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RESUMEN

El Distrito Metropolitano de Quito en las uUltimascddas ha experimentado un
crecimiento desmesurado tanto en extension conpmleglacion, lo que ha causado que
cada afo se resten alrededor de 730 hectareabeeura vegetal nativa, razon por la
cual se propuso la utilizacién de técnicas biotkggioas para la produccién masiva de
plantas para la ornamentacion y reforestacion. dréehsia Hydrangea macrophylla
es una especie exotica nativa de los bosques h@nja@poneses; debido a su cabeza
floral enorme y a su abundante follaje de colodgexs muy utilizada como ornamento
en interiores y exteriores. El objetivo de estedistfue establecer un protocolo 6ptimo
de micropropagacion de hortensia a partir de sefpsaerodales como una estrategia
para la produccién a gran escala de la especita Erapa de desinfeccion se probaron
varias concentraciones de antibiéticos en un madicultivo MS (0.08 mg.t, 0.12
mg.L?, 0.16 mg.[*, 0.2 mg.L}, 0.3 mg.L*, 0.4 mg.L}, 0.5 mg.LY). En el ensayo de
establecimiento se examinaron dos tipos de medauliti¢o, un MS y MS/2, en ambos
se adicionaron diferentes cantidades del regulddarecimiento BAP (0 mg1, 0.25
mg.L?, 0.5 mg.I*, 0.75 mg.[}, 1 mg.L%, 1.25 mg.[Y). Por otro lado, en la propagacion
se utiliz6 MSVG/2 suplementado con BAP y KIN en @aoncentraciones (0 mg-L
0.5 mg.lY, 1 mg.l}Y, 1.5 mg.l}, 2 mg.l*, 3 mg.l', 4 mg.l, 6 mg.LY. El
enraizamiento se llevo a cabo en los medios MS y2Mé&on 0.2 g.I! de carbén
activado, suplementado con varias concentracioeeAlB (0 mg.L}, 0.5 mg.L%, 1
mg.L?, 1.5 mg.l*, 2 mg.Ll*, 3 mg.LY). La desinfeccién de los explantes con 0.12
mg.L! de kanamicina y estreptomicina, redujo la contawitm a un 10%, mientras que
el mejor establecimiento se logré al utilizar 0.§.b1 de BAP en MS/2. En la etapa de
propagacion el mayor nimero de brotes se obtuvdacadicién de 4 mg.L de BAP.
Finalmente, se indujo el enraizamiento en los exptasin el suplemento de AIB en el
medio. Los resultados reportados constataron laildad del establecimientm vitro
de hortensia.
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ABSTRACT

In the last decades, the Metropolitan District afitQ has experienced an
excessive population and extension growth, causiegy year a decrease of almost 730
hectares of native vegetation, so it was proposedise of biotechnological techniques
for plants mass production. The hydrangéldrangea macrophyllais an exotic
species native from the Japanese rain forests;ubecaf its huge flower heads and
abundant green foliage is used as indoor and outols@ment. The objective of this
project was to establish an optimum hydrangea mromagation protocol from nodal
segments as a strategy for this species on largle gcoduction. In the disinfection
phase several antibiotic concentrations were téstedMS medium (0.08 mgi, 0.12
mg.L?, 0.16 mg.r}, 0.2 mg.l}, 0.3 mg.l}, 04 mg.} 05 mg.}. In the
establishment essay two culture mediums were examiMS and MS/2, with the
addition of different quantities of BAP growth régtor (0 mg.L!, 0.25 mg.[}, 0.5
mg.L?, 0.75 mg.[}, 1 mg.L%, 1.25 mg.[Y). Furthermore, in the propagation MSVG/2
was used, supplemented with BAP and KIN, in eightcentrations (0 mgt, 0.5
mg.L?, 1 mg.L}, 1.5 mg.l*, 2 mg.}, 3 mg.LY, 4 mg.LY, 6 mg.LY). The rooting was
conducted in MS and MS/2 mediums, with 0.2 fdctivated charcoal, supplemented
with several IBA concentrations (0 mg.,L0.5 mg.L*, 1 mg.L*, 1.5 mg.[*, 2 mg.L%, 3
mg.L"). The explants disinfection with 0.12 mg.Lkanamycin and streptomycin
decreased the contamination to 10%, while the éststblishment was achieved when
using 0.5 mg.* BAP in MS/2. In the propagation phase the higmeshber of buds
was obtained with the addition of 4 mg.IBAP. Finally, the explants rooting were
induced without IBA in the medium. Reported resehlsfirmed the hydrangeaa vitro

establishment viability.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema

Desde finales del siglo XIX y hasta la primera gaenundial, comenzando ya
el siglo XX, se produce un cambio gigantesco emdtoria del hombre y su evolucion
debido al inicio del fendmeno de urbanizacion yptanera etapa de la revolucién
industrial, provocando que se dé un crecimientondssrado de las ciudades y de su
namero de habitantes, que como consecuencia detvslades econdémicas, agricolas,
de transporte, de vivienda, comunicacion, etc.,ilarrestando cada vez mas espacio
verde a las poblaciones, predominando interesesediies sobre el cuidado ambiental y

la salud de las personas (Ochoa, 1999).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)p we los mayores
problemas que vive actualmente la humanidad eseeingiento inmoderado de las

metrépolis y de sus poblados especialmente en zowhasas.

El proceso de urbanizacion es un fendmeno irrdslersia economia de los
paises en vias de desarrollo se basa en el prothtetmo bruto que generan las
ciudades, que es alrededor del 60 al 80% (Fernah@es).

Se estima que para el afio 2025, mas de las treasgygartes de la poblacion
mundial vivirh en zonas urbanas y el porcentajeitb@nismo llegara a un 84% con

5.200 millones de personas (Gémez, 2005).

Debido a esta pérdida inminente de los espaciodesela OMS realizd un
estudio y aseverd que el area verde 6ptima parampeiudad mantenga un equilibrio
ambiental es de 15 ‘por habitante, ademas recomendé como minimo?%on
habitante (El Universo, 2011).

En la actualidad el Distrito Metropolitano de QuiidMQ) no ha sido la
excepcion, ha tenido un aumento poblacional decés/en los ultimos 30 afios y en

poco mas de un siglo su superficie se ha increrdert@ veces (Fernandez, 1996).



Se ha registrado una tasa de crecimiento del 2g¥¢edel afio 2001, llegando
a tener 2.239.191 habitantes hasta el afio 201@cDerdo a una proyeccion realizada
por el Instituto Nacional de Estadisticas y CenfHdkC) la poblacion para el afio 2022
sera de 2.763.882 personas (Estévez, 2010).

De la misma manera, en el afio de 1986, el tewifwoblado de Quito ocupaba
alrededor de 7.060 hectareas, mientras que erme2@fD llegd a ocupar alrededor de
23.846 hectareas. Este crecimiento poblacional pafiado del fendmeno de
urbanizacién ha provocado que cada afio se restededbr de 730 hectareas de
cobertura vegetal nativa por otros usos del susilendo los mas importantes la
vivienda, industria, viabilidad, recreacion, agliota, entre otros. (Diario La Hora,
2011).

La Direccion Metropolitana de Parques y Jardineslefio 2008 afirmo que la
relacion de espacios verdes por cada individuorenabaja, a pesar de la presencia de
los parques metropolitanos del norte y del sundsiealrededor de 15%por habitante.
También constataron la existencia de zonas pustaale escasez de superficies verdes,
como por ejemplo, el sur de Quito donde hay ar@asarboles, sin arbustos y sin
plantas (Diario La Hora, 2008).

La pérdida de espacios verdes también ha sido inpor la falta de cuidado
ambiental por parte de los quitefios, al arrojaukzaa las laderas y quebradas, destruir

plantas, cortar los arboles e incendiar los bos@Bedano & Herdoiza, 2009).

Ademas la presencia masiva de automoviles en lepwidt, ha provocado que
la visibn de urbanismo se enfoque en la creacidonampliacion de vias,
intercambiadores, reduccion del ancho de veredsstind de parques y areas verdes

como estacionamientos para carros (Leon & Nar2§05).

La extincién de zonas verdes genera muchas probtarmdanto a nivel local
como a nivel nacional e internacional, influyendo Bolo en las condiciones
ambientales, al contribuir con problemas como ettefinvernadero y el calentamiento
global, sino que también tienen impacto sobre lggeetos sociologicos, politicos,

ecoldgicos, culturales, técnicos, ademéas de dadio® $a salud de la gente. Muchos
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mas son los inconvenientes que puede acarredtdadtaareas verdes, sin embargo los

citados son los més importantes.

Para la reforestacion y ornamentacion del DMQ, ehigipio cuenta con la
existencia de viveros, donde se producen por métoolavencionales, como siembra de
semillas y cultivo de estacas alrededor de 300faftas por afo, cantidad que no
abastece la demanda. Por este motivo se vio Isidadede implementar otras maneras
de produccion de plantulas, tomando las técnicatednologicas y especificamente las

del cultivo de tejidos como una alternativa (El @oam, 2009).

1.2 Justificacion del problema

La implementaciéon y mantenimiento de jardines yaegs verdes se remonta
hace muchos siglos, las antiguas civilizacionesM#sopotamia, Roma, Babilonia,
Grecia, Egipto etc., ya lo practicaban, de estaemslograban acercar su vida cotidiana
a la naturaleza viva, ademas de favorecerse dernaserables cualidades que prestaba

su adecuacion (Ros, 2006).

Desde el afio de 1850 se estudian las funcionegasonn e importancia de
los parques y jardines en las urbes como tal, annueva ciencia creada denominada
urbanistica, que surge en respuesta a dos proltes@nportantes, la higiene de las

ciudades y la especulacion del suelo (Gomez, 2005).

Segun Gémez (2005), la existencia de vegetacicanashinduce a una mejora
en la calidad de vida de las personas, conservanddbuena salud fisica y mental,
ademéas manteniendo un equilibrio con el ecosisteeéendo que su implementacién

sea una exigencia y una necesidad por parte aerlarcdad.

En la actualidad existe una nueva concepcion derad#i® urbanistico en las
metropolis, la cual incluye en su proyeccion eldeverde, vinculada a ideas béasicas

como los valores y recursos naturales (Salvad@9)20



Por medio de una planificacion y ordenamiento aaéouwe la colocacion de
los espacios verdes en las localidades, es posiltener una serie de beneficios los

cuales son indispensables para que el medio fumciomectamente (Ramos, 1996).

Los réditos obtenidos gracias a la presencia daszeardes son innumerables,
ya que influyen en varios ambitos como socialegiantales, ecoldgicos, paisajisticos,
politicos, culturales, econdmicos, etc. En el aspemocial, permiten generar un
incremento en las relaciones interpersonales; asleseéha demostrado que intervienen
en el buen desenvolvimiento, productividad y reneinto del trabajo humano (Gémez,
2005).

Respecto a la teméatica ambiental, es uno de loveel®s claves para el
mantenimiento del equilibrio del ecosistema, ya tuftuye directamente sobre la
calidad de vida de los ciudadanos. En primer luyada sobre el estrés climatico,
ayudando a controlar la contaminacion atmosfériglaninan del aire particulas
contaminantes como por ejemplo ceniza, polvo, mgllhumo de carros, polen, etc. los
cuales pueden llegar a causar enfermedades resisapor dafios a los pulmones de
las personas. La vegetacion, por medio del fenondendéotosintesis, absorbe gases
toxicos como el didxido de carbono y a la vez poedoor cada arbol alrededor de 1000
m® de oxigeno diarios; ademés retienen las aguass#érias, contribuyen a la
evapotranspiracion; evitan la erosion del suelovgrada por el viento; y, por ultimo
son un excelente regulador del intercambio de aetr y humedad con el entorno
urbano (Gomez, 2005).

En segundo lugar también contribuyen a reducirdiataaminacion acustica,
disminuyendo entre 8 y 10 decibeles por cada nugrespesor de las copas de los
arboles. Este tipo de problema puede causar dtteescen el humor de las personas, la
tolerancia y la concentracion mental, lo cual puiedleir el momento de realizar las

actividades diarias de cada individuo (Denunciades 2008).

En cuanto a las caracteristicas paisajisticas,gouedusar un impacto en el
estado de animo y psicologia de la gente, dismimlye! estrés, la tension, la fatiga y

aumentando la salud psiquica (Denuncias verde8)200



Los espacios verdes de un é&rea urbana o metromolita parte de lo
mencionado anteriormente, cumplen la importanteiftnde vertebracion de todo el
territorio (Ramos, 1996).

El Ecuador es un pais relativamente pequefio goe arededor de 250.000
Km?, sin embargo la variedad tanto en flora como endaes incomparable. El DMQ
es uno de los cantones que cuenta con una graivérgidad en el pais, razon por la

cual es muy importante cuidar los espacios verglesdano & Herdoiza, 2009).

Debido a la problemética anteriormente citada, daridades del Cabildo
vieron la necesidad de recuperar alrededor de 70hedtareas de zonas verdes,
utilizando para ello medios como la reforestacidmejoras de suelo, restauracion y
mantenimiento de ecosistemas (Diario La Hora, 20&hjre las que se incluye la
campafa “Quito Verde” impulsada por el Municipi@mypresas privadas que persigue
rescatar, cuidar y mantener limpias las areas seydespacios publicos del canton
(Empresa Publica Metropolitana de Movilidad y Olfeablicas, 2011).

Debido a los fines ya mencionados, se cre6 el laboo de
Micropropagacion Vegetal de la Unidad de Espaciolibal (UEP), para la produccion

masiva de plantas usando biotecnologia (El Come20i@9).

El método mas adecuado para la produccion intemgvalantas es el cultivo
de tejidos vegetales por medio del cual se pretdadar a abastecer de 1.000.000 de
plantas al afio para reforestar, adornar gran partea capital y mejorar el aire de Quito
(Diario La Hora, 2008).

El cultivo de tejidos es un conjunto de técnicag guermiten multiplicar
plantasin vitro, en condiciones de cultivo asépticas a partirrdarnos, tejidos, células
y protoplastos usando para ello medios nutritivbi§i@ales, que incluyen reguladores
de crecimiento vegetal (RCV). Dentro de la biotéogia es la técnica que ha brindado
mayores aportes con aplicaciones como obtencioplatdas libres de patdgenos, la

propagacion masiva, la produccion de metabolitosrsgtarios, etc. (Pérez, 1998).



Debido a estas razones se adoptd la decisién daermentar estas técnicas
para la produccién de plantulas, ya que ofrecenomegndimiento, mayor calidad y
menor costo de produccion en el DMQ (CIAC, 2010).

El Laboratorio de Micropropagacion actualmente poedespecies nativas para
procesos de reforestacion como magndagdnolia grandiflorg, arupo Chionanthus
pubescens floripondio Brugmansia arborea Respecto a especies ornamentales se
propaga cucardaH{biscus rosa-sinensjsterciopelina Coleus arcobaleng escancel

(Aerva sanguinolenjaentre otras.

La hortensia Klydrangea macrophylla es una planta ornamental de
caracteristicas atrayentes, posee una cabeza #omme, que puede adquirir una
amplia gama de colores, entre ellos: blanco, rogado en suelos basicos y tonalidades
de azul en suelos acidos; follaje abundante y gruakescolor verde. Debido a estas
particularidades son plantas muy usadas como omtane® jardines, terrazas, patios,
etc., siendo muy aptas para su ubicacion en taoedpacios verdes del Quito, por lo
tanto incluidas en el programa de propagacion dedicipio y las cuales aportaran con
todos los beneficios analizados con anterioridabn@h, 1999).

Finalmente, cabe recalcar que la propagacion deéerwa por meétodos
convencionales no se ajusta a los requerimientasudtidad, necesarios para realizar la
adecuaciéon de los espacios publicos o areas veademas las plantas producidas por
estacas no son de la misma calidad y sanidad quebtanidas por medio de métodos

biotecnoldgicos.

1.3  Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Establecer un protocolo optimo de micropropagadetiortensiaydrangea
macrophyllg a partir de segmentos nodales como una estrgbagsala produccion a
gran escala de la especie, para su utilizacionnuental en los espacios publicos del
Distrito Metropolitano de Quito.



1.3.2 Objetivos especificos

» Realizar estudios preliminares de la fase de dmsiidn, establecimiento,
propagacion y enraizamiento del cultivovitro de los segmentos nodales de

Hydrangea macrophylla

= Establecer un protocolo 6ptimo de desinfeccion dgnmentos nodales de
Hydrangea macrophyllaon el fin de controlar y eliminar la contaminacion

microbiana.

= Determinar la concentracion adecuada de citoquipara el establecimiento de

los explantes de hortensia.

» Seleccionar un regulador de crecimiento vegetaluycencentracibn mas

favorable para la fase de propagadiomitro deHydrangea macrophylla.

» |dentificar la concentracion de auxina requerideapal enraizamiento de los

explantes propagados de hortensia

1.4Marco tedrico

1.4.1 Caracteristicas de la planta idydrangea macrophyila)

1.4.1.1Generalidades

La hortensia es una especie de caracter exotitivarde los bosques humedos
japoneses, que muy facilmente se adapta a climasmies costeras con alta humedad

relativa (Codarin, Galopin, & Chasseriaux, 2006).

Debido a sus caracteristicas y abundante follajecaler verde, es muy
utilizada como una planta de flor en maceta padetoracion de paisajes interiores y
hogares, ademas en exteriores en forma de arlaigisdHydrangea macrophyllas la
especie mas conocida y cultivada en todo el mumrdentre todas las de su género; de



esta se han obtenido muchas variedades de diferenteres (Alvarez, Cabrera, &
Sosa, 2009).

Actualmente, las hortensias también se han tramsido en un cultivo de
flores de corte menor. Las caracteristicas ornasente estas plantas surgen debido a
gue presentan una inflorescencia enorme que puédarevarios colores como blanco,
rosado, azul, rojo o purpura, debido a la presedeiaina antocianina, delfinidina 3-
glucosido en su estructura y mediada por la acidbasicidad del suelo. Los sépalos
son comunmente mas conspicuos que los pétalodp ganto el espectaculo lleno de
color sera siempre debido a estos, ademas estgmuestos por flores decorativas que
son largas y coloreadas y no decorativas que squepas y discretas (Kesumawati,

Kimata, Uemachi, Hosokawa, & Yazawa, 2006).

Ademas de los colores que se encuentran usualmemtel mercado,
tltimamente se ha estado comercializando una \stide hortensia que tiene sépalos
decorativos de color verde, que se produce comsecoencia de la diferenciacion de

los cloroplastos (Kitamura, Hosokawa, Uemachi, &aaa, 2009).

Para obtener diferentes coloraciones en la inftemesa para las plantas de
maceta y las lineas de vivero es indispensableenanun adecuado control del pH y
un detallado monitoreo de los niveles de fosforalyminio en el sueloHydrangea
macrophylla se encuentra dentro del grupo de especies quearoleiertas
concentraciones de aluminio en su metabolismocamibio de color de rojo a azul en
sus sépalos es atribuido a diferencias en su rdatlilen la tierra, como &l en funcién
del pH; para que se pueda manifestar una infloneszede color rosado, los cultivos
requieren que el pH del suelo se encuentre enngorde 5.8 a 6.2, altos niveles de
fésforo y bajas concentraciones de potasio y metibg por otro lado para obtener
flores de color azul es necesario mantener un pld awdo, de entre 5.0 a 5.5,
suplementado con varias aplicaciones de A}BDy)s], bajos niveles de fosforo y altas
cantidades de potasio y molibdeno, durante la mwido de verano. Existe una
competencia entre el fosforo y el ion aluminiosaiusa fertilizantes ricos en fosforo o
acido fosférico se puede llegar a obtener sépatosotbr purpura o malva (Schreiber,

Jones, Lariviere, Mayhew, & Cain, 2011).



La hortensia puede tolerar ambientes con condisideesol parcial a entornos
de profunda sombra, sin embargo cuando no exisyemeantidad de luz la formacién
de flores no va a ser abundante (Andewestcal., 2009).

Su necesidad de agua para lograr obtener su negarrdllo es mucho mayor
gue la de otras especies Hgdrangeas Las hojas grandes y suaves que poseen, se
deshidratan facil y rapidamente; cuando se exp@heralor del sol, incluso con un
riego abundante, las hojas se desvigorizan y pukelgar a marchitarse. Es importante
mantenerlas en sombra por las tardes y es recoivlenglasea mediante riego o lluvia
proporcionar tres litros de agua por semana (Si@ilenault, & Tilt, 2010).

Las principales condiciones ambientales conocides afectan al tiempo de
florecimiento son la irradiacion, la calidad de ll&, la duracién del dia, y la
temperatura ambiente durante el desarrollo (Nqr8kissmb, & Torrea, 2011).

Las hortensias son ampliamente cultivadas como stybulefiosos en la
mayoria de territorio Norteamericano, mas de 50#ades de cultivos se encuentran
registrados y existentes en el mercado por todoueldo, las cuales son el resultado de
la investigacion genética tanto en Europa comoagon), desarrolladas en el primer
cuarto del siglo XX (Rinehart, Scheffler, & ReedD&p

A pesar de ser ampliamente utilizada, esta plast@fextada por una serie de
plagas y enfermedades, las cuales por lo genevabpan lesiones foliares y florales,
que al estar presentes pueden tener un impactdicagjmo en la salud y la apariencia
de la misma, reduciendo su calidad y alterandoasor en el mercado (Mmbaga, Kim,
Mackasmiel, & Li, 2012).

Se pueden encontrar afecciones de tipo fungico cqoo ejemplo la
antracnosis en la cual predominan las manchas,sesasas e irregulares causadas por
el hongoPestalotiopsis guepiniiTambién se presenta la viruela, la cual exhibemhes
redondeadas de hasta 0.5 cm de didmetro, con masgemo, rodeadas por un halo
purpureo y centro claro, el causante&Cescospora hydrangeaddemas se puede hallar
la patologia denominada alternariosis, con mandbhares oscuras e irregulares

ubicadas en los bordes de las hojas, el causante lesngo del géneralternaria. Se
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ha reportado también la podredumbre de las ramlasionadas con la presencia de
Fusarium sp(Cabrera, Alvarez, Cundom, & Gutiérrez, 2009).

Existe otra enfermedad denominada oidio que esidreemente observada
cuando el crecimiento se lo hace en invernadenoselecaso de presencia de esta
patologia la planta se vuelve practicamente no odalelLos sintomas son a menudo
discretos, siendo la primera sefal la presencigedeeiias manchas circulares de color
blanco con bordes plumosos aleatoriamente dispeasamvés de las superficies
inferiores de una o mas hojas. El hongo causanestdeenfermedad es el denominado
Erisiphe polygon(Hagan & Mullen, 2001).

Su gran valor ornamental, por lo tanto comercialphavocado que muchos
cientificos se encuentren atraidos por su investigay desarrollo. Uno de los estudios
llevados a cabo es la variacién del tamafio delmeng la relacién entre especies del
géneroHydrangea El tamafio del genoma es un parametro importantd smanejo de
herramientas moleculares para el mejoramiento deglécultura y caracteristicas

horticolas de la planta (Cerbahal, 2001).

1.4.1.2Taxonomia

REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: CORNALES/ROSALES
FAMILIA: HYDRANGEACEAE
GENERO: Hydrangea
ESPECIE: H. macrophylla
NOMBRE BINOMIAL: Hydrangea macrophyllérhunb.) Ser.
(ITIS, 2012)

Hydrangeaceae es una familia de diversos géneroda ecual se puede

encontrar arboles o arbustos y en algunos casaslam@ras. De hojas opuestas,

simples, a menudo persistentes, sin estipulas, algen entero o dentado. Las
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inflorescencias pueden ser racemosas, corimboses paniculas cimosas (Duran,
1999).

Las flores son comunmente hermafroditas, algunda danas son estériles y
conspicuamente alargadas. El nimero de sépalos #@arid a 10, situados sobre el
hipantio que por lo general es acostillado. Poo d&ido los pétalos pueden variar
también de 4 a 10, valvados, imbricados o convselutms estambres son 8, los
filamentos subulados a lineares o planos. El ovadede ser infero o siminfero, los
carpelos de 2 a 5, los estilos libres o unidosctmamente persistentes, el estigma
terminal o introso. Los évulos pueden ser de p@cnamerosos, anatropos. Los frutos
pueden ser de tipo capsular, urceolado a coniasi@atalmente esferoidal. Las semillas

se generan numerosas o solitarias (Duran, 1999).

La familia Hydrangeaceae segun Duran (1999), estmsie 17 géneros y 170
especies, repartidas en climas subtropicales qear@ septentrional del hemisferio.
Dentro de esta familia el génddydrangeacuenta con alrededor de 80 especies nativas

de Asia, América Central y América del Sur.

1.4.1.3Descripcion botanica y etnobotanica

Hydrangea macrophyllaés un arbusto, su altura varia de 1 a 3 metras y s
corteza es lisa. Sus hojas son de caracter opsasiaes, pecioladas, obovado-elipticas
a ampliamente ovadas, coriaceas, glabras, de Haide largo y 2 a 9 cm de ancho;
el margen es aserrado; el apice puede ser acumaagodo; la base es cuneada; el
nervio medio y primarios planos en el haz, resakiah el envés; el peciolo varia de 0.5

a3 cmde largoy 0.8 a 2.3 mm de ancho (Durar9)199

Las inflorescencias estan en posicion horizonsdryinicialmente compuestas
por muchos flosculos fértiles en el centro y dauatgs grupos de flores estériles en la

periferia con largos sépalos coloreados (Galopinla@in, Viemont, & Morel, 2008).

Son inflorescencias corimbosas, terminales, da@.8 cm de largo y de 8.5 a
25 cm de ancho, escasamente pubescente, el peddacid de 2 a 6 cm de largo y de
1.2 a 3 mm de ancho (Duran, 1999).
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Los pedicelos pueden medir de 0.8 a 3.5 cm de @8 a 0.8 mm de ancho,
escasamente pubescentes. Los sépalos puedenerariamero de 4 a 5, ampliamente
obovados a elipticos, libres, de 1 a 1.7 cm deolaay 0.6 a 1.6 cm de ancho. Son 4 el
namero de pétalos, ovalados-elipticos, valvadod,.@e 2.4 mm de largo y 0.9 a 1.5
mm de ancho, deciduos durante la antesis. Los bstanse encuentran en un ndmero
de 8, fértiles, intercalando con los pétalos; ilasrfentos de 0.9 a 1.7 mm de largo y 0.2
a 0.4 mm de ancho; las anteras dorsifijas, bilseslaredondeadas, de 0.7 a 1 mm de
largo y 0.6 a 1 mm de ancho, la dehiscencia lodgald; el ovario es infero, ovado, de
0.5a 0.9 mm de largo y 0.8 a 1 mm de ancho; lnlegeson de 2 a 3, subulados, de 0.3
a 0.7 mm de largo y de 0.2 a 0.4 mm de ancho; dtigneas son truncados (Duran,
1999).

Sinonimia: Viburnun macrophyllunthunb.

Hortensia opuloidesam.

Hydrangea chungiRehder.

Hydrangea hortensi&iebold.

Hydrangea hortensiSm. (Harling & Andersson, 1992).
Distribucién en el Ecuador: Pichincha, Azuay, Tungurahua, Imbabura.
Nombres comunesHortensia, Bigleaf Hydrangea, French Hydrangea.

Altitud: 850-3.000 m.s.n.m.

Tipo de vegetacion:escapada de cultivo, por lo que se encuentra en muy

diversos tipos de vegetacion.
Floracion: se da de marzo a noviembre o durante todo el afio.
Uso medicinal: las hojas sumergidas en agua caliente y postendeme

pasadas por aceite comestible frio, se usan padarardos tumores (abscesos con pus)
y tratar el dolor (Jgrgensen, Neil, & Ledn, 1999).
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Uso ornamental: adorno de exteriores, adorno de interiores, arsefipzales
de flor seca. Su cultivo no es facil a causa dadas, pero es muy apreciada para

arreglos florales, utilizando sus inmensas infloeasias globosas (Carvalho, 2010).

Variedades: Endless Summer, Ayesha, Penny-Mac, Pia, Madam Emile
Mouillere, Fuji Waterfall, Lilacina, Veitchii, Beae Vendomoise, Blue Wave, Lanarth

White. Algunas de las variedades se pueden obsenvaranexo B (Smitét al, 2010).

1.4.1.4mportancia de la especie

Hydrangea macrophyllda sido un importante cultivo en la industria dloa
nivel mundial, manteniéndose como una de las espeque mayores aportes
econdmicos ha dado a los paises productores @s fldno de los ejemplos es Noruega
donde las hortensias son utilizadas como una pldatdores en maceta, tipica en
épocas de primavera, aunque en estos tiempos sdagutas en invernaderos durante
casi todo el afio (Nordliet al, 2011).

En los Estados Unidos, es uno de los arbustosdsiids hoja caduca mas
distribuidos en los viveros, ocupa el cuarto lugarventas y genera alrededor de 22
millones de ddlares anuales. Por otro lado comeatgdaornamentales en maceteros, su

mercantilizacion produce entre 10 millones de @d&anuales (Andersat al, 2009).

Hydrangea macrophyll@s la mas popular especie de su género, auncage otr

cuatro especies mas son cultivadas en este paish@tet al, 2006).

El Ecuador es uno de los principales paises protegtle flores, interesado en
mantener una buena calidad y variedad de las mjsn@#/o por el cual la fabricacién
y venta de hortensias no ha sido la excepcions esta comercializadas en los viveros

con un precio que varia entre los cuatro a ocharesl
Ademas del valor ornamental, en otros estudiosasgelcrito que un extracto

preparado en base thydrangea macrophyllgiene actividad anti fungica en especial

muy efectivo en contra d&. alternata A. flavus F. solani por lo tanto podria ser una
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materia prima importante para preparar fungicid@lesien ciertos cultivos (Sagar,
Joshi, & Srivastava, 2011).

1.4.2 Cultivo in vitro

1.4.2.1Generalidades

El cultivo de tejidos vegetales tiene su origeredggdor del afio de 1902,
cuando Haberlandt intent6 cultivar células aislad@plantas y gracias a sus estudios
postuld el principio de la totipotencia celular cgeetransformaria en la base de todos
los estudios posteriores del cultivio vitro, ayudando al desarrollo de estas técnicas
hasta la actualidad (Pérez, 1998).

El cultivo de tejidos se puede definir como un ooty de técnicas que
permiten cultivar un indculo (segmentos nodales)agapicales, yemas axilares, hojas,
tallo, semillas, meristemos, embriones, etc.) cotenrialidad de diferenciacion, bajo
condiciones estériles, en presencia de un medinlteo nutritivo artificial balanceado
mas la adicion de fitohormonas por su funcion c&ay (Esquivel & Escalant, 1994).

Mediante la micropropagacion de plantas por esté®aos se obtiene como
resultado una descendencia que lleva la mismanimafcion genética, es decir se
producen clones idénticos a la planta madre, exaadb el cultivo de semillas que
tienen su propia informacion genética obtenida de progenitores (Esquivel &
Escalant, 1994).

Dentro de la biotecnologia, ha sido una de lassage@ mayor contribucion
practica ha aportado a la ciencia, con aplicaciaoeso obtencion de plantas libres de
patdgenos, propagacion masiva, conservacion de ogémema, produccion de

metabolitos secundarios, mejoramiento genéticoryganieria genética (Pérez, 1998).

Gracias a los avances logrados en la regeneraeiqiadtasn vitro hasta la
actualidad, se ha creado toda una industria deoprigpagacion intensiva a nivel
mundial, especialmente en Europa y Estados Unmfogluciendo mas de 500 millones

de unidades por afio (Pérez, 1998).
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Para que se lleve a cabo un buen desarrollo ynaiemio de una planten
vitro, existen una serie de factores complejos que haytgmar en cuenta, como la
constitucion genética de la planta, los nutrier@gua, macro y micro elementos,
azucares), factores fisicos que influyen sobreretimiento (luz, temperatura, pH,
concentraciones de,3d CQ,) y algunas sustancias organicas como los regwdador
vitaminas, etc. (Pierik, 1990).

1.4.2.Z2Totipotencia celular

Las técnicas de clonacidn vitro han demostrado el hecho de que las células
somaticas vegetales bajo condiciones apropiadatepudiferenciarse y llegar a formar
un tejido, un 6rgano y hasta una planta completts eapacidad para regenerarse se

denominaotipotencia celulafRazdan, 2003).

Debido a que el potencial radica principalmentdaediferenciacion celular,
esto indica que todos los genes necesarios paa babo este proceso se encuentran
presentes en cada una de las células y muchosodeelmanecen inactivos en tejidos
u 6rganos diferenciados, los cuales se podran saipselo bajo condiciones de cultivo
adecuadas. La formacién de un organismo adultoedesd sola célula (zigoto), es el

resultado de la integracién de la division y ddifarenciacion celular (Pierik, 1990).

Para que una célula diferenciada exprese totipataiene primero que sufrir
un proceso de des-diferenciacion para luego reetitéarse. El fendmeno por medio
del cual una célula madura se revierte a un estaglistematico y forma un tejido
calloso no diferenciado se denomina des-diferer@@iacmientras que el proceso
mediante el cual una célula des-diferenciada lEefmmar un tejido, un érgano y hasta
una planta completa, se denomina re-diferencig@&ézdan, 2003).

Las técnicas que se aplican en el cultivo de tsjidfsecen una excelente

oportunidad para estudiar los factores responsaide$a diferenciacion celular en
plantas (Razdan, 2003).
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1.4.2.3Técnicas de regeneracion vegetativa

Para regenerar plantas vitro existen dos procesos morfogénicos muy
utilizados, la organogénesis directa o la indirgcla embriogénesis somatica (Levitus,

Echenique, Rubinstein, Hopp, & Mroginski, 2010).

La organogénesis es un fenomeno que influye tamtta @parte morfologica
como genética del explante, es la formacion derimgodio unipolar a partir de una
yema dando como resultado un brote vegetativo, enartdo siempre una relacion

entre el brote nuevo y el tejido paterno (Pére28).9

La organogénesis directa se desarrolla cuandortdesbque se forman pueden
generarse directamente del explante, mientras quéa endirecta se da un paso
intermedio a través de la formacién de un conjufgocélulas denominada callo. A
diferencia de la embriogénesis soméatica en la og@mesis se utilizan diferentes
medios de cultivo, ya que aquellos medios que iexua formacion de brotes inhiben
la formacion de raices y viceversa (Pérez, 1998).

Se determin6 que la proporcion de ciertos compeesta indispensable para
generar una diferente respuesta morfogéimoatro. Siendo la relacién entre los RCV
(auxinas/citoquininas) las mas importantes; srégpprcion de auxina es alta comparada
con la proporcion de citoquinina se promueve lanBmion de raices, caso contrario si

es baja se lleva a cabo la formacion de yemas (Rddeoginsky, 1993).

Para que se lleve a cabo una organogénesis exddaportante tener en
cuenta ciertos aspectos que pueden afectar enoekedimiento. Con respecto al
explante hay que tener en cuenta su edad fisi@ggantogénica, su tamafio, el tejido u
organo del que es extraido; ademas también infleyestado fisioldgico de la planta
madre, el medio de cultivo y la época del afio caaswlrealiza el proceso. Cualquier
combinacion o interaccion de estos factores puealpar cambios morfolégicos en la
planta (Roca & Mroginsky, 1993).
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La organogénesis se puede inducir a partir deettifes tipos de explantes,
entre ellos podemos cultivar segmentos nodalesayenxilares, yemas apicales, hojas,

meristemos, etc. (Pérez, 1998).

El cultivo de segmentos nodales consiste en eraishto de una yema axilar
gue viene acompafada con una porcién de talloudh se siembra en el medio de
cultivo para obtener un vastago a partir de la yéamexo C). Esta técnica es la mas
natural de las utilizadas en la propagacion veigatae planta vitro, ya que también

es muy utilizadan vivo (Pierik, 1990).

Las yemas generalmente utilizadas son las que e inan en las axilas de
las hojas. Cuando se ha realizado con éxito lanexgeion de la planta, es posible
obtener la cantidad de clones necesarios mediaatgupagacion. Cuando se obtiene
el nimero de vastagos requeridos, estos se ennadzarfinalmente ser transferidos al

suelo en la etapa de aclimatizacion (Pierik, 1990).

1.4.2.4Factores de influencia

Existen cuatro factores que son los que mas imteevi en la obtencion y
crecimiento de nuevos Organas vitro: el genotipo de la planta, las condiciones
guimicas seleccionadas para realizar el cultivogdal manera las condiciones fisicas y
por ultimo el explante (Levitust al, 2010).

El genotipo es un factor determinante en todosplaeesos morfogeénicos,
desde la capacidad del explante para su estabémtonien condicionesn vitro,
proliferacion de callo, diferenciacién, hasta ladccion de nuevos 6rganos. Debido a
esta influencia, no es posible plantear y genemalgrotocolos o metodologias de
trabajo especificos, razon por la cual es necesdterminar medios de cultivo y

condiciones para cada situacion en particular tueet al, 2010).

En el caso de las condiciones quimicas, variosasoompuestos que influyen
en los patrones morfogénicas vitro. Uno de ellos es la composicion salina de los
medios de cultivo, que por lo general el mas ussdta formulacion de Murashige y

Skoog (MS) (1962), aunque existen otras disefladas [nducir determinadas
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respuestas. Ademas interviene una estrecha relaniém la composicion hormonal del
explante y la concentracion de reguladores de rorenio adicionada al medio de
cultivo (Roca & Mroginsky, 1993).

A pesar de que la composicién salina del medioud&vo usado no sea la
correcta, la influencia de las fitohormonas es taerte que puede promover la
morfogénesis. Si se logra establecer un adecuadtbeig entre el medio de cultivo y
RCV, se puede aumentar significativamente la diigeeion de 6rganos. Los tipos y
concentraciones de fitohormonas utilizadas esthmamente ligados con el genotipo
de los explantes (Pérez, 1998).

Otros compuestos quimicos que afectan procesosog@micos son los
antibiéticos, entre los mas utilizados se encuantim cefotaxime, kanamicina,
estreptomicina y carbenicilina, por lo general ggdios para la eliminacion de bacterias
endogenas (Levitust al, 2010).

El carbén activado es consumido también para adscdmpuestos toxicos de
la micro atmosfera gaseosa o0 el exceso de RCV miessen el medio de cultivo
(Levituset al, 2010).

El uso de un agente gelificante también es detemménen la morfogénesis,
pueden emplearse en medios de cultivo en consigtesemisolidas o liquidas. El
agente comunmente adicionado es el agar, que eddextle diversas algas marinas.
Las diferentes calidades de este existentes eremlano pueden llegar a modificar la
expresion morfogénica, debido a que pueden conserstéancias promotoras o a la vez

pueden tener sustancias inhibitorias del crecimi@Rbca & Mroginsky, 1993).

Por ultimo se encuentra la atmosfera gaseosagaleesta condicionada al tipo
y tamafo del envase utilizado en el cultivo, asn@dambién al método por el cual es
sellado (algoddn, papel aluminio, pelicula de msirtransparente o tapas rigidas de
polipropileno). El intercambio gaseoso varia depamtb de la cobertura manejada, por
lo tanto la atmodsfera interna también tolerara acéones. La cantidad de oxigeno
existente en el recipiente disponible para el explacondiciona el crecimiento (Pierik,
1990).
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Respecto a las condiciones fisicas, las que provoegores efectos son la luz,
la temperatura y la humedad relativa (Razdan, 2003)

Cada especie estudiada tiene un rango de tempedgitimo de crecimiento
vivo y aunque en la naturaleza las plantas se encoestraetidas a variaciones de
temperatura en el dia y la noche o en cambio deieses, en cultivo de tejidos la
temperaturain vitro se intenta mantener siempre constante e igual @tima de

crecimiento (Levitu®t al, 2010).

La humedad relativa se expresa como la cantidadper de agua presente en
la atmosfera relativa del recipiente donde sezaal cultivo y es un parametro fisico
muy importante que hay que tener en cuenta. Esta dapendiendo de la cobertura
utilizada para sellar el recipiente, por lo tantcelssello es hermético, la humedad
relativa va a ser del 100%, sin embargo, si ebgadirmite un intercambio gaseoso, la
humedad interna podria llegar a descender a nivelesanos al 50%, causando una
deshidratacion masiva del medio de cultivo, vamarid concentracion de sus

componentes con el riesgo de que lleguen a saro®xievituset al, 2010).

En cuanto a la luz como factor fisico, es impodaruidar que el suministro
sea el adecuado respecto a la intensidad, caligadigdo de exposicion. En el caso de
gue se quiera inducir la formacion de callo, lauosiad es primordial, mientras que
para inducir la formacion de 6rganos, la luz epioia (Pérez, 1998).

A parte de los factores ya citados, los procesosfogénicos también
dependen del explante seleccionado. El tratamigr@iaminar o también llamado fase
preparativa, las condiciones fisicas y fisiologichs las plantas madre, su lugar de
origen y la seccion de la cual se tome el expladezerminaran en conjunto las

respuestas obtenidasvitro (Levituset al, 2010).

19



1.4.3 Medios de cultivo

1.4.3.1Generalidades

Los medios de cultivo son una formulacion de selesganicas y compuestos
organicos que aportan con todos los nutrientessaeos para el mantenimiento y la
manipulacion de los cultivda vitro. Se han descrito mas de dos mil diferentes medios,
los cuales pueden tener de 6 a 40 componente®rtifst La constitucion basica de
estos es a partir de agua, una fuente de carbanmaf@s), nutrientes minerales,
vitaminas, RCV, agentes gelificantes y otras sesanmas que se pueden adicionar

dependiendo del objetivo de uso (Leviaisl, 2010).

1.4.3.2Componentes

El componente mas abundante en el medio de c@twl agua, constituyendo
alrededor del 95% del volumen total. Al ser el dayar proporcion es de vital
importancia que cumpla con ciertas condicionesneti@ue ser desmineralizada,
destilada y de la mejor calidad posible, de magemse encuentre libre de cualquier
otro tipo de compuesto o contaminante que afeqteoeeso (Pierik, 1990).

El crecimiento de las plantas en condiciones der&brio es hostil, en este
ambiente no se lleva a cabo normalmente el prodestotosintesis, por lo que los
explantes tienden a ser muy poco autotréficos,tipginente son heterotrofos siendo
muy importante la adicion de una fuente de carbque ayude con su metabolismo
(Pierik, 1990).

La fuente que se utiliza por lo general es la sme@aen concentraciones del 2
al 5%, aungue en algunos trabajos se la ha rengugza glucosa, maltosa o galactosa
(Levituset al, 2010).

En orden de importancia los nutrientes mineralas sobsecuentes a los
azucares. Los macro elementos esenciales que fadaplantas demandan son

nitrogeno, fosforo, potasio, azufre, calcio, magmgshierro. Los micro elementos son
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también indispensables, sin embargo su requerimieaten cantidades sumamente
pequefas, se encuentra el boro, molibdeno, margacelsalto, zinc, cobre, cloro e
iodo (Esquivel & Escalant, 1994).

El nitrogeno es abastecido en el medio en formandenio o nitrato, aunque
también se puede afadir en forma de urea, glutamiceseina hidrolizada; mientras
que el hierro debe ser suplementado unido a untaggrelante para que este pueda

estar disponible en un amplio rango de pH (Letusl., 2010).

Existen muchas combinaciones posibles que se pubsiefiar con los macro y
micro nutrientes y cada una de ellas determina ediarde cultivo diferente. Como por
ejemplo, algunos de los mas importantes citadosbkoredio White formulado para el
cultivo de raices, MS para inducir organogénesisggneracion de plantas y el medio
Gamborg creado para cultivo de células en suspegsiallos (Razdan, 2003).

Con respecto al requerimiento vitaminico, las @lairt vivo son capaces de
producir endégenamente las vitaminas necesariasgadalizar varios de sus procesos
metabdlicos; sin embargo cuando se practica alvouh vitro, los explantes sintetizan
solo algunas esenciales y en cantidades muy pegjueda lo que es importante

incorporar estas en el medio de cultivo (Razda@3R0

De todas las vitaminas que se afladen en las pospaga es probable que en
forma general solo sea esencial la inclusién daaina, la cual pareceria ser la Unica
que influye realmente en el crecimiento de losivodt a pesar de que las mas usadas
para estimular procesos especificos son: la biofio@o nicotinico, riboflavina, acido

félico, retinol, &cido ascorbico, piridoxina y maisitol (Jha & Ghosh, 2005).

Respecto a los RCV, existen cuatro clases queasomés importantes en el
cultivo de tejidos: las auxinas, las citoquininas, giberelinas y el acido abscisico. El
crecimiento, la diferenciacion y la organogénesis se pueden llevar a cabo cuando

se agrega uno o mas hormonas al medio (Legitas, 2010).

Una fitohormona puede ser definida como una madéorganica pequeia que

interfiere en las respuestas fisioldgicas de lastpk a muy bajas concentraciones. Estas
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juegan un papel muy importante ya que ayudan amaunicacién celular entre el
ambiente y el genoma, produciendo diferentes reaesi a nivel fenotipico (Jha &
Ghosh, 2005).

Del grupo de las auxinas las mas utilizadas soracelo naftalenacético
(ANA), el acido indolbutirico (AIB), el acido indatético (AlA), el éacido 2,4
diclofenoxiacético (2,4 D) y el picloran. Una cdeaéstica comun de las auxinas es que

inducen a la division celular (Esquivel & Escaldrfi94).

Las citoquininas mas utilizadas son la kinetinaN)KIla benzilaminopurina
(BAP), el thidiazurodn, la zeatina (ZEA). Estas $iézan por lo general para estimular
el crecimiento y el desarrollo, también provocadiiasion celular. En concentraciones
altas, pueden inducir la formacion de vastagos rd#thres y axilares, inhiben la
formacion de raices y disminuyen la dominanciaaierik, 1990).

La giberelina mas usada es el acido giberélicozgfABs una hormona muy
sensible al calor, se puede llegar a perder un @@¥%su actividad después del
autoclaveado. Esta induce la elongacion de losmumdos y el crecimiento de los

meristemos o yemas vitro (Pierik, 1990).

Finalmente es importante destacar que se puedarpremedios de caracter
semisélidos o solidos y para ello se usan agerghficgntes. Los geles ayudan a dar
soporte a los tejidos que se encuentran en cretiongn condiciones estaticas (Razdan,
2003).

El agente frecuentemente usado es el agar a coacenes del 0.6 al 1%.
Este es un polisacarido natural que proviene dasatgjas marinas (Jha & Ghosh,
2005).

Es importante tomar en cuenta la pureza del agargue ocasionalmente
aparecen contaminantes de variada naturaleza. L&ama las concentraciones
utilizadas pueden causar diferentes respuestasgitro a las esperadas (Roca &
Mroginsky, 1993).
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Existen otro tipo de gelificantes usados como #iitge agargel, transfergel,

phytagel, agarosa, etc. (Pierik, 1990).

1.4.4 Micropropagacion vegetal mediante organogénesis

1.4.4.1Generalidades

Murashige en el afio de 1974, indico segun el as@es sus estudios que para
lograr una micropropagacion vegetativa se requégidres fases indispensables, sin
embargo segun la evolucién de la ciencia y la tegia en el campo del cultivo de
tejidos, actualmente la mayoria de investigadoresicropropagadores proponen que
realmente se pueden diferenciar cinco fases @itipara obtener una exitosa

multiplicacion (Pérez, 1998).

La primera etapa o fase 0 es la denominpdparativa, la cual es casi
imprescindible para realizar una posible propagac&al y repetible; la fase | es la
llamadaestablecimienten donde el objetivo principal es obtener un caltriable y
axénico; la fase Il subsecuente esplapagaciénen la cual se busca alcanzar la
proliferacion del explante previamente establecmiyp sin obviar los objetivos de la
fase lll, el e@raizamiento y, por ultimo se encuentra la fase IV nominadan@o
aclimatizacion Cada una de estas etapas tienen sus problenesfies)s, pero ademas
existe una serie de inconvenientes que son caistes y en comun para todas (Pérez,
1998).

1.4.4.2Fase preparativa

En un inicio esta etapa fue planteada debido ssquwesentaba un alto indice
de contaminacion en el posterior establecimienttogl@xplantes. En la actualidad esta
concepcion se ha complementado y se ha afirmadoegtsze fase es importante e
indispensable para el desarrollo de un sistema dagopnopagacion eficiente y
repetible, ademas tiene una alta influencia enalddad de las plantas finalmente

obtenidas tanto desde el punto de vista genéariasio y fisiologico (Pérez, 1998).
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Para lograr un buen proceso de micropropagacidle @gtal importancia partir
de material vegetal adecuado. La planta donadtaenbién llamada planta madre debe
tener buenas caracteristicas genéticas debido @&siae ligadas con la frecuencia de
aparicion de variantes somaclonales en el desaroahjuntamente se debe realizar una
correcta seleccion individual de plantas con car&ticas fenotipicas especiales que
correspondan con el clon o variedad a propagamugsusual seleccionar las donadoras
en base a plantulas micropropagadas anteriormargesg encuentren en ambientes
controlados como invernaderos, lo que previeneunaeserie de riesgos se presenten a
futuro (Pérez, 1998).

Por otro lado, el estado fisiologico de las plamm®tro factor muy influyente
en el comportamiento de la respuesta de los tegdazultivo. Es recomendable utilizar
especimenes con una edad fisioldgica semejantdemaestren un crecimiento activo
con un desarrollo vigoroso y sano. Para logramkesanombrado se ha planteado una

serie de pre-tratamientos (Pierik, 1990).

Como se conoce la mayor fuente de contaminacidnapia en los cultivom
vitro es la planta madre, el crecimiento bajo condigohmiénicas de la misma,
asegura una notable reduccion de los contaminagnesspecial de origen fungico. En
el caso de que se lograra establecer plantas ntiades de patdgenos, se podria
aseverar que la posterior aparicion de contaminasédia debido a un mal uso de las
técnicas o procedimientos. La practica mas comée qlatener plantas donadoras libres
de patogenos, es aplicar la seleccion negativaedic@ones de campo o invernadero,
el empleo de fungicidas, bactericidas, insecticidéssinfectantes durante todo el
desarrollo, en el material de plantacion (estasasciones nodales, yemas, tubérculos,
bulbos, rizomas) y en las plantas madre debe geroso y sin olvidar que todas las
condiciones deben ser higiénicas (Pérez, 1998).

Otro pre-tratamiento para lograr uniformar el estéigioldgico de las plantas
aparte del ya citado, es conservar las condiciangsentales necesarias. Las plantas
tienen que encontrarse en un entorno controladazjdéemperatura, humedad relativa,
con niveles apropiados de acuerdo a la especielaBmayoria de casos no es

estrictamente obligatorio mantener a punto todososesfactores, solo son
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acondicionados mediante el uso de una cubiertdigdagondiciones higiénicas y un
sistema de riego (Pérez, 1998).

1.4.4.3Desinfeccion

Como se menciond anteriormente el cultimovitro consiste en sembrar un
explante con alto potencial de diferenciacion b@adiciones asépticas en un medio
balanceado con nutrientes y fitohormonas. A ladeZavorecer el crecimiento de los
explantes, también estos medios contribuyen alradea de los microorganismos
contaminantes presentes, razén por la cual es pertamcia la desinfeccion antes de

iniciar un proceso de propagacion (Esquivel & Emtal1994).

La contaminacion es uno de los principales probgeangesolver en la industria
de la micropropagacion. Dos pueden ser las fuetdedas cuales se origina una
infeccidn, primeramente aquellas que vienen depardicie (contaminacion exogena) o
en ciertos casos las que se encuentran en ebintirilos tejidos de la planta donadora
(contaminacién endogena), y en segundo lugar las mpevienen por fallas de
manipulacion de los procedimientos de laboratd®iéréz, 1998).

Las superficies de los tejidos de las plantas d¢ageh habitats perfectamente
adecuados para que existan microorganismos, purlaofrse en estomas, lenticelas o
cualquier otra abertura natural, lo cual vuelve mémplicada su eliminacion. El
objetivo del proceso de desinfeccion superficialage explantes consiste en tratar de
erradicar los patdégenos presentes, pero tratandawsar el menor dafio posible, ya que
las sustancias desinfectantes utilizadas son dadwsuertes (Esquivel & Escalant,
1994).

Son varios los agentes desinfectantes recomendados los que se puede
encontrar el hipoclorito de sodio (cloro comerdial 2 al 5%) y el hipoclorito de calcio
(del 6 al 12%), que son los menos toxicos. Tambg&nomunmente usado el etanol al
70%. Ademas antes de la adicién de estas sustgmoial® general se somete a los
explantes a una solucion con detergente, el makuBaeen 20 (2 a 4 gotas por litro),
que ayuda a romper la tension superficial y aumegitaontacto de los explantes con

los desinfectantes (Chawla, 2004).
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En el caso de que exista una contaminacion endpgenacomendado el uso
de antibi6ticos en el medio de cultivo, aunque iempre surte el efecto requerido; es
importante determinar el patdgeno a tratar pararsgie antibiotico utilizar, o se puede
a la vez aplicar uno de mas amplio espectro, es dee actle en contra de una

variedad de microorganismos (Pérez, 1998).

Después de la exposicion a los desinfectantes gmevite citados, es
importante lavar las muestras con abundante agsilade estéril para evitar que el
quimico siga actuando y quemando el tejido. Es lusesdizar de 2 a 3 lavados.
Finalmente los explantes quedan listos y librescdetaminaciéon, para pasar a la

siguiente etapa que es el establecimiento (Rocadgivisky, 1993).

1.4.4.4Establecimiento

El objetivo primordial de esta etapa es obtenerculivo axénico de los
explantes previamente desinfectados en un medigivatadecuado para que se de un
buen desarrollo y crecimiento, para asi establge@tas vigorosas con las que se puede
comenzar el proceso de multiplicacion (Pierik, 7990

Una mejor respuesia vitro se consigue cuando los explantes son tomados de
plantas madre jovenes debido a que tienen zonasdieniento mucho mas activas que
una donadora adulta, cuanto mas tierno sea ebtgjisienos diferenciado mejor va a

ser la reaccion (Esquivel & Escalant, 1994).

El tamafo del explante también influye en el est@biiento, mientras mas
grande sea su dimension mas facil sera la regedergero mas probabilidades de
contaminacion existirdn; al contrario con la reddiccdel tamafio mas dificil sera la

regeneracion, pero el peligro de contaminacioredaaira (Pérez, 1998).

Existen diferentes tipos de explantes para realinarintroducciénn vitro sin
embargo con fines comerciales los mas usados samdoistemos 0 apices, ademas de
los segmentos axilares y nodales. El empleo dewntro tipo depende mucho del
objetivo que se persiga con la propagacion, comoepamplo si se quiere obtener

plantas libres de virus o enfermedades sistémicasiexzesaria la utilizaciéon de
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meristemos; por otro lado si el fin es simpleméatgropagacion masiva es frecuente el
manejo de apices caulinares debido a que la mamipul y la regeneracion de plantas

es mas facil (Pérez, 1998).

No existe un medio de cultivo utilizado para laaduccién que sea de caracter
universal y obligatorio pero en la mayoria de Isiuéios de micropropagacion se usa el
propuesto por Murashige y Skoog (1962), con algunaslificaciones en sus
ingredientes dependiendo de la especie a trataequitibrio hormonal entre auxinas y
citoquininas en el medio es requerido para la foréma adecuada y viable de los
explantes; este balance va a estar mediado p@ofaentraciones endégenas de estas
fitohormonas presentes naturalmente; algunas espson establecidas sin la necesidad
de ningun tipo de RCV, debido a la presencia deisute cantidad endogena (Pérez,
1998).

Usualmente en los &pices y meristemos las citaoggnienddgenas se
encuentran en insuficiencia, debido a que el graicsitio de sintesis de esta clase de
hormonas son las raices, por lo que la adicibnena@n los medios es generalizada.
Las mas empleadas han sido el BAP, KIN y ZEA. Rocdntrario las auxinas son
sintetizadas en los apices y meristemos, contenaiand gran cantidad enddgena, razon
por la cual en los medios de cultivo se encuergraproporciones muy pequefias o en
algunos casos sin su presencia. Las giberelinaarater en la mayoria de los explantes
se metabolizan en suficiente cantidad (Pierik, 1990

1.4.4 5Multiplicacion

Esta es considerada la fase mas importante e émftaydentro de todo el
proceso, aqui se realiza la verdadera multipliceade una especie o variedad. Se puede
definir el nimero de propagulos que se van a obtahénal del ensayo, gracias al
calculo del indice de propagacion, de igual maserdeterminara la calidad genética.
El objetivo principal en este procedimiento es eguog la mayor cantidad de plantulas
posibles a partir de cada explante previamentdlesido. La multiplicacion se puede
realizar por tres diferentes métodos: propagaciviase a yemas axilares, a yemas
adventicias y por medio de embriogénesis somatieaeg en la actualidad la técnica de

mayor eficiencia cuantitativa y econdmica (Péré&88).
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Los medios de cultivo y las combinaciones de RC¥ sgi usan en esta etapa
interactlan para inducir la brotacién en los exglauprocedentes del establecimiento.
Cada brote obtenido representa una nueva plantpugoe reiteradamente ingresar a un
proceso de propagacion, obteniendo mas generacyoeiessi mas individuos (clones).
Estos ciclos pueden repetirse hasta conseguirnéraide plantulas que se requiera y
que finalmente pasaran al enraizamiento que empea siguiente (Roca & Mroginsky,
1993).

La via a través de la cual se realice el procesprdgagacion ya sea yemas
axilares o yemas adventicias debera apoyarse estudio integro de la frecuencia de
variantes somaclonales o fisiolégicas que se genaraitro. La multiplicacién por
medio del método de yemas axilares es la que fitssibi mayor estabilidad genética en
las plantas producidas y puede ser alcanzada redmdate en la mayoria de las
especies (Pérez, 1998).

El sustrato mas utilizado para este objetivo erninmsos del cultivo de tejidos
fue el medio White (1963), sin embargo en la aaladl el mas aplicado es el MS
suplementado con dosis variables de citoquininasbotadas y en algunos casos
adicionadas también con auxinas. De igual maneeaequel establecimiento, es mas
importante el aditamento de citoquininas debidaua gyudan a inducir la brotacion
inhibiendo la dominancia apical y ademas porquealstidad endégena es muy pobre.
El balance auxinas-citoquininas es muy determinant@fluye integramente en el

coeficiente de multiplicacion (Pérez, 1998).

1.4.4 .6Enraizamiento

En esta etapa, todas y cada una de las plantagplinatias en la fase previa
(brote, esqueje o0 yema) de forma individual, tiegeea ser cultivadas en un medio que
induzca la formacion y crecimiento de un pseudotaltallo con las primeras hojas v;
ademas constituya y desarrolle varias raices qudeaya la absorcion de nutrientes
cuando la plantula sea transferida sobre un sastraiquecido, convirtiéndose asi en
una vitroplanta aclimatizada totalmente preparaala ger acoplada al campo (Pérez,
1998).
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La uniformidad de la calidad de las vitroplantase (galen de esta fase,
determina el valor comercial, ademas las diferen@a el desarrollo pueden dar
indicios de la existencia de variabilidad epiges@t genética. Para alcanzar un buen
porcentaje en eficiencia productiva, biolégica yremmica, algunos factores deben
controlare adecuadamente, entre ellos el uso deoméd cultivo simples y si es viable
en estado liquido, luz natural como fuente de eagrfgascos de vidrio de tamafos

apropiados para la especie tratada, entre otrasa(RMroginsky, 1993).

Los RCV que se utilizan por lo general en mayotidad en esta etapa son las
auxinas, que son las que estimulan a que la plsi@rolle raices adventicias. Las mas
usadas son ANA, AIA, AIB y 2,4-D. Se conoce queualis especies tienen una buena
produccion de auxina enddgena por lo que muchassveweden ser cultivarlas en un

medio exento de cualquier fitohormona (Razdan, 2003

Ciertos propagadores para evitar poner auxinao®mledios de cultivo de
enraizamiento, antes de la siembra, embeben durartes minutos (min) a los

explantes en soluciones con altas concentracianasxina (Jha & Ghosh, 2005).

Otra préactica para estimular la formacion de raéseseducir la concentracion
de sales minerales a la mitad, un tercio o un ocuwdgtla normalmente utilizada en la
formulacién de los medios basales. El procedimiemés aplicado es la disminucién a
la mitad (Razdan, 2003).

Ademas de lo ya citado, en la mayoria de los medkosultivo para provocar
el enraizamiento también se recomienda aumentarieentracion de sacarosa, con el
fin de lograr un crecimiento vigoroso de las raites vitroplantas que se obtienen con
altas cantidades de azucares también han demoséraelouna mayor sobrevivencia al

ser transferidas a la etapa de aclimatizacionikR&990).

Dos factores medioambientales, la luz y la tempes@influyen directamente
en la formacion de raices. La iluminacion debeceasiderada en sus tres componentes:
la intensidad, duracion del periodo de exposiciota \calidad. La cantidad de luz
requerida por las vitroplantas no es la misma qudilizada por las plantas autotrofas

ex vitrodebido a que en el laboratorio la fotosintesissiare actividad obligatoria, ya
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gue el medio de cultivo se provee todos los nuggmecesarios sin embargo la luz

sirve para regular ciertos procesos morfogénicése@® 1998).

1.4.4.7Aclimatizacion

Todas las fases anteriores son consideraalagtro, donde las plantas se
desarrollan en ambientes con alta humedad, bagnsitad de luz, temperatura
constante, escaso intercambio gaseoso y medios @cocompuestos organicos en
especial sacarosa, lo que hace que las vitropldintdsnente obtenidas después de la
fase de enraizamiento sean demasiado delicadas camlguier cambio y estén
acostumbradas a tener todo disponible para reaizanetabolismo. La aclimatizacion
constituye el paso de las plantulas a condicion@sientalesex vitrg lo que provoca
una serie de fendmenos que hacen que las plasilastresen y muchas de ellas no
sobrevivan al proceso. Es por ello que se ha @doteiertas técnicas que permiten
reducir el dafo causado por la aclimatizacion ynade ayudan a que las plantas

retornen gradualmente a su estado funcional y ndgjifi normal (Pérez, 1998).

El objetivo de estas técnicas es controlar las icamrkes ambientales para que
no se produzca un cambio brusco de aquellas, seabwslucir gradualmente la
humedad relativa, aumentar la cantidad de luz ynjierun crecimiento autotrofico;
todo en un medio aséptico (Jha & Ghosh, 2005).

Las dos primeras semanas después de la aclimahzaon criticas y es
importante simular un ambiente parecido al que aaejaba en condicionés vitro,

hasta que las plantas logren adaptarse a las ncevdiiones (Chawla, 2004).

Las instalaciones que generalmente se utilizanydaicar las plantas que salen
del proceso de propagacion que sirven para contiadas las condiciones ambientales
en el proceso de aclimatizacion son los umbracwjos, son las infraestructuras mas
sencillas, de menor costo y los invernaderos q@elgru ser implementados con o sin
control de clima (Pérez, 1998).

Para la siembra de las plantas a aclimatizar $eamtiuna serie de sustratos,

gue son materiales sélidos y porosos de origenralatu sintético, que solos o
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combinados, garantizan que las vitroplantas tenganadecuado crecimiento bajo
condiciones ambientales controladas, proveyendasastén mecanico; y, a la vez
permitiendo que las raices tomen aire y agua cotesteente. Los materiales utilizados
deben mantener una buena sanidad, los mas comanedasturba, el humus de

lombriz, el compost, la zeolita, el cascajo (Pét€88).

1.5Sistema de hipotesis

Existe una combinacion oOptima de componentes deliande cultivo y
reguladores de crecimiento mediante la cual seblesta en forma significativa el
cultivo in vitro de HortensiaHydrangea macrophyllaa partir de segmentos nodales,
como una estrategia de produccion a gran escata,spautilizacion ornamental en los

espacios publicos del Distrito Metropolitano de tQui
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1Participantes

2.1.1 Instituciones

= Empresa Publica Metropolitana de Movilidad y Oli®aslicas del Municipio
del Distrito Metropolitano de Quito (EPMMOP-Q).

» Escuela Politécnica del Ejército (ESPE).

2.1.2 Personal académico

» Tatiana Paez, MC. Directora del proyecto.

= Jaime F. Gia, MSc. Codirector del proyecto.

2.1.3 Personal empresarial

= Cristidn Reyes, MSc. Director del Laboratorio deitdpropagacion Vegetal.

» Andrea Gonzélez, encargada del area de siemblabdehtorio.

* Ing. Lorena Oiia, encargada del area de produceidnediios de cultivo del
laboratorio.

* Ing. Segundo Aguilar, Director del banco de semiilla

2.2Fase de campo

2.2.1 Localizacion geografica del vivero

El vivero de Cununyacu, donde se encontraron Est@s madre ddydrangea
macrophyllanecesarias para el desarrollo de este estudio ¢ enal se sitian las
instalaciones del Laboratorio de Micropropagaciéegétal, esta ubicado en la via
Intervalles Kmz2 } de la parroquia Cumbaya, al nororiente del Dstietropolitano de
Quito, provincia de Pichincha. Sus coordenadasrgéiogs son 0° 13" 59” S de latitud
y 78° 25" 70” W de longitud, a una altura de 2438.mm. (Fig. 2.1).

32



X '—'
Parqu f
Ef Bated Metropolital o ‘
—
-l L -
"/V
aya *

s Pradera’/.s M
-
icaflores. Colon Gapulo -~ Cumbaya
Mariscal s, 5 X e
2 Sucre -

= 7 Ua Florastl » A

= 2 Y/ of b
£ K La Floresta SOVTRCNOT)

g £ EiGion Merc Yanazarapata

3 o 2 £ £

Auqui Chic

Eugeni A
Vicentina
San Roque Espej | La i!nm.n:g g
Qujiito i = IRIO DF MICROP! ION
J \ Itchimbia i LARORATORIO DF MICROT RK?(’\LI( N
tpTols F UEP-DM

La Magdalena ~Viafiora

| f
¥ ar
Del Val <, o
1 n - £
gu ¥. ™ [ &
L) adoy ojm o - £
P f’ Mewco § f : "
Pos San Jose  J £Buenos < -
ftadores De Monjas. P . 4 3 L
uncot J ' ¥ Rl
5 . i — 1 %
rancsco G o y 3 5
o - ¢
o U

Atahualpa d€ Pue;

acu
o5
San Bartolo =
Fefroviana
Peraka
b £ .

Figura 2.1 Mapa tipo relieve de la ubicacion del Vivero de Guyacu y del

,Qi
: J

P

w

Guangopolo o

Fuente: Google Earth, 2012.

Laboratorio de Micropropagaciéon Vegetal de la UBR

2.2.2 Plantas Donadoras

Las plantas madre de hortensia utilizadas paraessiéio tuvieron dos afios de
edad aproximadamente, las cuales se encontranonegisis en el vivero de Cununyacu
en lotes de 1.5 m de ancho por 2.5 m de largojaads con su respectivo nombre

comun y cientifico (Fig. 2.2). Estas plantas fueealyuiridas en el vivero “Camila”
ubicado en Nayon, el cual a su vez se abastecéaotemente de hortensias que son

producidas por medio de estacas en las florica@da grovincia de Imbabura.

Figura 2.2 Plantas madre de hortensidyfirangea macrophyllaubicadas en lotes de

1.5 m de ancho por 2.5 m de largo, en el viverGaieunyacu de la EPMMOP-Q.
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2.2.2 1Tratamiento Preliminar

Con el objetivo de eliminar la mayoria de patbégepasentes y ademas de
tratar de llegar a un estado fisiologico unifornmetedas las hortensias, se realizaron
una sucesion de aspersiones alternando fungicitastgricidas cada dos semanas. Los

utilizados fueron:

= Phyton: bactericida/fungicida sistémico preventiwaurativo, su ingrediente
activo es sulfato de cobre pentahidratado, es ah&ién acuosa agricola que
sirve para aplicacion al follaje, ayuda a tratairyis, antracnosis, sclerotinia,
pseudomonas, entre otras. La dosis utilizada L1,

» Taldn: fungicida agricola en polvo, sus ingredisnéetivos son mancozeb y
metalaxyl. La dosis utilizada fue 1 gL

» [Fegadazin: fungicida sistémico preventivo y cu@tsu ingrediente activo es el
carbendazim. Se aplica al follaje sin embargo pwedeabsorbido por la raiz y
el tallo. La dosis utilizada fue 1 cé'L

Para realizar cada una de las aplicaciones, se &méuenta que la planta
debia estar en un estado activo de intercambiarfas decir, en un instante en el cual
podia lograr una buena absorcion de la sustandimicp Para esto se opté por
realizarlas en horarios donde la temperatura artddiena mas baja, ya que si existia
una mayor, los estomas de las hojas se iban ar qegira evitar la deshidratacion
dificultando el traspaso. Las primeras horas dadéana y las ultimas horas de la tarde
fueron las mas apropiadas.

2.2.2.2Seleccion y corte de los explantes

El tipo de explante que fue utilizado en este esfuds el denominado
segmento uni-nodal obtenido de ramas jovenes,alsagun el objetivo principal del
trabajo que es la micropropagacion y si lo quewserg es explotar la brotacion, es uno
de los mas recomendables y mas utilizadastro.

Un segmento uni-nodal consiste en una yema axiampafiada de una

porcién de tallo, que después de la siembra enadiame cultivo, se transforma en un
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vastago, realizandose los replicados cuando seasaos. Ya cuando se obtiene una
cantidad suficiente de brotes, estos son enraizaddgmalmente se realiza la
transferencia al suelo (Pierik, 1990).

Se tomaron los brotes adventicios jovenes de Igidgnse seleccionaron los
segmentos nodales mas cercanos al apice, postentarse separaron las hojas dejando
una porcion de peciolo para proteger a la yemaskeguido se realizaron mas cortes
para dividir la rama en unidades nodales de unftaraltededor de 2 a 3 cm (Fig. 2.3).
El nimero de unidades fue de 20 por frasco, cdim ele lograr que los desinfectantes
tengan un buen contacto con los explantes enpa e desinfeccion.

>

o e e g

Figura 2.3 A. Seleccion y corte de los explantes de horteBsi&egmentos nodales de

Hydrangea macrophyllecortados con una dimension de 2 a 3 cm.
2.3Fase de laboratorio
2.3.1 Localizacion geografica del laboratorio

El Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de IaVBBROP-Q se encuentra
situado dentro de las instalaciones del vivero deu@yacu, por lo tanto se considera la
misma ubicacion geografica. El laboratorio fue a@delo gracias a la gestion y
financiamiento de la Embajada del Japdén y del Mpidcdel DMQ. Los objetivos
primordiales de su implementacion son proveer dantps ornamentales vy
agroforestales certificadas para reforestar loa@sp publicos de la metropoli; rescatar
especies nativas patrimoniales; crear un bancoeddllas y de conservacion de

germoplasma; capacitar, difundir, transferir conoento y tecnologia (CIAC, 2008).
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2.3.2 Etapa de desinfeccion de los explantes thyydrangea macrophylla

Ya realizado el tratamiento preliminar de las @anmadre y la respectiva
seleccion y corte de los explantes para su us@raeedio a iniciar el proceso de
desinfeccion para eliminar todos los patdégenos eptes tanto enddgena como

exdégenamente.

Para la desinfeccion, los explantes fueron cologaso frascos de vidrio de

200 mL, con una cantidad de 20 unidades por cadadr

Primero se les someti6é a un lavado con agua dufantimuto, eliminando las
particulas de tierra y otras impurezas de gran fiam2espués se les sumergié en una
combinacion de agua potable con detergente y eagitiador orbital (Innova 2100) se
los mantuvo durante 20 min, posteriormente seza@dliivados en agua potable para
eliminar el detergente suplementado.

A continuacién, bajo condiciones asépticas dengouda camara de flujo
laminar (Streamline®) y usando instrumentos es®rise procedid a sumergir a los
explantes en etanol al 70% durante un minuto. Lubgeliminar el alcohol se aplico
clorox al 40% (hipoclorito de sodio al 2%) duraftemin. Por dltimo se lavaron a los

explantes 3 veces con agua destilada esteéril#g.

Figura 2.4 Material necesario para la desinfeccion de los se¢gms nodales de
Hydrangea macrophyll@agua estéril, alcohol al 70%, Clorox al 2%, gestzril).
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Seguidamente y como complemento a la desinfecdangada, para controlar
la contaminacion enddgena reportada en ensaydmrates, en condiciones estériles
se sembraron a los explantes en un medio de cht¥g¢Anexo D), suplementado con
diferentes concentraciones de mezclas de antibgti&anamicina-estreptomicina)
(0.08 mg.L*, 0.12 mg.[}, 0.16 mg.r}, 0.2 mg.L*, 0.3 mg.L*, 0.4 mg.*, 0.5 mg.LY).

El medio contenia las vitaminas de MS (Phytoteatmg)l, 30 g.L* de sacarosay 4 g.L
! de phytagel (Sigma). Con la ayuda de un potendi@nf@enway), se ajusté el pH del
medio a 5.8 £ 0.02 antes de afnadir el gelificaBtanedio de cultivo fue esterilizado

durante 20 min a 121 °C en una autoclave horiz¢mtgtnauer 2540 M).

En el caso de la preparacion de los medios paransayos de desinfeccion y
establecimiento se tuvo que colocar antibidticos,duales son de caracter termolabil,
ya que al ser material biol6gico son susceptibkesasintegracion al exponerse a altas
temperaturas. Por esta razén no pueden ser awtad@s y tienen que ser incorporados

al medio en una camara de flujo laminar.

Los antibiéticos fueron filtrados bajo condicionasépticas usando filtros
Whatman modelo 0.@m PES filter Media 25 mm, antes de ser incorporadesedio

de cultivo previamente esterilizado y enfriado.

El material vegetal se incubd en una sala cuya e¢eatyra se mantuvo en 25
°C con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de ndad.

Los resultados obtenidos de las pruebas con ldsi@itdos fueron evaluados
mediante un disefio completamente al azar (DCA) hpextio del cual se determind la
concentracion de kanamicina y estreptomicina adkcupara el control de
microorganismos en el medio. Las variables depeteBeevaluadas en esta etapa
fueron la contaminacion, necrosis y viabilidad dg éxplantes en el medio de cultivo
mientras que la variable independiente correspoada concentracion de antibidticos

que se adiciono.

Los tratamientos que el DCA arroj6 fueron 7 coroeglentes a las 7

concentraciones de antibiéticos ensayados por wanl€0.08 mg.L}, 0.12 mg.[*, 0.16
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mg.L?, 0.2 mg.L*, 0.3 mg.L*, 0.4 mg.L*, 0.5 mg.L"), mostrados en la tabla 2.1. Por

cada tratamiento se realizaron diez repeticiones.

Tabla 2.1 Tratamientos planteados para el DCA de la etapgedmfeccion del cultivo

in vitro deHydrangea macrophylla

TRATAMIENTOS ANTIBIOTICOS (mg.L %)
KANAMICINA ESTREPTOMICINA
T1 0.08 0.08
T2 0.12 0.12
T3 0.16 0.16
T4 0.2 0.2
5 0.3 0.3
T6 0.4 0.4
T7 0.5 0.5

Se definié a la unidad experimental para el DCAaletapa de desinfeccion
como un tubo de ensayo con el explante cultivadaremedio MS adicionado con

antibiotico que podia estar en diferentes conceiotnas.

Las variables de respuesta para el DCA de la fasedesinfeccion
correspondieron al porcentaje de unidades expetalesncontaminadas, necrosadas y
viables. ElI mejor tratamiento fue seleccionado asebal mayor nimero de explantes
viables que pasaron a la siguiente fase. Estasblesi fueron evaluadas mediante
observaciéon a los 7, 14, 21 y 28 dias después dierfgbra de los explantes. La tabla

que ayudo al registro de los datos se la puedevarsen el Anexo F.

Explantes contaminados X 100

% Contaminacién = -
Niumero total de explantes

Explantes necrosados X 100

% Necrosis = —
Numero total de explantes

Explantes viables ¥ 100
%% Viabilidad =

Nimero total de explantes
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2.3.3 Etapa de establecimientaon vitro de los explantes de hortensia

Para la etapa de establecimiento se tuvo que valwepetir todos los procesos
anteriores, aplicando el mejor método de desinbecabtenido gracias al analisis
previo. En esta fase los explantes desinfectadesoriusembrados en condiciones
estériles en dos tipos de medio de cultivo, un MSencional y un MS a la mitad de
su concentracion (MS/2), como se muestra en ladi@us A. En ambos medios se
adicionaron el RCV BAP (0 mg}, 0.25 mg.[}, 0.5 mg.L}, 0.75 mg.l*, 1 mg.L*,
1.25 mg.L"). Los medios fueron suplementados con vitaminab8e0.12 mg.t* de
kanamicina, 0.12 mg:t.de estreptomicina, 30 gilde sacarosa y 4 gilde phytagel.
Con la ayuda de un potenciémetro, se ajustd el @Hedio a 5.8 + 0.02 antes de
afadir el phytagel. EI medio de cultivo fue esteadlo durante 20 min a 121 °C en una
autoclave horizontal. Los antibiéticos filtrado®ifan afiadidos luego de autoclavear el
medio de cultivo bajo condiciones asépticas encanzara de flujo laminar.

El material vegetal se incubé en una sala cuya eéemyra se mantuvo en 25
°C con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de osadtiffigura 2.5 B).

Figura 2.5 A. Proceso de siembra de los segmentos nodaldgatangea macrophylla
en la etapa de establecimieBolncubacion de los explantes.

Las concentraciones planteadas para el RCV BARfugropuestas en base al

analisis de ensayos anteriores. Se eligio el ragmoel cual se observd mejores

resultados.
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En la fase de introduccién es importante analiaarcambios que provoca la
adicién de citoquininas ya que estas son las quéasya que se induzca la brotacion de

la yema axilar presente en el segmento nodal (Rddaoginsky, 1993).

Los datos generados de estos ensayos se analimediante un diseiio de
bloques completamente al azar (DBCA), por medio dehl se determind la
concentracion de BAP y el medio de cultivo Optinargpel establecimiento de los

explantes.

Las variables dependientes correspondieron a ftlmhde vastago formado a
partir de la yema axilar y a la contaminacion yrselyencia de los mismos en el medio
de cultivo, mientras que la variable independiantgespondié a la concentracion de

BAP agregado en el medio de cultivo.

Se utilizaron 6 concentraciones de BAP para caddiande cultivo planteado
(0 mg.L% 0.25 mg.}, 0.5 mg.L, 0.75 mg.r*, 1 mg.L*, 1.25 mg.[%), generando un

total de 12 tratamientos (Tabla 2.2). Se realiza®@nepeticiones por cada uno.

Tabla 2.2 Tratamientos planteados para el DBCA en medio M&SY2 de la etapa de

establecimiento del cultivo in vitro déydrangea macrophylla

TRATAMIENTOS BAP (mg.L D

MS MS/2

T1 T7 0

T2 T8 0.25

T3 T9 0.5

T4 T10 0.75

T5 T11 1

T6 T12 1.25

En la fase de establecimiento se definio a la whieeperimental para el
DBCA como un tubo de ensayo con el explante presmdendesinfectado cultivado en
un medio MS o MS/2 adicionado con el regulador eimiento BAP que podia estar

en diferentes concentraciones.

Las variables de respuesta para el DBCA fueronotgitud del vastago
obtenido de la yema axilar, ademas del porcenmgxglantes contaminados Yy viables.
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La longitud de los vastagos fue medida con unaareglimetrada, mientras que la
contaminacion y viabilidad se evalu6 mediante olzsgén. Todos los datos fueron
recogidos a los 7, 14, 21 y 28 dias después dertebma de los explantes. La tabla que

ayudo al registro de los datos se la puede observar Anexo G.
2.3.4 Etapa de propagacion clonal dédydrangea macrophylla

Con la ayuda del estudio previo de establecimiesgoogré determinar cual
era el medio de cultivo y la concentracion de BAdsmadecuada, con los que se lograba
producir plantulas de mejores caracteristicas. dd& manera se establecié una cantidad
necesaria de explantes, para llevar a cabo el iestlal la siguiente fase, la de

propagacion.

Los brotes fueron cortados y preparados para stbsie(figura 2.6 A), en un
medio de cultivo MS con vitaminas de gamborg a ld@dnde su concentracion
(MSVG/2), suplementado con diferentes cantidade<itbguininas, BAP y KIN (O
mg.L?, 0.5 mg.l*, 1 mg.l%, 1.5 mg.l%, 2 mg.Lh, 3 mg.Lh, 4 mg.Lh, 6 mg.Lh). Los
medios fueron enriquecidos con 0.12 my.de kanamicina, 0.12 mg'L de
estreptomicina, 30 g:t.de sacarosa, 4 g'lde phytagel, 1.66 mgide AGy 0.2 g.I**
de carbo6n activado. Con la ayuda de un potencidnsgrajusto el pH del medio a 5.8 +
0.02 antes de afnadir el phytagel. El medio dewufiie esterilizado durante 20 min a
121 °C en una autoclave horizontal. Los antibi&@ifitrados fueron afiadidos luego de
autoclavear el medio de cultivo bajo condicionegptisas en una camara de flujo

laminar.

El material vegetal se incubd en una sala cuya e¢eatyra se mantuvo en 25
°C con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de osadiffigura 2.6 B)

El medio MSVG/2, los RCV y sus concentracionesiaatdas, se plantearon
debido a resultados obtenidos en analisis anteri@@n los cuales se mostro tenian
mayor influencia en la propagacién ¢tydrangeay corroborados también en los

estudios propuestos por Dahab (2007).
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Figura 2.6 A. Preparacion de los explantesHigdrangea macrophyllareviamente
establecidos para su siembra en un medio de culéixep propagacioB. Incubacion de
los frascos de propagacion.

En esta fase, los resultados obtenidos del estudron analizados mediante
un DBCA, por medio del cual se determind la coneaidn de BAP o KIN 6ptima para
la micropropagacion de los explantes. Las variabdkgsendientes correspondieron al
namero de brotes obtenidos por explante y a laacainacion y sobrevivencia de los
mismos en el medio de cultivo, mientras que lasiakbs independientes

correspondieron a las concentraciones de BAP od{ildgados en el medio de cultivo.

Los tratamientos que el DBCA produjo fueron 16,regpondientes a las 8
concentraciones de BAP y a las 8 concentracionei§lilea ensayar (0 mg:t, 0.5
mg.L%, 1 mg.LY, 1.5 mg.l*, 2 mg.L}, 3 mg.L, 4 mg.Lh, 6 mg.LY), las cuales se
indican en la tabla 2.3. Por cada tratamiento akzegon diez repeticiones.

Tabla 2.3 Tratamientos planteados para el DBCA de la etaparaj@gagacionin vitro
deHydrangea macrophylla

MEDIO DE CULTIVO MSVG/2
TRATAMIENTOS | BAP (mg.L") | TRATAMIENTOS KIN (mg.L ™)
T1 0 T9 0
T2 0.5 T10 0.5
T3 1 T11 1
T4 1.5 T12 1.5
T5 2 T13 2
T6 3 T14 3
T7 4 T15 4
T8 6 T16 6
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En la micropropagaciom vitro, la unidad experimental para el DBCA se
defini6 como un frasco de 200 mL cultivado con astago previamente establecido, en
un medio de cultivo MSVG/2 adicionado con la citogua BAP o KIN, que podia

estar en diferentes concentraciones. Cada frasiterda 2 repeticiones.

Para evaluar la micropropagacidrvitro, las variables de respuesta del DBCA
utilizadas fueron el nimero de brotes por unidagegrmental y el porcentaje de
contaminacion y viabilidad. El nimero de brotes,ctamtaminacion y viabilidad se
evalué mediante observacion. Los datos de contanimg viabilidad, asi como los del
namero de los brotes se registraron a los 42 disgués de la siembra en el medio de
multiplicacion. La tabla que ayudo al registro de tatos se la puede observar en el

Anexo H.
2.3.5 Etapa de enraizamiento de los explantes de horteasi

La etapa final del estudio fue el enraizamientodacaino de los brotes
obtenidos en la propagaciéon representé una nuérdutd, las cuales pasaron a esta
fase. Cuando un explante llega a tener raices #adwen se puede decir que

practicamente se ha logrado obtener una vitroplanta

Para estimular el enraizamiento de los explantesigmente propagados, a
estos se los sembrd en condiciones estériles enadlio de cultivo MS y un MS/2
(figura 2.7 A), con 0.2 gt de carbén activado, suplementado con diferentes
concentraciones de auxina, AIB (0 mg,10.5 mg.*, 1 mg.L*, 1.5 mg.*, 2 mg.L?, 3
mg.L"). Los medios fueron enriquecidos con vitaminas M8, 0.12 mg.t' de
kanamicina, 0.12 mg:tde estreptomicina, 30 gilde sacarosa y 4 g'Lde phytagel.
Con la ayuda de un potenciometro, se ajusto el giHhkdio a 5.8 + 0.02 antes de
afiadir el gelificante. El medio de cultivo fue editeado durante 20 min a 121 °C en
una autoclave horizontal. Los antibidticos filtraddueron afiadidos luego de
autoclavear el medio de cultivo bajo condicionegptisas en una camara de flujo

laminar.

El material vegetal se incubd en una sala cuya eéeatyra se mantuvo en 25
°C con un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de osadtiffigura 2.7 B)
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Figura 2.7 A. Siembra de los brotes ¢ydrangea macrophyllabtenidos del proceso
de propagacion en un medio de cultivo de enraizamig Incubacion de los frascos de

enraizamiento.

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediamt@BCA, por medio del
cual se determind la concentracion de AIB y el medé cultivo 6ptimo para el
enraizamiento de los explantes. Las variables dipeies correspondieron a las
categorias planteadas respecto a la cantidad geet®ncia de raices obtenidas por
explante, a la contaminacion y sobrevivencia denkiemos en el medio de cultivo,
mientras que la variable independiente corresporadita concentraciéon de AIB

agregado en el medio de cultivo.

Los tratamientos que el DBCA generé fueron 12, espondientes a las 6
concentraciones de AIB a ensayar por cada mediulieo (0 mg.L}, 0.5 mg.L%, 1
mg.L?, 1.5 mg.I*, 2 mg.L*, 3 mg.LY), tal como se muestra en la tabla 2.4. Por cada

tratamiento se realizaron diez repeticiones.

Tabla 2.4 Tratamientos planteados para el DBCA en medio MESY2 de la etapa de
enraizamiento del cultivo in vitro déydrangea macrophylla

TRATAMIENTOS AIB (mg.L 7

MS MS/2

T1 T7 0

T2 T8 0.5

T3 T9 1

T4 T10 1.5

T5 T11 2

T6 T12 3
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La unidad experimental para el DBCA de la faserdaizamiento consistio en
un frasco de 200 mL, cultivado con un explante ijgreente propagado en un medio de
cultivo MS o MS/2 con carbén activado adicionado ¢t® auxina AIB en diferentes

concentraciones. Cada frasco contenia 2 repetiione

Para verificar el efecto de la adicion de AIB erfdae de enraizamiento, las
variables de respuesta fueron el porcentaje deawonacion y viabilidad de los

explantes, ademas de las categorias planteadas paiesencia de raices (figura 2.8):

1.Nula (cero raices)

2.Poca (uno a cinco raices)
3.Abundante (seis a diez raices)
4.Muy abundante (més de diez raices)

Figura 2.8 Categorias planteadas para la etapa de enraizandiedydrangea
macrophyllal. Poca presencia Abundante presenct Muy abundante presencia.

La presencia de raiz, contaminacién y viabilidad esealu6 mediante
observacion y conteo del nimero de raices. Lossdatron evaluados a los 28 dias
después de la siembra de los explantes en el noedienraizamiento. La tabla que

ayudo al registro de los datos se la puede observal Anexo |.
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2.4 Analisis de datos

Los analisis estadisticos de cada uno de los diseXjoerimentales planteados
para cada una de las etapas, se evaluaron utitizahdoftware estadistico Infostat
version 2010 y R. Ademas también se uso MicrosgtteEcorrespondiente a Office
2010.
2.5Periodo de tiempo de investigacion

Fecha de inicio: 1 de febrero del 2012

Fecha de término: 1 de diciembre del 2012
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1Ensayos preliminares

En la primera prueba de diagnéstico realizada ee bhauna desinfeccién muy
leve, se pudo constatar que el ensayo present®@@¥ tle contaminacion, razon por la
cual se comenzo a probar con concentraciones defet#antes mucho mas altas. Se
logré la eliminacion de los patdgenos exégenoesibargo se presencio una infeccion
de tipo enddgena (figura 3.1).

' r'\‘

Contaminacion exégena Contaminacion endogena

Figura 3.1 Tipos de contaminacion observadas en los ensagtimprares de
Hydrangea macrophylla

Debido a la presencia de este fendmeno, se inteatizar la introduccién de
esta especie mediante el cultivo de meristemosréi@.2) pero de todas maneras se

registro una serie de inconvenientes como necrdsigsis y contaminacion.

=3

%It’ﬂjaenstemos Clorosis
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Necrosis

Figura 3.2 Problemas encontrados en el cultivo de meristerablydrangea

macrophylla

Debido al lento crecimiento de los meristemos y [&x barreras que se
presentaron en el establecimiento de este tipoxgéarge, se decidid continuar la
investigacion utilizando segmentos nodales, loslesuaen ensayos posteriores

demostraron tener un alto porcentaje de viabileladu introduccion.

3.2Etapa de desinfeccion de los explantes thydrangea macrophylla

En este caso, por medio de estudios preliminarepus® comprobar la
presencia de contaminacion de los explantes deetigdgena que no se logré controlar
con ninguno de los tratamientos utilizados con rdestantes comunmente usados,
razon por la cual se procedio a utilizar antib@gien el medio de cultivo para ayudar

con el control de la contaminacion.

Los tratamientos planteados en esta fase fuerototah 7, los cuales se
detallaron en la parte metodolégica del trabajos lkesultados fueron evaluados
mediante observacion a los 7, 14, 21 y 28 diasudssge la siembra de los explantes,

por medio de la ayuda de una tabla (Anexo F).

3.2.1 Contaminacion, viabilidad y necrosis

Como se puede observar en la tabla 3.1, los p@jesnide viabilidad,
contaminacién y necrosis fueron muy variables, mibtelose el mayor porcentaje de
viabilidad, del 90%, en el T2 (0.12 mg}), mientras que el menor se logré en el T6 (0.4
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mg.LY) con un 30%. Con respecto a la variable contaribnael T6 (0.4 mg.L)

reporté el mayor porcentaje (70%), y el T2 (0.12Liky por otro lado mostré estar libre
de contaminacién. Por ultimo, la tabla indicé qoeesriste un alto indice de prevalencia
de la variable necrosis en todos los tratamierstals, el 2 y el 5 obtuvieron un 10% de

necrosis.

Tabla 3.1 Porcentajes de necrosis, contaminacion y viabilidadespondientes a cada

tratamiento con antibiéticos en medio MS, de |p&ide desinfeccion.

Tratamiento , Contaminacién | Viabilidad
Kanamicina Estreptomicina | Necrosis (%) (%) (%)
(mg.L™? (mg.L™)

T1 0.08 0.08 0 30 70
T2 0.12 0.12 10 0 90
T3 0.16 0.16 0 30 70
T4 0.2 0.2 0 20 80
TS5 0.3 0.3 10 40 50
T6 0.4 0.4 0 70 30
T7 0.5 0.5 0 20 80

Los porcentajes de cada una de las variables sgepugbservar de mejor

manera en la figura 3.3, que se muestra a coniiinuac

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Porcentaje (%)

0.08 ppm 0.12ppm 0.16 ppm 02ppm 03 ppm 04ppm 0.5 ppm
Tratamientos KAN-EST

M Necrosis #®Contaminacion u Viabilidad

Figura 3.3 Porcentajes de necrosis, contaminacion y viabilidadespondientes a cada

tratamiento con antibiéticos en medio MS, de |la&tde desinfeccion.
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Debido a que los datos obtenidos de contaminavi@hilidad y necrosis no se
ajustaron a la normalidad, se procedi6 a realimaandlisis de varianza (ANOVA) no
paramétrico mediante el método de Kruskal Wallisg¥o J), por medio del cual se
demostré que existe una diferencia significativdadeariable viabilidad con respecto a
cada uno de los tratamientos (p<0.0001), siend®€D.12 mg.[*) el de mayor media
(0.98) y el T6 (0.4 mg.t) el de menor media (0.40).

Respecto a la variable contaminacion, el analisestrd que existe una
diferencia significativa entre los tratamientos ®001), siendo el T6 (0.4 mg').el
de mayor media (0.6) y el T2 (0.12 mg)Lel de menor media (0.00).

Por ultimo la prueba demostré que no existe urerdlicia significativa de la

variable necrosis respecto a los tratamientos gdaats (p=0.5415).

3.2.2 Porcentaje de contaminacion bacteriana y fungica

Se realizo un analisis respecto al tipo de contacndm de mayor prevalencia,
para esto se determind los porcentajes de incidelgccontaminacion de origen fungica
y de origen bacteriana del total de unidades exy@stales perdidas de cada uno de los
tratamientos. Los resultados de este analisis estnam en la tabla 3.2.

Tabla 3.2Porcentajes de contaminacion de tipo fingica ydvaeta en cada uno de los

tratamientos de desinfeccion.

Tratamiento Contaminacion
Kanamicina (mg.L™) | Estreptomicina (mg.L'") | Hongo (%) | Bacteria (%)

T1 0.08 0.08 66.67 33.33
T2 0.12 0.12 0 0

T3 0.16 0.16 100 0

T4 0.2 0.2 100 0

T5 0.3 0.3 75 25

T6 0.4 0.4 [ 200] 0

T7 0.5 0.5 50 50
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Como se resume en la tabla, el tipo de contaminagi@ se presenté en mayor
porcentaje fue de tipo fungica, la cual se encoatr@asi todos los tratamientos, con
excepcion del T2 (0.12 mg.

Los tratamientos con mayor contaminacion por bengon el 100% de
prevalencia fueron el T3 (0.16 m@), T4 (0.2 mg.[*) y T6 (0.4 mg.[*), seguido por
el T5 (0.3 mg.L*) con el 75% y el T1 (0.08 mg2). con el 66.67%.

El tratamiento que mostré menor contaminacion feedie el T7 (0.5 mg:t)
con el 50% de aparicion, junto con el T2 (0.12 rify.que no tuvo la presencia de
hongos.

En el caso de la contaminacién bacteriana la incidefue muy baja en todos
los tratamientos, el T7 (0.5 mg-Lmostré un 50%, el T1 (0.08 m@-Lun 33.33% y el
T5 (0.3 mg.") un 25%. El resumen de los porcentajes del tipeaigaminacion se
muestra en la figura 3.4.

120
100
< 80
=3
£ 60
S
5 40
e

20

0 I I I I I I
0.08 ppm 0.12ppm 0.16 ppm 02ppm 03 ppm 04ppm 0.5 ppm
Tratamiento KAN-EST
® Contaminacion Hongo & Contaminacion Bacteria

Figura 3.4 Porcentajes de contaminacion bacteriana y fungiazada uno de los

tratamientos planteados en la fase de desinfeccion.

Si se realiza un analisis global del total de exglss descartados, ya no por

tratamiento, de los tipos de contaminacion vamosomoborar que existe mas la
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presencia de contaminacion de tipo fangica (85.74HUg de tipo bacteriana (14.28%),
como se puede denotar en la tabla 3.3 y la figira 3

Tabla 3.3 Porcentajes globales de contaminacion fangica yebaoa del total de

explantes descartados de la etapa de desinfeccion.

Descartados Hongo Bacteria
100 85.71 14.29

85,71

= h N =1 0 WO
o o O o o O
| | | | | |

Porcentaje (%)

93]
<o
|

3]
<o
|

14,29

e

Hongo Bacteria
Tipo de contaminaciéon

—
<o
|

<o
|

Figura 3.5 Porcentajes globales de contaminacion fungica iebaoa del total de

explantes descartados de la etapa de desinfeccion.

3.2.3 Longitud de los brotes

El objetivo de este analisis fue determinar sittatamientos de desinfeccion
con la adicion de antibiéticos, influian de algumanera con la longitud de los brotes
obtenidos. En este caso los datos alcanzados giudmo se ajustaron a la normalidad
(Figura 3.6), por lo tanto se realiz6 un ANOVA rargmétrico, mediante el método de

Kruskal Wallis, para establecer si existia diferaapentre los tratamientos (Anexo K).
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4,00 n=223r=0,920 (Longitud) °

2,701

1,39

0,09

Cuantiles observados (Longitud)

1,22 0,09 1,39 2,70 4,00
Cuantiles de una Normal

Figura 3.6 Distribucion no paramétrica de la variable longitiedla fase de

desinfeccion.

Los resultados del ANOVA mostraron que existia difierencia significativa
de la variable longitud respecto a los tratamier{jz<0.0001), en donde el T7 (0.5
mg.L™") obtuvo la mayor media de crecimiento (1.56 cmiemtnas que el T3 (0.16

mg.L™) obtuvo la menor (0.23 cm), como se puede observéa figura 3.7.

2,454

1,814
1,56
1,42 L ]

1,181 B

Longitud

0,551 047 058

EO,ZB L

0.0éppm 0.12'ppm 0.léppm 0.2'ppm 0.3'ppm 0.4'ppm 0.5'ppm
Tratamiento

- Longitud

Figura 3.7 Medias y desviaciones estandar de la variable odgie cada uno de los

-0,08

tratamientos de desinfeccion al final del ensayo.
3.2.4 Andlisis costo-beneficio de la etapa de desinfecnio

Como se determiné en los analisis anteriores, segjurporcentaje de

contaminacién y necrosis, el T2 (0.12 m{.lfue el que demostrd tener un menor
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porcentaje de afectacion. Sin embargo, con resgeletavariable longitud de los brotes,
el T5 (0.50 mg.L}), fue el que alcanzé la mayor media de crecimiéhs6 cm). Por lo
tanto, para complementar estos resultados se wesago realizar un estudio costo-

beneficio para elegir el mejor tratamiento en &patde desinfeccion.

El costo de producciéen el laboratorio de Micropropagacién Vegetal de la
UEP-DMQ, se encuentra alrededor de $4000 por c@680lplantas elaboradas, esto

quiere decir que por cada vitroplanta se invientéatial de $0.40.

En este estudio, si se tomara en cuenta el tratéonde desinfeccion 2 (0.12
mg.L™), se tendria una pérdida de una unidad experiinemta@ada diez y en el caso de
que se llegara a producir una cantidad de 1000@tgdase perderia una totalidad de

1000 unidades en el establecimiento.

Por otro lado a pesar de que el T5 (0.5 rifyy.generé la mayor media de
crecimiento (1.56 cm), reporto la pérdida de 2 axjgs por cada 10 repeticiones por
necrosis y contaminaciéon; esto quiere decir gusesiproduciria 10000 plantas se
llegaria a perder 2000 unidades en el establecimien

Si se traslada las unidades experimentales elimgdd ambos tratamientos a
su equivalencia monetaria, se resumiria que en2e{0TL2 mg.[!), se perderia una
cantidad de $400 por cada 10000 plantas produyiéasel caso del T5 (0.5 mg').se
perderia una totalidad de $800. El resumen deagstisis se muestra en la tabla 3.4 y

la figura 3.8.

Tabla 3.4 Andlisis de costo-beneficio del T2 y T5 de la etdpalesinfeccion.

did Perdida
Perdidas por Perdida total
IR Costo de | total de .
contaminacion . L, monetaria
. . Media de | produccidon | explantes
Tratamiento | y necrosis por - en 10000
crecimiento por en 10000 ,
cada 10 . unidades
- explante ($)| unidades ;
repeticiones . producidas
producidas $)
T2 (0.12 mg.L-1 1 0.55 0.4 1000 | | 400 |
T5 (0.5 mg.L-1) 2 1.56 0.4 2000 800
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PERDIDA TOTAL MONETARIAEN
10000 UNIDADES PRODUCIDAS ($)

T5 (0.5 mg.L-1)

T2 (0.12 mg.L-1)

0 200 400 600 800

i PERDIDA TOTAL MONETARIA EN 10000 UNIDADES PRODUCIDAS (S)

Figura 3.8 Andlisis de costo-beneficio del T2 y T5 de la etdpalesinfeccion.

El T2 (0.12 mg.[Y) a pesar de no ser el que genera mayor crecimiento
vegetativo de los brotes, es el que menores cdstpsoduccion arroja para el cultivo

vitro deHydrangea macrophylla
3.3Etapa de establecimientan vitro de los explantes de hortensia

Los explantes previamente desinfectados fueron iselob en dos tipos de
medios, un MS y otro MS/2. En ambas formulacioresdicionaron el RCV BAP (0
mg.L?, 0.25 mg.[*, 0.5 mg.L*, 0.75 mg.[*, 1 mg.L}, 1.25 mg.[*), generando un total
de 12 tratamientos, los cuales fueron detalladoka grarte metodoldgica del trabajo.
Los datos fueron reportados a los 7, 14, 21 y 28 después de la siembra de los
explantes. La tabla que ayudé al registro de léssdse la puede observar en el Anexo
G.

3.3.1 Porcentaje de contaminacion y viabilidad
Con el propésito de comprobar la eficiencia delcpso de desinfeccidon

complementado con antibiéticos, previamente ddfinide realizé un analisis de

porcentajes de contaminacion y viabilidad existepteesta etapa.
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Como se puede observar en la tabla 3.5, la congandim tuvo la misma
incidencia en el experimento en general, tanto lemexlio MS como en el MS/2,
demostrando que no va a existir diferencias sigatifras y que el medio no es un factor

gue influye en el ensayo en esta fase.

De la misma manera, existi6 una homogeneidad deptwsentajes de
contaminacion y viabilidad en los tratamientos ¢gaeen las mismas concentraciones
de BAP, en medio MS y MS/2.

Tabla 3.5 Porcentajes de contaminacion y viabilidad en Idsreintes tratamientos, en

medio MS y MS/2, en la fase de establecimiento.

Tratamientos o S Tratamientos o o
- Contaminacion | Viabilidad - Contaminacion| Viabilidad
Medio MS (%) (%) Medio MS/2 (%) (%)
BAP (mg.L™ BAP (mg.L™)
T1 0 20 80 T7 0 20 80
T2 0.25 10 90 T8 0.25 10 90
T3 0.5 0 100 T9 0.5 0 100
T4 0.75 10 90 |T10 0.75 10 90
T5 1 0 100 |T11 1 0 100
T6 1.25 0 100 (T12 1.25 0 100

En ambos medios de cultivo, el porcentaje mas ddtocontaminacion se
encontré en el T1 (0 mgi) y en el T7 (0 mg.LY), respectivamente, reportandose un
20%, seguidos de los tratamientos 2 y 8 (0.25 g.tt y 10 (0.75 mg.t) en los
cuales se registré un 10% de contaminacion. Léasniantos 3y 9 (0.5 mgl), 5y 11
(1 mg.L'"), 6 y 12 (1.25 mg.tY) no presentaron ningtn tipo de contaminacion (figu
3.9).

Como se confirma con la figura 3.9, el porcentage adntaminacién fue
relativamente muy bajo en todo el ensayo de esfafilento, quedando comprobado
que el protocolo de desinfeccion planteado fualetaado y apto para continuar con el

proceso.
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Figura 3.9 Porcentajes de contaminacion y viabilidad en Iferelintes tratamientos, en
el medio MS y MS/2, en la fase de establecimiento.

3.3.2 Longitud de los brotes

En esta etapa la variable de respuesta, longitudodebrotes es muy
trascendental ya que el RCV BAP, gque es el quergezialisefio planteado, induce la
brotacion y hace que la yema axilar se desarrodle.plantulas que llegaron a tener un
mayor crecimiento vegetativo, fueron las que deraost tener una mejor respuesta a
cierta concentracion de la fitohormona.

En el caso de los resultados obtenidos en el md&ipse pudo observar que
los datos de longitud conseguidos por cada tratémi@o se ajustaban a la normalidad,
como se puede denotar en la figura 3.10, por limtae procedié a realizar un ANOVA
no paramétrico utilizando para ello el método deskal Wallis, para determinar si
existia una diferencia significativa de la varialdegitud, respecto a los tratamientos
propuestos.

El resultado del ANOVA (Anexo L), demostré6 que égisina diferencia
significativa de la variable longitud respecto a ftamiento plantados (p<0.0001). La
mayor media de crecimiento (1.61 cm) se alcanz@lef3 (0.5 mg.[*) y la menor
media (0.79 cm) se consigui6 en el T6 (1.25 rity.L
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Figura 3.10Distribucion no paramétrica de la variable longitledlos tratamientos

propuestos en el medio MS de la fase de establecimi

La evolucion de las medias de crecimiento por calaana y la desviacion
estandar de cada tratamiento se las puede obsarvarfigura 3.11. Mientras que las
medias globales, desviaciones estandar, maximagligrs de cada tratamiento se las

puede observar en la figura 3.12.
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Figura 3.11Evolucién de las medias de crecimiento y desviasastandar por cada
semana de cada uno de los tratamientos propuestsredio MS de la fase de

establecimiento.
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Figura 3.12Medias globales, desviaciones estandar, maximasmuos y outliers de

cada tratamiento propuesto en el medio MS de fmeata establecimiento.

Por otro lado, en los datos obtenidos de longititbd tratamientos propuestos
en medio MS/2, se observé de la misma manera quaumplian con la normalidad
(figura 3.13), entonces también se les aplic6 UrOAM no paramétrico por el método
de Kruskal Wallis, por medio del cual se investig® diferencias significativas de la
variable longitud respecto a los tratamientos.

3’7]: n= 229 r= 0,988 (Longitud)

2,674

1,634

0,59

Cuantiles observados(Longitud)

-0,46 0,59 1,63 2,67 3,71
Cuantiles de una Nomal (1,6262,0,56098)

Figura 3.13Distribucién normal de la variable longitud de teamientos propuestos

en el medio MS/2 de la fase de establecimiento.

Los resultados del ANOVA demostraron que no existfea diferencia

significativa de la variable longitud respecto a toatamientos planteados (p=0.1113)
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(Anexo M). Para complementar el ANOVA, de la mismanera se recred la evolucion

de las medias de crecimiento por semana de cddetesmto en MS/2 (figura 3.14).

3,30+
2 461 2,43 2550 2,43
2,09
T1,99
1,89
e]
2
> 1,63 T
c
o
|
0,80 I + { ] {
-0,04 T T T T T T
0 ppm 0.25ppm 05ppm  0.75 ppm 1 ppm 1.25 ppm
Tratamiento BAP
|i Semana 1 . Semana 2 D Semana 3 D Semana 4 |

Figura 3.14Evolucion de las medias de crecimiento y desviasastandar por cada
semana de cada uno de los tratamientos propuestdsreedio MS/2 de la fase de

establecimiento.

Las medias globales y las desviaciones estanda@ad tratamiento (figura
3.15) ayudaron a resaltar la no existencia deatfifgas significativas.
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Figura 3.15Medias de crecimiento globales y desviaciones datate cada uno de los

tratamientos propuestos en medio MS a la mitadid®icentracion de la fase de

establecimiento.
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El T9 (0.5 mg.[') mostré tener la mayor media de crecimiento (88,

mientras que el T11 (1 mg*.obtuvo la menor media de crecimiento (1.44 cm).

Ya realizado el andlisis estadistico para cadadentws medios planteados en
esta fase por separado, se procedié a realizastudi@ para poder determinar si el
medio de cultivo usado ya sea MS o MS/2, tenianragnfluencia en la variable
longitud (Anexo E parte A). Para esto se realizOANOVA no paramétrico por el
método de Kruskal Wallis, ya que los datos de kmgcomo ya se menciond no se
ajustaban a la normalidad.

Los resultados del ANOVA, demostraron que existiaa udiferencia
significativa de la variable longitud respecto rakedio de cultivo (p<0.0001),
obteniendo una media de crecimiento para el mediodd 1.17 cm y para el medio
MS/2 de 1.63 cm (Anexo N).

En la figura 3.16 se puede visualizar de mejor maanka diferencia
significativa existente de la variable longitudpesto al medio de cultivo.
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=
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Figura 3.16 Medias de crecimiento globales y desviaciones dataen el medio de

cultivo MS y MS a la mitad de su concentracionalethpa de establecimiento.

Finalmente como complemento a todos los analisistphdos en esta fase, se
realiz6 un modelo lineal general y mixto de todos tlatos conseguidos, los cuales

fueron examinados mediante pruebas LSD de Fislaeinfluencia e interaccion de los
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factores medio, evaluacion y tratamiento respectéa avariable longitud fueron
procesados en este modelo (Anexo O).

La prueba LSD para el factor medio de cultivo conéi lo que el ANOVA
anteriormente planteado arrojo, es decir la exiséede diferencia significativa, con la
formacion de dos grupos (Anexo O, parte A).

Respecto al factor evaluacion, la prueba LSD dima@oesultado la existencia

de 4 grupos estadisticamente diferentes (Anexa@e B).

En el caso del estudio del factor tratamiento, es@otb la formacion de tres
grupos estadisticamente diferentes, en donde tahtiento de 0.5 mg:t en ambos
medios fue el que obtuvo la mayor media de creaitui€l.74 cm) y el tratamiento de
1.25 mg.L* la menor media de 1.17 cm (Anexo O, parte C).

Mediante la prueba LSD se analiz6 la interaccidnnaedio de cultivo y la
evaluacion, obteniendo la conformacion de 6 grugpgsificativamente diferentes, de
los cuales la mayor media de crecimiento (2.22 sendpbtuvo en la cuarta semana de

evaluacion del medio de cultivo MS/2 (Anexo O, pdD).

Por dltimo y como la interaccion mas importanteesaluaron los factores
medio-tratamiento respecto a la longitud. La LSBlizada resalté la disposicion de 4
grupos significativamente diferentes, en dondedmhinacion del medio de cultivo
MS/2 mas 0.5 mg.t de BAP mostré tener la mayor media de crecimi¢hi®8 cm) y
la combinacién MS més 1.25 mg-de BAP denot6 la menor media de 0.79 cm (Anexo
O, parte E).

3.4Etapa de propagacion clonal dédydrangea macrophylla

Como se mencion6 en la parte metodoldgica, enataf@a se sembraron los
explantes previamente establecidos en un medialdeacMSVG/2, suplementado con
BAP y KIN (0 mg.L?%, 0.5 mg.L}, 1 mg.L}, 1.5 mg.L}, 2 mg.L, 3 mg.LY, 4 mg.L, 6
mg.L%), generando un total de 16 tratamientos. Los tado$ fueron reportados por

medio de observacién a los 42 dias después dentdsa.
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3.4.1 Porcentaje de contaminacion y viabilidad

A pesar de haber constatado el efecto positivoadéésinfeccion de los
explantes antes de su introduccion, esto no asegueael cambio de las unidades
experimentales de la fase de establecimiento aelgprdpagacion esté libre de la
presencia de infecciones, ya que se pueden cometges en la manipulacion. Los

resultados de contaminacion que se reportarontaretga se resumen en la tabla 3.6.

Tabla 3.6 Porcentajes de contaminacién y viabilidad en lpaetie propagacidn vitro
deHydrangea macrophylla

Tratamientos o S Tratamientos o o
- Contaminacion| Viabilidad - Contaminacion | Viabilidad

Medio MSVG/2 (%) (%) Medio MSVG/2 (%) (%)

BAP (mg.L™) KIN (mg.L ™)
T1 0 10 90 T9 0 20 80
T2 0.5 20 80 |T10 0.5 10 90
T3 1 10 90 T11 1 30 70
T4 1.5 20 80 |[T12 1.5 10 90
T5 2 20 80 T13 2 10 90
T6 3 10 90 T14 3 20 80
T7 4 10 90 T15 4 20 80
T8 6 20 80 T16 6 10 90

Como se puede observar existe una homogeneidazs gicentajes tanto en
los tratamientos con BAP como con KIN, obteniéndeisda mayoria entre un 10% y
20% de contaminacion, sin embargo el mayor porgedi&a contaminacion se presento
en el T11 (1 mg.t de KIN) con un 30%, mientras que en el resto demnientos la
presencia de este fendbmeno fue relativamente Ipajo,lo cual se verificdé que el
procedimiento y la manipulacion de los explante¢al#ecidos que pasaron a esta etapa

fueron los adecuados.

En la figura 3.17 se denota que la viabilidad pneida sobre el indice de

contaminacion.
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Figura 3.17Porcentajes de contaminacion y viabilidad de lasimientos planteados

en la etapa de propagacionkgdrangea macrophylla
3.4.2 Numero de brotes
El objetivo principal de la etapa de propagaciomlggner la mayor cantidad
de clones por cada explante previamente estableesdpor ello que este indicador es
primordial para conocer la eficiencia del procelsos resultados de la cantidad de

brotes obtenidos en cada tratamiento, se los imtgta tabla 3.7.

Tabla 3.7 Numero de brotes obtenidos en la etapa de propagat® Hydrangea

macrophylla.

Tratamientos Tratamientos

Medio MSVG/2 Numero de Brotes Medio MSVG/2 Numero de Brotes

BAP (mg.L™) KIN (mg.L ™)
T1 0 9 T9 0 8
T2 0.5 14 T10 0.5 9
T3 1 11 T11 1 7
T4 15 13 T12 15 9
T5 2 8 T13 2 9
T6 3 16 T14 3 8
T7 4 | 24| T15 4 12
T8 6 11 T16 6 17 ]
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Como se puede examinar, el mayor nimero de bretefcanzé en el T7 (24
brotes), demostrando que la cantidad adecuada de &M de 4 mg:t para la
propagacion deHydrangea macrophylldAnexo E parte B). Todo lo contrario se
observoé en los tratamientos 9 al 13 en los cuaeserdio la induccidén de ningun brote,

indicando que la KIN no tiene la misma activida@ genera el BAP.

Debido a que los datos no se ajustaron a la natatglicomo complemento se
realizd un ANOVA no paramétrico por el método deuskal Wallis para la variable
namero de brotes respecto a los tratamientos pldose (Anexo P), denotando la

existencia de diferencias significativas (p<0.0001)

El T7 (4 mg.* de BAP) sobresalié al obtener la mayor media 6, zeguido
por el T16 (6 mg.L* de KIN) que consiguié una media de 1.89. La maymtidad de
los tratamientos suplementados con KIN alcanzarenmedia de 1, debido a que no

existio la formacion de brotes.

En la figura 3.18, se muestra la desviacion estandias medias de cada uno
de los tratamientos planteados. Se puede obsel@mmente la diferencia de la

induccién de brotes por la adicion de BAP o KIN.

Los tratamientos con una media de 1.0, no tienen desviacion estandar
debido a la no existencia de propagacion y reptasea la planta inicialmente

sembrada que entré a esta etapa.
3.4.3 indice de propagacion

El indice de propagacion (IP) es la media del nonter brotes obtenidos en
cada uno de los tratamientos. Este indica la cadhtithal de plantas obtenidas por

unidad experimental después de cada ciclo de pasgag mientras mas alto sea este

namero, mejor va a ser el rendimiento del proceso.
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Figura 3.18Desviacion estandar y medias de cada tratamieatdgado en la etapa de

propagacion delydrangea macrophylla

Los resultados obtenidos de este indicador para @ad de los tratamientos de

propagacion se sintetizaron en la tabla 3.8.

Tabla 3.8indices de propagacion de cada uno de los trataosi@lanteados en la etapa

de propagacion ddydrangea macrophylla

Tratamientos Tratamientos
Medio MSVG/2 indice de propagacion Medio MSVG/2 indice de propagacion
BAP (mg.L™) KIN (mg.L ™)
T1 0 1.00 T9 0 1.00
T2 0.5 1.75 T10 0.5 1.00
T3 1 1.22 T11 1 1.00
T4 15 1.63 T12 1.5 1.00
T5 2 1.00 T13 2 1.00
T6 3 1.78 T14 3 1.00
T7 4 2.67 T15 4 1.50
T8 6 1.38 T16 6 | 1.89]
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En la figura 3.18 mostrada previamente se encuegtaficadas las medias de
cada tratamiento, que en este caso representasdR.|Cuando se uso la KIN, solo el
T15 (4mg.LY) present6 un IP de 1.50 y el T16 (6md).uno de 1.89.

3.4.4 Porcentaje de induccién de brotes multiples

El porcentaje de induccién de brotes mdultiples espnta la cantidad de

unidades experimentales por cada tratamiento guarlmn propagarse.

Los resultados obtenidos para la induccion de bregelos resumio en la tabla

3.9, que se presenta a continuacion:

Tabla 3.9 Porcentaje de induccion de brotes multiples de cab de los tratamientos

planteados en la etapa de propagacioHytirangea macrophylla

Tratamientos Tratamientos
- % de induccion de brotes - % de induccion de brotes
Medio MSVG/2 ml'JItipIes Medio MSVG/2 ml:I|tip|ES

BAP (mg.L™) KIN (mg.L ™)
T1 0 0 T9 0 0
T2 0.5 30 T10 0.5 0
T3 1 20 T11 1 0
T4 1.5 40 T12 15 0
T5 2 0 T13 2 0
T6 3 60 T14 3 0
T7 4 80 T15 4 30
T8 6 30 T16 6 50

Como se puede observar el mayor porcentaje de ¢ratucle brotes en los
medios con BAP, se encontré en el T7 (4 rify.ton un 80%, contrastando con el
resultado del numero de brotes en donde el mis@@aniiento obtuvo la mayor
cantidad; por otro lado la menor induccién se repen T5 (2 mg.LY) y en el T1 (0

mg.L™%) con un 0%.
Al verificar los tratamientos con KIN, se denoté&glel T9 al T14 la induccién

de brotes fue nula (0%), simplemente el T15 (4 MjyLel T16 (6 mg.L!), alcanzaron

un 30% y 50% respectivamente.
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3.5Etapa de enraizamiento de los explantes de horteasi

3.5.1 Porcentaje de contaminacion y viabilidad

De la misma manera que en la etapa de propagagi@ambio a la fase de
enraizamiento no esta libre de cualquier errormemétodologia y manipulacion, por lo
tanto va a existir un riesgo de posible contamira@n cada uno de los tratamientos

planteados.

Después de los 28 dias de incubacién, se obsee@muos tratamientos se
present6 este fendmeno; los resultados se reportarta tabla 3.10.

Tabla 3.10Porcentajes de contaminacion y viabilidad en lpate enraizamiento

vitro deHydrangea macrophylla

Tratamientos Tratamientos
- Contaminacion | Viabilidad - Contaminacion| Viabilidad
Medio MS (%) (%) Medio MS/2 (%) (%)
AIB (mg.L ™) AIB (mg.L™
T1 0 10 a0 T7 0 20 80
T2 0.5 10 90 T8 0.5 20 80
T3 1 20 80 T9 1 10 90
T4 1.5 20 80 [T10 1.5 30| 70
T5 2 10 90 T11 2 20 80
T6 3 10 90 T12 3 10 90

El mayor porcentaje de contaminacion en el mediosépresento en el T3 (1
mg.LY) y en el T4 (1.5 mg.t) con un 20%; mientras que en el medio MS/2 el
porcentaje mas elevado fue en el T10 (1.5 mMgel cual reporté un 30%.

Como se puede diferenciar en la figura 3.19, etgruaje de contaminacion

fue relativamente muy bajo, concluyendo que la pwdacion y las técnicas utilizadas

para esta fase fueron las correctas.
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Figura 3.19Porcentajes de contaminacion y viabilidad de lasmientos planteados

en la etapa de enraizamientoHigrangea macrophylla

3.5.2 Masa radicular

Para medir la cantidad de raices obtenidas desjau@sincubacion en la etapa

de enraizamiento, se plante6 cuatro categoriasild, 8 poca, 3 abundante y 4 muy
abundante.

Primero se analiz6 los resultados obtenidos par&rddamientos propuestos en
el medio MS. Los datos no se ajustaron a la nodadli por lo tanto se procedio a
realizar un ANOVA no paramétrica mediante el métddoKruskal Wallis, que arrojo
la existencia de diferencias significativas (p=610 en donde el T1 (0 mg*). report6
la mayor media (3.00), mientras que el T6 (3 riy.dbtuvo la menor de 1.22 (Anexo

Q)

Posteriormente se examind los datos obtenidos dédtamientos ensayados
en el medio MS/2; de la misma forma no se ajustaréas normalidad y se realizd6 un
ANOVA no paramétrica por el método de Kruskal Wallse reportd la existencia de
diferencias significativas (p= 0.0025), donde el (07 mg.L") logré la mayor media

(3.25) y el T12 (3 mg.t) alcanzé la menor de 1.11 (Anexo R).
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Ademas se realizé un estudio del grupo de dataoejunto, tanto los de MS
como MS/2 (figura 3.20). Un ANOVA no paramétricanuestré la existencia de
diferencias significativas de los tratamientos (p902), en el cual el T7 (0 mg'L

obtuvo la mayor media con 3.25 (Anexo S).
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Figura 3.20Medias y desviaciones estdndar de cada uno deatasiientos planteados
en el medio MS y MS/2 respecto a la masa radicd&ala etapa de enraizamiento de

Hydrangea macrophylla

Finalmente se investigo el efecto de los mediosutte/o en la estimulacion de
la formacién de raices de hortensia. Se plantedAN®VA no paramétrica por el
método de Kruskal Wallis (Anexo T), donde se coyglgue no existia diferencias
significativas (p=0.9970), es decir, el medio d#&ivo no fue un factor que influyo en
la induccién de raices (Anexo E parte C). La matitenida en el medio MS fue de
1.71yen el MS/2 fue de 1.78 (figura 3.21).

El T7 (0 mg.L*) en el medio de cultivo MS/2 fue el escogido ea etapa para

realizar el proceso de enraizamiento.
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Figura 3.21Medias y desviaciones estandar del medio MS y M&Recto a la masa

radicular, de la etapa de enraizamientdlgidrangea macrophylla

3.5.3 Porcentaje de plantulas enraizadas

El porcentaje de plantulas enraizadas indica el emdmde unidades
experimentales que lograron formar sus raices agaal estimulo de las auxinas
agregadas al medio de cultivo. Los resultados atierfueron favorables y se muestran

a continuacion en la tabla 3.11.

Tabla 3.11 Porcentaje de plantulas enraizadas de cada untosddratamientos
planteados en la etapa de enraizamientdyirangea macrophylla

Tratamientos Tratamientos
Medio MS % de plantulas enraizadas| Medio MS/2 % de plantulas enraizadas
AIB (mg.L ™) AIB (mg.L™)
T1 0 88.8 T7 0 87.5
T2 0.5 55.5 T8 0.5 62.5
T3 1 50 T9 1 55.5
T4 1.5 37.5 T10 15 28.6
T5 2 33.3 T11 2 25
T6 3 22.2 T12 3 11.1
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Al analizar los tratamientos planteados en el mddi&) se pudo observar que
la mejor respuesta a la induccién de raices s logn el T1 (0 mg.tt) con 88.8%,
mientras que con el T5 (2 mg'Ly el T6 (3 mg.L}), solo se llegd a obtener un 33.3% y

22.2% respectivamente.

Por otro lado, en el medio MS/2, se destacé el0Tmng.L") con un 87.5% de
plantulas enraizadas, seguido por el T8 (0.5 fjgdon un 62.5%. El porcentaje mas
bajo con 11.1% se reporté en el T12 (3 ny.L

En ambos medios de cultivo el proceso de enraizamie llevd a cabo en los

tratamientos controles, en los que no se adiciomgun tipo de regulador de

crecimiento, en este caso el AlB.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Etapa de desinfeccion de los explantes ¢éydrangea macrophylla

En ensayos preliminares se observd que al readizaultivo in vitro de
Hydrangea macrophyllsurgié la presencia de contaminacion tanto exogegaaria
de la superficie de los explantes como enddgernzedemte del interior de los tejidos de

la planta.

El éxito de las técnicas en cultivo de tejidos asaben gran medida en el
control y la prevenciéon de la contaminacion. Lostaminantes mas frecuentes son los
hongos filamentosos, las bacterias y las levadunashos de ellos no provocan dafos a
las plantas en campo y sin embargo se conviertepagigenosn vitro. EI mayor
problema es que compiten con las vitroplantas perrutrientes del medio y les
inducen dafos directos o indirectos por la colan@ade sus tejidos o la expulsion al

medio de cultivo de metabolitos téxicos (Pérez,8)99

Para prevenir o eliminar la contaminacion se havpyesto una serie de
alternativas diferentes que comprenden desde enmento de las medidas de asepsia,
tratamiento de las plantas donantes, hasta la s#ed#las plantulas en un medio de
cultivo adicionado con productos antimicrobianosodgen sintético o natural (Pérez,
1998).

La contaminacion superficial se la eliminé grac#suso de desinfectantes
usualmente utilizados para el cultivo de tejidasstancias que a la vez no pudieron
actuar en contra de la infeccion enddgena, razdnlgpaual en esta fase el disefo
experimental se basé en encontrar una concentraedtanamicina y estreptomicina

necesarias para alcanzar el establecimientdro de esta especie.

4.1.1 Contaminacion, viabilidad y necrosis

La contaminacion que se encontrd en un analisgnditico realizado al inicio

de este trabajo abarcé todo el ensayo con un 1@d¢tcilencia, contrastando con otros

73



estudios realizados como es el caso del propuest@assells y Tahmatsidou (1996),
en el cual se expreso un alto porcentaje de irdadzacteriana (69%).

La eliminacion de los patdgenos superficiales deelkplantes de hortensia se
realiz6 mediante la aplicacion de un protocolo e&rfeccion planteado en base a datos
bibliograficos y estudios preliminares, donde séemeind que la inmersién de los
explantes en detergente por 20 min, seguido a Mpasgion a etanol durante un
minuto, clorox al 40% (hipoclorito de sodio al 2per diez min y tres lavados con agua
destilada estéril, eliminaban en un 90% la contagién exdgena, coincidiendo con el
trabajo propuesto por Dahab (2007) que logré obtsegmentos nodales 100% libres
de contaminacion utilizando clorox al 40% (hipotittoide sodio al 2%) suplementado
con cloruro de mercurio al 0.4%. En el caso de nmpdir estrictamente con los
tiempos instaurados se notaba, después de la siafaldps explanes, que si el tiempo
era menor aparecian infecciones en méas unidadesimgntales, mientras que si el

tiempo se incrementaba se encontraban una ciettid@ad de explantes necrosados.

Algunos de los desinfectantes aplicados tienenalacteristica de ser mas
abrasivos que otros, por lo que al aumentar elptiede exposicion a los tejidos tienden
a causar mucho mas dafio, quemandolos y posteritgrpesvocando el fendmeno de
necrosis (Chawla, 2004).

Por otro lado a pesar de haber eliminado la com@eion superficial, se notd
que el avance de la brotacion de las yemas axien@smuy pobre, por lo cual se
concluyo que otro factor estaba impidiendo el deflar Se observo que en la base de
los brotes cultivados se formaba un halo, que desde un tiempo contamind todo el

medio de cultivo. La existencia de patégenos eewag fue evidente.

La expresion de contaminantes enddégenos se da coeniém en cultivos que
se realizan a partir de explantes tomados de &tadeltos crecidos en campo y
propagados vegetativamente. Por lo general el mdlsabacteriano tiene su origen
desde la parte inferior de la base de los brotesfd€to que causa su presencia es la
disminucién del crecimiento y reduccion de la cégeat organogénica en la formacion

de nuevas raices y brotes adventicios; la utildaale antibioticos es uno de los
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métodos mas utilizados para controlar y en algwasos eliminar este fendmeno
(Marin et al, 2010).

Cuando el diagnéstico indica contaminacion endogemehace en general
referencia a bacterias patdgenas o no. Se hardaiblacterias pertenecientes a los
géneros: Micrococcus Bacillus Staphylococcys Mycobacterium Pseudomonas
Acinetobacter Xanthomonas Lactobacillus Erwinia, Agrobacterium entre otros
(Pérez, 1998).

En Hydrangeasse ha encontrado un alto porcentaje de contamimamo el

géneroEnterobacter(Marin et al, 2010).

La aplicacion de ciertas dosis de estreptomicikanamicina en el medio de
cultivo se probaron con el fin de controlar o efiari la contaminacion enddgena. Al
aplicar el T2 (0.12 mgt) se observé el mayor porcentaje de viabilidad (90%

mientras que el menor se obtuvo en el T6 (0.4 Mcbn un 30%.

Ciertos autores coinciden en que el empleo deiatitibs debe ser en casos
excepcionales, ya que pueden llegar a modificacolmposicion de los medios de
cultivo y ser metabolizados por los explantes, doemn ciertas concentraciones

fitotoxicos para las plantas (Roca & Mroginsky, 3p9

Existe una concentracion de antibidtico adecuadia gue actian con mayor
eficiencia sobre las bacterias, en el caso deesstelio basto con una cantidad de 0.12

mg.L* de estreptomicina y kanamicina para controlaptgaminacion.

Para hacer mas especifico el uso de antibiétieopusede comprobar mediante
pruebas bioquimicas o0 moleculares la bacteria @ogrde bacterias que son las
causantes de la infeccion y posteriormente apéisgsfuebas de sensibilidad mediante
antibiogramas por la técnica de difusion en agda yleterminacion de la minima
concentracion inhibitoria (MCI) de los antibidticpsr dilucion en agar o en caldo
(Pérez, 1998).
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En el tratamiento 2 y en el 5 se reportd un 10%rdsencia de necrosis, una
incidencia muy baja, demostrando que los desinféesatiempos de exposicién y sus
concentraciones utilizadas en el protocolo de d@esiiton empleado fueron los

adecuados.

4.1.2 Porcentaje de contaminacion bacteriana y fangica

De acuerdo a los resultados globales obtenidos éask de desinfeccion, la
contaminacion fungica tuvo una mayor incidencia oar85.71% en comparacion con

la bacteriana que simplemente lleg6 al 14.29%.

La primera forma de controlar la posible contamidra vitro es por medio
de la fase preparativa de las plantas madre, de@de aspergea continuamente una
serie de bactericidas y fungicidas. Es en este gasde se puede tomar en cuenta una
mayor aplicacion de tratamientos en contra de ¥gbs, o tratar con otro tipo de
guimicos que tengan ingredientes activos mas fugride mayor concentracion en su

formulacion.

Este comportamiento también puede deberse a gadidedn de antibidticos
esta orientada para eliminar Unicamente bacteoasopque pueden ser controladas de

mejor manera, en cambio estas sustancias quinoogieren accion sobre los hongos.

Ademas de lo mencionado, los hongos pueden sobreyiadaptarse a
ambientes demasiado hostiles, toleran variacioagsHden especial acidas en donde no
pueden crecer la mayoria de las bacterias, resiségor presion osmoética por lo tanto
pueden desarrollarse en concentraciones relativenedavadas de azlcares o sales,
soportan medios con un contenido muy bajo de hudhedgquieren menores cantidades
de nitrégeno y ademés pueden a menudo metabolieggosc hidratos de carbono
complejos como la lignina. Tienen la capacidadejgaducirse por medio de esporas
sexuales o asexuales que son muy resistentes gdguneas pueden estar latentes en el
ambienten vitro y manifestarse después de una o dos semanas sleplasiembra
de los explantes. Todos estos factores contribaylamrmayor incidencia de este tipo de

contaminacion (Tortora, Funke, & Case, 2007).
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4.1.3 Longitud de los brotes

Este analisis se lo realizé para determinar sdiei@ de los antibidticos en el
medio de cultivo incidia de alguna manera en etigrento de los explantes. De
acuerdo al ANOVA planteado por medio del métodd&deskal Wallis para la variable
longitud se demostré la existencia de diferendigsifecativas (p<0.0001) en donde el
T7 (0.5 mg.*) obtuvo la mayor media de crecimiento (1.56 cmigntnas que el T3

(0.16 mg.L) alcanzé la menor (0.23 cm).

Como se puede observar en la figura 3.5, a medidalajconcentracién de
antibiotico aumentd la media de crecimiento dedgglantes también, con excepcion

del T3 (0.16 mg.L) que mostré un comportamiento diferente.

Tomando en cuenta el resultado respecto al pojeed& viabilidad, el T2
(0.12 mg.L) con el 90% fue el mejor sin embargo si se esdego al crecimiento de
los brotes el T7 (0.5 mgl) con una media de crecimiento de 1.56 cm fue el qu
sobresalid. Debido a este planteamiento para ditarral mejor tratamiento se realizé

un analisis de costo-beneficio.
4.1.4 Andlisis costo-beneficio de la etapa de desinfecnio

A pesar de que el T7 (0.5 md)alcanz6 una media de crecimiento de 1.56
cm, generd una perdida de dos unidades experimsntibido a contaminacion y
necrosis de diez analizadas, al contrario el T22(@ng.L™%) perdié por necrosis una
unidad experimental de diez evaluadas. Como seiorgnen los resultados el costo de
una plantain vitro se sitta alrededor de $0.40, que trasladando grathiccion de
10000 plantas, en el caso del T7 (0.5 rify$e perderia una inversién de $800 y en el
T2 (0.12 mg.[*) un monto de $400.

Por lo anteriormente analizado, en esta fase segiésel T2 (0.12 mg.L)
como el mejor de todos los planteados; sin embangesar de no tener la mejor media
de crecimiento, este problema fue solventado dasla de establecimiento al agregar

reguladores de crecimiento al medio de cultivo.
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4.2 Etapa de establecimienton vitro de los explantes de hortensia

Las citoquininas son los reguladores de crecimieniiizados en esta etapa
debido a que estimulan el crecimiento y el desarraumentando la division celular e
induciendo la formacion de vastagos adventiciogika@s; por otro lado disminuyen la
dominancia apical e inhiben la formacién de ra(&&srik, 1990).

En esta fase se evalud el crecimiento de los badiesnidos de los explantes
sembrados en medios MS y MS/2 con diferentes dfssBAP (0 mg.[*, 0.25 mg.L",
0.5 mg.L*, 0.75 mg.[*, 1 mg.L*, 1.25 mg.Y), lo cual generé una cantidad de 12

tratamientos.

4.2.1 Porcentaje de contaminacion y viabilidad

La contaminacion se analiz0 en esta etapa parandete si el protocolo de
desinfeccion previamente establecido fue el adexuagds resultados obtenidos
corroboraron la funcionalidad del mismo ya que rsoptraron porcentajes muy bajos
de contaminacion en todo el ensayo. En la mitadoderatamientos no se hallé la
influencia de ningun tipo de infeccidn; el porcémtaas alto se reportdé enel TLy T7 (0

mg.L™}) con un 20%.

Como se observa en la tabla 3.5, la contaminaciéa €l mismo efecto en
cada uno de los tratamientos reciprocos en losngalos de cultivo, por lo tanto no fue
requerido el planteamiento de un ANOVA para ene@ordiferencias significativas por
lo que obviamente no iban a existir; dado este costamiento se pudo conocer que el
medio de cultivo MS o MS/2 no fueron un factor gunduyé sobre la variable

contaminacion.
4.2.2 Longitud de los brotes
El resultado del ANOVA con el método de Kruskal Wi¢apara la variable

longitud en el medio de cultivo MS indico la exist&a de diferencias significativas

(p<0.0001). La concentracion de BAP que metabalizéos explantes de mejor manera
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fue la del T3 (0.5 mg.t) que obtuvo una media de crecimiento de 1.61 cientas
que la cantidad del T7 (1.25 mg)Lno fue favorable obteniendo una media de 0.79 cm.

Se puede notar en la figura 3.9, que en todos retaniientos existe un
crecimiento significativo de la primera a la segusémana de evaluacion, por lo tanto
el BAP es asimilado de mejor manera en este |&isse observa el T3 (0.5 mg')Len

la cuarta semana llegé a tener una media de cetionde 2.29 cm.

En la figura 3.10, se puede observar la presereiautliers en el T2 (0.25
mg.L") y en el T6 (1.25 mgt), que a pesar de su influencia sobre la media de

crecimiento, no llegan a ser los mejores ensayados.

Los outliers son parte de las graficas de cajaggtds y representan valores
atipicos o extremadamente atipicos que no siguergla general de una distribucion de
datos (Armitage & Berry, 1997).

En el caso de que se quisiera realizar un estwlimgoramiento vegetal de
hortensia, se podrian escoger los individuos questren mejores caracteristicas que el
resto de la poblacion (outliers) respecto al cremo e investigar las razones genéticas

que los hace diferentes.

El resultado del ANOVA por el método de Kruskal Wéapara la variable
longitud en el medio de cultivo MS/2 demostré goeeristia diferencias significativas
en los tratamientos (p=0.1113). La influencia de dancentraciones de BAP fue la
misma, sin embargo el T9 (0.5 mg)Lfue el que obtuvo la mayor media de crecimiento
con 1.88 cm. Al igual que en el medio MS, el creemto fue mayor de la primera a la
segunda semana de evaluacién como se muestrafiguria 3.12. La media que se

reporté para el T9 (0.5 mg).en la cuarta semana fue de 2.5 cm.
De la misma forma la media mas baja se obtuvo @i®l(1 mg.[*) con 1.44

cm, contrastando con el medio MS en el cual tamb#abservé un menor crecimiento

cuando se aplicé mayores concentraciones de BAP.
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Se logro también determinar la existencia de ufiaeincia directa del medio
de cultivo en la variable longitud a través de UROVA por el método de Kruskal
Walllis (p<0.0001), donde el medio MS/2 reporté umedia de crecimiento de 1.63 cm

superando completamente al medio MS que solo lmgaémedia de 1.17 cm.

La utilizacién del medio MS/2, ademas de dar lumamn mejor desarrollo de

los explantes, también ayudo a reducir los costqaraduccion.

4.3 Etapa de propagacion clonal dédydrangea macrophylla

Los reguladores de crecimiento vegetal encargad@samover la induccion a
la brotacion son las citoquininas, entre las médgadas el BAP y la KIN, que fueron

objeto de estudio en el cultivo vitro deHydrangea macrophylla

El medio de cultivo MSVG/2 fue escogido en estapa&tdebido a que presentd
mejores resultados en pruebas preliminares, adema&er ampliamente utilizado en
otros trabajos como el de Liu (2011) y Dahab (2007)

En esta etapa se incluyé al carbon activado errdpapacion del medio de
cultivo ya que al estar presente se notd un inanémnen la vitalidad de la planta. El
carbén ayuda a retener en su estructura ciertouwestos téxicos de la micro
atmosfera gaseosa y también favorece cuando existeceso de RCV en el medio de
cultivo (Levituset al, 2010).

Respecto a la contaminacion, se ha comprobadoagiegnca va a existir un
100% de plantas libres de infecciones; la adiciérlad antibiéticos en el medio de
cultivo causara un efecto bacteriostatico mas quebactericida.

La contaminacién reportada en esta fase incluy®ldl (1 mg.L* de KIN) con
un 30% como el valor mas elevado, mientras qud es® de tratamientos no tuvo un
notorio incremento. Ningun tratamiento estuvo lides contaminacién, al menos una
unidad experimental estuvo infectada, a pesartie €spuede aseverar que las técnicas

utilizadas y la manipulacioén fueron las adecuadas.
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En la etapa de propagacignvitro de Hydrangea macrophyllae observo el
efecto producido por las citoquininas BAP y KINygaroducir diferente nimero de

brotes dependiendo del tratamiento que se lleaba.c

A medida que la concentracion de BAP aumentd, ritsrnientos mostraron
tener mejores resultados que en los que se indugdIN. El mayor nimero de brotes
se alcanzo6 en el T7 (24 brotes), demostrando goantzdad adecuada de BAP fue de 4
mg.L? para la propagaciém vitro de Hydrangea macrophyllaA pesar de utilizar
concentraciones bajas de este regulador, se obkemduccion de brotes como en el
T2 (0.5 mg.[Y) con una media de 1.75.

Se observg, ademas, que el efecto producido p#&iNafue negativo para
bajas concentraciones, sin embargo, cuando estanainse pudo observar que se dio
la formacién de algunos brotes en los tratamiefitts (4 mg.L') y T16 (6 mg.b),

alcanzando unas medias de 1.50 y 1.89 respectitamen

Del grupo de las citoquininas, el BAP tiene mayaivadad hormonal respecto
a la KIN, por lo que esto podria ser una de lasmeg para que con la primera se
estimule de mejor manera la brotacién. En el casondnejar la KIN se tendria que
utilizar mayores cantidades y a la vez esto gereerar incremento en los costos de
produccion, por lo tanto se determind que este R@&Ha fuera de expectativas para la
propagacion de esta especie, ya que con menoridackes de BAP se puede provocar

el mismo efecto y con menor gasto.

Por otro lado, se observo que en los tratamierdagaes, es decir, aquellos
gue no contenian ningun RCV, tanto para la KIN cgai@ el BAP, se dio el desarrollo
de raices adventicias; por lo cual se infiri6 quecdntidad de carbon activado a una
concentracién de 0.2 g'Lutilizada en la etapa de propagacién, causabafesioe

positivo para ser tomado en cuenta en la fase rdézamiento.

El mayor indice de propagacion logrado (2.67),dadjue fue posible obtener
hasta tres brotes por cada explante de hortensialamejor tratamiento. En el estudio
realizado por Dahab (2007), se reportdé un IP dé Jp8ra el primer ciclo de

propagacion y en el segundo obtuvo un indice de, ®dr lo tanto se demuestra que el
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IP alcanzado en el presente estudio es el adeckadwosible optimizar este nimero a
medida que avanzan los subcultivos, no obstant@npsrtante tomar en cuenta las
variaciones somaclonales que se pueden preserialodal nimero excesivo de los

mismaos.

El porcentaje de induccion de brotes multiples ndogtie se pudo propagar en
el T7 (4 mg.* de BAP) el 80% de las unidades experimentaleseseptando un alto
rendimiento del medio de cultivo probado. Esta desxia y el valor del IP son
importantes ya que con ellos se puede realizaestimacion del nimero de hortensias

gue se pueden producir a escala masiva.
4.4 Etapa de enraizamiento de los explantes de horteasi

Las auxinas son el grupo de reguladores de cretimgue actlan de mejor
manera en esta etapa ya que provocan una elongaidar, expansion de los tejidos,
division celular (formacion de callo) y formacior thices adventicias; ademas inhiben

la formacion de vastagos axilares (Pierik, 1990).

Cuando se usan bajas concentraciones de auxiriaduse la produccion de
raices adventicias, mientras que con altas, poomario, da lugar a la formacién de
callo (Pierik, 1990).

En esta fase se estimuld la formacion de raicelosrexplantes propagados
mediante el uso de un medio de cultivo MS y MS/glementados con 0.2 g'Lde
carbén activado y con diferentes concentracionesudima, AIB (0 mg.r*, 0.5 mg.L*,

1 mg.L?, 1.5 mg.I*, 2 mg.Lh, 3 mg.Lh), se realizaron en total 12 tratamientos.

La contaminacién al igual que en la etapa de pragéag también se presento
en esta fase, debido a las posibles causas antesiy@onadas. En la mayoria de
tratamientos se reportd porcentajes bajos de emtrdé0% y 20%, sin embargo la
excepcion fue en el T10 (1.5 mg)lLque mostré un 30% de contaminacién. Se
comprobd6 que la manipulacion y las técnicas utibzafueron las adecuadas a pesar de

las infecciones presentadas.
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Las raices adventicias que se presentarontro de Hydrangea macrophylla
tendieron a ser demasiado finas y ademas con muaimficaciones pequefias, lo que
no facilitd el conteo y medida de las mismas, ®ia €azon se plantearon categorias
para poder reflejar la cantidad de raices obtenidasila, 2 poca, 3 abundante y 4 muy

abundante.

Con los datos obtenidos del estudio de masa radisel realiz6 un ANOVA
no paramétrica por el método de Kruskal Wallis deba que los resultados no se
ajustaron a la normalidad, para los tratamientaatphdos en el medio de cultivo MS,
la cual indicé la existencia de diferencias sigaifivas (p<0.0057). Se destacé el T1 (0

mg.L™}) con una media de 3.00.

Ademas se efectu6 un ANOVA no paramétrica para tl@damientos
propuestos en el medio de cultivo MS/2, la cuabrépla existencia de diferencias
significativas (p=0.0025), el T7 (0 mg').fue el que obtuvo la mayor media 3.25.

Finalmente se determiné el efecto de los mediosuttero en la induccién de
raices, por medio de un ANOVA no paramétrica, lal éndico la no existencia de
diferencias significativas (p= 0.9970); el uso dé&S M MS/2 no fue un factor

determinante en la produccién de raices.

El tiempo en el que se dio lugar al enraizamierdadoventre 21 y 28 dias
después de la siembra, demostrando que las cuatrangss implementadas para este

ensayo fueron las adecuadas para promover el anmaiato.

Tanto en el medio MS como MS/2 se verificé que éstdmeno se llevo a
cabo en el medio control, es decir, sin la presedel regulador de crecimiento AlB,
confirmando que en el caso de esta especie, ladadntle auxina endogena fue
suficiente para promover el enraizamiento sin leesglad del suplemento exdgeno,

simplemente basté la cantidad de carbén activatado a una razén de 0.2 ¢.L

Respecto al porcentaje de plantulas enraizadagudé manera los controles
tanto en el medio MS como MS/2 fueron los mejopessentaron un 88.8% y 87.5%,

respectivamente, coincidiendo con los resultadésnidos en la cantidad de raices. Se
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puede notar claramente que a medida que el AIB atansel concentracién, la cantidad

de plantulas enraizadas disminuyen.

El medio de cultivo elegido para esta etapa fuM®l2 ya que no difirid en
rendimiento respecto al MS, ademas su implememtagéderara un ahorro en el costo
de produccién. Lo mismo sucedid con la adicién dB, Al no ser necesario su uso,

contribuird también a abaratar el proceso.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

1. En la fase de desinfeccion, el mayor porcentaj@atglidad fue observado en el
T2, en el que se utilizé 0.12 m@'lde kanamicina y estreptomicina, alcanzando
un 90% de sobrevivencia y con respecto a la variabhtaminacion demostré

no tener incidencia, efectuando un control adecuado

2. No existi6 un alto indice de la variable necrosis tedos los tratamientos
ensayados en la etapa de desinfeccion.

3. La contaminacion que se presentdé en mayor propoirtié de tipo fungica,

obteniendo un porcentaje global de 85.71%.

4. En la etapa de establecimiento, la combinaciomulio de cultivo MS/2 mas
0.5 mg.L* de BAP demostré tener la mayor eficiencia, repaitauna media de

crecimiento de los explantes de 1.88 cm.

5. En la fase de multiplicacion, el medio de cultivd®SWI5/2 adicionado con 4
mg.L! de BAP generé la mayor cantidad de nimero de $r(2é brotes),
ademas reportd un indice de propagacion de 2.G¥agubos por explante y un
porcentaje de induccion del 80%.

6. La KIN en la etapa de propagacion indujo la brdta@ concentraciones altas,
mientras que el BAP actud a concentraciones mas jjagr lo tanto, el uso de |
KIN para multiplicar esta especie no fue apropigdpeneraria altos costos de

produccion.

7. El tratamiento que indujo la formacion de raicesrayor proporcion fue en el
que se utilizé el medio de cultivo MS/2 sin el supénto de auxina AIB (0
mg.L™"), tnicamente basté la adicién de 0.2gde carbén activado. Se logré
obtener un porcentaje de plantulas enraizadas.86637
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8. Los costos de la etapa de enraizamiento fueron onongimores, debido a que no
se uso ningun tipo de regulador de crecimientajue beneficié en general a

todo el proceso de micropropagacion.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

» Las plantas madre utilizadas tienen que ser de loeya calidad, jovenes y
libres de enfermedades, para obtener buenos r@ssiytai es posible se debe

manejar plantas donadoras cultivadas previamenitiro.

= Es muy importante que las plantas madre pasenapfase preparativa, no se
puede obviar este paso, porque en estudios preliginse demostré que la
incidencia de contaminacion se reduce drasticamemtemas que el estado
fisioldgico de las plantas tienden a homogenizatmantenerlas en las mismas

condiciones ambientales.

= En el momento de seleccionar y cortar los segmemboisles de las plantas
donadoras de hortensia, se debe obtener los méanosral apice, ya que se
observd que estos explantes tenian mayor activiidediogica, dando mejores

resultados.

»= Llevar a cabo un estudio detallado de los micratigyaos endégenos presentes
en los tejidos délydrangea macrophyltarealizar un aislamiento de los mismos
e identificarlos con pruebas bioquimicas o moleesiacon el fin de aplicar
antibiogramas para determinar si se puede utidl@iin antibiético especifico
que cause un mayor efecto en el control de la punteion y que ademas

ayude a reducir costos de produccion.

= Realizar un estudio de micropropagacién de horensilizando la técnica de
cultivo de meristemos, como método de eliminaciénlak microorganismos

endogenos presentes.

= Se recomienda no utilizar el regulador de crecitoiekinetina, para la

propagacion delydrangea macrophylla

= Para aumentar la multiplicacian vitro de hortensia es importante el uso del

acido giberélico (AG@), ya que ayuda a elongar el tallo de la plantula.
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Determinar el nimero de ciclos de propagacion guausden llevar a cabo en el
cultivo de Hydrangea macrophylla antes de la aparicion de variantes

somaclonales.

Realizar un estudio de aclimatizacion de los explenraizados de hortensia.
Determinar la posibilidad de traspasar los expkmge salen de la etapa de
multiplicacion directamente a la fase de aclimaiiza, obviando el

enraizamientan vitro.

Para estudios de variabilidad genética y mejoraimigagetal de hortensia, se
sugiere tratar de utilizar la mayor cantidad denfeg posibles de plantas madre,
identificar outliers como indicadores de mejoreacieristicas y complementar

los analisis con aplicaciones moleculares.
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