CAPITULO 4
DISCUSION

4.1 Etapa de Establecimiento

Esta etapa fue fundamental para la introduccion de la especie al sistema de
cultivo in vitro, pues se evaluaron todas las variables que intervienen en el proceso de
desinfeccion, obteniendo un protocolo amigable con la especie para su crecimiento in
vitro de manera semi heterétrofa, es decir mixotréfico. El establecimiento de un
crecimiento in vitro sostenible fue fundamental para la investigacion, pues se logro
evaluar distintas variables especificas en la investigacion, circunstancias que se

evallan detenidamente en los siguientes numerales.

4.1.1 Establecimiento in vitro de yemas

4.1.1.1 Establecimiento del mejor medio nutritivo

Se probo para la propagacion de la especie Solanum betaceum dos tipos de
medios modificados, el medio MS a un 75% de su concentracién de macronutrientes y
el medio modificado de Chu llamado N6 aplicado en el ensayo de Jaramillo (2008); lo
cual brindé como resultados que el tipo de medio no influyéd en la contaminacion
obtenida con la siembra de los explantes, su influencia se dio al evaluar la oxidacion
gue se presento en cada medio, obteniendo que al utilizar una concentracién de 1,2%
de hipoclorito de sodio con medio MS se obtuvo la menor oxidacidon y la mejor

viabilidad de los explantes en su introduccion al sistema de cultivo in vitro,

En el trabajo expuesto por Espinosa y colaboradores (2005) utiliza el medio de
cultivo MS con una concentracién de hipoclorito de sodio del 0,6% ; en donde obtuvo
una oxidacion del 50 %, especificando que en este ensayo se parti6 de yemas
obtenidas a partir de plantas ya desarrolladas en el sistema de cultivo in vitro, lo cual
reduce la oxidacién porque la planta ya se encuentra adaptada a condiciones semi
heterotrofas; en el caso del ensayo aplicado en la presente investigacion se evidencia
gue el mejor resultado fue 59,33% de oxidacion al aplicar 2% de hipoclorito de sodio
en el medio de cultivo MS a un 75% de su concentracion de macronutrientes (Tabla

3.3), por lo cual se continud con esta concentracion de hipoclorito de sodio y el medio



de cultivo MS para los ensayos posteriores, pero se vio la necesidad de incorporar al
protocolo de desinfeccién otro quimico que nos ayude a reducir la oxidacién de los
explantes introducidos al sistema de cultivo in vitro; pues el resultado obtenido fue

similar al de la investigacion de Espinosa y colaboradores (2005).

4.1.1.2 Uso de fungicida en la etapa de desinfeccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el primer ensayo de desinfeccion, en
donde se observo que pasados pocos dias de siembra se desarrollaba contaminacién
bacteriana y fungica en el medio de cultivo; se determiné la necesidad de introducir en
el protocolo de desinfeccién como un paso mas, la desinfeccion de los explantes con
guimicos especializados en este tipo de contaminacion, es asi que se probaron cinco
marcas comerciales; Captan y Benomil (formulados de manera conjunta), Score
250EC, Bavistin y Phyton (este ultimo ademas de fungicida, actla como bactericida
por estar compuesto por cobre en su molécula); con los cuales se aplicaron distintos
tratamientos para probar su eficiencia en la eliminacion de hongos y bacterias
endodgenas y exogenas de la especie y poder tener explantes prestos para el sistema

de cultivo in vitro.

Santana (1985) en su investigacion comprobd que los contaminantes mas
frecuentes para la especie Solanum betaceum pertenecen a las familias
Pseudomonadaceae y Enterobacteriaceae; esto se explica porque estas bacterias
Gram negativas son abundantes en la superficie area de la planta y en el ambiente, ya
gue se han aislado como saprofiticas del agua, y del suelo. No se puede descartar la
posibilidad de que las bacterias se encuentren en los espacios intercelulares, y por ello
escapan a la desinfeccién, expresandose en el medio de cultivo, cuando el explante

esta bajo condiciones de estrés.

La introduccion de los fungicidas al protocolo de desinfecciébn tuvo una
influencia positiva en el sistema de cultivo in vitro; pues eliminé en su mayoria la
contaminacioén microbiana que se observaba en ensayos anteriores; resultado que se
ratifica estadisticamente, pues se observé una relacion de dependencia con el tipo de
quimico utilizado, el tiempo de inmersion empleado y el porcentaje de hipoclorito de
sodio aplicado para los diferentes tratamientos de desinfeccion estudiados.

En cuanto a la contaminacion bacteriana, respecto al tipo de fungicida

aplicado, se observé que la marca comercial Score 250EC produjo el menor



porcentaje de contaminacioén con un 6,67% (Tabla 3.5), lo que demuestra que este
guimico es apto para incluirlo en el sistema de micropropagacion in vitro; de igual
manera se analizd la concentracién de hipoclorito de sodio 6ptima para la especie;
pues una baja concentracién no elimina la contaminacion endogena y exdgena que
contienen los explantes introducidos como menciona Santana (1985); como ejemplo a
esta aseveracion se presenta el ensayo adicional aplicado en la Tabla 3.14, en donde
se utilizd 0,6% de cloro, obteniendo un alto porcentaje de contaminacion flngica y
bacteriana (60%); ante esto se establecié que una concentracidon de hipoclorito de
sodio al 1,2% es la 6ptima para obtener la menor contaminacion bacteriana (8,47%) en
los medios de siembra y que los explantes no generen necrosamiento por la fuerza del
guimico, obteniendo una viabilidad del 71,43% (Tabla 3.16).

El tiempo de inmersion de los explantes en el hipoclorito de sodio fue la Gltima
variable que influyé directamente en los resultados, obteniendo que un tiempo de
inmersion de diez minutos en una concentracion de 1,2% de cloro fuera lo éptimo para
el protocolo (Tabla 3.11), ya que se obtuvo como mejor resultado un 21,15% de

contaminacién bacteriana en los explantes sembrados.

Analizando en conjunto las variables se observé que los tratamientos 7 y 12
(Tabla 3.14) obtuvieron una contaminacion nula, estableciendo que la concentracion
de hipoclorito de sodio al 1,2% es la 6ptima para la introduccién de Solanum betaceum
al sistema de cultivo in vitro; se obtuvo dos quimicos Optimos para la aplicacion en
este sistema; el compuesto comercial Phyton obtuvo una contaminacién nula con un
tiempo de inmersion de los explantes de 10 minutos y el quimico comercial Score
250EC obtuvo su menor porcentaje de contaminacion con un tiempo de inmersion de
15 minutos; lo cual denota que el fungicida Score 250EC es menos agresivo que el
compuesto comercial Phyton; pues este quimico con su molécula de cobre es
fungicida y bactericida a la vez, restando efecto especifico para cada grupo de
contaminantes ademas de originar mayor necrosamiento en la especie.

Por otro lado la variable sobrevivencia va a la par con la variable analizada
contaminacioén, pues no solo es necesario obtener una baja contaminacion, sino que
los explantes resistan a los tratamientos y presenten viabilidad para su desarrollo en el
sistema de cultivo in vitro, resultados que se reflejaron en los tratamientos 8 y 12
(Tabla 3.16) en donde se obtuvo una viabilidad del 71,43% de los explantes

sembrados.



Otra variable muy importante en el analisis aplicado fue la oxidacion obtenida
por los métodos de desinfeccion empleados, en donde se reflejé que los fungicidas
comerciales Phyton y Score 250EC presentaron los mejores resultados (Tabla 3.17),
por lo cual para establecer un protocolo de desinfeccién estandarizado se procedié a
analizar nuevamente estos dos compuestos comerciales Phyton y Score 250EC; en
donde se observd que la utilizacion del quimico comercial Score 250EC confirmé su
baja contaminacion bacteriana y fungica en los explantes sembrados (Tabla 3.27,
Figura 3.8) y que la aplicacion de un tiempo de inmersion de 15 minutos genera una
mayor sobrevivencia y menor oxidacion (Tabla 3.29) de los explantes introducidos al

sistema de cultivo in vitro.

En la investigacion realizada por Espinoza y colaboradores (2005) se presenta
como resultados que la utilizacion de la interaccion de los fungicidas Benlate y Captan
en proporcion 1:1 fue efectivo para el control de los hongos, ya que se obtuvo un bajo
porcentaje de explantes con contaminacion por el hongo Cladosporium (3%), pero que
en conjunto obtuvo una alta contaminacién bacteriana (93%), lo cual en un sistema de
cultivo in vitro no es un resultado positivo, resultados similares se obtuvieron con estos
fungicidas en la investigacion planteada, motivo por el cual los quimicos comerciales
Phyton y Score 250EC presentaron menores porcentajes de contaminacién y mejor
viabilidad de los explantes introducidos al sistema de multiplicacion in vitro.

4.1.1.3 Uso de antibidtico en el protocolo de desinfeccion

Para mejorar el protocolo de desinfeccion se procedié a incluir antibiético en el
método, se utilizé antibidticos de amplio espectro para bacterias Gram positivas y para

bacterias Gram negativas los cuales fueron ampicilina y rifanmicina respectivamente.

En este ensayo también se incluy6 al fungicida comercial denominado Bavistin,
pues la investigacion realizada por Pefia (2009) lo determiné como un quimico efectivo
para la desinfeccion de explantes en el sistema de cultivo in vitro, al cual se lo aplico
en interaccién con los otros dos fungicidas ya utilizados, es decir, Phyton y Score
250EC en relacion 1:1.

La mezcla Score 250EC y Bavistin en relacion 1:1 presentd los mejores
resultados pues se obtuvo un 13,41% de contaminacion microbiana (Tabla 3.33) en los

medios de siembra y un 40,54% de viabilidad, lo cual indica que no son resultados



alentadores para trabajar en un sistema de laboratorio, pues la viabilidad es
indispensable para continuar con todo el proceso de multiplicacion in vitro de la

especie estudiada.

Analizando por separado los antibidticos se obtuvo que el antibidtico
rifanmicina generdé solo un 13,51% de contaminacion (Tabla 3.36), resultado
independiente del método de desinfeccion; por lo cual no es un resultado influyente
para ser considerado en futuras aplicaciones. De igual manera este antibiético aunque
presentd un buen desempefio en eliminar la contaminacion especialmente bacteriana,
no fue asi con la sobrevivencia que genero6 en los explantes sembrados, pues obtuvo

solo un 40,59% de viabilidad de los explantes libres de contaminacion.

En la investigacibn ya mencionada de Espinosa y colaboradores (2005)
concluye que el antibiético rifanmicina aplicado al medio de cultivo, no fue efectivo
para controlar la contaminacion ocasionada por una bacteria Gram negativa
endogena, proveniente de los esquejes de nudos de la especie Solanum betaceum;
por lo tanto, se debe emplear otra sustancia bactericida adicional que en nuestro caso
fue el fungicida de nombre comercial Score 250EC como el quimico ideal para eliminar

la contaminacion sin comprometer la viabilidad de los explantes sembrados.

Al analizar en conjunto todos los métodos de desinfeccion se determind que el
empleo de antibidtico en el protocolo de desinfeccion no ayuda a evitar la
contaminacién generada en la siembra de los explantes; los antibiéticos solo influyeron
en la viabilidad de los explantes sobrevivientes a la introduccién al sistema de cultivo
in vitro obteniendo que el mejor tratamiento estuvo compuesto por los fungicidas
Score 250EC y Bavistin en relacién 1:1, una concentracion de hipoclorito de sodio del
2% y Rifanmicina como antibiético obtuvo una viabilidad del 42,11% (Tabla 3.38);
resultado que no es 6ptimo para una estandarizacion del protocolo de desinfeccion
con la especie Solanum betaceum.

Con estos antecedentes el método de desinfeccion se estandarizé con los
parametros descritos en los ensayos anteriores, es decir, como fungicida el quimico
comercial Score 250EC con un tiempo de inmersion de 15 minutos e hipoclorito de
sodio en una concentracion de 1,2% con un tiempo de inmersion de diez minutos, sin
la aplicaciéon de antibiotico, pues compromete la sobrevivencia y por ende la viabilidad
de los explantes introducidos al sistema de cultivo in vitro; parametros que obtuvieron

una eficiencia sin contaminacion del 100% y un 71,43% de sobrevivencia, condiciones



Optimas para su desarrollo en sistemas de cultivo in vitro para esta especie Solanum

betaceum.

4.1.2 Germinacion de semillas in vitro

Un punto crucial de esta investigacion fue el introducir el regulador de
crecimiento Brasinolida al sistema de cultivo in vitro, el cual se lo hizo en esta etapa
con tres concentraciones diferentes mas un tratamiento libre de hormonas; los
resultados expuestos demostraron que la aplicacién de este biorregulador no influye
estadisticamente en la germinacion de la especie como se esperaba (Tabla 3.41),
aunque con el uso de 1 mg L* de este compuesto en los medios de cultivo si se
observo un mejor porcentaje de germinacion (79,17%; Tabla 3.42; Figura 3.13), lo
cual nos dio una pauta para buscar concentraciones ideales que fueron aplicadas en la
siguiente etapa de multiplicacion de los explantes obtenidos e introducidos al sistema
de cultivo in vitro. Asi Takeucho, Worsham y Awad (1991) demostraron que la
Brasinolida aplicado en la etapa inicial de acondicionamiento de las semillas de Striga
asiatica, acortd el periodo de acondicionamiento requerido para la germinacién de las

semillas.

Los brasinoesteroides o también conocidos como brasinolidas (BRs) son
productos naturales que se encuentran en las plantas a muy bajas concentraciones.
Sasse (1997) en su publicacién menciona que las respuestas a los brasinoesteroides
incluyen efectos sobre la elongacién, la division celular, el desarrollo vascular y
reproductivo, la polarizacion de la membrana, el bombeo de protones y la modulacion
del estrés. Los brasinoesteroides, ademas, interactian con las sefiales ambientales y

pueden afectar el desarrollo de insectos y hongos.

En base a las pruebas de varianza aplicadas a cada variable se observo que la
inclusién de estas hormonas de crecimiento al medio presenté influencia estadistica en
cuanto a la obtencion de raices, siendo la concentracién mas éptima un 1 mg L™ de
Brasinolida (Tabla 3.44). En base a estos resultados se establece que las hormonas
ayudan a generar un desarrollo radicular en la especie, lo cual es de suma
importancia, porque evita realizar una etapa en este sistema de cultivo in vitro; ya que
de la etapa de multiplicacion se salta directamente a la etapa de aclimatacion,
obviando la etapa de enraizamiento de los explantes desarrollados in vitro, ahorrando

tiempo y recursos en la propagacion de la especie.



Segun la publicacion hecha por Pérez y colaboradores (1995), menciona que la
importancia de incluir las Brasinolidas en la investigacion radica en que varios paises
como Ecuador han visto la necesidad de investigar la forma de sustituir los
reguladores de crecimiento sintéticos con productos naturales que puedan ejercer la
misma actividad que los productos sintéticos; de esta manera la utilizacion de
biopreparados de produccion comercial representan en la dltima década una
alternativa para aumentar los rendimientos agricolas, disminuir los costos de

produccion y hacer un mejor uso de los productos naturales.

4.2 Etapa de Multiplicacion

Santana y Torelli en sus investigaciones mencionan que encontraron
diferencias en cuanto a la capacidad de division celular y regeneracion en las plantas
de tomate de arbol, estando determinada en gran medida por los reguladores del
crecimiento y el tipo de explante usados, aun cuando se utilizan diferentes explantes
de una misma planta, aspecto a tener en cuenta a la hora de recomendar el empleo de
uno u otro regulador del crecimiento en esta fase de multiplicacion in vitro.

En esta etapa se utilizaron explantes in vitro a partir de dos vias distintas de
introducciéon para su multiplicaciéon como se lo expuso en el capitulo anterior. Las
plantulas desarrolladas in vitro a partir de semillas sembradas en este sistema se las
etiquetd como plantulas “in vitro”; y plantulas desarrolladas in vitro a partir de yemas
introducidas de campo y aplicadas el protocolo de desinfeccién establecido en el
apartado anterior se las denominé “ex vitro”; por tal motivo al analizar las variables
aplicadas en esta etapa de multiplicacion se obtuvieron resultados tanto similares

como diferentes dentro de esta misma especie.

4.2.1 Obtencién de nuevos brotes

In vitro

En 1998 Hoyos y Kafuri por medio de su investigacion encontraron que para

tomate de arbol, un medio de cultivo empleando sales MS complementado con 0,1 mg

L™ de AIA (Acido Indol Acético), es adecuado para la propagacién de microesquejes



de nudo con una yema. De acuerdo a los resultados expuestos en esta investigacion,
al analizar individualmente los biorreguladores de crecimiento se evidencia que la
presencia de Brasinolidas en el medio de cultivo no es favorable para la germinacion
de brotes en la yema sembrada a partir de una plantula desarrollada in vitro (Tabla
3.48), los biorreguladores AIA y BAP en concentraciones de 0,5 mg L y 2 mg L™
respectivamente presentaron los mejores resultados (Tabla 3.46 y Tabla 3.47).

En su investigacion Espinosa y colaboradores (2005) encontraron que para la
variable longitud de brotes, no se encontro efecto significativo para el factor
concentracion de BAP, ni para el factor concentracion de AIA. Sin embargo, la
interaccion de ambos factores fue significativa como se observa graficamente en la
Figura 3.14. El andlisis de las interacciones hormonales entre los biorreguladores de
crecimiento en la investigacion planteada generé resultados similares a los detallados
con anterioridad, pues la interaccion AIA*BAP sin presencia del biorregulador
Brasinolida obtuvo la mayor cantidad de brotes desarrollados in vitro a partir de una
yema (Tabla 3.49, Tabla 3.52), como se detalla en bibliografia esta interaccion es un
sinergismo potente para el desarrollo de explantes a partir de una planta madre en el

sistema de cultivo in vitro.

Por otra parte la interaccion AlA*Brasinolida presenté excelentes resultados en
concentraciones de 0,5 mg L™ y 1mg L™ respectivamente (11,5 brotes por explante
desarrollado) (Tabla 3.50, Figura 3.15), lo que ratifica la teoria expuesta en donde se
menciona que este biorregulador actia sinérgicamente con la familia de las auxinas
haciendo un papel de citoquinina para ciertas variables como la analizada, generacion
de brotes.

EXx vitro

En los cultivos in vitro, la induccién de 6rganos por efecto de las citoquininas
(BAP), esta encaminada a la formacion de yemas, las cuales son obtenidas con base
en una proporcién de citoquinina alta con respecto a la auxina. Por otro lado, el AlA es
una auxina que interviene en el alargamiento y la divisién celular, estimulando la
formacion de brotes. En ausencia de citoquininas, la auxina provoca el alargamiento
celular en los tejidos cultivados. Pero, en presencia de la BAP, el efecto que se obtiene
por la presencia de la auxina, es una division celular mediada por la citoquinina. Sin

embargo, un exceso de auxina puede suprimir la divisién celular y aln, el crecimiento



celular. Espinosa y colaboradores (2005) en su investigacion mencionan que los
reguladores de crecimiento utilizados, AIA y BAP estimularon tanto la divisién como la
elongacién celular, obteniéndose la formacion de yemas y la diferenciacion de brotes,

a partir de algunos de los nudos cultivados.

En cuanto a la utilizacion de explantes provenientes de yemas de campo se
obtuvo que el mejor resultado para generacion de brotes se dio de similar manera que
con la aplicaciéon de explantes in vitro, es decir con la interaccion hormonal AIA*BAP
en concentraciones de 0,5 mg L* y 2 mg L™ respectivamente por el alto sinergismo
gue mantienen dichas hormonas, el resultado a resaltar fue que la aplicacion en los
tratamientos de la interaccién hormonal BAP*Brasinolida en concentraciones de 2 mg
L' y4 mg L* también gener6 optimos resultados para obtener brotes (promedio 11
brotes por explante desarrollado) (Tabla 3.56, Figura 3.17), lo cual se explica la opcion
de que las brasinolidas funcionen como una citoquinina, éstas puedan potenciar su
accion al biorregulador BAP originando mayor division celular encaminada a la
produccion de yemas axilares y apicales. Segiin Mandava y Sasse (1981) observaron
gue la Brasinolida no fue efectiva en los bioensayos clasicos para las auxinas
relacionados con la inhibicion del crecimiento de la yema lateral en guisantes
decapitados; de igual manera encontraron que no estimularon la formacién de raices
adventicias en frijol, efecto opuesto al producido por el AIA y BAP actuando

sinérgicamente.

4.2.2 Grosor del Tallo

Key (1969) menciona que la division y el alargamiento celular en un tejido en
crecimiento requieren de la sintesis de acidos nucleicos y de proteinas. Las hormonas
vegetales tales como las auxinas, giberelinas y citoquininas, regulan el metabolismo
de los acidos nucleicos en las plantas. Estos estudios claramente indican que los
efectos en el crecimiento inducidos por los brasinoesteroides, al igual que los
inducidos por auxinas y giberelinas, dependen de las sintesis de acidos nucleicos y de

proteinas celulares lo cual indicaria un engrosamiento del tallo en la especie.

Los resultados expuestos en conjunto de plantulas in vitro y ex vitro se denotan
similares, pues la supresion de los biorreguladores AlA y BAP en los medios de cultivo

origina mayor grosor del tallo de las plantulas desarrolladas en el sistema de cultivo in



vitro (Tabla 3.58, Tabla 3.61), lo que indica que el sinergismo entre estas familias de

fitohormonas no influyen en el engrosamiento del tallo de las plantas.

En 1993 los investigadores Roddick, Rinenberg y Ikekawa mencionan que las
brasinolidas son compuestos naturales que poseen una fuerte actividad promotora del
crecimiento vegetal debido a las bajas concentraciones en que estan presentes en la
planta, estimulan el alargamiento y la divisiéon celular; lo cual se reafirma en la
investigacion realizada, pues se generd un resultado adverso al observado con la
aplicacion de AIA y BAP; ya que el biorregulador Brasinolida en donde en
concentracion de 1 mg L™ obtuvo el mayor promedio estadistico de grosor de tallo en
plantas desarrolladas in vitro (Tabla 3.59); pero que al interactuar esta hormona con el
biorregulador BAP se atenlla y no se obtiene un buen grosor en el desarrollo de las

plantulas in vitro.

Mandava en 1988 observo que las giberelinas causan solo alargamiento del
entrenudo tratado y de los superiores y que por otro lado los brasinoesteroides
provocan tanto el alargamiento como la division celular, lo que resulta en una
elongacioén, engrosamiento, curvatura y desdoblamiento entrenudo en el tallo de las
plantas, resultados que se aprecian en esta variable analizada.

4.2.3 Altura de la Planta

En base a los analisis de varianza (ADEVA) y recopilando resultados con
explantes in vitro y ex vitro se observé que la supresién del biorregulador BAP origino
mayor elongacion del los explantes desarrollados in vitro (Tabla 3.63), en cuanto al
biorregulador AIA se observo que al utilizarlo en una concentracién de 0,5 mg L™
genera el mayor crecimiento longitudinal de las plantas (Tabla 3.64, Figura 3.18 y
Tabla 3.67), pero que al aumentar esta concentracion, el crecimiento se atenula, pues
se ha determinado que esta especie Solanum betaceum posee auxinas enddgenas,
motivo que hace se potencie la accion de la auxina aplicada (AlA) originando que las
plantas se saturen de esta hormona y no la asimilen para su crecimiento, ya que en

altas concentraciones las auxinas se vuelven téxicas.

Los efectos promotores de los Brasinoesteroides sobre la elongacion del tejido
vegetativo han sido observados en muchas especies, pero solamente en pocas, se

han estudiado en detalle. Sasse en 1991 plantea que el tratamiento con las hormonas



vegetales reconocidas afecta la elongacion inducida por la brasinolida; las giberelinas
tienen un efecto aditivo y la zeatina un efecto inhibitorio. Con las auxinas hay un
sinergismo donde la brasinolida permite a éstas inducir elongaciéon cuando solas son
inefectivas. La auxina exdégena afecta la cinética de la respuesta a la brasinolida; sin
embargo, el sinergismo encontrado en la investigacion con la planta de pepino puede
ser atribuido a un incremento en la amplitud de la respuesta a la auxina.

Acorde a este planteamiento la interaccion hormonal que presento resultados
Optimos fue la conformada por los biorreguladores AIA y Brasinolidas en
concentraciones de 0,5 mg L* y 4 mg L™* respectivamente, lo cual indica que las
Brasinolidas no siempre funcionan como una citoquinina en relacién a su aplicacion
con una auxina, pues en este caso actla sinérgicamente pero en razén de potenciar
la accion de elongacién que producen las auxinas en los explantes sembrados in vitro
(Tabla 3.68) como se puede observar graficamente en la figura 3.20; este resultado
se ratifica al observar que la sola aplicacion de estas hormonas Brasinolidas en el
medio sin otro biorregulador obtiene de igual manera gran elongacion de los
explantes sembrados (Tabla 3.69), ya que como se explicd con anterioridad, la
especie en estudio Solanum betaceum contiene auxina endoégena que permite este

fenémeno analizado.

4.2.4 NUmero de Raices

El andlisis de esta variable fue un pilar muy importante para el estudio, porque
acorde a los mejores resultados se determind un protocolo de multiplicacion que
permite adelantar la etapa de enraizamiento en los sistemas de cultivo in vitro y pasar

directamente a la etapa de aclimatacion.

Como menciona en su escrito Moré y colaboradores (2001), los
brasinoesteroides se constituyen como biorreguladores con probada actividad en el
crecimiento vegetal y con mecanismos de accién diferentes a los de las hormonas
clasicas, por lo que ha sido de gran interés cientifico-técnico la utilizacion de analogos
de brasinoesteroides en la biotecnologia vegetal, lo que permitira validar su accion

como reguladores del crecimiento y posibilitara su uso en diferentes estudios in vitro.

Trabajando con los explantes provenientes de semillas desarrolladas in vitro,

se observé que los resultados con mas relevancia estadistica se dieron al suprimir los



biorreguladores AlA y BAP de los medios de cultivo, pues se obtuvo mayor crecimiento
y desarrollo radicular (Tabla 3.72, Figura 3.22). De igual manera se ratificé al analizar
los explantes desarrollados in vitro a partir de yemas introducidas de campo con
algunas diferencias significativas, pues se establece que plantulas desarrolladas in
vitro a partir de semillas generaron una mayor cantidad de raices que las plantulas
desarrolladas in vitro a partir de yemas de campo; ya que el tejido de una yema
introducida al sistema de cultivo in vitro ya estd diferenciado y se tiene que
desdiferenciar en el medio de cultivo para luego diferenciarse de nuevo a raiz. En
cambio en la semilla desarrollada in vitro esto se da a partir del eje radical

directamente.

Al analizar los resultados de las plantulas obtenidas in vitro a partir de yemas
introducidas de campo se observo de igual manera que la supresién del biorregulador
BAP origina mayor densidad radicular y que al aplicar una concentracion de 0,5 mg L™
de AIA si se obtuvo un mayor crecimiento radicular (Tabla 3.74); pues la cantidad de
auxina endogena de la plantas desarrolladas a partir de yema de campo es menor que
las auxinas de plantas jovenes desarrolladas in vitro, por lo cual la introduccién de
auxina sintética compensa la baja de esta hormona en el desarrollo de la planta in
vitro. Condicion similar se obtuvo al observar los resultados presentados por la
interaccion hormonal AlA*Brasinolida en concentraciones de 0,5 mg L* y 4 mg L™
respectivamente como se observa en la Figura 3.15, en donde en promedio el nUmero
de raices por plantula fue del 2,56 (Tabla 3.75); comportamiento equivalente al

evaluado en la variable altura de la planta.

Marquardt y Adam (1991), en varios sistemas, observaron que los
brasinoesteroides interactian fuertemente de forma sinérgica con las auxinas para
inducir la formaciéon de raices adventicias, resultado similar al obtenido en esta
investigacion. Por otra parte, la respuesta de los brasinoesteroides y las giberelinas
parecen ser ambas independientes y aditivas. En sistemas disefiados para
citoquininas, los brasinoesteroides actian de varias formas, es decir, los
brasinoesteroides pueden funcionar como auxinas en un momento y como giberelinas

0 citoquininas en otro.

Conforme se va introduciendo las auxinas y suprimiendo las citoquininas en los
medios de cultivo, se va logrando un desarrollo radicular sostenido como se observa
en la tabla 3.79; lo interesante se suscita con la introduccion del biorregulador

Brasinolida a los medios de cultivo, en donde se demuestra que esta fitohormona en



accion sinérgica con la auxina AIA en concentracion de 0,5 mg L™ , promueve de
sobremanera el desarrollo radicular de las plantulas in vitro y que su mejor
concentracion se dio en 4 mg L™ como se observa en la Tabla 3.77; obteniendo
resultados en promedio de desarrollo radicular que duplican a los otros tratamientos
aplicados.

4.2.5 Vigorosidad

Esta variable fue evaluada por la necesidad de saber si los explantes que
sobrevivieron del tratamiento de desinfeccion o fueron sometidos a un subcultivo para
analizar los distintos tratamientos, son explantes viables, es decir, que a mas de estar
vivos, tengan la capacidad para crecer y desarrollarse en un sistema de cultivo in vitro.
Es asi que los dos tipos de explantes, ya sean provenientes de semillas desarrolladas
in vitro, o de yemas introducidas de campo, plantulas denominadas ex vitro;
presentaron similares resultados estadisticos. La supresion del biorregulador AIA es
crucial para obtener plantas que puedan desarrollarse in vitro con un 96% de
efectividad (Media de 2,9 sobre un maximo de 3) (Tabla 3.80), la interaccion hormonal
BAP*Brasinolida arroj6é los mejores resultados en cuanto a sobrevivencia y viabilidad
de los explantes desarrollados en el sistema de cultivo in vitro como se evidencia en
las Tablas 3.80 y 3.83, demostrado en la figura 3.26; lo que indica que el biorregulador
BAP promueve su sobrevivencia al generar mayor cantidad de brotes de una sola
yema sembrada, y que el biorregulador Brasinolida actiGa de manera similar al
promover mayor crecimiento radicular, es decir, mayor captacién de nutrientes del
medio con el proposito de que la oxidacion fendlica no cause necrosamiento severo en

el tejido de los explantes sembrados.

Sasse (1983) explica que las respuestas a los brasinoesteroides incluyen
efectos sobre la elongacion, la division celular, el desarrollo vascular y reproductivo, la
polarizacién de la membrana y el bombeo de protones, las relaciones fuente/sitio de
consumo Yy la modulacién del estrés. Los brasinoesteroides, ademas, interactiian con
las sefiales ambientales y pueden afectar el desarrollo de insectos y hongos. Es asi
gque estas hormonas gobiernan todos estos factores que son fundamentales para la
vigorosidad de la especie introducida al sistema de cultivo in vitro. De igual forma en
influencia de la vigorosidad que se da en los explantes tratados con Brasinolida el
investigador Hamada (1986), al evaluar los usos practicos, considerd que una accion

importante de este compuesto era acelerar la resistencia a varios estrés, tales como



estrés de bajas temperaturas, de infeccién por hongos, a los dafios por herbicidas y a

la salinidad en el suelo

4.2.6 Formacion de Callo

La expresion fenotipica de la aplicacion hormonal de los diferentes tratamientos
en los explantes desarrollados en el sistema de cultivo in vitro gener6 diferencias
acorde la naturaleza de dénde provino el explante, es decir, los resultados de
explantes provenientes de semillas llamados in vitro son distintos a los resultados de

los explantes provenientes de yemas de campo introducidas denominados ex vitro.

Las plantulas obtenidas a partir de semillas desarrolladas in vitro generaron
mayor desdiferenciacién celular en su zona radicular con la utilizacion de las
fitohormonas en concentraciones de 0,5 mg L™ de AIAy 1 mg L™ de BAP por
separado, resultado similar se obtuvo con la interaccibn BAP*Brasinolida en
concentraciones de 1 mg L™ y 4 mg L™ respectivamente (Tabla 3.87, Figura 3.27); lo
gue demuestra que la inclusion de las tres hormonas de crecimiento en los medios de
cultivo genera desdiferenciacion celular en diferentes proporciones; observando la
mayor desdiferenciacion celular con la aplicacion Gnica de BAP como biorregulador de

crecimiento con una media de 2,53 sobre un nivel maximo de 3.

Takematsu y colaboradores (1983), citados por lkekawa (1991), encontraron
que la Brasinolida y la auxina combinadas estimularon el crecimiento de tejidos de
callos de un numero de plantas mas efectivamente que la auxina y la benciladenina.
En la investigacion realizada se obtuvo resultados diferentes; pues al trabajar con
explantes provenientes de yemas de campo se determindé que la supresion del
biorregulador AIA promueve la desdiferenciacién celular (Tabla 3.89), ya que esta
hormona promueve la elongaciéon de la planta evitando que las células retomen su
totipotencialidad, resultado diferente al encontrado con explantes desarrollados de
semilla in vitro; pues estos explantes no provienen de una planta conformada por
células con funciones ya definidas; por lo cual es mas facil mantener su
totipotencialidad, ya sea con reguladores de crecimiento de las familias de las auxinas
0 citoquininas; puesto que aun no identifican una funcién especifica dentro del

organismo.



En cambio, las plantulas desarrolladas in vitro a partir de yemas de campo,
para lograr una desdiferenciacion celular necesitan de la aplicacion de citoquininas
como BAP, mas no de auxinas (Tabla 3.89); al hacer interactuar este biorregulador
BAP en conjunto con las Brasinolidas se obtuvo una mayor desdiferenciacion celular
en la zona radicular de la planta (Tabla 3.90), pues se genera un sinergismo entre las
dos hormonas, las Brasinolidas son especialistas en el desarrollo radicular de los
explantes y se ve influenciado por la accion desdiferenciadora del biorregulador BAP
obteniendo una mayor cantidad de células totipotentes, metodologia que a futuro se
podria aplicar a partir de esta interaccién hormonal para producir células totalmente
totipotentes con diferentes fines, como ejemplo suspensiones celulares en donde es

mas facil aplicar un estudio citogenético de la especie.

4.3 Aclimatacion

La especie estudiada, Solanum betaceum (tomate de arbol), gener6 en la etapa
de multiplicacion desarrollo paralelo de formacion de raices como se habia explicado,
lo cual influyd positivamente en la investigacion, pues se obvio esta etapa de
enraizamiento y se estudio la etapa de aclimatacion detallada a continuacion. Cabe
mencionar que no todos los tratamientos aplicados en la etapa de multiplicacion
tuvieron desarrollo radicular, por ende, no todos fueron evaluados en esta etapa, de
igual manera las plantas que procedieron de semilla desarrollada in vitro tuvieron
diferente desempefio y resultado con respecto a las plantas obtenidas a partir de
introduccion de yemas al sistema de cultivo in vitro; todas estas variables se
analizaron obteniendo interesantes resultados que seran discutidos posteriormente en

este capitulo.

4.3.1 Evaluacion del uso de AIA

Este biorregulador en las plantas procedentes de semilla desarrollada in vitro
generd una influencia negativa, pues la supresién de esta hormona gener6 mayor
grosor del tallo, mayor nimero de hojas y mayor altura, (Tabla 3.93, Tabla 3.94), lo
cual indica que las plantas al ser jévenes generan auxina enddgena lo cual les ayuda a
su desarrollo, y que el aumento de auxina exdgena en su crecimiento inhibe la accién
de la hormona originando un pobre desarrollo por la toxicidad generada por la

saturacion hormonal; por otro lado al analizar este biorregulador en las plantas



procedentes de yemas introducidas al sistema de cultivo in vitro denominadas ex vitro
se observo que la auxina AIA en una concentracion de 0,5 mg L™ (Tabla 3.105) si
originé una respuesta positiva en cuanto a su desarrollo longitudinal obteniendo una
altura de 96,94 centimetros; accién que se explica por la baja de esta hormona en este
tipo de explante, pues es un explante que ya se desarrollo en campo, no es nato del
sistema de cultivo in vitro, lo cual hace que su linea de vida se conserve asi se lo haya
introducido a este sistema; entonces la edad de la planta obtenida en aclimatacion
procedente de yema es mayor a la planta obtenida de semilla desarrollada in vitro, lo
cual nos lleva a deducir que cantidad hormonal endégena de los explantes ex vitro es
menor, necesitando de auxina exdégena para obtener un desarrollo similar al obtenido
de plantas originadas de semilla desarrollada in vitro; por lo cual se presenta diferencia

de resultados en esta etapa.

En relacién con la actividad de estos compuestos en los bioensayos tipicos
para auxinas, Topp, Mandava y Sasse (1981) al probar la actividad biolégica de la
brasinolida en comparacién con las auxinas en diversos bioensayos, encontraron que
la Brasinolida estimuld respuestas similares a las mostradas por las auxinas en los
bioensayos con frijol y alargamiento de tallo en maiz, lo cual se demuestra al analizar

este biorregulador.

4.3.2 Evaluacioén del uso de BAP

Solo los tratamientos aplicados a explantes provenientes de semilla
desarrollada in vitro presentaron resultados con este biorregulador, pues los
tratamientos ex vitro no sobrevivieron hasta esta etapa de aclimatacion, ya que estos
tratamientos demostraron grandes indices de desdiferenciacion celular, es decir,
generacion de callo (Tabla 3.89), con lo cual no se obtuvo un desarrollo radicular

sostenido de estas plantas provenientes de yemas de campo.

Seeni y Latha (1992) reportaron que altas concentraciones de citoquininas en
el medio de iniciacion y de multiplicacién, pueden inhibir el enraizamiento. Por su
parte, George y Sherrington (1984), también observaron que, los elevados niveles
enddgenos de citoquininas en algunas especies inhiben el enraizamiento, por lo que
se requiere de varios subcultivos sin concentraciones altas de citoquininas a fin de

reducirlos y suprimir el bloqueo que ejerce su efecto.



La variables analizadas vigorosidad y numero de hojas presentaron
dependencia estadistica con este biorregulador, evidenciando que la concentracion
optima fue 2 mg L™ (Tabla 3.97); lo cual indica que este biorregulador sigue
generando efectos de multiplicacion celular aun cuando la planta ya ha sido cultivada y
traspasada a condiciones autétrofas en campo.

4.3.3 Evaluacioén del uso de Brasinolida

Schalagnhaufer y Arteca (1991) en un estudio del metabolismo de los
brasinoesteroides en plantas de tomate, demostraron que al suministrar brasinolida
triturada a plantulas de 20 dias de edad, en las primeras cuatro horas no hubo
metabolismo aparente del compuesto; sin embargo, a las ocho horas aparecieron dos
productos metabdlicos y después de 24 horas se detecté un incremento sustancial del
ACC (&cido aminociclopropano carboxilico), precursor del etileno. Posteriormente,
cuando las plantas se transfirieron a una solucion que no contenia brasinolida, el
contenido de ACC de los tejidos disminuy0; sin embargo, la cantidad de productos
metabdlicos continlo incrementando, lo que denoté que la planta metaboliza la

brasinolida a formas inactivas.

En cuanto a los resultados observados de este biorregulador Brasinolida en las
plantulas aclimatadas; su introduccién en el sistema de cultivo in vitro originé similares
resultados tanto en las plantas provenientes de semillas desarrolladas in vitro, como
en las plantas originarias de una yema de campo introducida al sistema in vitro;
influyendo especialmente en la variable altura de la planta; en donde al utilizar una
concentracion de 4 mg L de esta hormona se obtiene el mayor crecimiento
longitudinal (Tabla 3.99, Tabla 3.107). Este resultado es similar en las plantas
obtenidas in vitro procedentes de diferente explante, pues la hormona no se encuentra
de manera enddgena en la planta, originando el mismo efecto en el crecimiento y
desarrollo longitudinal de la especie; ya que no diferencia si el tejido es joven o

maduro.

Interaccién Hormonal

Wu y Zhao (1991), concluyeron que la Brasinolida probablemente promovié el

crecimiento del epocotilo del frijol a través de la estimulacién del nivel endégeno de



AlA, la cual pudo estar asociada a la inhibiciobn de la peroxidasa y la AlA oxidasas,
enzimas relacionadas con el metabolismo del AlA; fendmeno que se manifesté con los
resultados obtenidos con las plantas in vitro aclimatadas a partir de yemas de campo

introducidas al sistema de cultivo in vitro.

Observando la interaccion entre biorreguladores, se establecieron varias
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados en la etapa de multiplicacion
y llevados a la aclimatacion. En el caso de las plantas obtenidas in vitro a partir de
semillas desarrolladas en este mismo ambiente se observé que el biorregulador AIA
impide un normal crecimiento longitudinal de la especie al estar interactuando con los
biorreguladores BAP y Brasinolida; y que éstos sin la aplicacion del biorregulador AIA
obtuvieron la mayor elongacion longitudinal de la especie alcanzando una altura de
171 milimetros (Tabla 3.101), lo que indica que el biorregulador BAP potencia la
accién comprobada que tienen las brasinolidas para generar desarrollo longitudinal en
una especie, y que al incluir el biorregulador AlA, esta accién se inhibe. Esta misma
asociacién en concentraciones de 2 mg L de BAP y 4 mg L™ de Brasinolida
originaron la mejor vigorosidad de las plantas aclimatadas (Tabla 3.102), lo cual es
muy importante para la investigacion, pues se puede deducir que esta carga hormonal
permite que las plantas soporten el cambio de ambiente, de in vitro a un ambiente de

campo ex vitro y que hagan que la especie retome su naturaleza autotrofa.

La variable que evidencid mejoria con la interaccion de las hormonas fue el
nimero de hojas obtenido, a una concentracion estandar de 1 mg L de cada
hormona se obtuvo el mayor nimero de hojas en las plantas aclimatadas (Tabla
3.103), fendbmeno que indica que el tratamiento es ideal cuando se pretenda multiplicar
la especie, mas no es factible cuando se desea que se desarrolle como planta, ya que

tanta division celular para formar yemas impidio su crecimiento longitudinal.

En 1991 los investigadores Sakurai, Fujioka, Saimoto, Bellincampi y Morpurgo,
plantearon que las brasinolidas en combinaciébn con las auxinas, promueven el
crecimiento de callos de varias plantas y en el cultivo de células de zanahoria, estos
indujeron el alargamiento celular pero no la division. Ademas, Bellincampi et al.,
(1991), demostraron que la 24-epibrasindlida aumentdé la estimulacion del
alargamiento celular en el cultivo de la zanahoria, situacién similar que se suscitdé en
esta investigacion con tomate de arbol



El biorregulador BAP tiene como funciéon la multiplicacion celular, por tal motivo
en la mayoria de casos promueve la generaciéon de callo; es asi que en plantas ya
diferenciadas celularmente, produce su desdiferenciacion para obtener células
totipotenciales en una planta ya adulta; si ésta hormona es aplicada en plantas
jovenes que recién se estan desarrollando y diferenciando sus células, hace que se
promueva esta multiplicacion en pro de la funcion ya definida, como ejemplo lo que
sucedi6 al observar la interaccion hormonal entre BAP y Brasinolidas en plantas que
se desarrollaron de semilla in vitro, en donde el biorregulador BAP potencio la accién
de las Brasinolidas en el crecimiento y desarrollo longitudinal de las plantulas; por otro
lado al aplicar esta hormona en plantas ya adultas que ingresaron al sistema de cultivo
in vitro no genera el mismo resultado, pues como se trata de células ya diferenciadas
funcionalmente, la hormona procura desdiferenciarlas a totipotenciales, y no actia
sinérgicamente con las Brasinolidas para obtener un mayor crecimiento longitudinal,
razén por la cual al observar los resultados obtenidos de las plantas in vitro a partir de
yemas introducidas de campo obtenemos que la supresion de este biorregulador BAP
y la asociacién de AIA con Brasinolida obtuvieron el mejor resultado en la variable
altura de la planta (Tabla 3.109).

Otro motivo que origina este resultado es que las auxinas endégenas de la
especie se encuentran en menor proporcion en estas yemas de campo introducidas al
sistema de cultivo in vitro con respecto a las plantas que se han desarrollado a partir
de semilla dentro de este sistema, por lo cual la aplicacion exégena de esta hormona
en el medio origina que se dé un mayor desarrollo de la planta a interactuarla con las
Brasinolidas.

Estos resultados se ratifican en la investigacion presentada por Pérez (1998),
en donde indica que los brotes jovenes en desarrollo son una rica fuente de
produccion de auxinas, esto hace que no sea necesaria la adicion de auxinas en
algunas especies. Es importante mencionar que al existir este regulador en la planta al

adicionarle en diferentes concentraciones presenta un efecto inhibidor.

Estos resultados se reflejan en las investigaciones realizadas por Sasse (1991)
en las cuales indica que con las auxinas hay un sinergismo donde la brasinolida
permite a éstas inducir elongacion cuando solas son inefectivas. La auxina exdégena
afecta la cinética de la respuesta a la brasinolida; sin embargo, el sinergismo
encontrado en pepino puede ser atribuido a un incremento en la amplitud de la

respuesta a la auxina.



Es interesante destacar que aunque tanto las auxinas como las brasinolidas
promueven la elongacion, sus cinéticas son muy diferentes, ya que generalmente las
auxinas muestran un lapso de tiempo muy corto (10 a 15 min) entre la aplicacion y el
comienzo de la elongacion; sin embargo, los brasinoesteroides tienen un lapso de al
menos 45 minutos con velocidades de elongaciéon que contintan creciendo por varias
horas (Clouse et al., 1992; Zurek et al., 1994 y Mayumi y Shibaoka, 1995).



