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RESUMEN

Hibiscus rosa-sinensis, comunmente conocido como cucarda, es un
arbusto perenne, lefioso en la base, perteneciente a la familia Malvaceae. Sus
caracteristicas de resalte y su utilidad ornamental son de interés para ser
producido masivamente. EIl presente proyecto tuvo como objetivo establecer
un protocolo de propagacion in vitro a partir de segmentos nodales de cucarda
(Hibiscus rosa-sinensis), para ser utilizado como estrategia de reforestacion del
espacio publico del Distrito Metropolitano de Quito. Para ello, se realizaron
tratamientos de desinfeccion con diferentes concentraciones de cloro (25%,
30%, 40%, 50%, 60%); en el establecimiento se usaron los medios de cultivo
MS, MS %, MSVG y MSVG ¥: adicionados con BAP (0; 0,1; 0,3 y 0,5 mg.L™).
En la etapa de propagacion se utilizaron varias concentraciones de BAP (0; 0,5;
0,8; 1; 1,5 mg.L™") y AIA (0; 0,01; 0,02; 0,03 mg.L™") y en el enraizamiento se
probé AIB (0; 0,5; 1; 1,5; 2 mg.L™) en un medio con 20 y 30 g.L™! de sacarosa y
1 g.L? de carbon activado. Los resultados indicaron que en la etapa de
desinfeccién, al colocar 30% de cloro, se obtuvo un alto porcentaje de
explantes viables; concentraciones mayores a ésta provocaron que las
plantulas se vieran afectadas. De igual manera, el establecimiento se vio
favorecido en un medio MS suplementado con 0,3 mg.L™ de BAP. Se demostré
también un descenso de la viabilidad de los explantes al aumentar la
concentracion de esta citoquinina en los medios de ensayo. Para la etapa de
multiplicacién in vitro se utilizé un medio MS afiadido con 1 mg.L™ BAP y 0,01
mg.L™ AIA, con lo cual se obtuvo hasta cuatro brotes por explante. Finalmente,
en la etapa de enraizamiento, se utilizé un medio MS con 30 g.L™ de sacarosa.
Los resultados sugieren que Hibiscus rosa-sinensis se adapta mejor con bajas

concentraciones de fitohormonas para su 0ptimo crecimiento in vitro.

Palabras clave: Hibiscus rosa-sinensis, propagacion in vitro, segmentos

nodales
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ABSTRACT

Hibiscus rosa-sinensis commonly known as cucarda is a perennial shrub,
woody in the base that belongs to the Malvaceae family. Its outstanding
characteristics and ornamental usefulness are of interest to be produced on a
large scale. The objective of this project was to establish an in vitro propagation
protocol from cucarda (Hibiscus rosa-sinensis) nodal segments, to be used as a
reforestation strategy of the Metropolitan District of Quito public area. For this,
disinfection treatments were performed with different chlorine concentrations
(25%, 30%, 40%, 50%, 60%); for the establishment, the culture mediums used
were MS, MS Y2, MSVG y MSVG % supplemented with BAP (0; 0,1; 0,3y 0,5
mg.L™). In the propagation phase, several concentrations of BAP (0; 0,5; 0,8; 1;
1,5 mg.L™) and AIA (0; 0,01; 0,02; 0,03 mg.L™) were used; and for the rooting,
IBA was tested (0; 0,5; 1; 1,5; 2 mg.L") in a medium with 20 and 30 g.L™
sucrose and 1 g.L™" activated charcoal. Results showed that in the disinfection
phase, when using 30% chlorine solution, a high percentage of viable explants
was obtained; higher concentrations caused a negative effect on the seedlings.
In the same way, a MS medium supplemented with 0,3 mg.L™ BAP was
favorable for the establishment. It was also demonstrated a decline of the
explants viability by increasing the concentration of this cytokinin on the essay
mediums. For the in vitro propagation phase a MS medium with 1 mg.L™ BAP
and 0,01 mg.L™* AIA was used in order to obtain up to four buds per explant.
Finally, in the rooting phase, a MS medium with 30 g.L™* sucrose was used.
Results suggest that Hibiscus rosa-sinensis better adapts with phytohormones

low concentrations for optimum in vitro growth.

Key words: Hibiscus rosa-sinensis, in vitro propagation, nodal explant
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema

En la actualidad, diversas actividades antropogénicas y fendmenos
naturales, han dado paso a la pérdida de areas verdes alrededor del mundo, es
decir, todos aquellos espacios ocupados por arboles, arbustos o plantas con
diferentes usos ya sean recreativos, de ornamentacion, asi como de proteccion
y recuperacion del ambiente. Se conoce que las consecuencias de estas
actividades han provocado la deforestacion del 50% del planeta, lo cual ha
conllevado a la destruccion de los recursos hidricos, una acelerada
desertificacion y la acumulaciéon de excedentes no biodegradables (Ministerio
de Educacion del Ecuador, 2010).

La falta de planes de manejo forestal y el poco compromiso en el
cuidado de parques y de jardines, ha provocado la necesidad de aumentar
zonas urbanas y servicios publicos. La reduccion de dichas areas y su pérdida
ha traido como consecuencia un dafio permanente a la biodiversidad, la
erosion de suelos y una baja capacidad de generacion de oxigeno por parte de
la cobertura vegetal (Bird & Molinelli, 2001).

Segun el CLIRSEN (Centro de Levantamientos Integrados de Recursos
Naturales por Sensores Remotos) el Ecuador registra una de las tasas mas
altas de deforestacion de Latinoamérica, ya que existe una pérdida anual de
entre 60 mil a 200 mil hectareas de bosques nativos. Esto ha sido provocado
por la tala ilegal, la expansion de cultivos, el desarrollo de proyectos
agroindustriales, la explotacion de madera y otro tipo de recursos. Todas estas
actividades provocan que cada afio en el Ecuador exista una disminucién del

1,8% de bosques primarios (Rioseco, 2010).

Existe informacién que afirma que durante el periodo de 1991 al 2000 se
deforestaron 1'782.832 hectareas y que en el periodo del 2000 al 2008 se

perdieron 80.000 hectareas mas; afectando directamente a los recursos



naturales existentes en el pais. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), se requiere de 9 m? de &rea verde por habitante. Es evidente que se
carece de esta cantidad de recursos naturales en el pais y consecuentemente
de otro tipo de recursos como la regulacion hidrica; ademas se ha provocado
un desequilibrio biolégico que ha causado un pobre reciclamiento de nutrientes
y el funcionamiento inadecuado de los ciclos de los ecosistemas naturales
(Jacome, 2011).

Con el fin de fomentar la recuperacion de los ecosistemas en el Ecuador,
se han realizado diversos macroproyectos mediante fundaciones tal como “Bio
Tropical”, con la participacion activa de varias parroquias, obteniendo
resultados positivos y garantizando una sostenibilidad ambiental y un aumento
en la disponibilidad de recursos alimenticios (Distrito Metropolitano de Quito,
2012).

Para lograr este propdsito es necesario conocer de qué modo se puede
optimizar el proceso de recuperacion de dichas areas ya que existen muchas
maneras de llevarlo a cabo sin ser las mejores y como consecuencia no
garantizarian una verdadera solucion ante la situacion que se vive actualmente
en el pais. Se conoce que el crecimiento de vegetacion se puede lograr
mediante el cultivo de semillas. Este método ha sido el mas conocido y
empleado en los Ultimos afios; sin embargo, la disponibilidad de las mismas es
limitada en muchos casos, tal como en la cucarda (Ayadi et al., 2011).

La viabilidad de semillas decrece con el tiempo cuando se las almacena
en condiciones conocidas de humedad y temperatura. Ademas, no ha sido
recomendada debido a la heterogeneidad de la naturaleza de las plantulas
obtenidas debido a la polinizacion cruzada (Ayadi et al., 2011).

Por otro lado, también existe el logro de la reforestacibn mediante
técnicas de reproduccion asexual tal como las estacas. Si bien es cierto que es
una manera mas rapida de obtener plantas en relacion a la obtencion mediante

semilla, no se puede garantizar una alta calidad de las mismas ya que este



método conlleva diversas mutaciones debido a la variabilidad genética (Tufifio,
2009).

Se ha -cultivado especies ornamentales por diferentes métodos
convencionales de propagacion asexual; sin embargo, esto no ha satisfecho la
demanda de las mismas ya que no son técnicas rapidas o eficientes. Esto ha
motivado a que se lleven a cabo investigaciones sobre la factibilidad de usar el
cultivo de tejidos tanto en plantas dificiles de propagar como en las que tienen

un bajo porcentaje de multiplicacién (Mogollon & Gil, 1992).

Las actividades de fomento a la reforestacion de las areas verdes del
pais requieren del desarrollo de nuevos métodos de produccion que permitan el
uso mas racional y sostenido de los recursos naturales (Bolio, Lara, & Magafia,
2006).

Segun Anderson (2007), la manera mas adecuada de preservar y
perpetuar la especie Hibiscus rosa-sinensis es mediante la propagacion
vegetativa in vitro, ya que existen semillas establecidas muy raramente y la

reproduccion sexual no contribuye a la evolucion.

Diferentes estudios se han desarrollado a nivel internacional ya que esta
tecnologia es importante para los paises en desarrollo con vistas a la
produccion de material vegetal de calidad elevada y libre de enfermedades.
Hasta la actualidad, se ha practicado el cultivo in vitro de especies horticolas,
ornamentales y lefiosas. Su importancia radica en la utilidad que han podido
brindar al entorno (FAO, 1999).

Para dar continuidad a los resultados de los estudios de este tipo en el
Ecuador, se han llevado a cabo proyectos de investigacion de especies
vegetales en el Laboratorio de Micropropagacion de la Unidad de Espacio
Publico del Municipio de Quito. Mediante dichos proyectos se busca la

conservacion de la biodiversidad y el desarrollo del espacio publico.



En el Vivero de Cununyacu de la Unidad de Espacio Publico no se
cuenta con semillas de cucarda y cuando se han encontrado en existencia
generalmente no tienen un alto porcentaje de germinacion. Este factor es
relevante ya que influye directamente sobre el nimero de plantulas que se
pueden obtener. Las plantas de cucarda existentes en las vias publicas no son
de alta calidad ya que no resisten condiciones ambientales adversas por lo cual
pierden su follaje caracteristico, es por esto que su obtencidon es importante
debido a la necesidad de generar cultivares mejorados y resistentes (Yang,
Makoto, Haruhiko, & Takeshi, 1995)

1.2 Justificacién del problema

El crecimiento constante de la poblacion mundial ha generado
consecuencias a lo largo del tiempo, provocando presion sobre el espacio fisico
donde se han desarrollado diversas actividades para la produccion de bienes
de consumo y causando un deterioro permanente de diferentes zonas urbanas.
Estos bienes de consumo han sido desde el principio de la humanidad de tipo
vegetal principalmente, por lo cual es necesario crear posibilidades de
mantenimiento de éstas especies mediante técnicas sustentables que permitan
mantener una constante produccion de los mismos (H. Municipalidad de
Cochabamba, Bolivia, 2010).

Por esta razon, varios investigadores se han apoyado en las técnicas de
cultivo in vitro con el objetivo de mantener la biodiversidad y a la vez de mejorar
la produccion masiva de especies vegetales, debido a la necesidad de este tipo

de recursos y a la disponibilidad de tierras (Silva & Souza, 2010).

La aplicacion del cultivo de tejidos se ha convertido en una tecnologia
importante que ofrece ventajas adicionales como un alto porcentaje de
multiplicacion y garantiza la obtencion de plantas de alta calidad que son mas

resistentes a diversas condiciones ambientales (Ayadi et al., 2011).



Otra ventaja del cultivo in vitro de plantas es que se puede lograr la
clonacion de individuos con las mejores caracteristicas genéticas, Utiles para el
campo agrondmico; ademas de la obtencidn de metabolitos secundarios, entre
otros. Por estas razones se ha convertido en una alternativa econémicamente
rentable relacionado con los métodos de multiplicacion clasicos como el de

reproduccion sexual y asexual (Segretin, 2009; Norman, 2010)

La multiplicacion de especies ornamentales ha sido la técnica de mayor
rentabilidad econémica en el cultivo de tejidos vegetales ya que la reforestacion
con las mismas, ya sean nativas o introducidas, ha sido considerada como una
alternativa para aquellas areas de baja capacidad productiva en zonas rurales
(Silva & Souza, 2010).

Adicionalmente, se puede llevar a cabo una reforestacion con especies
como la cucarda, ya que estas plantas se caracterizan por su abundante
floracién con diversidad de colores y su facilidad de cultivo en suelos por su

adaptacion a diferentes condiciones ambientales (Alonso, 2002).

El beneficio de este proceso es que una vez que se hayan obtenido
suficientes plantas para reforestar el espacio publico, tendran éxito al ser
variedades ornamentales libres de enfermedades y de caracteristicas
llamativas como el tamafio del tallo o la flor (Quintero, 1993).

Las plantas obtenidas tras un proceso riguroso de asepsia en laboratorio
son resistentes a diversos factores; por lo cual presentaran un mejor manejo a
ciertas condiciones ambientales tales como la temperatura, la humedad, el flujo
de aire, entre otros. De este modo, estas vitroplantas llegaran a ser de mejor

calidad y durabilidad para el entorno (Almodévar, 1998).

Un beneficio adicional de la cucarda son sus bondades medicinales, lo
qgue la hacen de importancia para ser propagada masivamente. Asi, se da
apertura a la investigacion de los beneficios que podemos obtener al
proporcionar productos y servicios a partir de un sinnimero de especies
vegetales (Abedini, 2002).



Debido al desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro, se ha podido
ofrecer alternativas de gran potencial econbmico mediante el aumento de la
produccion de las cosechas, la disminucion de los costos de produccion, la
mejora de la calidad alimenticia, la seguridad de los productos y la calidad
ambiental; ademéas de desarrollar proyectos investigativos con el fin de
conservar la foresta urbana (Abedini, 2002).

Esto se logra mediante procesos de innovacion tecnologica
interdisciplinaria en beneficio del desarrollo limpio (Centro de Investigacion
Ambiental Cununyacu, 2008).

En los dltimos afios se han realizado diversas investigaciones acerca de
la propagacion in vitro de especies de la familia Malvaceae tal como Hibiscus
cannabinus o Hibiscus sabdariffa en diversos paises; mas no se han obtenido

resultados concretos acerca de Hibiscus rosa-sinensis.

En el Ecuador tampoco se han llevado a cabo investigaciones de la
respuesta que podrian tener estas plantas al ser introducidas en condiciones
de laboratorio; por lo cual es interesante desarrollar una técnica de
micropropagacion vegetal efectiva para el cultivo de la cucarda, que ademas de

ser una especie de interés ornamental, es de interés medicinal.
1.30bjetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

Establecer un protocolo de propagacion in vitro a partir de segmentos
nodales de cucarda (Hibiscus rosa-sinensis), como estrategia de reforestacion
del espacio publico del Distrito Metropolitano de Quito.

1.3.2 Objetivos especificos

Encontrar fuentes y tipos de explantes adecuados para el cultivo in vitro de

Hibiscus rosa-sinensis.



Estandarizar el protocolo de desinfeccion adecuado para segmentos nodales

de Hibiscus rosa-sinensis.

Determinar la composicion adecuada del medio de cultivo para lograr el

establecimiento de la cucarda.

Encontrar las concentraciones necesarias de reguladores de crecimiento para

la multiplicacién in vitro de Hibiscus rosa-sinensis en el medio de cultivo.

Determinar la composicion 6ptima de un medio de cultivo para el enraizamiento

de cucarda.

1.4Marco teérico

1.4.1 Caracteristicas de la especie

1.4.1.1 Generalidades

Hibiscus rosa-sinensis, comunmente conocido como cucarda, es un
arbusto perenne, herbaceo o lefioso, cuyo origen es en Asia tropical, por lo cual
es una planta introducida. Pertenece a la familia Malvaceae que esta
compuesta por 82 géneros; Hibiscus es el mas amplio dentro de la misma, con
mas de 200 especies de arbustos, arboles, plantas herbaceas anuales y
perennes. Se adapta de mejor manera a lugares abiertos (exterior) y resiste
temperaturas no muy altas, entre 16 y 18 °C. El aumento de la temperatura
puede significar un alargamiento de brotes que posteriormente lignificardn
inadecuadamente (Vidalie, 2001; Warner & Erwin, 2001; Zaragoza, 2007).

Su caracteristica de resalte son sus flores al ser de variados colores
(Figura 1.1). Hibiscus necesita de veranos largos y calientes para que se de
una buena floracion (Brickell & Zuk, 1997; Montiel, 1999).

En cultivos, necesita un sustrato rico en nutrientes e iluminacion hasta

antes del medio dia. Esta es una caracteristica muy importante ya que se ha
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descrito que los invernaderos deben ser transparentes y el sombreado (30%)
solo es necesario en épocas de verano. Es necesario mantenerla a bajas
humedades (menor al 50%) ya que de esta manera se puede evitar la
podredumbre de las raices. Si la temperatura crece, también es muy importante
que la humedad se aumente, caso contrario puede sufrir accidentes fisioldgicos
como la caida de las yemas florales (Vidalie, 2001; Zaragoza, 2007).

Puede presentar enfermedades ya que es propensa a la oxidacion, lo
mas comun son las manchas foliares por antracnosis, cercospora, botrytis;
podredumbre de la corola y marchitamiento de la flor debido a la presencia de
hongos, bacterias y virus. Entre otras plagas comunes se puede mencionar a
las moscas blancas, pulgones, acaros, escarabajos y orugas. Por estas
razones es necesario tratarlas con fungicidas o bactericidas segun sea el caso
(Daughtrey, 2001; De la Torre et al., 2008).

Su época de floracion, en climas continentales, es en verano y en los
tropicos durante todo el afio; mientras que su época de plantacion o siembra es
en primavera si se lo hace a través de semillas, y en verano si se siembran por
medio de estacas. Por lo general las estacas son sembradas con una longitud
de 20 a 30 cm y se la trata con hormonas de enraizamiento (Interagency

Taxonomic Information System ITIS, 2012).

Los cultivares tradicionales son mas resistentes ya que han sido
expuestos a pleno sol o con poca sombra, alcanzando condiciones adecuadas
a los 3 0 4 metros de altura. El sustrato requerido para su introduccion en
maceta debe tener el suelo bien drenado con un pH entre 5,5 a 6,5 (Ortiz,
2009).

Se ha reportado que esta especie tiene un contenido de 0,21 g.kg™ de
fenoles y ausencia de taninos, en cuanto a los metabolitos secundarios.
Ademas contiene 6,64 g.kg™* de calcio y 3,31 g.kg™ de fésforo en sus hojas
(Bolio, Lara, & Magafia, 2006).



Se la conoce con una variedad de nombres comunes dependiendo del
lugar en el que se ha introducido. Por ejemplo, en Venezuela se la conoce
como pacifico, en Panama como papo; otros nombres son cucarda, cayena,
rosa de China, hibisco, San Joaquin, cardenales, flor del beso, flor de betun,
flor del rey, peregrina, entre otros (De la Torre, Navarrete, Muriel, Macia, &
Balslev, 2008; Hermida, 2010).

Este género ha traido multiples beneficios dependiendo de la especie ya
sea comercial, alimenticia, ornamental o medicinal. Hibiscus rosa-sinensis ha
sido conocida en diversos paises por ser la mas representativa (Warner &
Erwin, 2001; Anderson, 2007)

Figura 1.1 Hoja dentada y flor de pétalos dobles de cucarda

1.4.1.2 Taxonomia

La taxonomia de Hibiscus rosa-sinensis, segun la ITIS (2012), se detalla

a continuacion.

REINO Plantae
SUBREINO Tracheobionta
FILO Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Dilleniidae
ORDEN Malvales



FAMILIA Malvaceae

SUBFAMILIA Malvoideae
GENERO Hibiscus
ESPECIE Hibiscus rosa-sinensis

1.4.1.3 Descripcién botanica

Hibiscus rosa-sinensis es un arbusto lefioso en la base, perenne, muy
ramificado con hojas simples, alternas, de margenes dentados, pecioladas,
verde oscuro en su cara superior (haz) y verde mas claro en la parte posterior
(envés), de 15 cm de longitud. La clasificacion de sus hojas es simple, pueden
ser alternas y ovaladas aunque pueden variar e incluso tener bordes dentados;
por su apice es agudo y por su base es cuneiforme (Figura 1.1). Su coloracién
general es verde oscuro y son de aspecto brillante (Gobierno de Estado
México, 2008; Bendre & Kumar, 2009)

Sus flores son solitarias axilares y tienen forma de embudo. Son
pediceladas, actinomorfas y hermafroditas. Tienen cinco pétalos de color
carmesi, aungque su coloracion es bastante diversa, de 10 cm de ancho; tiene
anteras de color amarillo y estambres rojos. El diametro de la flor en cultivares
perennes puede ser mayor a 30 cm. Crecen en temporadas de verano a otofio
(Bendre & Kumar, 2009).

En el cultivo, el color de la flor es muy variable, en un rango de carmesi
a anaranjado, amarillo o blanco; aunque se han creado hibridos con flores de
varios colores y pétalos simples o dobles. Debido a la complejidad de la
especie, no se ha logrado obtener mucha informaciébn en cuanto a sus
caracteristicas genéticas; sin embargo, se conoce que la flor de color rosado es
dominante respecto a la de color rojo (Anderson, 2007; De la Torre et al., 2008;
Hermida, 2010).

Los hibridos del género Hibiscus son muy faciles de identificar ya que
tienden a mezclar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de ambos

padres, de tal manera que se hacen distinguibles (Anderson, 2007)
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La altura del arbusto es de 5 m, posee un tallo lefioso, ramificado, glabro
(ausencia de tricomas) y su reproduccion es asexual por medio de estacas o de
semillas. Su distancia de siembra es de 40 cm entre estacas y su crecimiento
es favorecido a los 2100 m.s.n.m. en suelos con drenaje regular o bueno y de

textura arcillosa (Leiva, L6épez, Negrin, Pérez, & Marreno, 2010).

A Mower

Etarmonal lubs

Gymoecinm Androecium

L5 of ovary T.5 of antber

FUENTE: ORTIZ (2009)
Figura 1.2 Descripcion botanica de cucarda (Hibiscus rosa-sinensis)

El perianto consta de caliz, 5 sépalos libres o unidos, generalmente con
epicéliz y pelos glandulares en la base. El epicéliz posee bractéolas (5-8)
alrededor del caliz; corola con 5 pétalos contortos (contorno retorcido), libres
pero unidos en la base a un tubo estaminal. El androceo tiene filamentos
unidos en varios cuerpos 0 en uno solo y anteras monotecas (dos sacos
polinicos). El gineceo es pentacarpelario, sincérpico, pentalocular con muchos
ovulos por léculo, contiene carpelos, estilo en numero igual o doble al de
carpelos (Figura 1.2). El fruto se encuentra encapsulado, mas conocido como

esquizocarpo, por esta razon la cucarda se clasifica también como
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angiosperma (Guia de Consultas Botanicas, 2007; Bendre & Kumar, 2009;
Verma, 2011)

Al pertenecer a la clase Magnoliopsida, se la clasifica como
dicotiled6nea ya que posee dos cotiledones, las flores son pentdmeras, tienen
floema y xilema ordenado, raiz axonomorfa y poseen cambium. Es una planta
fanerégama ya que posee flor y por lo tanto reproduccion de tipo sexual. La
semilla no tiene endosperma y el embrion tiene forma recta o curva (Guia de
Consultas Boténicas, 2007; Rueda, 2007).

1.4.1.3.1 Etnobotanica de Hibiscus rosa-sinensis

Segun la Enciclopedia de plantas de jardin (Brickell & Zuk, 1997), se
puede describir a Hibiscus rosa-sinensis como sigue.

Habito: Arbusto.

Origen: Introducida, Asia.

Nombres comunes: Cucarda, flor de betun, flor del rey, peregrina
Etnias: Tsa’Chi, Cofan, Siona, Mestiza.

Usos:

Apicola: Visitada por las abejas para su produccion.

Materiales: Adornos personales (Cofan-Sucumbios, otros-Amazonia).
Medicinal: Flor en infusion para tratar fiebre, tos (Siona-Sucumbios).

Medioambiental: Se siembra como cerca viva.

1.4.1.4 Importancia de la especie

La cucarda se considera una planta Gtil desde el punto de vista
ornamental por su facilidad de floracion, permanente en climas tropicales,
siendo muy llamativas debido a su tamafio, sus variados colores y su firmeza,
pero carecen de fragancias. Estas plantas han sido utilizadas en jardines como
cercas en el exterior, y también en el interior en macetas (Ferreira & Cerrate,
2000).
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Por otro lado, cabe recalcar la importancia medicinal de la misma ya que
desde tiempos ancestrales, se la ha utilizado en diferentes etnias con fines
curativos. Asi, sus raices han sido usadas para enfermedades venéreas,
ademas, el uso de sus hojas son de importancia en medicina natural como
antiparasitarios, diurético, laxante suave, hipotensor y bactericida. Una infusién
de esta planta puede ser apropiada para reducir la hipertension y el colesterol
(Brickell & Zuk, 1997).

También se la utiliza en el cuidado de la piel por su contenido de
mucilagos, componentes azucarados que les confieren propiedades
emolientes, es decir de hidratacion y proteccion. Por esta razon se la puede

usar en caso de quemaduras, heridas, grietas, entre otros (Ozmen, 2010).

Sirve como tratamiento para irritaciones o inflamaciones de mucosas del
aparato digestivo. Por su medio se puede tratar la gastritis, malas digestiones o
acidez estomacal. Ademas se ha reportado que las plantas del género Hibiscus
tienen el potencial de proveer componentes bioldgicamente activos que actdan
como antioxidantes, los cuales son protectores de las funciones
cardiovasculares y son capaces de impedir la proliferacion de células malignas
0 cancerosas, también han sido asociadas a la cura de la alopecia (Ozmen,
2010).

Es de mucha importancia mantener este tipo de material vegetal para la
disponibilidad del hombre de modo que su permanencia sobre la superficie de
la tierra sea sustentada gracias al conjunto de especies o alimentos que le

permiten conservar su salud o recuperarla (Ferreira & Cerrate, 2000).

1.4.2 Cultivo de tejidos vegetales

1.4.2.1 Generalidades

El cultivo de tejidos se origina, a principios del siglo XX, gracias al

enunciado del principio de totipotencialidad celular el cual explica que es

posible regenerar una planta entera a partir de toda célula vegetal individual por
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medio de técnicas de cultivo in vitro (Pérez, Alvarado, GOmez, Jiménez, &
Orellana, 1998; Rivero, 2011).

Se puede definir al cultivo de tejidos como un conjunto de técnicas que
consiste en aislar una porcion de una planta, denominado explante, en
condiciones asépticas, para ser cultivado en un medio cuya composicion
quimica sea variable, dependiendo de sus necesidades; para que las células,
organos, tejidos o protoplastos expresen su potencial intrinseco (Roca &
Mogrinski, 1991).

Mediante el uso de estas técnicas, conocidas como micropropagacion o
propagacion se puede llevar a cabo la regeneracion in vitro de plantas
completas, su multiplicacién y adaptacion a condiciones externas. En una
propagacion vegetativa no se da la participacion de los 6rganos reproductores
de las plantas, sino la induccion de yemas axilares que pueden dar lugar a la
formacion de brotes, que posteriormente, pueden formar una nueva planta.
Cuando se habla de propagacion clonal, se refiere a la produccion de plantas
genéticamente iguales a la planta madre u original; y es masiva ya que se
puede obtener un gran numero de plantas en menor tiempo (Marin & Moll,
1997).

Los aportes biotecnoldgicos que pueden ser obtenidos tras la aplicacion
del cultivo de tejidos vegetales abarcan desde estudios tedricos acerca de la
fisiologia y la bioquimica de diferentes especies vegetales; hasta la obtencion
en si de los productos de interés como plantas libres de patdgenos y la
posterior produccién de sus metabolitos secundarios. Esto también conlleva el

mejoramiento genético mediante una seleccion in vitro (Pérez et al., 1998).

1.4.2.2 Regeneracion de plantas

Los métodos existentes tradicionales mediante los cuales se puede

llevar a cabo la regeneracion de plantas son la organogénesis y la
embriogénesis (Pérez et al., 1998).
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La organogénesis es un método de regeneracion de plantas, conocido
como evento morfogenético caracterizado por el desarrollo o formacién de un
primordio unipolar (6rgano rudimentario en formacién) a partir de una yema
para su posterior desarrollo en un brote vegetativo. Se puede dar la formacién
de 6rganos nuevos, como vastagos, raices, flores, hojas, entre otros, los cuales
van a conservar su funcion y mantendrdn una conexién permanente entre los
nuevos brotes y el tejido original o materno (Alva, Menéndez, Oropeza, &
Vargas, 2010).

La formacién de estos brotes puede darse de forma directa, a partir del
explante que es una porcion de planta que ha sido aislado en condiciones
asépticas para ser cultivado en un medio. En este caso se conoce como
organogeénesis directa; o por el contrario, se puede dar a partir de un callo que
es un tejido poco diferenciado y que no estd organizado, mediante
organogeénesis indirecta (Roca & Mogrinski, 1991; Pérez et al., 1998)

La via organogénica exige una secuencia de medios de cultivo para
formar una planta completa ya que la formacion de brotes tendra diferentes
requerimientos respecto a la formacion de raices (Pérez et al., 1998).

Asi, se promueve el desarrollo de una estructura morfologica; mediante
la condicién del medio de cultivo ya sea en el aspecto nutricional u hormonal.
Esta técnica ha sido util para el estudio de los diversos mecanismos
reguladores del crecimiento y del desarrollo de las plantas (Quintero, 1993;
Gomez & Garcia, 2006).

Ademas, dentro de la via organogénica se puede diferenciar la
formacion de yemas axilares y la formacion de yemas adventicias. La primera
se trata de la formacion o generacion de brotes utilizando como explante a las
yemas ubicadas en las axilas de las hojas. Su mayor ventaja es la estabilidad
genética que ofrece en las plantas regeneradas, ademas es una técnica por la
cual se han establecido la mayoria de especies. Esta técnica ofrece bajos
coeficientes de multiplicacion, respecto a otros existentes. En cuanto a las

yemas adventicias, la formacion a partir de meristemos preexistentes puede
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generar variacion genética debido al origen unicelular de las mismas (Pérez et
al., 1998; Toledo, Espinoza, & Golmirzaie, 1998).

Por otro lado, la embriogénesis somatica es un evento mediante el cual
células sométicas haploides o diploides se desarrollan con el fin de formar un
embrion, que no son el producto de la fusibn de gametos. Los embriones
somaticos se pueden definir como estructuras o plantas que se encuentran en
una etapa inicial de desarrollo, que se caracteriza por presentar una estructura
bipolar, es decir, con raiz y vastago en polos opuestos de un mismo eje. A
diferencia de lo ocurrido en los explantes provenientes de la organogénesis,
éstos no tienen conexion vascular con los tejidos maternos y su origen es

unicelular o multicelular (Pérez et al., 1998; Alva et al., 2010).

Dentro de esta via de propagacion, se puede diferenciar a la
embriogénesis somética directa, en la cual los embriones se originan a partir de
un tejido, sin previa formacion de callo; y la embriogénesis somatica indirecta,
en donde es necesaria la proliferacion de callo para el desarrollo posterior del
embrion. La mayor ventaja de este método consiste en la obtencion de altos
coeficientes de multiplicacion en menor tiempo, aunque es necesario conocer
en que tipo de especies se desarrolla favorablemente (Alva et al., 2010; Pérez
et al., 1998).

En general, la obtencion de vitroplantas se puede dar mediante el uso de
brotes, meristemos o embriones como explante, o a partir de un brote que
crezca dentro de un callo. Diferentes partes de una planta pueden tener
diversas respuestas fisioldgicas a las mismas condiciones de cultivo ya que el
estado de la fuente de explante es variable (Roca & Mogrinski, 1991; Abdelnour
& Escalant, 1994).

1.4.2.3 Factores de influencia

El éxito de un cultivo in vitro radica en el control de los factores que
pueden afectar el crecimiento de las plantas. Estos factores pueden ser fisicos

0 quimicos (Calva, 2005).
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Dentro de los factores fisicos es importante nombrar el control de la luz,
la temperatura y la humedad relativa, principalmente. La luz interviene en el
fotoperiodo de las plantas y para que se dé una adecuada fotomorfogénesis
(crecimiento dependiente de la luz e independiente de la fotosintesis) con el fin
de obtener brotes de aspecto normal. Para lograr estas condiciones, las plantas
deben ser ubicadas en estanterias con iluminacion artificial (1000 a 3000 lux)
en la cual a la vez, se establece un rango de temperatura adecuado que puede
oscilar entre 21 y 23 °C. La humedad relativa debe mantenerse alta con el fin
de mantener la asepsia al realizarse un bajo intercambio gaseoso (Marin &
Moll, 1997; Castillo, 2004).

En cuanto a los factores quimicos, los componentes del medio de cultivo
son criticos para el crecimiento y desarrollo de los explantes (Abdelnour &
Escalant, 1994).

En primer lugar el pH de los medios de cultivo es importante y especifico
para cada especie. Esto no es un factor desconocido ya que en el suelo las
plantas también deben mantenerlo para poder sobrevivir. El rango adecuado es
de 5.8 + 0.2 (Abdelnour & Escalant, 1994).

La composicién de los medios de cultivo variara dependiendo de las
necesidades del explante y también de las condiciones de cada laboratorio. Es
indispensable que los medios de cultivo cumplan con los requerimientos de las
plantas con el fin de que las células crezcan y se dividan rapidamente y
ademas para que expresen su capacidad de diferenciacién y biosintesis para

una o varias sustancias de interés (Abdelnour & Escalant, 1994; Calva, 2005).
1.4.2.4 Aplicaciones del cultivo de tejidos
El cultivo de tejidos ha tenido muchas aplicaciones en la ciencia para su

desarrollo y progresiva evolucién, entre las mas importantes se puede nombrar

a las siguientes.
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La propagacion masiva de plantas es una de las aplicaciones mas
importantes ya que mediante la misma se ha establecido una verdadera
industria de micropropagacion. La principal ventaja que se pueden lograr a
través de este sistema es la obtencidn de un alto coeficiente de multiplicacion
en cortos periodos de tiempo. Esto se aplica también para aquellas especies
qgue son de dificil propagacion o que se encuentran en vias de extincion.
Ademas, mediante la propagacion masiva se puede introducir clones de
individuos que posean caracteristicas deseables en algin campo de aplicacion

tal como la agronomia (Segretin, 2009).

La conservacion de germoplasma (conjunto de individuos que
representan la variabilidad genética de una poblacion vegetal) se ha convertido
en una necesidad para los programas de mejoramiento genético. De esta forma
se puede obtener plantas de caracteristicas deseadas en cualquier momento y
ademas se las puede mantener libres de enfermedades una vez que el material
haya sido saneado. La conservacion in vitro se puede dar mediante la
crioconservacion, que es la técnica mas eficiente ya que mediante ella se
puede detener los procesos bioldgicos de tal modo que se eliminan los factores
de variabilidad por tiempo indefinido. Ademas con esta técnica se puede hacer
uso de todo tipo de material vegetal tal como callos, suspensiones, meristemos,

apices, anteras y polen (Pérez et al., 1998).

También se pueden obtener metabolitos secundarios mediante el
empleo de biorreactores. Entre otras aplicaciones se puede nombrar a la
produccion de nuevos hibridos, la germinacion de semillas, la realizacion de
estudios fisioldgicos diversos y la obtencion de plantas libres de patégenos
(Segretin, 2009).

1.4.3 Propagacion via organogénesis directa

Esta fase es de vital importancia para el cultivo de tejidos vegetales, ya
qgue en ella se puede definir el nUmero de plantas o propagulos que se pueden
obtener tras el proceso de micropropagacion. Es muy importante conocer las

variantes somaclonales que se pueden dar en el proceso, ya que representan a
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la variacion genética que se da dentro del cultivo in vitro de las plantas (Roca &
Mogrinski, 1991).

La produccion del mayor niamero posible de propagulos se puede dar a
partir de yemas axilares o apicales y a través de embriogénesis somatica. Para
esta etapa es indispensable el uso de reguladores de crecimiento como
componentes principales del medio de cultivo ya que los mismos permitiran una
facil proliferacion de nuevos brotes. Este proceso se repite las veces que sea
necesario, tomando en cuenta que mientras mas ciclos se desarrollen mas es
la probabilidad de generar mutaciones, hasta conseguir el nUmero de plantas
deseadas que estén listas para pasar a la etapa de enraizamiento en la cual los
requerimientos de fitohormonas sera distinto al de propagacion. (Quintero,
1993).

La proliferacion de yemas axilares proporciona la mayor estabilidad
genética el momento de realizar los diversos ciclos de propagacion. El progreso
en plantas perennes ha sido mas lento debido al desconocimiento de la

genética de estas especies (Pérez et al., 1998).

Es importante conocer el ciclo de propagacion hasta el cual es adecuado
obtener propagulos y de igual manera si el numero de ellos es alto pero no
conservan las caracteristicas de la planta madre, por lo general no son
deseables en campos agronomicos ni en plantas ornamentales (Kumari &
Pandey, 2011).

1.4.3.1 Multiplicacion vegetativa

La multiplicacién vegetativa llevada a cabo mediante el cultivo de yemas
axilares, por via de organogénesis directa se desarrolla con el objetivo de
mantener diversas plantas en cultivos asépticos para obtener, mantener y
multiplicar los materiales genéticos. Es importante que las plantas que se van a
obtener posteriormente provengan de un material sano y previamente tratado.

Para su efecto, se han desarrollado las diversas fases de micropropagacion,

19



criticas por las cuales debe pasar una planta madre para obtener los resultados
deseados. (Roca & Mogrinski, 1991).

1.4.3.2 Etapas de la micropropagacion

Dentro del proceso de micropropagacion vegetal se puede diferenciar las
etapas que abarcan el ciclo completo y que se pueden aplicar a diversas
especies vegetales; aunque cada caso es diferente; en algunas se pueden
suprimir algin paso, pero en términos generales son comunes para este

proceso (Castillo, 2005).

Murashige (1974) propuso inicialmente tres pasos fundamentales por los
cuales deberian pasar los explantes vegetales. La fase de establecimiento
aséptico, la proliferacibn o multiplicacion de los mismos y el enraizamiento.
Estas etapas son basicas dentro del proceso de propagacion in vitro; sin
embargo, hoy en dia han sido complementadas con etapas que permiten un
mejor establecimiento de los explantes y que los prepara para su posterior
adaptacion al suelo (Jacome, 2011).

1.4.3.2.1 Fase 0: Seleccion de la fuente de explant e

Como paso previo a la desinfeccion de los explantes, es de vital
importancia conocer las condiciones en las que se ha mantenido a la planta
madre de la cual se obtendra el material vegetal para el cultivo in vitro, ya que
las mismos deben tener un nivel nutricional alto y un grado de desarrollo
adecuado. Para esto, es importante mantener a la planta madre, donadora de
yemas, bajo condiciones controladas antes de utilizarla, durante un periodo de
tiempo. De esta manera se puede obtener un crecimiento vigoroso y con menor
cantidad de enfermedades. El tratamiento que se provea a la planta donadora
puede ser continuo durante el proceso de micropropagacion, dependiendo de
las necesidades debido a la presencia de patdogenos u otros factores de

importancia (Castillo, 2005).
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Si la planta madre no ha recibido un mantenimiento adecuado, es
posible encontrarse con barreras en la etapa de desinfeccién de los explantes y
en el establecimiento de los mismos ya que la fuente escogida puede provenir
de condiciones poco favorables y arrojar resultados negativos en cuanto a la

asepsia del material vegetal.

En algunos casos también se las puede escoger observando las
caracteristicas fenotipicas, de tal modo que le correspondan al clon que se va a
obtener tras el proceso. Comunmente se utilizan plantas que han sido
propagadas anteriormente, es decir, que se encuentran controladas en un
invernadero lo cual mejora el proceso de seleccion. Generalmente se escogen
plantas en estado vigoroso y activo que demuestren un desarrollo sano (Pérez
et al., 1998).

1.4.3.2.2 Fase 1: Desinfeccion de los explantes

En esta etapa se asegura que el explante, ya sea una porcion de hoja,
yema, segmento nodal o embrion, resista a la contaminacion de hongos y

bacterias que se encuentran naturalmente en el ambiente (Pérez et al., 1998).

Los explantes deben ser desinfectados superficialmente mediante el uso
de sustancias que generalmente han sido soluciones de hipoclorito de sodio y
calcio, alcohol, nitrato de plata, peréxido de hidrégeno, entre otros, a diferentes
concentraciones y por periodos de tiempo adecuados que se determinan

experimentalmente por ensayo y error (Jacome, 2011).

En varias ocasiones la contaminacion de los explantes puede persistir
debido a la presencia de patdgenos enddgenos, generalmente se trata de
bacterias. En este caso se ha establecido la utilizacion de antibioticos que
aungue no elimine por completo la presencia de las mismas, al no producir su
muerte ya que el antibidtico actia como bacteriostatico, puede impedir su
reproduccion. Una vez que se ha realizado una desinfeccion adecuada, se

procede a procesar los explantes en una camara que contiene flujo laminar y
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mediante el uso de un mechero bunsen se puede ampliar el espectro de
proteccidn contra contaminantes ambientales. Es de vital importancia realizar
un lavado final con agua estéril, tres 0 cuatro repeticiones segun sea necesario
para asegurar la vitalidad de los explantes y no permitir su necrosis por
exposicién a agentes quimicos por tiempo prolongado. Asi se asegura la
obtencién de un cultivo axénico (Castillo, 2005).

La sanidad y viabilidad del material vegetal introducido se puede
controlar en un medio de cultivo con un medio de iniciacion o medio basal
(Pérez et al., 1998).

1.4.3.2.3 Fase 2: Introduccion invitro de los explantes

Una vez que se ha logrado obtener explantes en condiciones asépticas,
es decir, libres de contaminantes, es importante encontrar un medio de cultivo
con la cantidad de nutrientes adecuado para lograr su establecimiento. En esta
fase, por lo general, no se requiere de una gran cantidad de reguladores de
crecimiento para que se establezca el explante (Castillo, 2005).

Es beneficioso que la planta no se acostumbre a tener nutrimentos
innecesarios cuando puede obtenerlos de una formulacién simple. Bhalla et al.,
(2009) han utilizado medios sin fitohormonas en su composicion y han logrado

el establecimiento adecuado de sus explantes.

Una vez que se tenga a disposicion un medio de cultivo adecuado, se
procede a realizar cortes del explante hasta obtenerlo de un tamafio y forma
deseada para su siembra y posterior desarrollo (Ayala, 2011).

En un periodo de siete a quince dias se puede observar el inicio del
desarrollo de una nueva planta la cual debe alcanzar caracteristicas
adecuadas, tal como el crecimiento y su coloracion para poder pasar a la etapa

de multiplicacién de brotes (Castillo, 2005).
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1.4.3.2.4 Fase 3: Multiplicacion de los brotes

En esta fase se determina el niumero de brotes que se puede obtener
una vez que el explante haya sido introducido en un medio de propagacién que
le brinde todos los nutrientes necesarios para aquello. Ademas, es en esta fase
donde se define la variacion somaclonal de los propagulos que se obtienen, es

decir, su calidad genética (Pérez et al., 1998).

Una vez que la planta sea transferida a un nuevo medio de cultivo, debe
mantener sus condiciones asépticas, de tal modo que se asegura que la planta
no presente ningun tipo de contaminacién exdgena o enddgena (Jacome,
2011).

Los brotes en esta fase se pueden obtener a través de yemas axilares,
adventicias y también a través de embriogénesis somatica. La proliferacién de
los explantes que fueron establecidos in vitro se logra por medio del uso de
diferentes reguladores de crecimiento como principal componente del mismo.
Al inducir nuevos brotes se obtiene una mayor cantidad de plantas, proceso
gue se repite hasta que se obtenga la cantidad de propagulos deseados para

pasar a la siguiente fase de enraizamiento (Pérez et al., 1998).

El nimero de subdivisiones que se puede obtener en este proceso,
depende de la especie que se esta propagando. Es recomendable no realizar
demasiados subcultivos ya que puede traer como consecuencia cambios

geneéticos por accion de las hormonas presentes en el medio (Jacome, 2011).

Por lo general, en esta fase el balance de los reguladores de crecimiento
favorece a las citoquininas ya que son necesarias para el proceso de
organogénesis. En algunos casos se utiliza pequefias cantidades de auxinas

para estimular el crecimiento del explante (Castillo, 2005).

Este proceso ha sido un poco demorado y con mas dificultades en
especies perennes por sus caracteristicas recalcitrantes. La respuesta que se
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puede obtener en la fase de multiplicacion, depende mucho de la especie y de
sus requerimientos, algunas de ellas toman mas tiempo para lograr obtener

brotes, en otros casos, se los obtiene facilmente (Pérez et al., 1998).

1.4.3.2.5 Fase 4: Enraizamiento

En esta fase cada brote que fue obtenido en la etapa de multiplicacion
debe ser manipulado in vitro para que desarrolle una o varias raices que le
permitan comenzar con el proceso de obtencion de nutrientes para su posterior
aclimatizacion; en esta fase ademas debe formar un pseudotallo y seguir con

su desarrollo en cuanto a crecimiento (Pérez et al., 1998).

En este proceso, las auxinas son necesarias ya que estas hormonas
estimulan del desarrollo de raices. En algunos casos, este proceso se da
naturalmente en el medio de multiplicacién que se ha establecido en el paso
anterior, es por esto que muchas veces se considera estas etapas como
simultdneas. En otros casos se pueden desarrollar raices en un medio de
cultivo simple sin necesidad de reguladores de crecimiento, al igual que en la
etapa de establecimiento. En algunas experiencias se ha utilizado carbén
activado con el fin de proporcionar a la planta un ambiente oscuro simulando
las caracteristicas de la tierra, donde deberan ser establecidas posteriormente;
ademas, las auxinas actuan de mejor manera en oscuridad (Castillo, 2005;
Ayala, 2011).

1.4.3.2.6 Fase 5: Aclimatizacion

En esta fase se adapta a las plantas a un ambiente exterior, con una
menor humedad relativa, mayor intensidad luminosa; aunque esto depende de
las necesidades de cada especie. En el proceso de aclimatizacion, la nueva
planta pasa de un estado heterétrofo a uno autétrofo. Inicialmente se las puede
mantener en contenedores plasticos para evitar la desecacion. Asi, se estimula
las adaptaciones fisioldgicas de las plantas necesarias para controlar los

factores externos como la pérdida de agua (Marin & Moll, 1997).
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Para lograr una adecuada aclimatizacion se debe tomar en cuenta
factores como la carencia de la capacidad fotosintética de las plantas obtenidas
in vitro, por lo cual a mas de manejar la humedad y la iluminacién, es necesario
tomar en cuenta el tipo de sustrato en el cual sera establecido la planta; este
debe ser poroso y estéril para fomentar su crecimiento. Adicionalmente el suelo
se mezcla con turba, cascarilla de arroz quemado, arena, entre otros, con el fin
de permitir la especializacion de sus raices. Estas mezclas suelen variar

dependiendo de la especie con la que se esté trabajando (Ayala, 2011).

Una vez que las plantas hayan alcanzado un desarrollo adecuado, se las
puede llevar a condiciones de invernadero o campo, tomando en cuenta que
aun se pueden encontrar fragiles y que necesitan de un cuidado especial para

fortalecerse (Pérez et al., 1998).

Cuando las plantas pasan a ser aclimatizadas se presentan ciertas
diferencias respecto al estado en el que se encontraban cuando se
manipulaban en laboratorio. In vivo las plantas realizan fotosintesis, crecen en
condiciones no controladas, estan expuestas a patbgenos y gérmenes propios
del ambiente, tienen una humedad relativa variable, estomas funcionales
(estructuras responsables de regular la transpiracion y la pérdida de agua),
presentan pelos radiculares y cera en la cuticula. Los cambios que se vayan
realizando en esta etapa deben ser graduales de modo que se minimice el

estrés y se obtenga una mayor tasa de sobrevivencia (Castillo, 2005).

1.4.3.3 Factores que influyen en la micropropagacid n

Los factores que influyen en la micropropagacion son el explante, la
planta donadora y la composicion de los medios de cultivo. Existen también
factores fisicos que afectan en general al proceso del cultivo in vitro de las
especies vegetales como la temperatura, la luz y la humedad relativa,
mencionados anteriormente (Recalde, 2007).
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1.4.3.3.1 El explante

Un explante se define como una porcién de una planta que sera utilizado
para iniciar el cultivo de tejidos y pueden ser hojas, segmentos nodales,
segmentos apicales, anteras, brotes de yemas, embriones, entre otros (Castillo,
2005).

Su procedencia puede delimitar tanto su disponibilidad como su
manipulacion. En la mayoria de los casos, se utiliza yemas o meristemos como
material de partida. Esto se debe a que, en primer lugar, los meristemos
proveen material vegetal libre de virus; sin embargo, a veces su utilizacion se
limita debido a la dificultad de manipulacion que pueden presentar por su
tamafo (0,2-1 mm), ademas requiere de un largo periodo de tiempo para
desarrollarse. Las yemas o segmentos nodales se utilizan mas a menudo por

su facilidad de establecimiento y su adecuado crecimiento (JAcome, 2011).

Aparentemente el tamafio del explante no tiene mayor influencia. Si se
trata de segmentos nodales, puede realizarse cortes largos o pequefios y se
puede obtener la misma respuesta dependiendo de la especie. Un factor de
importancia dentro del explante es su edad fisiolégica, ya que si el tejido que se
va a cultivar se encuentra menos diferenciado va a obtenerse una mejor

respuesta in vitro (Recalde, 2007; Roca & Mogrinski, 1991).

1.4.3.3.2 La planta donadora o planta madre

La capacidad morfogenética del explante esta limitado por el estado
fisioloégico de la planta madre; los requerimientos nutricionales y hormonales

gue puede necesitar, dependeran del mismo (Roca & Mogrinski, 1991).

También es importante tomar en cuenta de que porcion se toma el
explante, ya que se ha encontrado que, en cultivos de rosa, las yemas axilares
tomadas de la parte media del tallo se desarrolla con mayor rapidez y

vigorosidad que aquellas tomadas de la base o de la porcion apical. En
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general, si el estado de la planta madre es sano y con caracteristicas
fisiol6gicas funcionales, se obtendran plantas genéticamente iguales en buen

estado en un corto periodo de tiempo (Jacome, 2011; Recalde, 2007).

1.4.4 Medio de cultivo

1.4.4.1 Generalidades

Las plantas que crecen en la naturaleza tienen tres fuentes esenciales
para su nutricion. Los nutrientes minerales los obtienen, junto con el agua,
desde el suelo a través del sistema radical. El dioxido de carbono atmosférico
es utilizado en el proceso de la fotosintesis para proveer carbono como fuente
basica de energia; por ultimo, el cuerpo de la planta utiliza los carbohidratos y
nutrientes para sintetizar las vitaminas y sustancias esenciales para su

crecimiento y desarrollo normal (Alva, Menéndez, Oropeza, & Vargas, 2010).

Se han descrito diversas formulaciones de medios de cultivo vegetales
gue varian en su composiciéon. La mas utilizada es la formulacion de Murashige
y Skoog (1962) -MS- que contiene una cantidad de vitaminas, minerales,
carbohidratos y demas sales con el fin de acelerar el crecimiento del explante
(ver anexo A). Adicionalmente se han descrito diversos medios que responden
a las necesidades de otros tipos de tejidos tal como el Woody Plant Medium
(WPM) (Lloyd and McCown, 1980) que resulta Optimo para las especies
lefiosas (Roca & Mogrinski, 1991; Marin & Moll, 1997; Castillo, 2005).

1.4.4.2 Composicién de los medios de cultivo vegeta |

La composicion del medio de cultivo variara dependiendo de la especie
gue se desee propagar in vitro. Esto dependera de sus requerimientos y de las
condiciones que se manejan en diferentes laboratorios que de alguna manera

pueden dificultarse en su reproduccion (JAcome, 2011).

Las sales inorganicas o elementos minerales son importantes ya que

forman parte de moléculas indispensables para su vida, tal como el magnesio,
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parte integral de la molécula de clorofila; el calcio es constituyente de la pared
celular, el nitrégeno forma parte de las proteinas y acidos nucleicos. Estas
sales minerales pueden requerirse a nivel macro y micro. Los macroelementos
indispensables para el desarrollo de las plantas son carbono, hidrogeno,
oxigeno, nitrégeno, fésforo, azufre, calcio, potasio y magnesio; y los
microelementos son hierro, manganeso, cobre, zinc, boro y molibdeno
(Recalde, 2007).

Es importante tomar en cuenta el objetivo que se desea lograr con una
formulacién de medio adecuada. Para esto existen medios ricos en sales y
pobres en sales que pueden estimular el crecimiento de mejor manera que con

el medio preparado de modo convencional (Roca & Mogrinski, 1991).

En los medios, existe ademas la presencia de vitaminas como el inositol
o la tiamina para que se dé un crecimiento normal de la planta. Si bien es cierto
que la mayoria de plantas pueden sintetizar casi todas las vitaminas que
requieren para su desarrollo, lo hacen en cantidades minimas. La tiamina (B1)
es la vitamina considerada como esencial; entre otras como la piridoxina,
pantotenato calcico, etc. De igual manera, los aminoacidos también son
sintetizados por las células vegetales; sin embargo, la adicion de una mezcla
de los mismos puede resultar beneficiosa. Este aspecto es de relevante
importancia para el cultivo de protoplastos (Agrobiotecnologia, 2011).

Es indispensable la utilizacion de una fuente de carbohidratos en el
medio ya que muy pocos cultivos son autotrofos. Para esto se coloca sacarosa,
generalmente en altas cantidades (30 g.L ™) y representa la fuente de energia y
carbono. Puede ser remplazada por el uso de glucosa y en pocas ocasiones

por fructosa ya que son menos eficientes (Recalde, 2007).

El pH del medio de cultivo ademas de regular ciertas reacciones
bioquimicas que se dan en las células vegetales en cultivo, determina la
disponibilidad de compuestos osmoéticos, aunque el mismo puede variar una

vez que el medio se haya esterilizado en autoclave (Jacome, 2011).
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Los medios de cultivo pueden tener consistencia soélida, semisélida o
liguida, esto depende de la adicién de un agente gelificante al medio. En el
primer caso es comun el uso de agar-agar que es soluble en agua a 90 °C y es
importante por su grado de pureza. Su concentracion, para medios solidos es
de 0,6% a 1,0%. Segun la necesidad, se pueden utilizar otros agentes
gelificantes como el phytagel que por su caracteristica coloracion transparente,
permite observar con mayor facilidad la presencia de patdégenos, sobretodo
bacterias enddgenas. En muchos casos, se utiliza medios de cultivo liquidos,
en donde el agente gelificante se suprime y en su lugar se colocan puentes de
papel filtro para lograr la estabilidad del explante en el mismo (Marin & Moll,
1997; Agrobiotecnologia, 2011).

1.4.4.3 Reguladores de crecimiento

La diferencia esencial entre los medios de cultivo consiste en los
reguladores de crecimiento que se adicionan al mismo y que en general, son
metabolitos secundarios especificos de cada especie que estan involucrados
en diferentes procesos de desarrollo. Estas fitohormonas actlan a bajas
concentraciones e interactian unas con otras ya que estan involucrados en

diversos procesos fisiologicos (Agrobiotecnologia, 2011; Rivero, 2011).

Los reguladores de crecimiento, como su nombre lo indica, juegan un
papel principal en el control del crecimiento tanto a nivel de plantas como a
nivel de organos, tejidos y células. Actian en los tejidos por medio del
transporte a través de vasos xilematicos o floematicos. De ellas también
depende la caida de las hojas, la floracién, la formacion de fruto y la
germinacion (Jacome, 2011).

Los tipos de reguladores de crecimiento que se conocen se dividen en
tres grupos principales. En el primero se encuentran los promotores del
crecimiento que son las auxinas, las citoquininas y las giberelinas, en el
segundo grupo se encuentran los inhibidores de crecimiento que es el acido
abscisico y por ultimo el etileno que interviene en fendmenos como la induccién

de la floracion (Lozano, 2011).
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1.4.4.3.1 Auxinas

Las auxinas son el grupo de reguladores de crecimiento mas conocido,
derivadas del aminoacido triptéfano que se sintetizan en los apices de los
brotes y en las raices y se transportan por medio del floema. Cuando se
adicionan en cantidades adecuadas, pueden regular la elongacion celular, la
division celular, la formacién de raices adventicias y puede inducir a la
embriogénesis. También son las responsables de los tropismos (Calva, 2005;
Agrobiotecnologia, 2011; Rivero, 2011).

Aln se desconoce como actuan realmente las auxinas en la formacién
de raices laterales y adventicias, aunque se sabe que puede darse debido a la

intervencién de factores vinculados con la nutriciéon. (Pérez et al., 1998).

Las auxinas mas utilizadas en los medios de cultivo vegetales pueden
ser sintéticas como el &cido indol butirico (AIB), &cido naftalen acético (ANA),
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); o naturales como el acido indol acético (AIA) y
sus derivados como el acido fenil acético. (Agrobiotecnologia, 2011; Rivero,
2011).

Generalmente se utiliza una auxina por ensayo, en cantidades variables
dependiendo de la especie vegetal; sin embargo, se ha reportado el uso de dos
auxinas simultdneamente, resultando comportamientos positivos debido al

lugar de accién de las mismas (Lozano, 2011).

1.4.4.3.2 Citoquininas

Las citoquininas son sustancias derivadas de las purinas que se
sintetizan en los meristemos apicales de la raiz, hojas en desarrollo y en
embriones jovenes y se transportan a los brotes a través del xilema. Pueden
regular la division celular, estimular la formacion de brotes axilares y
adventicios, regular la diferenciacion, inhibir la formacion de raices y estimular

la actividad de enzimas y proteinas. También regulan la formacion y desarrollo
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del tallo. Pueden regular la sintesis de pigmentos fotosintéticos, detienen la
caida de hojas, retrasan el envejecimiento y la muerte de 6rganos (Lozano,
2011).

Las citoquininas mas utilizadas son sintéticas como la kinetina (KIN) y la
6-bencilaminopurina (BAP), una de las citoquininas mas activas; o naturales

como la zeatina (ZEA) y la isopentiladenina (2iP) (Jacome, 2011).

El establecimiento del explante en un medio con concentraciones
adecuadas de reguladores de crecimiento, especialmente auxinas vy
citoquininas, permitira su desarrollo de forma directa y su posterior
multiplicacion obteniéndose como resultado plantas vigorosas (Quintero, 1993;
Toledo et al., 1998; Gomez & Garcia, 2006).

El equilibrio entre las auxinas y las citoquininas rigen la diferenciacion de
un tejido in vitro. Asi, al mantener mas concentracion de auxinas predominara
la formacion de raices y, por el contrario, si se mantienen altas las
concentraciones de citoquininas respecto a las auxinas, se dara lugar a la
formacion de brotes. (Marin & Moll, 1997; Calva, 2005; Agrobiotecnologia,
2011).

1.4.4.3.3 Giberelinas

Las giberelinas se forman por diterpenos y son utilizadas raramente en
el cultivo de tejidos. Son producidas en los &pices de los tallos y son
conducidos por medio del floema. Se utilizan para promover la floracion,
romper la dormancia de semillas, yemas y bulbos; y para la elongacién celular.
Por lo general inhiben la formacién de raices y vastagos adventicios. Pueden
inducir la actividad del cambium en algunos arboles de climas templados para
que broten en primavera. También son responsables de la geminacion de
semillas ya que cuando estas toman agua estimulan la accién de la amilasa
que forma la glucosa, su aumento provoca la sintesis de giberelina y el

consecuente desarrollo de un embrion para dar lugar a una nueva planta. Las
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giberelinas mas comunes son AG;, AGz, AG4, AG; y AGy (Jacome, 2011;
Rivero, 2011).

1.4.4.3.4 Etileno y acido abscisico

El etileno estimula la maduracién de frutos y la senescencia de flores y
hojas. También promueve el crecimiento lateral, importante durante la
germinacion aungue reduce la velocidad de elongacién de las células (Rivero,
2011).

El acido abscisico (ABA) en la mayoria de los casos, produce un efecto
negativo en el cultivo de tejidos ya que puede inhibir la accion de las auxinas,
giberelinas y citoquininas actuando como una defensa natural contra el estrés
fisiologico. Esto se puede dar debido a que su accion provoca el cierre de
estomas. En algunos casos promueve la maduracién de embriones y cuando

se realizan suspensiones facilita la sincronizacion celular (Recalde, 2007).

1.4.4.4 Condiciones de cultivo

El establecimiento y crecimiento exitoso de un tejido vegetal in vitro,
generalmente esta determinado por la naturaleza del explante, la composicion
del medio nutritivo y varios factores ambientales (luz, temperatura, humedad);
sin embargo existen pasos primordiales que hay que tomar en cuenta para

producir una planta por métodos de propagacion in vitro (Pérez et al., 1998).

El medio de cultivo permite que la planta obtenga los nutrientes
necesarios para su crecimiento, las condiciones fisicas y quimicas lo mantienen
bajo entornos 6ptimos, no obstante esto no se puede lograr si ho se ha
establecido un cultivo aséptico libre de contaminacion de todo tipo. Es por esto
que la obtencidon de un tejido libre de patdgenos es el paso principal como

condicion de cultivo a ser tomado en cuenta (Pérez et al., 1998).
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1.4.4.4.1 Obtencion de plantas libres de patégenos

La obtencion de plantas libres de patdgenos ha sido considerada como
la primera aplicacién practica que se le ha dado al cultivo de tejidos. Esto se
demostré mediante el cultivo de meristemos de diversas plantas ya que son
tejidos que al estar en la parte interna de la misma no sufre de las infecciones
gue puede tener la planta en general. La presencia de este tipo de
enfermedades puede afectar seriamente a la produccion, por lo cual ha sido un
avance para aumentar el rendimiento en cuanto a explotacion comercial.
Ademas se puede decir que la descontaminacion del material vegetal es la
base de la practica del cultivo ya que mediante esto se permite el posterior
establecimiento sano de los explantes en los medios de cultivo adecuados
(Segretin, 2009).

Muchas veces no se puede lograr una desinfeccion completa de una
planta por lo cual se debe recurrir a otro tipo de saneamientos tal como el uso
de antibiéticos o termoterapias (Pérez et al., 1998).

Se considera a este hecho como una condicion importante para el
desarrollo del cultivo de tejidos ya que si no se obtuvieran plantas sanas, no
existiria una real aplicacion de la propagacidon masiva, de modo que sea
rentable para una biofabrica o para comercializacion de las mismas (Pérez et
al., 1998).

1.5Sistema de hipotesis
Existe un protocolo de propagacién in vitro de cucarda (Hibiscus rosa-
sinensis) a partir de segmentos nodales, a ser utilizado como parte de la

estrategia de reforestacion del espacio publico del Distrito Metropolitano de
Quito.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El desarrollo del presente proyecto de investigacion conté con el apoyo
de las siguientes instituciones y personas.

2.1.1 Instituciones

Empresa Publica Metropolitana de Movilidad y Obras Publicas del Distrito
Metropolitano de Quito EPMMOP-Q.

Laboratorio de Micropropagacién Vegetal de la Unidad de Espacio Publico
(UEP) del Municipio de Quito.

Escuela Politécnica del Ejército

2.2.2 Personas

Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Unida d de Espacio
Publico (UEP) del Municipio de Quito

Ing. Cristian Reyes, MSc. Jefe del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de
la Unidad de Espacio Publico

Ing. Lorena Ofia. Asistente de investigacion

Andrea Gonzalez. Encargada del area de produccién

Escuela Politécnica del Ejército

Ing. Tatiana Paez, MC. Directora de Tesis

Jaime F. Gia, MSc. Codirector de Tesis
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2.2 Fase de campo

2.2.1 Ubicacion geografica del vivero

En las instalaciones de la EPMMOP-Q se cuenta con un vivero situado
al nororiente del Distrito Metropolitano de Quito, sector Cununyacu con latitud
0° 17’ 44” S y longitud 78° 27’ 85” W a una altura de 2300 m.s.n.m. La zona
tiene temperaturas medias anuales de 17.7 °C y se encuentra al costado del
Rio San Pedro. Cuenta ademas con un banco de semillas y un reservorio para

el agua de riego (Ayala, 2011, Cardenas, 2011).

2.2.2 Plantas madre del vivero

Las plantas “madre” de cucarda que se escogieron para llevar a cabo el
presente estudio, pertenecen al vivero de Cununyacu de la EPMMOP-Q y son

especies de alrededor de tres afios de edad (Figura 2.1).

Estas plantas ubicadas por lotes son protegidas de ciertas condiciones
ambientales tal como lluvia, vientos y sequia mediante una malla de
sombreamiento. El material plastico utilizado se denomina saran cuyo espesor

permitia el paso del 50 al 60% de intensidad de luz.

Figura 2.1 Plantas madre de cucarda presentes en el vivero de la EPMMOP-Q
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2.2.3 Tratamiento preliminar

Con el fin de obtener material de partida Optimo, se realizd un
tratamiento de las plantas donadoras de explantes. Los tratamientos
fitosanitarios se realizaron durante el primer mes, cada semana, con un
compuesto denominado Talén, un fungicida agricola cuyos ingredientes activos

son mancozeb y metalaxyl, y su dosis es de 1 g.L™.

Se eliminé la presencia de la mayoria de agentes patdgenos durante los
siguientes meses mediante el uso del fungicida Fegadazin, su ingrediente
activo es carbendazim y se lo coloca a razén de 1 mL.L™. La aplicacién del
mismo se realiz6 cada 15 dias mediante aspersion entre las 8 y las 9 de la

mafiana.
2.2.4 Recoleccién del material vegetal de partida

La recoleccion del material vegetal se realiz6 segun la metodologia
mencionada por Bhalla et al. (2009); se escogieron plantas maduras, no
adultas, de alrededor de tres afios de edad, que presetan caracteristicas
fenotipicas similares como la vigorosidad en sus flores de pétalos dobles y en
sus hojas. La escicion de los explantes se realiz6 cuando el tallo presentaba

coloracion café clara, en su etapa de maduracion menos lignificada.
2.2.4.1 Procesamiento de los explantes

Una vez recogido el material vegetal de partida, se procedié al
procesamiento de los explantes mediante cortes de tamafios adecuados con el

fin de que resistan el posterior proceso de desinfeccion.

En primer lugar se cort6 todas las hojas presentes incluyendo aquellas
gue estaban por crecer alrededor de las yemas axilares; sin embargo, no se
cortd completamente el peciolo ya que este permitid una mejor resistencia de
los explantes al proceso de desinfeccion. Los segmentos nodales fueron

separados mediante cortes transversales en la parte superior e inferior de
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modo que presentaban un tamafio de 3 cm (Figura 2.2). En este proceso se
utilizé tijeras de diseccion sumergidas previamente en alcohol al 70% para

evitar contaminacion debida a diferentes fuentes externas.
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Figura 2.2 Forma y tamafo de los segmentos nodales para iniciar la etapa de

desinfeccion

2.3 Fase de laboratorio

2.3.1 Ubicacion geografica del laboratorio

El proyecto de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de
Micropropagacion Vegetal de la Unidad de Espacio Publico del Municipio de
Quito, ubicado en la provincia de Pichincha, Distrito Metropolitano de Quito,
parroquia Cumbayad, sector Cununyacu, via Intervalles Km 2 %2; a una altitud de
2300 m.s.n.m., en las coordenadas 0° 13’ 59” S de latitud y 78° 25’ 70” W de
longitud.

2.3.2 Periodo de investigacion

Fecha de inicio: 1 de febrero de 2012

Fecha de término: 10 de noviembre de 2012

2.3.3 Ensayos preliminares

Para iniciar el protocolo de propagacion in vitro de cucarda, se llevé a

cabo ensayos preliminares que permitieron escoger el tipo de explante con el
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gue se trabajé durante toda la investigacion; asi como también se determinaron

las limitantes de la especie Hibiscus rosa-sinensis (Figura 2.3).

Se tomo6 10 segmentos apicales y 10 segmentos nodales, los cuales
fueron cultivados en un medio MS sin reguladores de crecimiento con el fin de

observar su respuesta fisioldgica.

Una vez escogido el mejor tipo de explante, se realizé un analisis del
crecimiento de los segmentos ubicados en las partes altas y bajas de cada tallo
de cucarda, asi se pudo conocer cuales de ellos poseen mejor respuesta al

cultivo in vitro.

Figura 2. 3 A. Tallos de cucarda B. Yema apical (YAP) y primer segmento

nodal (PSN) descartados C. Segmentos nodales utilizados en el proyecto

2.3.4 Desinfeccién de los explantes

Para iniciar el protocolo de propagacion in vitro de cucarda, se estableci
el método O6ptimo de desinfeccion para sus explantes. Se depositaron alrededor
de 20 a 25 segmentos nodales en vasos de precipitacion (Fisherbrand). Se
utilizé una solucién con tres gramos de detergente y tres gotas de Tween 20

(SIGMA ULTRA) disueltos en agua potable y fueron mantenidos en agitacion
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durante treinta minutos en un agitador magnético (Innova 2100). Esto se realizé

con el fin de retirar todas las impurezas externas como polvo y tierra.

Posteriormente, se elimind el detergente con agua corriente y, en la
camara de flujo laminar (STREAMLINE®), se realiz6 un primer lavado con
cloro, cuyo contenido de hipoclorito de sodio (NaClO) es del 5%, a diferentes
concentraciones durante 10 minutos. Los tratamientos realizados se detallan en
la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Tratamientos realizados en la fase de desinfeccion de los explantes

de cucarda
Tratamiento Concentracion cloro (%)
T1 25
T2 30
T3 40
T4 50
T5 60

Luego se llevé a cabo un lavado con alcohol al 70% durante 30
segundos (Christensen, Sriskandarajah, Serek, & Muller, 2008; Bhalla,
Abdullah, Sreeramanan, & Karuthan, 2009).

Para eliminar la mayor cantidad de contaminantes bacterianos y
fungicos, se realiz6 un segundo lavado en las mismas concentraciones de cloro

realizadas anteriormente, detalladas en la tabla 2.1 durante 10 minutos.

Para finalizar la etapa de desinfeccion de los explantes de cucarda, se
realizaron tres lavados con agua destilada estéril, cada lavado en agua se

efectud durante cinco minutos (Ayadi et al., 2011).

En esta etapa los explantes fueron sembrados en un medio de cultivo
con las sales y vitaminas descritas por Murashige y Skoog (1962) -MS-
suplementado con 30 g.L' de sacarosa y 7 gL' de agar (SIGMA).
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Posteriormente, los medios de cultivo fueron ajustados a un pH de 5.8 £ 0.2
(pH-Meter JENWAY) y luego fueron dispensados en tubos de ensayo (IVA) de
16 x 1.6 cm. Finalmente, fueron esterilizados en autoclave horizontal (Tuttnauer
2540M) a 121°C durante 25 minutos (JAcome, 2011)

De forma aséptica, dichos explantes fueron sembrados en una camara
de flujo laminar con material esterilizado previamente en autoclave horizontal
(Figura 2.4). Para este propd@sito, pinzas y mangos de bisturi fueron envueltos

en papel aluminio junto con papel servilleta y papel Kraft.

Los explantes cultivados fueron mantenidos en un cuarto de cultivo que
se encontraba a 25 °C + 2 °C y con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12

horas de oscuridad durante 21 dias (Roca & Mogrinski, 1991).

Figura 2.4 A. Cultivo de segmentos nodales de cucarda en condiciones

axénicas B. Segmentos nodales de cucarda en condiciones in vitro

Para esta fase del protocolo de propagacion in vitro de cucarda se
evaluaron las siguientes variables: porcentaje de contaminacion, porcentaje de
necrosamiento, porcentaje de oxidacion y porcentaje de viabilidad. Estas
variables fueron analizadas cada siete dias y se presentaron sus valores
porcentuales de acuerdo a las siguientes férmulas:

% Contaminacion = Explantes contaminados * 100 /,-
Total de explantes
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% Necrosamiento = Explantes necrosados * 100;
Total de explantes

0 Oxidacion = Explantes oxidados = 100 /
Total de explantes

% Viabilidad = Explantes viables = 100 ’,
Total de explantes

El mejor tratamiento fue seleccionado en base a los resultados obtenidos
y se realizd en el marco de un disefio experimental completamente al azar
(DCA) en el cual se consideraron diez repeticiones. Se realizaron graficas y
tablas de frecuencias para las variables mencionadas anteriormente, ademas

gréficas de crecimiento debido a la concentracién de cloro utilizada.
2.3.5 Establecimiento in vitro de los explantes

Una vez que se determiné el mejor tratamiento de desinfeccion de
explantes de cucarda, de acuerdo al mayor porcentaje de viabilidad, se
determind el mejor medio de cultivo para su establecimiento. En esta etapa se

utilizaron diferentes concentraciones de citoquinina BAP.

Dentro de la cdmara de flujo laminar, en condiciones asépticas, se llevo
a cabo el corte de los explantes y la desinfeccion mas apropiada para los

mismaos.

Se probé el efecto de diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento
de explantes de cucarda; los medios que se ensayaron fueron: medio con las
sales y vitaminas MS, medio con las sales y vitaminas MS a la mitad de su
concentracion normal, medio con las sales MS mas las vitaminas de Gamborg
y un medio con las sales MS mas las vitaminas de Gamborg a la mitad de su
concentracion normal (MSVG - 1968).

Se tomo6 como control del ensayo de establecimiento, el medio MS sin
reguladores de crecimiento. Las concentraciones de BAP, en mg.L™?, que se
utilizé se detallan en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2 Tratamientos realizados en la fase de establecimiento in vitro de los

explantes de cucarda

. _ Concentracion de BAP (mg.L 7)
Medio de cultivo
0 0,1 0,3 0,5
MS T1 T2 T3 T4
MS % T5 T6 T7 T8
MSVG T9 T10 T11 T12
MSVG Y% T13 T14 T15 T16

De este modo, se evalud el mejor medio de cultivo de introduccion vy el

efecto del BAP sobre el crecimiento de los segmentos nodales de cucarda.

Para la preparacion de los medios de cultivo en esta fase se utilizaron
las sales y vitaminas que correspondian a cada tratamiento, mas diferentes
concentraciones de BAP (Tabla 2.2), 30 g.L™ de sacarosay 7 g.L™ de agar. Los
medios de cultivo fueron ajustados a un pH de 5.8 + 0.2. Se dispenso el medio
de cultivo en tubos de ensayo de 16 x 1.6 cm. Finalmente, fueron esterilizados

en autoclave horizontal a 121 °C durante 25 minutos (Jacome, 2011).

Los explantes cultivados fueron mantenidos en un cuarto de cultivo que
se encontraba a 25 °C + 2 °C y con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de
oscuridad durante 21 dias (Roca & Mogrinski, 1991)

Todos los materiales utilizados durante esta fase fueron esterilizados en

autoclave horizontal a 121 °C durante 25 minutos.

Las variables que se evaluaron en esta fase fueron: longitud de brotes
basales por explante, porcentaje de viabilidad de los explantes, ademas se
analizé la coloracion de las hojas nuevas obtenidas y los cambios del explante

inicial que dio lugar a la formacion del tallo de la planta nueva.

La longitud de los brotes fue medida con una regla milimetrada desde la

insercion de los brotes hasta su base. Este procedimiento se llevé a cabo cada
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siete dias con el fin de observar los cambios graduales que se dan por cada

tratamiento.

La seleccion del mejor tratamiento se realiz6 en base a los resultados
obtenidos en un disefio experimental de bloques completamente al azar
(DBCA) en el cual se consideraron diez repeticiones por tratamiento. Se llevo a
cabo graficas de crecimiento de los brotes y andlisis de varianzas de las
variables mencionadas. Ademas se realiz6 un andlisis acerca de la coloracion
de las hojas, la formacién de callo y una comparacién, mediante analisis de
varianza y modelos mixtos (LSD Fisher), de todos los medios de cultivo

utilizados.

2.3.6 Multiplicacion in vitro de los explantes

Para llevar a cabo la fase de multiplicacion, se tomo6 cada explante que
se encontraba en los tubos de ensayo de 16 x 1.6 cm, bajo condiciones

aseépticas, dentro de la camara de flujo laminar.

Se obtuvieron brotes apicales de hasta 3 cm que fueron inoculados en
los diferentes medios de cultivo (Figura 2.5 A, B). Los brotes fueron sumergidos
en una solucién de alcohol al 70% durante 10 s, para evitar la contaminacion

por manipulacion y la pérdida de material.

Para la preparacion de los medios de cultivo en esta fase se utilizo
medio MS adicionado con vitaminas MS, reguladores de crecimiento BAP y AIA
en diferentes concentraciones (Tabla 2.3), 30 g.L™ de sacarosa y 7 g.L™ de
agar; ademas los medios de cultivo fueron suplementados con concentraciones
constantes de AG; (6,67 mg.L™Y) y de carbén activado (0,2 g.L™") como se

muestra en la tabla 2.3.
Los medios de cultivo utilizados fueron ajustados a un pH de 5.8 £ 0.2 y

posteriormente fueron esterilizados en autoclave vertical (TRIDENT EA-632) a
121 °C durante 25 minutos (Jacome, 2011).
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La adicion de AGs al medio de cultivo se realiz6 en camara de flujo
laminar una vez que éstos fueron desinfectados en autoclave ya que se trata
de un regulador de crecimiento termolabil por lo que su efecto podia inhibirse
en el proceso de esterilizacion. Para lograr la esterilidad del AG; se lo filtr6 dos
veces con filtros (Whatman) de 0,2 um y se almacend6 en una refrigeradora

(Milgusvac) a 4 °C.

Tabla 2.3 Tratamientos realizados en la fase de multiplicacion in vitro de los

explantes de cucarda

_ . Concentracién Concentracion de AIA (mg.L %)
Medio de cultivo 1

de BAP (mg.L ™) 0 0,01 | 0,02 | 0,03

0 Tl T2 T3 T4

0,5 T5 T6 T7 T8

MS + Vitaminas

MS 0,8 T9 T10 | T11 T12

1 T13 T14 | T15 T16

15 T17 T18 | T19 T20

Para cada tratamiento se agreg6 6,67 mg.L'l de AG3y 0,2 g.L " de carbdn activado

Bajo condiciones asépticas, se colocé las yemas axilares obtenidas en la
etapa de establecimiento en dichos frascos con el fin de obtener més brotes de
cada uno de ellos.

) $ -

Figura 2.5 A. Plantula establecida B. Remocion del explante inicial C.

Incubacién de plantulas establecidas en frascos de vidrio. Fase de

multiplicacion
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Los frascos fueron sellados mediante el uso de una capa fina de plastico
con pequefos agujeros y cuatro capas de gasa. Luego fueron sujetados con el
uso de bandas elasticas y plastico alrededor (Figura 2.5 C). Este procedimiento
se siguid como meétodo fisico de eliminacion de etileno de la planta para evitar
su necrosamiento. Tradicionalmente se utiliza papel aluminio para sellar los

frascos (ver anexo N parte E).

Los explantes cultivados fueron mantenidos en un cuarto de cultivo que
se encontraba a 25 °C + 2 °C y con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de
oscuridad durante 30 dias (Roca & Mogrinski, 1991).

Todos los materiales utilizados para trabajar en la camara de flujo
durante esta fase fueron esterilizados en autoclave horizontal a 121 °C durante

25 minutos.

Las variables que se evaluaron en esta fase fueron: numero de brotes
obtenidos, indice de propagacion y porcentaje de induccién de brotes multiples.
El indice de propagacion y el porcentaje de induccién de brotes multiples se

determinaron con las siguientes formulas:

6n = » No.de brotes totrxles};

indice de propagact No. exp.iniciales

100

No.exp.con brotes{,

9% de induccion de brotes multiples = Todos los exp. ¥

También se analiz6 el aspecto fisico de las plantas nuevas tal como su
coloracion y morfologia. EI mejor tratamiento fue seleccionado en base a los
resultados obtenidos y se realiz6 dentro del marco de un disefio experimental
factorial mixto con dos factores y diez repeticiones (5x4)+10. Ademas se llevé a
cabo un estudio del niumero de brotes obtenidos mediante un andlisis de
varianza de Kruskal Walllis.
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De esta forma se investigd el efecto de los reguladores de crecimiento
que favorecieron a la propagacion in vitro adecuada de Hibiscus rosa-sinensis,

para su posterior enraizamiento.
2.3.7 Enraizamiento de los explantes

Dentro de la camara de flujo laminar, de forma aséptica, se tomo6 cada
uno de las plantulas regeneradas que se encontraban en cada frasco y se las
cortd en sus bases con el fin de separarlas del explante inicial (Figura 2.6 A, B).
Al igual que en la etapa anterior, se los sumergié en una solucion de alcohol al
70% durante 10 s y posteriormente fueron transferidos a un medio de cultivo

apto para el enraizamiento.

Dichas plantulas fueron cultivadas en un medio de cultivo MS adicionado
con vitaminas MS, 30 g.L™" de sacarosa en el primer caso, y 20 g.L* de
sacarosa en el segundo caso. Ademas los medios contenian 7 g.L™* de agar
(Figura 2.6). Estos medios fueron suplementados con diferentes
concentraciones de AIB y una cantidad constante de carb6n activado (1 g.L™)

COoMmo se muestra a continuacioén en la tabla 2.4.

Tabla 2.4 Tratamientos realizados en la fase de enraizamiento de los explantes

de cucarda

Concentracion de AIB (mg.L *
Medio de cultivo (mg )

0 0,5 1 1,5 2

MS + 30 g.L'l sacarosa T1 T2 T3 T4 T5

MS + 20 g.L'l sacarosa T6 T7 T8 T9 T10

Para cada tratamiento se agregd 1 g.L™ de carbén activado

Los medios de cultivo utilizados fueron ajustados a un pH de 5.8 £ 0.2 y
posteriormente dispensados en tubos de ensayo de 16 x 1.6 cm. Cada tubo de
ensayo contenia 20 mL de medio de cultivo MS. Finalmente, fueron
esterilizados en autoclave horizontal a 121 °C durante 40 minutos (Jacome,
2011).
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Figura 2.6 A. Plantulas de cucarda obtenidas de la etapa de propagacion B.

Separacion de las plantulas C. Plantulas en medio de enraizamiento

Las variables analizadas en este proceso fueron: contaminacion y
viabilidad de los explantes, porcentaje de plantulas enraizadas en cada
tratamiento, tiempo en el cual empezaron a enraizar. Finalmente se evalu6 a
los explantes mediante las categorias planteadas, como se puede observar en
la figura 2.7.

Figura 2.7 Categorias segun la aparicion de raiz A. Sin raiz B. Escasa raiz C.

Moderada presencia de raiz D. Abundante raiz

El mejor tratamiento fue seleccionado en base a los resultados obtenidos
y se realizd un disefio experimental de bloques completamente al azar con diez
repeticiones. De esta forma se determind el efecto de los reguladores de
crecimiento que favorecieron al enraizamiento de las plantulas obtenidas de

cucarda y el efecto del carbdn activado en su desarrollo.
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2.3.8 Andlisis de datos

En cada uno de los andlisis de variables categoéricas y cuantitativas
realizados en las etapas de la propagacién in vitro de cucarda (Hibiscus rosa-
sinensis), tal como la coloracion y morfologia de las hojas y del tallo, asi como
la longitud de los brotes obtenidos; se evaluaron mediante andlisis de varianzas
no paramétrico de Kruskal Wallis con el fin de determinar diferencias
significativas entre los tratamientos ensayados. También se llevd a cabo
analisis por modelos mixtos (LSD Fisher). Se realizd el andlisis de varianzas
para los casos presentados utilizando los paquetes estadisticos Infostat y R.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Ensayos preliminares

En esta etapa se determiné el tipo de explante a ser utilizado en el

presente proyecto mediante un grafico de frecuencias de los resultados

obtenidos en cuanto a viabilidad de los mismos. Para su efecto,

se evalu6 segmentos nodales y segmentos apicales.

en primer lugar

100+ —

754

501

Porcentaje

251

0 T

1

2

Tipo de explante

|:| Vivo

|:| Descartado

Figura 3.1 Viabilidad y descarte de yemas axilares y segmentos nodales por

oxidaciéon

En la figura 3.1, el tipo de explante 1 se refiere a los segmentos nodales

y el tipo de explante 2 se refiere a las yemas apicales. Las Ultimas presentaron

un alto porcentaje de oxidacién (90%), razén por la cual fueron descartadas del

presente estudio; por otro lado, los segmentos nodales presentan una alta

viabilidad (80%), por lo tanto son aptos para continuar con el protocolo de

propagacion de Hibiscus rosa-sinensis.
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En cuanto al crecimiento de los explantes, se escogié hasta el quinto
segmento nodal, para ser introducidos in vitro, con el fin de obtener una
poblacién con menor asincronia celular ya que en estos segmentos existe una
mayor actividad celular que en los segmentos ubicados en la parte mas baja de
cada tallo del arbusto. EI 100% de los explantes ubicados en las partes mas
lignificadas del tallo del arbusto no tuvo un crecimiento adecuado y por

consiguiente presentaron necrosis.

3.2 Desinfeccion de los explantes

3.2.1 Contaminacion y viabilidad de los explantes

En la etapa de desinfeccion se evalué la contaminacion, necrosis,
oxidacion y viabilidad de los explantes mediante la aplicacion de diferentes
concentraciones de cloro (25%, 30%, 40%, 50%, 60%), dando lugar a cinco

tratamientos diferentes (Tabla 3.1).

Mediante evaluaciones semanales, durante 21 dias, se determino las
pérdidas por los factores mencionados anteriormente y consecuentemente el
descarte de los explantes; asi como la viabilidad para cada tratamiento (ver

anexo M parte A).

Tabla 3.1 Resultados obtenidos en la fase de desinfeccion de los explantes de

cucarda (Hibiscus rosa-sinensis)

L Frecuencia (%)
Concentracion
Explantes Explantes Explantes Explantes
de cloro ! ; '
viables contaminados necrosados oxidados
25% (T1) 70 30 0 0
30% (T2) 90 10 0 0
40% (T3) 60 30 10 0
50% (T4) 50 10 40 0
60% (T5) 40 10 20 30

Como se puede observar en la tabla 3.1, el mejor tratamiento para la

desinfeccién de los explantes es la aplicacion de cloro al 30% (T2) ya que
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permite obtener un 90% de viabilidad de los explantes y no provoca

necrosamiento ni oxidacién de los mismos.

Los tratamientos T1l y T3 presentan el mayor porcentaje de
contaminacion. De igual manera, los tratamientos T4 y T5 presentan un bajo
porcentaje de contaminacion; sin embargo, sus porcentajes de necrosis y

oxidacion se incrementan respecto a los tratamientos anteriores.

En la figura 3.2 se puede observar los resultados obtenidos en cuanto a
las variables evaluadas para cada tratamiento.

100+

80+

39+ ]

Porcentaje

18+

25% 30% 40% 50% 60%
Tratamiento

||:| Contaminacion - Necrosis D Oxidacion |:| Viabilidad ‘

Figura 3.2 Porcentajes de contaminacion, necrosis, oxidacion y viabilidad de
los explantes para cada tratamiento

Los resultados obtenidos de la respuesta in vitro de los explantes fueron
evaluados mediante un analisis de varianza no paramétrico de Kruskal Wallis
ya que los datos no presentaron normalidad (ver anexo B). Para la variable de
viabilidad el valor p de la prueba no resulté significativo (0,0896). Un resultado
similar ocurrié para la variable de contaminacién que tampoco presentd

significancia (0,0667). Por otro lado, la variable de necrosis resultd ser
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significativa para la desinfeccion de los explantes (0,0012) al igual que la
variable de oxidacion (0,0162).

3.2.2 Efecto del uso de cloro en el crecimiento de los explantes

Debido a que se obtuvieron resultados significativos para la necrosis de
los explantes, se observo el efecto provocado por las concentraciones de cloro
en el crecimiento de las plantulas. En la tabla 3.2 se puede observar las medias

de los crecimientos de los explantes a lo largo de 21 dias por cada tratamiento.

Tabla 3.2 Medias de los crecimientos de los explantes de cucarda

. Semanas
Tratamiento
1 2 3
25% ClI 0,24 0,63 1,69
30% CI 0,22 0,81 1,2
40% ClI 0,07 1,23 1,26
50% CI 0,06 0,18 0,62
60% CI 0,01 0,04 0,97

Para el primer tratamiento los explantes alcanzan el mayor crecimiento;
para el segundo y el tercer tratamiento la longitud es similar y para el cuarto y
quinto tratamiento se da un notable decrecimiento de los explantes; tal como se

aprecia en la figura 3.3.
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Figura 3.3 Crecimiento de los brotes por tratamiento durante tres semanas

Mediante un analisis de varianza de Kruskal Wallis se determiné que el
tamafio es afectado por la concentracion de cloro aplicada a los explantes ya
que en la primera (0,0017) y segunda semana (0,0003) el valor de p resultd

significativo (ver anexo C).

De igual manera se evalué el efecto de la concentracion de cloro en la
coloracién de las hojas de los explantes ya que se observdé que cuando se
presentaba un color verde claro no eran tan vitales como cuando presentaban

un color verde oscuro y, consecuentemente, afecto al tamafio de los mismos.

En este caso, la prueba de Kruskal Wallis mostré un valor de p<0,05
para las tres semanas (0,0113; 0,0002; 0,0014), es decir, cuando la
concentracion de cloro incrementd, la coloracién de las hojas se torno clara y

por lo tanto se encontraban cloréticas (ver anexo D parte A).
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Figura 3.4 Efecto de la coloracién de las hojas respecto al crecimiento de los
brotes

Este ultimo dato se reconfirmé al realizar un analisis de varianza de la
coloracién de la hoja de los explantes respecto su crecimiento. El valor de p
(0,0001; 0,0005; 0,0166) fue significativo para las tres semanas evaluadas (ver

anexo D parte B)

En la figura 3.4 se puede observar claramente que la concentracion de
cloro afecta a la coloracion de las hojas y como consecuencia al tamafo.
Cuando se colocé 25% de cloro para la etapa de desinfeccion (concentracion
mas baja) existieron explantes de coloracién verde claro que crecieron menos

que aquellos cuya coloracién es verde oscuro.

3.2.3 Contaminacion bacteriana y fungica

Se evaluo la aparicion de hongos y bacterias, de forma global, para

todos los tratamientos durante las tres semanas evaluadas.
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Figura 3.5 Frecuencia de los agentes contaminantes para el descarte de

explantes de cucarda

Como se observa en la figura 3.5 del total de explantes descartados en
todos los tratamientos, el 71,43% se debe a la presencia de hongos y el
28,57% fue debido a la presencia de bacterias. El agente contaminante mas
frecuente, de manera general, son los hongos, siendo las bacterias
contaminantes secundarios de los explantes.

3.3 Establecimiento in vitro de los explantes

3.3.1 Contaminacion y viabilidad de los explantes

Se evalué la pérdida de explantes durante la fase de establecimiento en

cuanto a contaminaciéon o descarte, tal como se observa en la tabla 3.3

Tabla 3.3 Porcentajes de contaminacién y sobrevivencia en los tratamientos de

establecimiento in vitro de cucarda

) Total de Explantes Explantes | Contaminacion | Sobrevivencia
Tratamiento
explantes contaminados Vivos (%) (%)
MS T1-T4 40.0 0.0 40.0 0 100
MS % T5-T8 40.0 1.0 39.0 25 97.5
MSVG
40.0 1.0 39.0 25 97.5
T9-T12
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] Total de Explantes Explantes | Contaminacién | Sobrevivencia
Tratamiento
explantes contaminados Vivos (%) (%)
MSVG %
40.0 2.0 38.0 5 95
T13-T16
TOTAL 160.0 4.0 156.0 2.5 97.5

La evaluacion se llevo a cabo mediante grupos de tratamientos, debido a
la naturaleza de disefio de bloques del mismo, dependiendo del medio de

cultivo que fue utilizado para su efecto.

3.3.2 Longitud de los brotes

Con el fin de conocer la influencia del regulador de crecimiento BAP
sobre el crecimiento de los explantes, se llevé a cabo analisis de varianzas de
Kruskal Wallis, debido a que los datos no presentan normalidad, por grupos de
tratamientos tomando en cuenta el medio de cultivo utilizado y la longitud de los

brotes alcanzada en los mismos.

En primer lugar se utilizé el medio MS, a su concentracion total, afiadido
con diferentes concentraciones de BAP. Al realizar el andlisis de varianzas de
Kruskal Wallis se puede observar que existen diferencias significativas en las
tres semanas que se llevd a cabo la evaluacién de los explantes obteniendo
valores de p de 0,0009 a la primera semana y <0,0001 a la segunda y tercera

semana (ver anexo E).

Segun el valor obtenido de las medias se puede apreciar que en la
primera semana se tienen grupos separados donde claramente se observa que
los medios con 0,1 y 0,3 mg.L™* de BAP son mejores respecto a los otros dos
en cuanto a crecimiento de los explantes; sin embargo, los valores de las
medias divergen para la segunda y tercera semana, siendo la concentracion de

0,3 mg.L™ de BAP mejor frente a las demas probadas.
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Figura 3.6 Andlisis del crecimiento de los explantes con diferentes

concentraciones de BAP en un medio MS por medio de grafica de cajas

Como se puede observar en la figura 3.6, el medio de cultivo que
contiene 0,3 mg.L™* de BAP es el que alcanza el mayor crecimiento de los
explantes al cabo de tres semanas (ver anexo N parte A). Ademas, en este
medio utilizado el crecimiento sigue siendo notorio a la tercera semana, y los
otros medios probados permanecen constantes con el mismo valor de la

semana anterior o con un crecimiento pobre.

El andlisis de varianzas del medio MS a la mitad de su concentracion
(MS %2) resultd ser significativo en cuanto al crecimiento de los explantes.

Present6 un p<0,001 para las tres semanas de evaluacion (ver anexo F).

Se puede observar que a medida que incrementa la concentracién de
BAP el crecimiento es afectado negativamente, asi, por analisis de sus medias
se puede decir que a la primera semana el mejor tratamiento es aquel sin

reguladores de crecimiento (T5), a la segunda semana los tratamientos TS5y T6
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presentan los mejores desarrollos de explantes, siendo el tratamiento T5 mejor
aun. Finalmente a la tercera semana, se puede observar que los tratamientos
T5, T6 y T7 son similares en cuento a crecimiento; sin embargo, los valores de

las medias son favorables para el primero.
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Figura 3.7 Analisis del crecimiento de los explantes con diferentes
concentraciones de BAP en un medio MS % por medio de gréfica de cajas
Como se puede observar en la figura 3.7, la dispersion de los datos
indica que los tratamientos T6 y T7 no presentan diferencias significativas, sin
embargo; al analizar el tratamiento T5 respecto al T8 se puede inferir que si
existen diferencias significativas las tres semanas que se llevo a cabo la

evaluacion.

El tratamiento T5 resulta ser el mas efectivo para el medio MS %2 ya que
la longitud de los brotes alcanza un mayor tamafio, desde la primera semana, y
no tiene en su composicion reguladores de crecimiento, por lo cual representa

menores costos de produccion.
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Se llevo a cabo un analisis de varianza para el medio MSVG, tomando

en cuenta sus diferentes tratamientos en cuanto a concentraciéon de BAP.
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Figura 3.8 Andlisis del crecimiento de los explantes con diferentes

concentraciones de BAP en un medio MSVG por medio de grafica de cajas

En este caso, el analisis de varianza de Kruskal Wallis resultd
significativo la primera semana (0,0282) pero para la segunda y tercera
semana no hubo significancia. Los valores de p obtenidos fueron 0,4375 y
0,4862 respectivamente. Mediante un analisis de las medias de cada
tratamiento se puede observar que a la tercera semana, el tratamiento T9 es el
mejor para el crecimiento de los brotes; los tratamientos T10 y T11 son
similares en cuanto a crecimiento; y el tratamiento T12 es el de menor

elongacion de los explantes (ver anexo G).
Como se observa en la figura 3.8, el crecimiento es descendente a

medida que aumenta la concentracion de BAP en el medio MSVG; por lo tanto
se confirma, al igual que el medio MS %, que la adicibn de BAP resulta
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negativa para el crecimiento de los explantes, logrando asi un mejor desarrollo

cuando el medio de cultivo no presenta reguladores de crecimiento.

Evidentemente, en este tipo de medio de cultivo, las diferencias
significativas son nulas a la segunda y tercera semana, es decir, los plantulas
alcanzan un estado estacionario de crecimiento sin poder desarrollarse mucho

mas de lo que ya se desarrollaron a su primera semana de siembra.
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Figura 3.9 Andlisis del crecimiento de los explantes con diferentes

concentraciones de BAP en un medio MSVG ¥ por medio de grafica de cajas

Finalmente, se realiz6 un andlisis de varianza de Kruskal Wallis para el
medio de cultivo MSVG %. En este caso, se presentan diferencias significativas
a la segunda semana (0,0211) pero no a la primera y a la tercera (ver anexo
H).

El comportamiento de los explantes para el medio de cultivo MSVG %2 es

de decrecimiento a medida que aumenta la concentraciéon de BAP, como se

observa en la figura 3.9.

60



Mediante un analisis de las medias obtenidas, se puede observar que la
primera semana no existe diferencia significativa entre los tratamientos T13,
T14 y T15 ya que sus longitudes son similares. En la tercera semana el
tratamiento T13 es el que alcanza mayor desarrollo de los explantes, mientras
que el tratamiento T14 y T15 se encuentran en condiciones similares. El ultimo

tratamiento obtiene el crecimiento mas tardio y menos favorable.

3.3.2.1 Crecimiento de los brotes respecto al medio utilizado

Con el objetivo de conocer si existen diferencias significativas en cuanto
a la utilizacion de un medio de cultivo MS, MS a la mitad de su concentracion,
MSVG y MSVG a la mitad de su concentracion; se realiz6 un analisis de
varianzas de Kruskal Wallis respecto al crecimiento alcanzado en la dltima

semana de evaluacion de los explantes.

El valor p < 0,0001 indica que si existen diferencias significativas del
crecimiento de las plantulas respecto al medio de cultivo utilizado. El valor de la
media (1,40) favorece al medio de cultivo MS respecto a los demas, seguido
del valor obtenido para el medio MS ¥z (0,95). Los crecimientos alcanzados en
los medios MSVG en su concentracion a la mitad y total son similares en
cuanto a sus medias; sin embargo, no son 6ptimos para el desarrollo y
establecimiento adecuado de segmentos nodales de cucarda (ver anexo | parte
A).
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Figura 3.10 Andlisis del crecimiento de los explantes en los diferentes medios

de cultivo utilizados por medio de grafico de puntos

En la figura 3.10, se puede observar que el crecimiento de los explantes
es favorecido en el medio de cultivo MS ya que el crecimiento se da
inicialmente de una manera rapida y termina, a la tercera semana, con la mayor
longitud respecto a los demas medios de cultivo probados (ver anexo M parte
B).

Al realizar un analisis por modelos mixtos (LSD Fisher), tomando en
cuenta todos los parametros estudiados, se puede observar que existe
significancia para el tamafo de los explantes excepto por el color del medio

(ver anexo J parte A).

En cuanto al medio de cultivo se pueden observar tres grupos
diferenciados debido al valor de sus medias, en donde se confirma que el
medio MS es el mejor para la longitud de los brotes, seguido por MS % y los
medios MSVG y MSVG % se encuentran en el mismo grupo y son los menos

favorables para los explantes de cucarda (ver anexo J parte B).
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Al analizar los tratamientos utilizados para el establecimiento, existen
dos grupos diferenciados por la cantidad de BAP utilizada. Se confirma que
cuando se utiliza menor cantidad de citoquinina existe mejor desarrollo de las

plantulas (ver anexo J parte D).

Finalmente, al realizar la interaccidén entre el tratamiento y el medio de
cultivo para observar el efecto de los mismos en el tamafio de los explantes, se
pueden observar seis grupos (ver anexo J parte H), en donde el primero refleja
lo anteriormente concluido. El medio MS con una concentracién de 0,3 mg.L™
BAP (T3) resulta ser el medio de cultivo mas apropiado para el establecimiento

de segmentos nodales de cucarda, tal como se observa en la figura 3.11.
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Figura 3.11 Andlisis del crecimiento de los explantes en los diferentes medios

de cultivo utilizados por medio de grafica de cajas

3.3.3 Morfologia del material de partida

Al realizar un analisis de varianza en cuanto a la morfologia del explante
inicial, se puede observar que la formaciéon de callo es significativa (p<0,0001)
para los medios MSVG ya sea a su concentracion total o a la mitad; sin

embargo, es mucho mayor para el primero (ver anexo N parte C).
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Esto no es favorable para el desarrollo posterior de la planta pues al
formar callo se estd perdiendo varios nutrientes del medio para la
organogénesis. Lo contrario se puede observar en los medios MS utilizados ya
que en estos se desarrolla por competo la planta en lugar de dar paso a

embriogénesis (ver anexo | parte B).
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Figura 3.12 Andlisis de la presencia de callo en los diferentes medios de cultivo

utilizados por medio de grafica de puntos

La figura 3.12 indica que el medio de cultivo con mayor formacion de
callo es el MSVG, seguido del MSVG ¥ por lo tanto no resultan favorables para
el desarrollo del explante. En los medios MS no existe este problema y es

Optimo utilizarlos para el establecimiento de cucarda.

3.3.4 Coloracion de las hojas de los explantes

Como se concluydo en la fase de desinfeccién, es importante la
coloracién de las hojas de los explantes que se desarrollan ya que es indicativo
de la vitalidad de las mismas. Cuando el medio de cultivo es adicionado con

vitaminas Gamborg se observa que la mayoria de las plantulas se encuentran
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clordticas, es decir, no estén recibiendo la cantidad de nutrientes que necesitan
para su 6ptimo desarrollo. Mediante este analisis se puede observar que el

medio MS es superior que el MSVG a sus dos concentraciones.

Ademas se puede observar que existen diferencias significativas (p
<0,0001) en cuanto al tamario de los explantes respecto al medio de cultivo y al
color de las hojas. Este analisis indica que en el medio MS con explantes cuya
coloracién de hojas es verde oscuro, el tamafio es mayor, por analisis de sus

medias (ver anexo | parte C).

Segun el analisis por modelos mixtos (LSD Fisher) existen tres grupos
diferenciados por el color de la hoja respecto al tamafio de los brotes, siendo el
color verde oscuro el mejor. Los colores de hoja marrén y verde claro no se
diferencian por lo cual se conoce que tienen menos vigorosidad respecto a los

ya analizados (ver anexo J parte E).

Por lo tanto el tratamiento T3 es el mejor para el establecimiento de los

explantes de cucarda (Hibiscus rosa sinensis).
3.4 Multiplicacién in vitro de los explantes

3.4.1 Contaminacion y viabilidad de los explantes

Se evaluod la pérdida de explantes debido a la contaminacion bacteriana

o fungica, como se muestra en la tabla 3.4.

Tabla 3.4 Porcentajes de contaminacién y sobrevivencia en los tratamientos de

multiplicacion in vitro de cucarda

) Total de Explantes Explantes | Contaminacion | Sobrevivencia
Tratamiento
explantes contaminados Vivos (%) (%)
T1-T4 40.0 4.0 36.0 10 90
T5-T8 40.0 3.0 37.0 7.5 92.5
T9-T12 40.0 3.0 37.0 7.5 925
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] Total de Explantes Explantes | Contaminacién | Sobrevivencia
Tratamiento
explantes contaminados Vivos (%) (%)
T13-T16 40.0 4.0 36.0 10 90
T17-T20 40.0 0.0 40.0 0 100
TOTAL 200.0 14.0 186.0 7.0 93.0

Al igual que en el ensayo de establecimiento, esta evaluacion se llevo a
cabo por grupos de tratamientos tomando en cuenta los distintos factores del

disefio planteado.
3.4.2 Namero de brotes

Se llevo a cabo un analisis de varianza de Kruskal Wallis debido a que
los datos presentados eran no paramétricos. No existieron diferencias
significativas (0,0509) en cuanto a los tratamientos utilizados para la formacion
de brotes; sin embargo, existen tres tratamientos que resultaron ser mejores

para esta etapa (ver anexo K).

El tratamiento T14 (1 mg.L™* BAP; 0,01 mg.L™" AIA) resultd ser éptimo
para la propagacion de cucarda ya que se obtuvieron hasta cuatro brotes por
cada plantula. El valor de su media (2,67) lo destaca de los demas tratamientos

probados (ver anexo M parte C).

Existen también otros tratamientos que presentaron hasta tres brotes por
cada plantula, tal como el T3 (0 mg.L™ BAP; 0,02 mg.L* AlA) y el T15 (1 mg.L™
BAP; 0,02 mg.L™ AIA) que por sus medias de 2,00 y 1,90 respectivamente
sobresalen respecto a los demas tratamientos probados en cuanto a brotacion.
Cabe recalcar que a cada medio de cultivo de 30 mL se le agregd 200 L de
AGg3; esto resultd positivo para la elongacion del tallo principal de los explantes

y consecuentemente el desarrollo de pequefias yemas axilares.
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Figura 3.13 Andlisis del nimero de brotes por tratamiento de propagaciéon de

Hibiscus rosa-sinensis

En la figura 3.13 se puede observar que el numero de brotes que se
obtuvo en los diferentes tratamientos no difieren entre ellos, a excepcion del
tratamiento T14. El medio de cultivo perteneciente al mismo sera el que de

lugar a los mejores resultados de propagacion de cucarda.

3.4.3 indice de propagacion

El IP representa el niumero total de brotes que se han formado por
explante; mientras mayor sea este valor mejor es el tratamiento que se ha

probado para la propagacion de Hibiscus rosa-sinensis.

En el analisis de varianza de Kruskal Wallis, realizado previamente, se
obtuvo que el tratamiento T14, con un valor de su media de 2,67; es el mejor
para la fase de multiplicacion de cucarda. En la tabla 3.5 se puede observar los

valores de IP obtenidos para cada tratamiento.
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Tabla 3.5 Valores de IP de los tratamientos de propagacion de Hibiscus rosa-

sinensis
. Concentracion de AIA (mg.L %)
Concentracion

1 0 0,01 0,02 0,03

de BAP (mg.L ™) _ :

Indice de propagacion

0 1,63 1,63 2,00 1,60
0,5 1,70 1,29 1,40 1,60
0,8 1,50 1,38 1,44 1,70
1 1,44 |2,62| 1,90 1,50
15 1,20 1,40 1,70 1,50

El tratamiento T1 tiene un valor de IP de 1,63; que a pesar de no tener
ningun tipo de regulador de crecimiento resulta ser mejor que otros que si han
sido suplementados con BAP y AIA tal como el tratamiento T10 cuyo IP es de
1,38. El balance hormonal en esta etapa es muy importante ya que afecta

directamente a los resultados que se pueden obtener en cuanto a propagacion.

3.4.4 Porcentaje de induccién de brotes multiples

Mediante este analisis se puede obtener el porcentaje de explantes que
desarrollaron brotacion en cada tratamiento respecto a un namero de plantulas
evaluadas; asi, existieron ensayos en los cuales el porcentaje de inducciéon de
brotes multiples no fue adecuado y aquellos en los cuales la propagacién se vio

favorecida segun el medio de cultivo utilizado.

Tabla 3.6 Porcentaje de induccion de brotes multiples de cucarda segun el

tratamiento

' Concentracion de AIA (mg.L )
Concentracion de
1 0 0,01 0,02 0,03
BAP (mg.L ™) _ _ :
% induccion de brotes multiples
0 50 62.5 70 50
0,5 60 29 40 50
0,8 50 37.5 44.4 60
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Concentracion de

Concentracion de AIA (mg.L

_1)

N 0 0,01 0,02 0,03
BAP (mg.L ™) . . :
% induccion de brotes multiples
1 44.4 | 80 70 50
15 20 40 60 50

En la tabla 3.6 se puede observar que el tratamiento T14 posee un 80%

de induccién de brotes mudltiples, es decir, que se obtiene un alto indice de

produccion de plantulas por cada explante. Los tratamientos T3 y T15 tienen un

70% de induccidn de brotes. De igual manera, estos ensayos demuestran que

también pueden producir un alto nimero de plantulas al realizar la propagacion

de los explantes. Este pardmetro esti relacionado con el IP ya que el

porcentaje de propagacion dependera del niamero de brotes obtenidos por

tratamiento. En la figura 3.14 se puede observar los resultados obtenidos.
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Figura 3.14 Porcentaje de induccién de brotes multiples por cada tratamiento

Se puede observar ademas que los tratamientos T11 y T13 tienen un

porcentaje igual pero no es propicio para llevar a cabo una propagacion

masiva. Existen también muchos tratamientos que han obtenido un 50% de

explantes con brotacién. Los tratamientos T6 y T17 son los menos apropiados

para llevar a cabo la multiplicacién de brotes de cucarda.
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Por lo tanto el tratamiento T13 es el mejor para la propagacion de los

explantes de Hibiscus rosa-sinensis.

3.5 Enraizamiento de los explantes

3.5.1 Contaminacién y viabilidad de los explantes

Se evalué la pérdida de explantes por tratamiento debida a la

contaminacion bacteriana o fungica, tal como se detalla en la tabla 3.7.

Tabla 3.7 Porcentajes de contaminacion y sobrevivencia en los tratamientos de

enraizamiento in vitro de cucarda

Tratamiento Total de Explantes Explantes | Contaminacién | Sobrevivencia
explantes contaminados Vivos (%) (%)
T1 10.0 1.0 9.0 10 90
T2 10.0 0.0 10.0 0 100
T3 10.0 1.0 9.0 10 90
T4 10.0 2.0 8.0 20 80
T5 10.0 3.0 7.0 30 70
T6 10.0 0.0 10.0 0 100
T7 10.0 0.0 10.0 0 100
T8 10.0 0.0 10.0 0 100
T9 10.0 0.0 10.0 0 100
T10 10.0 0.0 10.0 0 100
TOTAL 100.0 7.0 93.0 7.0 93.0
3.5.2 Porcentaje de plantulas enraizadas por cadat ratamiento

Se observo el numero de plantulas que enraizaron en cada tratamiento,

60 dias después de haber llevado a cabo la incubaciéon en los medios de cultivo

respectivos.
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Tabla 3.8 Porcentaje de plantulas enraizadas por cada tratamiento

Concentracion de AIB (mg.L ™)

Medio de cultivo 0 0,5 1 1,5 2
% explantes enraizados
MS + 30 g.L! sacarosa 909 60% 33,3% | 87,5% | 14,29%
MS + 20 g.L™ sacarosa 0% 10% 20% 0% 0%

Como se puede observar en la tabla 3.8, el tratamiento T1 (MS + 30 g.L™
sacarosa + 1 g.L* CA) posee el mayor porcentaje de plantulas enraizadas. El
tratamiento T4 (MS + 30 g.L™ sacarosa + 1,5 mg.L™ AIB + 1 g.L™* CA) también
presenta un alto porcentaje de enraizamiento; sin embargo, los explantes
enraizaron al cabo de 60 dias, mientras que con el tratamiento T1, las plantulas
lo hicieron al cabo de 40 dias. Los resultados obtenidos en los tratamientos T5
al T10, sugieren que la disminucion de la cantidad de sacarosa en el medio de
cultivo afecta negativamente al enraizamiento de la cucarda. Ademas se puede
observar que a medida que se aumenta el regulador de crecimiento AIB, se
obtiene una respuesta de modo mas tardio, tal como se puede apreciar en la
tabla 3.9.

Tabla 3.9 Aparicion de raices en los diferentes tratamientos

Tratamiento L Tratamiento o
1 Aparicion raiz 1 Aparicion raiz
(30 g.L" sacarosa) (20 g.L™" sacarosa)

T1 30-40 dias T6 Ausencia raiz
T2 44-58 dias T7 60 dias
T3 44-58 dias T8 60 dias
T4 37-58 dias T9 Ausencia raiz
T5 37-58 dias T10 Ausencia raiz

3.5.3 Categorias segun la aparicion de raiz
Se llevo a cabo un analisis no paramétrico de Kruskal Wallis segun las

categorias por presencia de raiz en cada tratamiento. Existieron diferencias

significativas (p<0,0001) entre los ensayos llevados a cabo (ver anexo L).
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El primer tratamiento (T1) resulta ser el mejor para la etapa de
enraizamiento de los explantes de cucarda ya que ademas de poseer el mayor
porcentaje de explantes enraizados y optimizar el tiempo de su aparicion,
también posee plantulas que han sido categorizadas con el mayor ranking
respecto a aquellos presentes en otros tratamientos (ver anexo L). Este factor
es importante ya que cuando las plantas de cucarda son aclimatizadas tienen
la capacidad de adaptarse facilmente a condiciones ex vitro.
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Figura 3.15 Categorias segun la presencia 0 ausencia de raiz en los

tratamientos

Los tratamientos T2 y T4 también son aptos para esta fase ya que, de
igual manera dan a lugar resultados positivos, tal como se puede observar en
la figura 3.15; sin embargo, al utilizar cierta cantidad de AIB, generan mayores
costos de produccion respecto al T1 que no posee reguladores de crecimiento

(ver anexo M parte D).

Los resultados sugieren que Hibiscus rosa-sinensis se adapta mejor con

bajas concentraciones de fitohormonas para su optimo crecimiento in vitro.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Desinfeccion de los explantes

4.1.1 Contaminacion y viabilidad

En la etapa de desinfeccion de los explantes de cucarda se llevo a cabo
diferentes tratamientos que consistieron en la variacion de la concentracion de
cloro a utilizarse. En estudios anteriores, donde se ha llevado a cabo la
desinfeccién de explantes de Hibiscus, se ha utilizado otro tipo de compuestos
como el cloruro de mercurio (HgCl,) al 1% (Ayadi et al., 2011; Kumari &
Pandey, 2011).

La variacion en el tiempo y la concentracion de dicho compuesto ha sido
exitosa para la eliminacion de patdégenos presentes en sus explantes; sin
embargo, se conoce que el HgCl, es perjudicial debido a su alta toxicidad,
ademas puede ser ingerido por el hombre por medio de inhalacién afectando al

sistema nervioso central y provocando lesiones renales (Ramirez, 2008).

Como alternativa para la desinfeccibn de diversas plantas, se ha
utilizado cloro con contenido de hipoclorito de sodio (NaClO) del 5%. Los
porcentajes de viabilidad obtenidos son altos para muchas especies vegetales;
sin embargo, existen aquellas en donde los patdgenos bacterianos y fungicos
persisten a pesar de esto. Hibiscus rosa-sinensis es uno de ellos, por esta
razon se realiz6 una desinfeccién rigurosa que consistid en dos lavados con
cloro y uno con alcohol al 70%. Al analizar los resultados obtenidos tras los
diferentes tratamientos, se pudo observar que los porcentajes de

descontaminacion fueron altos para concentraciones de 25y 30% de cloro.

Ambos tratamientos difieren en un 20% de mortalidad de explantes,
siendo el tratamiento T2 (30% de cloro) el mejor. Al obtener un resultado de
viabilidad y de contaminacién no significativo, se puede concluir que debido al
tamafio de la muestra no se puede apreciar a escala real la pérdida de
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explantes al utilizar cualquiera de los dos tratamientos, no obstante, al llevar a
cabo una produccion masiva de cucarda, este hecho significaria altas pérdidas
por lo cual seria mucho mas rentable realizar un lavado de cloro al 30% y

asumir una pérdida del 10% de plantulas.

4.1.2 Efecto del uso del cloro en el crecimiento de los explantes

En cuanto a los pardmetros de necrosis y oxidacion evaluados después
de llevar a cabo los tratamientos de desinfeccion, se pudo observar que a
medida que la concentracién de cloro fue aumentando, resultaba perjudicial
para los explantes. Esto se debe a que el cloro resulta ser toxico en altas
concentraciones y en largos tiempos de inmersion, ya que en presencia de
agua puede formar acido hipocloroso, de modo que el cloro liberado tras esta
reaccion resulta ser un oxidante muy fuerte (Jacome, 2011; Sé&nchez &
Salaverria, 2004).

Como consecuencia de esto, el crecimiento de los explantes también se
vio afectado. Cuando se utilizd bajas concentraciones de cloro (hasta 40%) la
elongacion de las plantulas se dio de manera normal consiguiéndose tamarfos
favorables para la etapa en la que se encontraban. Los tratamientos de 50 y
60% de cloro resultaron altamente perjudiciales pues ademas de obtenerse
plantulas de caracteristicas desfavorables, no se daba el crecimiento esperado.
La principal caracteristica fenotipica que se vio afectada por este hecho fue la
coloracién de las hojas. Cuando una planta se encuentra clorética, quiere decir
que no tiene los nutrientes necesarios para crecer y ser apta para la
propagacion, esto ademas es resultado de intoxicacién. Mediante analisis
nutricional de plantulas se ha determinado que la clorosis se da debido a
deficiencia de nitrogeno metabdlico y ademas de magnesio (Prehn, Serrano, &
Berrios, 2003).

4.1.3 Contaminacion bacteriana y fungica

En general, se puede decir que la aparicion de un tipo de contaminante

depende de la fuente de explante, es por esto que es necesario realizar un
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tratamiento fitosanitario de las plantas madre que posteriormente daran lugar a

la obtencién de mas plantulas que tendran sus mismas caracteristicas.

En este caso la presencia de hongos es mayor (71,43%) respecto a las
bacterias (28,57%). Estas ultimas se deben principalmente a una manipulacién
inadecuada en la cadmara de flujo o por desinfeccion no apta para los explantes.
La contaminacion fungica se puede combatir en la mayoria de los casos con
fungicidas por determinados periodos de tiempo, aunque esto depende de las
caracteristicas de la especie que se trate. La cucarda requirié de un tratamiento
preliminar riguroso antes de ser cultivado in vitro. A pesar de esto fue necesario
ademas realizar una desinfeccion con cloro y alcohol, como se detalld

anteriormente.

La presencia de los contaminantes mencionados produce pérdida de
material vegetal para ser propagado pues existen plantas que a pesar de que
se han desarrollado bacterias en el medio se logran establecer, sin embargo, al
pasar a la siguiente etapa de propagacion, no se obtienen plantas saludables

ya que la contaminacion es persistente.

4.2 Establecimiento invitro de los explantes

4.2.1 Longitud de los brotes

En la etapa de establecimiento de los explantes de cucarda se probo
cuatro medios de cultivo con diferentes concentraciones de BAP. Se utilizé esta
fitohormona, que es sintética y una de las mas activas, ya que las citoquininas
pueden regular la divisién celular y estimular la formacion de brotes axilares y

adventicios (Lozano, 2011).

Al realizar el disefio experimental de bloques completamente al azar se
pudo observar la eficiencia de los medios de cultivo diferentes en cuanto al
desarrollo longitudinal de plantulas de cucarda. ElI medio de Murashige y
Skoog (MS) a su concentracion total resulté ser el mejor para el desarrollo de

los explantes. Este medio de cultivo tiene los componentes nutritivos
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necesarios para obtener una plantula vigorosa apta para pasar a la etapa de
propagacion. Esto se concluyé ya que el medio de cultivo MS %2 no le proveia

los componentes necesarios para que la planta se elongue lo suficiente.

El medio MS efectivo contenfa una concentracién de 0,3 mg.L™* de BAP.
A medida que esta concentracion incrementaba, el crecimiento de las plantas
se veia afectado. Este comportamiento se repitio para los medios MS %2, MSVG
y MSVG %, de modo que los tratamiento T5, T9 y T13 resultaron como los
mejores al no poseer ningun regulador de crecimiento. Solamente en el medio
MS resulté efectiva una concentracion baja de BAP (T1); sin embargo, con los

tratamientos T2 y T3 también se consiguio tamafos adecuados.

Es importante tomar en cuenta que en el medio MS sin fitohormonas el
crecimiento también es significativo y adecuado; sin embargo, mediante el
analisis de LSD Fisher (Figura 3.11) se pudo observar que cuando el medio no
contenia BAP en su composicion existi6 mayor cantidad de datos que se
encontraban fuera del rango de crecimiento de todos los individuos evaluados
(outliers). EIl crecimiento de este grupo de explantes se puede deber a las
caracteristicas genotipicas propias de una planta que le pudieron dar ventaja
evolutiva sobre las otras y no depende de la cantidad de BAP que se agregue.
Para confirmar esto seria necesario realizar un estudio genético de las plantas

evaluadas.

Esta experiencia se ha repetido en investigaciones anteriores donde se
ha estudiado el comportamiento in vitro de Hibiscus rosa-sinensis. Bhalla et al.
(2009) concluy6 que los medios de cultivo MS a la mitad y al cuarto de su
concentracion son efectivos siempre y cuando no posean reguladores de
crecimiento y que un medio MS con bajas concentraciones de fitohormonas

resulta ser el mejor para el establecimiento de Hibiscus.

4.2.2 Morfologia del material de partida

Los tratamientos llevados a cabo en medios de cultivo MS anadido con

vitaminas Gamborg resultaron negativos para la organogénesis de los
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explantes de cucarda ya que los resultados indicaron que con este tipo de
medio se desarrollaba callo a partir de los segmentos nodales tomados como
explantes. A pesar de que se realizé diferentes cortes de dichos segmentos, ya
sean pequefios o de mayor tamafo, al cabo de tres semanas se pudo observar
un desarrollo amorfo. Al producirse esta formacion el crecimiento de la planta
se vio afectado en este medio respecto a los otros utilizados. Debido a que los
nutrientes se concentraron en el tallo de los explantes, la planta perdia vitalidad

y consecuentemente no se lograba establecer de la manera mas optima.

Cuando se utilizaron los medios de cultivo MS, el segmento nodal
tomado como explante inicial permanecia del tamafio original y se desarrollaba
claramente el crecimiento de los 6érganos de la planta. Muy pocas ocasiones se

dio la formacion de callo pero en pequefias cantidades.

Por esta razén también fue positivo utilizar este tipo de medio que dio

lugar a los mejores resultados de establecimiento.

4.2.3 Coloracién de las hojas de los explantes

Al igual que en la etapa de desinfeccion, las plantas se presentaron
cloréticas cuando no recibieron los nutrientes necesarios para desarrollarse,

pero no fueron afectadas por la concentracion de cloro aplicada inicialmente.

Cuando las hojas se presentaron de coloracion verde oscuro, se pudo
concluir que el medio de cultivo era apto para su desarrollo. Las hojas de color
marron y verde claro se encontraron clasificadas dentro de un mismo grupo ya
gue la presencia de las mismas fue muestra de poco crecimiento y senescencia

de la plantula.
En algunos casos al pasar las tres semanas de establecimiento, las

hojas tendian al decaimiento, razon por la cual esta etapa no podia prolongarse

por mas tiempo del ensayado.
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4.3 Multiplicacién in vitro de los explantes
4.3.1 Numero de brotes

Para lograr una exitosa multiplicacién in vitro de los explantes, se probo
diferentes medios de cultivo con concentraciones bajas y altas de citoquinina
BAP y pequefas concentraciones de auxina AlA. El mejor tratamiento T14 (1
mg.L™* BAP; 0,01 mg.L™ AIA) produjo resultados positivos para la propagacion
de cucarda, tomando en cuenta la etilacién de las mismas y el método utilizado

para evitar su necrosamiento.

El mayor numero de brotes obtenidos fue de cuatro por explante aunque
también existieron medios probados con los cuales se obtuvo tres brotes por
cada plantula. Este nimero fue el mas comdn en los tratamientos T3, T14 y
T15.

El éxito en esta etapa fue determinado por el intercambio gaseoso
dentro de los recipientes en los cuales se colocaron los individuos evaluados.
En algunos casos éstos se sellan con un film de polietileno para posibilitar la
respiracion celular debido a que la regeneracion de brotes puede verse inhibida

por la acumulacion de etileno (Rivero, 2011).

Con el fin de evitar la pérdida de explantes debido a este factor, se utilizo
gasas y plastico para sellar los recipientes que contenian las unidades
experimentales tratadas. Esto a su vez provoco, al cabo de una semana, el
cuarteamiento del medio de cultivo ya que al haber un intercambio gaseoso
constante también se perdio la cantidad de agua presente en su composicion lo
cual trajo como consecuencia un incremento en la concentracion de sus
nutrientes, de tal modo que las plantulas ya no los absorbian de manera

favorable sino que se intoxicaban con los mismos.

Es por esto que los factores fisicos como la atmdésfera gaseosa y la
humedad relativa son determinantes en la morfogénesis de las plantas in vitro.

La atmésfera gaseosa esta condicionada por el tipo de envase y cobertura

78



seleccionado para el cultivo. La cantidad de etileno presente en cada cultivo
puede variar dependiendo de las concentraciones de citoquininas utilizadas asi
como el tipo de agar y del explante, la luz y la especie estudiada. Por otro lado,
la humedad relativa es una medida de la cantidad de vapor de agua contenida
en la atmésfera gaseosa y depende del sello del recipiente empleado; asi, si el
cierre es hermético como en el caso del uso de papel aluminio la humedad
interior sera del 100%. Si existe un intercambio gaseoso como el caso del uso
de gasas, la humedad interior puede descender al 50% lo cual puede dar paso
a la pérdida veloz del agua en el medio de cultivo (Levitus, Echenique,
Rubinstein, Hopp, & Mogrinski, 2010).

En la atmoésfera gaseosa in vitro se encuentra ademas de otros
compuestos como el nitrégeno, el oxigeno y el diéxido de carbono; al etileno
gue parece actuar como desencadenante de una respuesta vegetal en forma
de pérdida foliar (Almudena, 2010).

Por estas razones se realizé subcultivos en esta etapa con los cuales se
evitd la pérdida total del medio de cultivo y por ende la intoxicacion de las
plantulas a un tiempo considerado como Optimo, dependiendo del grosor de las

capas de gasa utilizadas y la funcionalidad de las mismas.

4.3.2 indice de propagacion

Mediante este analisis se puede apreciar el numero de plantulas de
cucarda que se obtendran por cada ciclo de propagacion que se lleve a cabo.
En esta etapa es importante el balance hormonal, proporcionado por el medio
de cultivo, ya que de esto dependera el nimero de brotes que se pueden
producir. El IP puede variar dependiendo del ciclo en el cual se encuentre y por
lo general dependera de la vigorosidad de la planta. Este parametro puede
verse afectado por la produccion de etileno de la cucarda, por esta razén se ha
planteado que cada ciclo de propagacion debe durar dos semanas ya que al
cabo de este tiempo se logra obtener un niumero de brotes similar por cada

ciclo y ademas se evita la pérdida de plantas por las razones anteriormente
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mencionadas. En el medio de cultivo adecuado se logré obtener un IP de 2,67
en el primer ciclo de propagacion

4.3.3 Porcentaje de induccion de brotes multiples

Mediante este parametro de estudio, se obtuvo el porcentaje de
plantulas que se propagaron en cada medio de cultivo. El algunos casos fue
bajo debido a que los nutrientes y reguladores de crecimiento presentes no
fueron los adecuados para llevar a cabo la fase de propagacion de los
explantes de tal modo que hubo aquellos que no presentaron propagulos, sin
embargo, existieron otros en los cuales cada plantula presentaba diferente
namero de brotes. De todas las unidades experimentales ensayadas en los
tratamientos T3, T14 y T15, la mayoria desarrollo brotes alcanzando un
porcentaje de induccion de brotes multiples de hasta el 80%.

4.4 Enraizamiento de los explantes

En esta etapa se pudo observar que cuando existi6 mayor cantidad de
sacarosa en el medio (30 g.L™) se dio de manera mas rapida la aparicién de
raices. Los resultados se pudieron observar al haber transcurrido un mes
después del paso de la etapa de propagaciéon a la etapa de enraizamiento. A
pesar de que existieron algunos medios en los cuales se dio este resultado de
manera optima, también hubo aquellos en los cuales no se dio el enraizamiento
facilmente. En los tratamientos del T1 al T5 se observaron los resultados hasta
dos meses después de haber sido cambiados de medio, a pesar de que la
mayoria se observo al primer mes. Algunos de ellos no enraizaron debido a
que el medio utilizado no fue el adecuado. Se concluyé que a mayor
concentracion de AlB, los explantes no enraizaban. El tratamiento T1 (MS + 30

g.L " sacarosa + 1 g.L™* CA) fue el mejor para los explantes de cucarda.

En los medios de cultivo que contenian 20 g.L™ de sacarosa no se dio
enraizamiento al cabo de un mes. No hubo explantes que mostraron cambio
alguno por lo cual se infiri6 que la cantidad de sacarosa les afectaba

negativamente a los explantes de cucarda.
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Al llevar a cabo un estudio respecto al nUmero de raices y su longitud se
pudo observar que el medio de cultivo utilizado no influye en estos pardmetros
ya que el éxito en esta etapa esta determinado por el nimero de plantulas que
enraizan y el tiempo en el cual lo hacen. Esto es necesario para pasar a la

siguiente etapa de aclimatizacion.

Ademas se pudo observar que en esta etapa el problema de etilacion en
las plantas ya no fue persistente. Esto se observé debido a los diferentes
mecanismos de respuesta al estrés. El principal es el cambio de actividad
hormonal; en esta etapa se busca el desarrollo de raices adventicias y no de la
formacion de brotes por lo cual los explantes tuvieron una modificacion de sus
niveles hormonales lo cual les confiri6 una mayor resistencia al estrés
(Almudena, 2010).

A pesar de este hecho, los recipientes que contenian los explantes no
fueron sellados herméticamente sino con tapas plasticas que permitirian un
bajo intercambio gaseoso, menor al que ocurre con tapas de gasa, probados

en la etapa anterior.
Una vez que las plantulas desarrollaron diferentes raices pasaron a la

etapa de aclimatizacion, concluyendo asi el ciclo de la propagacion in vitro de

los explantes de cucarda (Hibiscus rosa-sinensis).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

1. En el protocolo de propagacion in vitro de cucarda (Hibiscus-rosa sinensis),
se logro la exitosa desinfeccion de los explantes mediante la utilizacion de
segmentos nodales y su posterior establecimiento, obteniéndose plantulas

vigorosas en estas primeras fases.

2. Con el tratamiento T2 (30% CI, 5% NaClO) se logré un alto porcentaje de
desinfeccién de los segmentos nodales (90%) sin presentar oxidacién o
necrosis en ninguno de ellos. Ademas, debido a que el tratamiento no es
agresivo respecto a aquellos con mayores concentraciones de cloro, los

explantes se desarrollaron en menor tiempo y con mejores resultados.

3. La coloracion de las hojas de las plantulas generadas son un factor
importante ya que indican su vigorosidad, es decir, si los nutrientes del
medio son adecuados para su crecimiento o, por otro lado, si la
desinfeccién fue demasiado agresiva. Cuando se encontrd coloracion verde
oscuro, se pudo concluir que las plantulas se encontraban saludables, y
cuando se presentd coloracion verde claro, se concluyo que los explantes

estaban cloroéticos.

4. El tiempo en el que se mantuvo los explantes en la fase de establecimiento
antes de pasar a la etapa de la propagacion in vitro fue de tres semanas,
debido a que a medida que el tiempo se prolongaba, la coloracion de las
hojas se fue tornando a marrén. Se concluyé que debido a que el medio de
cultivo se iba agotando en cuanto a presencia de nutrientes, la planta
entraba en estrés por lo cual comenzaba a producir etileno provocando la

consecuente senescencia de las plantulas generadas.

5. En la etapa de establecimiento de los explantes, mediante el mejor
tratamiento T3 (MS + 0,3 mg.L™ BAP) se logré obtener plantulas de hasta 3
cm de longitud, hojas de coloracién verde oscuro y no se dio lugar a la

formacion de callo; lo cual lo destaca respecto a los medios MSVG en sus
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concentraciones probadas ya que en estos Ultimos la planta no se
desarrollaba y daba lugar a una estructura amorfa a partir del segmento

nodal.

6. El tratamiento mas eficiente para la propagacion in vitro de cucarda fue el
T14 (1 mg.L™ BAP; 0,01 mg.L™" AIA) con el cual se obtuvo hasta cuatro
brotes por explante y un 80% de induccion de brotes multiples. Este indice
de propagacion se vio afectado por la presencia de etileno y el método de

eliminacion utilizado para el mismo.

7. En la etapa de multiplicacion in vitro de los explantes, la utilizacion de gasas
permiti6 la salida del etileno generado por las mismas debido a las
condiciones de estrés a las cuales se encontraban sometidas; sin embargo,
fue necesario realizar dos subcultivos, a pesar de la presencia de la fina
capa de plastico con agujeros ya que esto solo retraso la deshidratacion del

medio de cultivo.

8. Para la etapa de enraizamiento el mejor tratamiento fue el T1 (MS + 1 g.L™
CA + 30 g.L™* sacarosa) con el cual se logré un mayor nimero de explantes

enraizados en un menor tiempo, respecto a los demas ensayados.

9. Al aumentar la cantidad de sacarosa en el medio de cultivo para la etapa de
enraizamiento se favorece al desarrollo mas temprano de raices de

cucarda.

10. La utilizaciébn de tapas plasticas en lugar de gasas permite un bajo
intercambio gaseoso por lo cual fueron utilizadas en la etapa de
enraizamiento en donde los niveles hormonales de las plantulas

disminuyen el estrés fisioldgico y por ende la produccion de etileno.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Con el fin de obtener plantulas de cucarda libres de contaminacion, es
recomendable realizar un pre tratamiento de las plantas donadoras de
explantes con un fungicida adecuado dependiendo de las enfermedades que

se puedan observar en las mismas.

Para obtener un grupo homogéneo de plantulas generadas, es necesario
tomar en cuenta los segmentos nodales de la parte media de cada tallo del
arbusto (hasta el quinto segmento nodal) ya que las primeras porciones tienden
a la oxidacion y las porciones finales no dan lugar a plantas vigorosas y con

buen aspecto.

En la etapa de propagacién de cucarda, es necesario utilizar gasas para
la salida del etileno, y para evitar la intoxicacion y muerte de los explantes es

recomendable realizar un subcultivo a la segunda semana.

Recomiendo realizar un estudio exhaustivo que se centre en la
micropropagacion de cucarda ya que es muy interesante su comportamiento
debido a la presencia del etileno y es posible que mediante la utilizacion de
diferentes técnicas tal como el método quimico de eliminacién del mismo, con
acido salicilico; o a su vez, la utilizaciébn de un medio de Murashige y Skoog
con la modificacion de Van der Salm, de lugar a mejores resultados respecto al

meétodo fisico probado.

Para posteriores ensayos de multiplicacion in vitro de cucarda, seria
recomendable utilizar altos y bajos rangos de BAP, acompafado del acido
salicilico ya que este puede cambiar la absorcion de los nutrientes presentes

en el medio de cultivo.
Para evitar la presencia excesiva de outliers en los analisis estadisticos
gue se realicen, es recomendable realizar un estudio de las plantas in vitro de

mejores caracteristicas para llevar a cabo su producciéon masiva.
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