callos en la parte basal de los

brotes, (c) tratamiento 1, (d) tratamiento 3.

109



CAPITULO 4. CONCLUSIONES

Los tratamientos (tiempo-cloro) 10-10, 10-20, 20-10 presentaron los
mayores porcentajes de sobrevivencia y los niveles mas bajos de oxidacion.
Siendo el tratamiento 10-20 el que presentdé mejor estado de los explantes
establecidos y mayor nimero de brotes.

El mejor método de desinfeccion fue 10 minutos de tiempo de
inmersién en cloro comercial al 20%, presentando la mayor sobrevivencia de
los explantes (60 %), una contaminacion baja del 13%, con un promedio bajo
de oxidacion (37%) y con el mayor promedio de brotes, 1,3 brotes por explante

en la fase de establecimiento.

Tiempos muy prolongados de inmersion y concentraciones muy altas
de cloro disminuyen la contaminacion de los explantes, pero pueden causar

mayor oxidacion fendlica, necrosis y muerte del tejido vegetal.

Al  trabajar con especies lefiosas es muy importante disefiar
estrategias para controlar la oxidacion fendlica pues incide significativamente

en la sobrevivencia de los explantes.

Para el control de oxidacion mediante modificacion del potencial redox

el mejor resultado fue una solucién de lavado con cisteina HCI 4g/L.

Para el control de oxidaciéon mediante modificacion de los nutrientes del
medio, una disminucion a la mitad de las concentraciones de K, N, FeSO4
permiti6 una mayor sobrevivencia de los tejidos, formacién de brotes y
reduccion de la oxidaciéon fenodlica al 26,67%, permitiendo una mayor

sobrevivencia.
La disminucion de sales y sacarosa del medio de Chu et al., 1975 (N6)

permitid prevenir la biosintesis de polifenoles y la oxidacion fendlica de los

mismos.
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Se obtuvo una sobrevivencia del 94,4% al eliminar los primordios
foliares de la yemas de P. microphylla, el cual es el tejido mas expuesto a los
agentes quimicos, y por lo tanto se esta eliminando el tejido que mayor estrés
fisioldgico ha tenido en todo el proceso, permitiendo una mayor sobrevivencia.

Al iniciar el estudio, la oxidacién fendlica fue una de las limitaciones
para el crecimiento y desarrollo de las yemas de P. microphylla, debido a la
segregacion de sustancias al medio, cuya oxidacién produce oscurecimiento y
eventual muerte de los explantes. Los productos de la oxidacion son fitotoxicos
y son capaces de alterar procesos morfogénicos o de crecimiento y desarrollo,
potenciando otros procesos de oxidacion.

No hubo diferencia estadistica entre los tratamientos en la fase de
multiplicacion, pero uno de ellos permiti6 un mayor numero de brotes. El
balance hormonal empleado en esta fase es determinante en el coeficiente de
multiplicacion, al lograr un balance adecuado es posible alcanzar altas tasas

de proliferacion aumentando la efectividad del método.

Para la multiplicacion de explantes establecidos de Polylepis
microphylla, el mejor balance hormonal fue 1,5 mg/L de BAP, 1,5 mg/L de GA3
y 0,5 mg/L de AIB, en el medio de cultivo de Chu et al., 1975 (N6) con las
vitaminas de Kao y Michayluk (1975), con las concentracion de Nitrogeno y

Potasio a la mitad y de 30g/L de sacarosa.

En la iniciacion de la fase de enraizamiento con el balance hormonal
empleado no se logro inducir raices, pero hubo la presencia de callos, lo cual
es un indicio de una respuesta rizogénica. Para optimizar esta fase se debe

minimizar la formacion de callo y maximizar la tasa de rizogénesis.

El balance hormonal que presentd callos fue 5mg/L AIB y 0,1mg/L
ANA, en el medio de Chu et al.,, 1975 (N6) con las vitaminas de Kao y
Michayluk (1975), con las concentracion de Nitrégeno, Potasio a la mitad y

50g/L de sacarosa.
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CAPITULO 5. RECOMENDACIONES

Es necesario evaluar otras concentraciones de reguladores de
crecimiento en la fase de multiplicacion de P. microphylla para poder optimizar
el balance hormonal de esta técnica.

En futuras investigaciones, recomiendo emplear el medio N6
modificado, debido a su efectividad para prevenir y minimizar la oxidacion
fendlica, ademas ee podrian evaluar otros medios de cultivo como el TL
(Tremblay & Lalonde 1984) y el medio de McCown & Lloyd (1980), en las fases
de multiplicacion y enraizamiento. Y se recomienda que continden estudios

sobre esta especie debido a su importancia en el ecosistema andino.

En futuras investigaciones, recomiendo realizar la eliminacion de
primordios foliares de las yemas y la modificacion del medio de cultivo ya que
son muy efectivos para prevenir la oxidacion, ademas se podria realizar mas
pruebas con otros antioxidantes como el PVP y aminoacidos como la
glutamina, arginina y la aspargina para minimizar aun mas este efecto
fitotoxico. Ademas, de estudiar el efecto de la época de recoleccion de
muestras (invierno o verano), porque esto permite disminuir la contaminacion y

la oxidacion del material vegetal.

Debido a la dificultad en la recoleccion del material vegetal por la
distancia y la altura de muestreo en la Provincia del Chimborazo (4000 msnm),
se recomendaria mantener un vivero cerca del laboratorio para acelerar la

investigacion.

Se sugiere que el trabajo de laboratorio de introducciéon de material
para la fase de establecimiento se cuente con mayor apoyo humano, pues el
manejo dentro de la camara de flujo laminar es laborioso y lleva bastante
tiempo, aumentado los riesgos de contaminacion y deterioro del material

vegetal cuando trabaja solo una persona.
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