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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia Vegetal de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés. El cual tuvo como objetivo
evaluar la desinfeccion de explantes de Gerbera con dos concentraciones de
hipoclorito de sodio al 0.5% y 1% y tres diferentes reguladores de crecimiento para el
desarrollo y generacion invitro de gerbera (Gerbera jamesonii). Para el trabajo se hizo
un disefio completamente al azar con un arreglo Bifactorial, la desinfeccion de
explantes se realiz6 con 4 tratamientos y 4 repeticiones habiendo en total de 16
unidades experimentales y cada unidad experimental con 4 explantes. Para los
reguladores de crecimiento fueron 6 tratamientos y 4 repeticiones habiendo un total
de 24 unidades experimentales y con 4 muestras de explantes por unidad
experimental. Los resultados de la desinfeccién de explantes muestra que la mejor
concentracion de hipoclorito fue 1% obteniendo el 23,25 % de contaminacion, donde
la variable sobrevivencia muestra una media de 2.50 de explantes. En la evaluacion
de reguladores de crecimiento se obtuvo que el mejor R2 Medio Murashige & Skoog y
Giberelina 3 (MS + G3) y R3 Medio Murashige & Skoog y Agua de coco MS+ Acc con
unan cantidad de 3 y 2,88 de explantes en la generacion de callo y brote (explante
apice de hoja y rizoma) No se observaron diferencias significativas en la sobrevivencia
de los explantes entre los tratamientos. EL método mas efectivo de desinfeccién fue
sumergir en hipoclorito de sodio al 1% durante 15 minutos espaciados en tres
intervalos (5, 10 y 5 minutos), después de cada intervalo se debe lavar tres veces
con agua destilada como parte del proceso de desinfeccion; En cuanto se refiere al
medio de cultivo mas adecuado para el establecimiento in vitro del Gerbera ( Gerbera
jamasonni); respecto a la formacion de callos y cantidad de brotes en los medios que
obtuvieron mejores resultados fueron R2 Medio Murashige & Skoog y Giberelina 3
(MS + G3) y R3 Medio Murashige & Skoog y Agua de coco MS+ Acc.



SUMMARY

The present work is carried out in the laboratory of Vegetative Phytopathology of the
Faculty of Agronomy of the Mayor of San Andrés. The two as an objective evaluate the
disinfection of gerbera explants with sodium hypochlorite concentrations of 0.5% and
1% and three different growth regulators for gerbera development and generation of
gerbera (Gerbera jamesonii). For this work, a complete design is made with a Bifactorial
rule, the disinfection of plants is carried out with 4 treatments and 4 repetitions having
a total of 16 experimental units and each experimental unit with 4 explants. For the
crime regulators there were 6 treatments and 4 repetitions having a total of 24
experimental units and with 4 sample samples per experimental unit. The results of the
disinfection of samples show that the best concentration of hypochlorite is 1% obtaining
the 23.25% of contamination, while the variable sovereignty shows a media of 2.50 of
explants. In the evaluation of crime regulators, it was found that the best R2 Medio
Murashige & Skoog and Giberelina 3 (MS + G3) and R3 Medio Murashige & Skoog
and Agua de coco MS + Acc with an amount of 3 and 2.88 of explants in the Generation
of callo and brote (explant hoja y rhizome) No significant differences are observed in
the sobriety of the plants between the treats. The most effective method of disinfection
is to summer in hydococolitous sodi to 1% during 15 minutes specified in three intervals
(5, 10 and 5 minutes), after each interval, there should be three way with distilled with
the part of the disinfection process; When referring to the most suitable cultivation
medium for the in vitro establishment of the Gerbera (Gerbera jamasonni); respect to
the formation of calls and the amount of breaks in the media that obtovieron best results
fueron R2 Medio Murashige & Skoog y Giberelina 3 (MS + G3) y R3 Medio Murashige
& Skoog y Agua de coco MS + Acc.
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1 INTRODUCCION

Las flores son generosamente extravagantes por su belleza y fragancia; esto es
posible porque su funcién en la naturaleza es atraer a los agentes polinizadores, las
flores de corte constituyen cerca de la mitad del mercado de los productos horticolas,
donde los paises desarrollados consumen mas del 90 %, muchos de los paises
consumidores no tienen condiciones climaticas ideales para producir flores de corte,
por lo que en muchos de estos paises las flores crecen en ambientes protegidos, lo

cual encarece mas la produccion. (John Nadgauda, R. S. y Mascararehas, el at., 1998)

La Gerbera (Gerbera jamesonii L. Bolus) En 1717 fue descripta por primera vez en
forma cientifica por el botanico Gronovius, y en 1737 el género recibié el nombre
gerbera en homenaje al doctor Traugott Gerber, un botanico aleman que se dedicé al
estudio de la flora sudafricana es un cultivo exotico, se cuenta con 40 variedades, las
cuales han ganado espacio en el mercado de las flores de corte y ornamentales, por
la altura del tallo, el diAmetro de flor, y por su larga duracién en floreros. (Mur et al.,

2003; Mascarini, 2005.

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica de micropropagacion por las cuales los
microorganismos se ponen a crecer en medios estériles para reproducirlos e
identificarlos. Por medio de esta técnica las plantas u 6rganos de plantas se pueden
multiplicar en gran nimero, teniendo un crecimiento individual controlado, a través del
cultivo de pequefios trozos de tejido vegetal sobre un medio especifico con nutrientes

en un recipiente estéril. La Gerbera es un cultivo que se vuelve complicado para



exportar ya que los métodos de produccién convencional no permiten la produccion de

éstas en grandes cantidades (Morgan, 2009).

Con el presente trabajo pretende desarrollar la evaluacion de la desinfeccion de ex
planes asi como también evaluar tres reguladores de crecimiento para generacion in

vitro del cultivo de Gerbera (Gerbera jamesonii L. Bolus)

1.1 Antecedentes

La floricultura ha encontrado un importante aliciente para su crecimiento a partir de los
afios 1970 cuando comenzd a crecer en términos mundiales. Un conjunto de
tecnologias como la creacion de plasticos para cubiertas de invernaderos, el riego de
precision como el goteo, la incorporacion de abundante y diverso equipamiento,
instrumental, logistica de movimientos de la mercaderia, el transporte por vehiculos
refrigerados de gran tamafo y el avidn, la llevaron a ser una actividad de alcance

mundial.

La actividad floricola en el Bolivia nacié hace mas de 35 afios por iniciativa de las
familias, en especial en la ciudad de Cochabamba. El cultivo se halla concentrado en
tres regiones cochabambinas: Valle Alto, Valle Bajo y el Trépico; se producen

principalmente claveles, gladiolos, rosas y crisantemos.

La Gerbera (Gerbera jamesonii L. Bolus) es un cultivo exético, la misma ha ganado
espacio en el mercado de las flores de corte y ornamentales, por la altura del tallo, el
diametro de flor, y por su larga duracion en floreros ademas de la intensidad del color

de sus flores que las distinguen de las demas. La Gerbera es un cultivo que se vuelve



complicado para su exportacion ya que los métodos de reproduccién convencional no

permiten la produccion de estas grandes cantidades (Morgan ,2009).

En la actualidad las técnicas de multiplicacion masivas como la micro propagacion in

vitro representa, una alternativa para mejorar la produccion de cultivos.

1.2Planteamiento del problema

Bolivia aun no esta preparada para generar calidad y cantidad en flores, no
precisamente por falta de tierras productivas, o un clima adecuado para producirlas,
sino mas bien porque falta desarrollar investigaciones para mejorar las variedades y

combatir las plagas que atacan los cultivos.

La floricultura una de las problematicas que existe con la gerbera es la poca
disposicion de espacio y tecnologia que cuentan los sistemas de produccién lo que
hace ineficiente el proceso, ademas la planta ornamental de gerbera presenta
considerables dificultades para su propagacion por métodos convencionales, ya que
las condiciones climéticas favorecen al desarrollo de enfermedades que disminuyen el
rendimiento de la planta, por lo que se hace muy necesaria la evaluacion de técnicas
gue puedan usarse como alternativas para su propagacion eficiente (AGEXPRONT, et

al., 2000).

Otras desventajas para la propagacion de flores en Bolivia y que nos restan
competitividad en mercados internacionales son: la innovacion en los sistemas de
riego, el grado de tecnologia utilizada, causa por la cual se sigan produciendo flores a

campo abierto.



La mano de obra calificada para la produccién de flores también es otro problema con

el que se debe luchar por la falta de capacitacion.

Esta investigacion pretende contribuir en parte al desarrollo de una metodologia de
desinfeccion con el uso de hipoclorito de sodio al 0.5-1% y reguladores de crecimiento
al medio MS y asi proponer un protocolo de desinfeccion que no sea costoso y de
reactivos que son recurrentes de uso en los laboratorios. Busca evaluar los
reguladores de crecimiento al medio MS como parte de proceso de propagacion de

plantas de gerbera utilizando segmentos de hoja y raiz.

1.3 Justificacién

La biotecnologia, como el caso del cultivo de tejidos, ofrece ventajas en la propagacion
de plantas. Como ejemplo la propagacion de muchos individuos en relativamente poco
tiempo y espacio. Sin embargo, es necesario generar informacion que permita
implementar estas técnicas para luego comparar sus ventajas. En Bolivia ain no se
ha intensificado el uso de la técnica de cultivo de tejidos vegetales para la produccion

masiva de garbera (Gerbera jamesonii L. Bolus).

El desarrollo de técnicas de propagacion in vitro ha contribuido significativamente en
la produccion, conservacion, saneamiento y establecimiento de algunas especies
agricolas y forestales. Estas técnicas son igualmente indispensables en mejoramiento
biotecnoldgico, para lo cual se debe disponer de un sistema de regeneracion in vitro
eficiente y reproducible que, por medio de organogénesis y posterior enraizamiento de
los brotes, permita la obtencién de plantulas completas enraizadas a partir de células

transformadas. (Suarez et al, 2006; Acosta, 2012).



De acuerdo a lo que indican Murashige Skoog la interaccion entre hormonas de
crecimiento principalmente auxinas y citoquininas ayudan al desarrollo de los
explantes en condiciones in vitro, por la misma razon se llega a realizar el trabajo de
investigacion usando reguladores de crecimiento para un mejor desarrollo y

crecimiento de vitroplantas.

Se establece que una forma comun de adicionar citocinina natural al medio de cultivo,
es con suplemento organico como el agua de coco, en el que se encuentran citocininas
naturales como la zeatina, aminoacidos, acidos organicos, purinas, vitaminas,

azucares y minerales (Mejia, 1988).

Ante esta problematica se plantea la aplicacion de nuevas alternativas biotecnoldgicas,
para abaratar y estimular el uso de vitroplantas en los campos, como una posibilidad
de aumentar la produccion, incrementando los indices de multiplicacion y
disminuyendo los costos de los medios de cultivo, mediante el uso de medios liquidos,

y substitutos de sustancias quimicas por el agua de coco.

Por estos problemas mencionados el productor no llega a cubrir la demanda, ni las
exigencias del mercado, por tanto opta por importar flores de otros paises presentando
mejor calidad floral, de esta manera llegan a satisfacer las exigencias y demandas del
mercado interno, por tanto se plantea el cultivo in vitro como una alternativa para la
propagacion de flores, donde las técnicas de cultivo de tejidos ofrecen muchas
facilidades para la produccion intensiva de material vegetal, libre de enfermedades
sistémicas y no sistémicas. Asegurando asi una homogeneidad en la produccion y alta

calidad de flor ya que de estos factores depende la aceptacion del mercado.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar la desinfeccion de explantes con tres reguladores de crecimiento para
generacion in vitro de Gerbera (Gerbera jamesonii) en el laboratorio de Fitopatologia

Facultad de Agronomia.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar las diferentes concentraciones para explantes en hipoclorito de sodio al

(0.5 Y 1 %) que menor contaminacion tenga en el medio de cultivo.

Evaluar la mejor concentracioén de hipoclorito de sodio (0.5 y 1%) para la desinfeccion

en explantes de gerbera (Gerbera jamesonii H. Bolus).

Evaluar el regulador de crecimiento que mejor favorezca el desarrollo los explantes de

gerbera (Gerbera jamesonii H. Bolus).

Evaluar la contaminacion y sobrevivencia de explantes de gerbera (Gerbera jamesonii

H. Bolus) en los diferentes medios de cultivo.

3 REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1Caracteristicas botanicas del cultivo de gerbera

La Gerbera (Gerbera jamesonii H. Bolus) pertenece a la familia (Asteraceae). Se trata
de una planta herbacea, vivaz, de crecimiento en roseta, cuyo cultivo a la intemperie
no soporta temperaturas bajas, pero que por arriba de éstas puede durar varios afos,
aunque comercialmente solo interesa cultivarla durante dos o tres, segun las

variedades y las técnicas de cultivo empleadas (Soroa, 2005).



La raiz presenta un sistema fasciculado compuesto por numerosas raices gruesas de
las que parten finas raicillas. De los rizomas nacen numerosas raices adventicias.
Estas son fasciculadas (dispuestas en haz o manojo). (Cultivo de Gerbera, Florist de

Kwakel B.V. 2004).

El tallo forma una “corona” superficialmente enterrada, ramificada con rizomas breves,
de crecimiento definido, simpodial. La yema apical del tallo subterraneo origina
una inflorescencia y el rizoma contindia creciendo en forma dicotdmica por la accién de
yemas laterales. En las yemas apicales se forman tallos aéreos, muy compactos, con
hojas en rosetas cuyo apice termina en una inflorescencia. Las yemas de otras hojas
del tallo también dan inflorescencias. Luego continda la brotacién de yemas laterales,

de los nudos del rizoma, dando brotes similares al de la yema apical (Salomon, 1978).

Las hojas tienen forma de roseta, son alargadas, de unos 40 cm, y ligeramente
hendidas en los bordes; del peciolo de algunas de ellas evolucionaran los brotes
florales, que van a desarrollar unos vastagos o peduinculos con una inflorescencia
terminal en capitulo. El pedinculo puede ser de distintos grosores, y su longitud
depende del cultivar y de las condiciones medioambientales existentes (Infoagro,

2003).

Las flores de gerbera forman inflorescencias llamadas capitulos, colocadas
individualmente sobre largos pedunculos de 24 a 45 cm elevados casi verticalmente
en su base parcialmente lefiosas, a veces aterciopelados y en la parte superior vacios
por dentro. Los capitulos asemejan a grandes margaritas solitarias de 5 a 12 cm de

diametro, estos pueden ser simples, semidobles, o dobles, encontrandose en una gran



diversidad de colores: blanco, crema, amarillo, amarillo-limén, rosa, salmon,
anaranjado, rojo, etc. Segun sea el cultivar, el color del centro del capitulo (flores
masculinas) también varia, se pueden presentar diferentes tonos como: amarillo, rosa,
verde, negro. Las inflorescencias dobles pueden ser bicolores (Armendariz, 1987,
citado por Ramirez, 2000). En ocasiones los capitulos llegan a presentar mal
formaciones como dos capitulos unidos por un extremo entre si, pero eso ocurre rara

vez (Vergara, 1993; citado por Ramirez, 2000).

Se considera a la gerbera una especie insensible al fotoperiodo, lo que hace que con
dos o tres hojas emitidas pueda comenzar a generar inflorescencias. Esto se toma
como perjudicial para un ciclo de cultivo normal de esta especie (18—24 meses de
produccion), por lo cual se habla de un numero minimo de 6-7 hojas/planta,
(completamente expandidas) para comenzar a cosechar. Durante ese periodo de
tiempo en el cual se generan estas hojas, se procede a retirar las inflorescencias que
se van generando para formar una planta mas fuerte (Pallares, 1989; Rogers y Tjia,

1990, citado por Anénimo, 2010).

3.2 Importancia del Cultivo

En el cultivo de Gerbera para la comercializacién de flor cortada, la importancia de la
gerbera radica en que representa una flor ideal para bouquets por la existencia de
Andnimo, ED. Universidad Autébnoma del Litoral. (2010). Efecto de un bioestimulante,
a base de humus, en el crecimiento y desarrollo de plantas horticolas y floricolas.
Facultad de Ciencias Agrarias. Cultivos intensivos. 38 variedades de diferentes

colores.



El mercado de gerbera se destaca por la diversidad de formas y colores de sus varas
florales. Presentan capitulos compuestos por flores dobles, semidobles o simples, con
centro de color negro o verde, con diversos diametros y largos de pedunculos
(Garibaldi & Jona, 1989; Mur et al., 2003; Hatamzadeh & Shafyii Masouleh, 2013).
Esta heterogeneidad ha provocado la necesidad de generar informacion especifica
para cada cultivar o grupo de cultivares, debido a que se han encontrado diferencias
importantes de calidad en las unidades comerciales, segun la cultivar, manejo
agronomico y de postcosecha implementado (Nowak & Rudnicki, 1990; Mur et al.,
2003; Nazari et al., 2011). Actualmente las empresas ofrecen continuamente nuevos

materiales, pero con escasa informacién sobre su comportamiento local.

También hay que mencionar la importancia del cultivo industrial de la gerbera en
maceta en los ultimos afios. A nivel mundial, los colores de las flores de gerbera mas
demandadas son: rosa (incluye tonos fucsias 40%), rojo (20%), amarillo (10%), blanco
(10%), naranja (10%) y otros. En funcion del tipo de inflorescencia, un 20 a 40 % de
los consumidores prefiere flores dobles, 20-40% prefiere las semidobles y del 30-60%
las sencillas. Respecto al color de la parte central de la inflorescencia, la demanda es
del 20-30% para las flores de corazon negro y del 70-80% para las de corazdn verde

(abcAgro, 2002).

3.3 Origen del cultivo de Gerbera

La Gerbera es originaria de Transvaal (Africa del Sur); también se conoce como
margarita del Transvaal. La gerbera lleva el nombre de Trangott Gerber, un médico

aleman gque colecciond6 muchas plantas, sobre todo en la peninsula danesa de
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Jutlandia. Las variedades de cultivo comercial proceden de hibridaciones con especies
del sur de Africa (Gerbera jamesonii y G. viridifolia), donde el clima es tropical de
montafia. EI nombre cientifico viene dado por un coleccionador de plantas llamado

Jameson, quien descubri6 la gerbera en Transvaal (abcAgro, 2002).

3.4 Clasificacion Taxondmica de Gerbera

REINO: Plantae
SUBREINO: Tracheobionta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Asteridae

ORDEN: Asterales
FAMILIA: Asteraceae
GENERO:  Gerbera

ESPECIE: G. jamasonni Bolus

3.5 Formas de reproduccion

3.5.1 Propagacién por semilla

Este método de propagacion se realiza para la mejora de esta planta, pero también se
emplea para la obtencion de cultivares de gerbera para maceta. Mediante este método
se obtiene una disminucién del vigor en la autofecundaciéon de esta especie por lo que
hay que recurrir a retro cruzamientos entre individuos bastantes alejados
genotipicamente para conseguir una gran cantidad de semilla y descendientes
vigorosos. Las condiciones climaticas son mas favorables para el desarrollo del cultivo

ya que las condiciones son mas controladas y se cuenta con una temperatura
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ligeramente elevadas, de 22-24 °C y una humedad relativa entre el 40 y 50%. Desde
la polinizacién hasta la maduracion de la semilla transcurren de 4 a 8 semanas,
obteniéndose de 40 a 100 semillas por capitulo. El poder germinativo se reduce al 50%
después de tres meses a partir de la polinizacion y al 5% después de seis meses

(Cabrera, 2002).

3.5.2 Propagacion vegetativa

Es el método mas sencillo, pero comercialmente no se emplea por su baja tasa de
propagacion. Para ello se arranca la planta adulta de mas de un afo, podandose las
raices a una longitud de 10-12 cm, y seleccionando varias hojas adultas cuyos limbos
se recortan dejando un tercio de ellas. Posteriormente se divide el rizoma en pequefias
porciones que contendran raices y parte aérea. Estas porciones se desinfectan con un
caldo fungicida antes de su plantacion y se colocan a continuacién bajo mist-system a
25°C o bajo pequefios tuneles de polietileno y se toman para el esquejado los brotes
gue se desarrollen cuando tienen 2 a 3 hojas, los cuales se colocan en mesas de
multiplicacion a 25°C y humedad relativa del 80%. Se obtienen entre 4 y 10 plantas por

cada planta madre. El enraizamiento se efectia a los 15-20 dias (abcAgro, 2002).

3.5.3 Cultivo de Tejidos

El cultivo de tejidos vegetales es el principal aporte de la Biotecnologia en la
produccion. Representa un verdadero potencial para el desarrollo, con un aporte
bastante significativo en el crecimiento de la agricultura y la agroindustria (Aguirre y

Villarroel, 1998).
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Desde hace 120 afios aproximadamente, en las investigaciones de fisiologia vegetal,
se ha utilizado la técnica de cultivo de tejido, 6rganos y células vegetales. Estas
técnicas consistieron en cultivar en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica,
apices de raiz y de tallo, primordios de hoja o partes inmaduras de flores, frutos
inmaduros, oOrganos aislados, embriones maduros o inmaduros, segmentos de
organos de tallo y hoja y algunas veces ovarios, ovulos, anteras y polen. (Street, 1991;

citado por Hurtado y Merino, 1994).

El cultivo de tejidos vegetales en el area de la Biotecnologia vegetal, abarca un
conjunto de técnicas que consisten en cultivar en condiciones controladas diferentes
partes de la planta. Constituyen estudios basicos aplicados en la Micropropagacion de
especies, y como modelo para estudios fisiolégicos, bioquimicos, genéticos y

morfologicos (Lépez, 1990).

El cultivo in vitro consiste en tomar una porcién de una planta (a la que se denominara
explante, como por ej. el apice, una hoja o segmento de ella, segmento de tallo,
meristema, embrion, nudo, semilla, antera, etc.) y colocarla en un medio nutritivo estéril
(usualmente gelificado, semisolido) donde se regeneraran una o muchas plantas. La
formulacion del medio cambia segun se quiera obtener un tejido diferenciado (callo),
crecer yemas Yy raices, u obtener embriones somaticos para producir semillas
artificiales. Uno de los factores mas importantes a tener en cuenta para lograr la
respuesta morfogenética deseada es la composicion del medio de cultivo. No existen
dudas que, en todo intento de propagacion vegetal, ya sea in vitro o in vivo, el caracter
del proceso de diferenciacion depende del genoma de la especie, y que esta regulado

por el balance hormonal propio y por el estado fisiolégico del 6rgano, tejido o célula
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puesta en cultivo. Sin embargo, también se sabe que ese balance puede ser
modificado por el agregado de compuestos que imiten la accion de las hormonas
vegetales. Estos compuestos se denominan reguladores del crecimiento, y se emplean
en los medios de cultivo para conseguir la micropropagacioén de una planta (Mufioz

2006)

3.5.3.1  Micropropagacion in vitro

Se entiende por micropropagacion a cualquier procedimiento aséptico que comprenda
la manipulacion en plantas, de 6rganos tejidos o células que produzcan poblaciones
de plantulas y que permitan el desvié tanto del proceso sexual normal como de la

propagacion vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente (Murillo, 2014).

Segun Medina (2005), la micropropagacion consiste en tomar células o tejidos de la
planta, preferiblemente de origen meristematico, que se encuentran en las yemas. Lo
gue se hace en el laboratorio es programar esas células para que formen tallos, luego
se multiplican esos tallos y se aplica un programa de enraizado, es decir, se cambian
las condiciones hormonales para que forme raiz. Una vez que la planta estd completa

y que puede absorber nutrientes por raiz, se lleva a un invernadero.

Carrillo (2004), sefiala que esta técnica se usa para propagar plantas a partir de plantas

madres por lo que las plantulas obtenidas son idénticas a la planta madre.

Hartmann y Hudson (1997), indican que la propagacion mediante cultivo in vitro se
caracteriza por las tasas potencialmente altas para multiplicacion de clones que
pueden lograrse en un tiempo relativamente corto las tasas tedricas mencionan que

de una plantita multiplicada geométricamente se puede predecir llegar a un millon
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plantitas en 6 meses (con una tasa de 10 cultivos mensuales). Pero en la practica se

ha obtenido de 1 a 3 millones de plantas de helecho, fresa, lirio y orquideas.

La micropropagacion consiste en la propagacion de plantas en un ambiente artificial
controlado, empleando un medio de cultivo adecuado. El cultivo es asi una herramienta
muy util en los programas de mejoramiento, ya que tiene el potencial de producir
plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con
una tasa de multiplicacion ilimitada. Esto es posible gracias a la propiedad de
totipotencia que tiene las células vegetales; esto es la capacidad de regenerar una

planta completa cuando estan sujetas a los estimulos adecuados (INTA, 2010).

Espinoza (2013), menciona que la propagacion in vitro, también denominada
micropropagacion, es la aplicacion mas completa de cultivo de tejidos, de mayor
impacto y mas ampliamente utilizado en todos los laboratorios de biotecnologia
vegetal. Consiste en producir plantas conformes a la planta madre por las
estimulaciones de capacidades naturales de multiplicacion vegetativa de la especie
por la induccién de una nueva organogénesis de brotes y raices. La micropropagacion
aplicacion en la multiplicacion rapida de variedades nuevas o introducidas
recientemente, o en aquellas especies que tienen un bajo porcentaje de reproduccion,

también es usado ampliamente en programas de mejoramiento genético.

3.53.11 Ventajas de la Micropropagacion

Murillo (2014), sefial las siguientes ventajas que presenta la micropropagacion in vitro:
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a) Mayor rapidez en la introduccion de productos. La micropropagacion puede
introducir un producto en el mercado mas rapidamente que los métodos comerciales:
seleccion individual de las plantas elites, altos coeficientes de propagacion,

uniformidad en las plantas producidas, elevada produccion en espacios reducidos.

b) Mayor calidad del producto. El valor del producto se incrementa como
consecuencia de: plantas libres de enfermedades, mejoramiento del fenotipo de las

plantas.

c) Mayor facilidad en la comercializacion. La comercializacién de las plantas micro
propagadas se facilita debido a: flexibilidad en la forma del producto, facilidades en la

transportacion y embarque, produccion durante todo el afio.

Con finalidad descriptiva se puede clasificar los principales factores

no bioldgicos que afectaran al desarrollo del cultivo in vitro, asi:

* Ambiente quimico

» Composicion del medio de cultivo
. pH

* Ambiente fisico

* Temperatura

* Luz y fotoperiodo

* Humedad (Arévalo, 1995).

15



3.5.3.2 Fases de la Micropropagacion

Espinoza (2013), menciona que esta fase es de suma importancia para garantizar el
éxito del proceso de micropropagacion, en esta etapa se selecciona el material vegetal
gue se utiliza como material de partida o fuente de explante. Debe provenir de plantas
sanas Yy vigorosas, escogiendo aquellas plantas que se destaquen en la poblacién a
fin de garantizar la propagacion de un material con la mayor calidad desde el punto de

vista genético y sanitario.

Inicialmente, esta fase fue concebida para tratar de reducir los problemas de

contaminacion que presentan comunmente en la Fase I.

Sin embargo, en la actualidad existe un consenso de que esta etapa es importante e
indispensable para el desarrollo de un esquema de micropropagacion eficiente y
repetible, por lo que cada vez se la va prestando mayor importancia. Tiene una
marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes del proceso
tanto desde el punto de vista sanitario, fisiol6gico como genético (Pérez ,1998; citado

por Murillo, 2014).

La iniciaciéon de un proceso de micropropagacion solo tiene sentido cuando se emplea
un material adecuado. La constitucion genética de la planta es el primer factor
relacionado con la frecuencia de variantes somaclonales resultante del proceso de

propagacion.

Pérez (1998), indica que en plantas ornamentales es comun que la seleccion se realice
sobre plantas micropropagadas las cuales son cultivadas en condiciones controladas

(invernaderos) o areas aisladas, lo cual evita una serie de riesgos, facilita la
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reimplantacion in vitro y ademas mejora el proceso de seleccion. El estado fisiologico
de la planta que dona el explante es de gran influencia en la respuesta de los tejidos
en cultivo, reportandose diferencias en los requerimientos nutricionales y hormonales
cuando los tejidos provienen de plantas con diferentes edades fisiologicas.
Generalmente se utilizan plantas en estado de crecimiento activo que muestran un

desarrollo vigoroso y sano.

3.5.3.3 Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia

Una vez escogida la planta madre, se extraen los fragmentos a partir de los cuales se
obtendra los explantes. Antes de extraer los explantes se hace una desinfeccién de
los fragmentos de la planta madre para eliminar los contaminantes externos. Una vez
desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de asepsia. Yaen
condiciones de asepsia se extraen los explantes del material vegetal y se colocan en
cultivo dentro de un medio de iniciacion dentro de un tubo de cultivo, para poder

controlar la sanidad y la viabilidad de los explantes (Rosell, 1990).

3.5.3.4 Cultivo in vitro de callo

Se parte de un trozo de hoja o de tallo; bien de una planta madre de maceta o de una
planta que viene de cultivo in vitro. EI medio puede ser sdlido o liquido. Se forma
entonces una estructura de callo, de la que parten brotes, o también por embriones,
qgue al unirse forman una estructura similar al embrion las células vegetales que se
desarrollan en condiciones asépticas sobre medios de cultivo adicionados con

hormonas vegetales, pueden dividirse dando como respuesta una desdifereciacion
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celular acompafada por un crecimiento tumoral que da lugar a células indiferenciadas

denominadas callo (Rosell,1990).

Un callo consiste en una masa amorfa surgida de la proliferacion de células del
parénquima frecuentemente como resultado de una herida en el corte de un tallo o
raiz. Los callos no tienen patrones predecibles de organizacion, estan presentes en
centros localizados de actividad meristematica. Una de las caracteristicas importantes
de este, desde un punto de vista funcional, es su irregular crecimiento, teniendo el
potencial para desarrollar raices normales, brotes y embriones que formaran plantulas

(Billard, 1995).

3.5.3.5 Multiplicacion de los brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron de la fase | originen
brotes con varios entrenudos. Periddicamente estos nuevos brotes se deben
subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo.

Esto se realiza en las camas de flujo laminar (Rosell, 1990).

3.6 Explante

Moya (2001), menciona que el explante se refiere a cualquier parte vegetal que ha
sido separada de la planta, que puede ser un tejido (fragmento de hojas, tallos, raices
completas, etc.), estructuras como las anteras y los ovarios, o bien células individuales
(como en el caso de los protoplastos). Con excepcion de los ovulos y el polen, los
explantes estan constituidos por tejidos y/o células somaticas. Los explantes tomados

de plantas jovenes o de zonas de crecimiento activas tienen un mejor desarrollo que
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aguellos tomados de plantas adultas o yemas en reposo. A medida que es mas joven
y menos diferenciado del tejido que se va implantar, mejor sera la respuesta in vitro.
El tamafio del explante es un factor importante que influye en la desinfeccion y
regeneracion de las plantas, a medida que el explante es mas pequefio es menor el
riesgo de contaminacion y mas dificil la regeneracion, mientras que con el aumento del
tamafo del explante es mayor el peligro de contaminacion y mas rapido el crecimiento
y la regeneracion de la planta (Villalobos y Garcia, 1982). Murillo (2014), indica que la
seleccidbn de un adecuado explante inicial determina mejores resultados en la
regeneracion o formacion de las plantas in vitro. La seccion de tejido utilizada varia en
dependencia de las caracteristicas morfoldgicas de las diferentes especies, como regla

general, se toma las yemas del tallo principal y de los brotes axilares de las plantas.

3.7 Medios de Cultivo

Segun Gonzélez (2003), el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) para el normal
desarrollo de una planta se ha empleado de una manera muy general para todos los
tipos de cultivo “in vitro”. Ademas, puede afirmarse que ha sido la utilizaciéon del medio
MS, junto con el empleo de fitohormonas apropiadas (citoquininas y auxinas), lo que

ha permitido el éxito de los trabajos sobre organogénesis en cultivo “in vitro”.

Generalmente, las células en crecimiento pueden fabricar sus proteinas a partir de
fuentes adecuadas de nitrégeno y carbohidratos suministradas por el medio de cultivo;
sin embargo, existe ademas una cantidad de sustancias organicas adicionales que se
requieren en cantidades minimas y que son muy activas en el crecimiento (Volker y

Lehmann, 2000).
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Espinoza (2013), se da el nombre de medio de cultivo al sustrato artificial de
composicién completa, utilizado para el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas. El
medio de cultivo permite de forma artificial y bajo condiciones estériles puedan vivir y
multiplicarse células, tejidos y 6rganos separados del tejido que les dio origen. Los
medios de cultivo contienen macronutrientes, micronutrientes, ademas de
carbohidratos, usualmente la sacarosa puede remplazar el carbono que la planta
normalmente fija en la atmosfera por medio de la fotosintesis y compuestos organicos

en pequefas cantidades como vitaminas, aminoacidos y reguladores de crecimiento

3.7.1 Composicion del Medio de Cultivo

Los medios de cultivo deben ser preparados con sumo cuidado, ya que los diversos
productos que los conforman intervienen en cantidades pequefias. Un adecuado
medio de cultivo debe tener sales minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento,
aminoacidos y otros elementos inorganicos los que varian ampliamente respecto a su
composicion y concentracion. Los ingredientes del medio de cultivo se pueden
clasificar en: sales inorganicas, compuestos organicos, complejos naturales y

materiales inertes de soporte (Murillo, 2014).

Los microorganismos requieren una serie de nutrientes para su desarrollo, crecimiento
y formacion de nueva biomasa. Estos nutrientes pueden ser los macronutrientes, que
son requeridos en grandes cantidades, como el C, N y P; y micronutrientes que se

requieren en pequefias cantidades como el K, Cu, Ni y Mo (Atlas y Bartha, 2001).
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3.7.1.1 Sales Inorgéanicas

Se dividen en macro y micro nutrientes, esta division se basa en la cantidad que
absorben las plantas ciertos elementos: calcio, magnesio, potasio, nitrdgeno, fosforo y
azufré son requeridos por las plantas en grandes cantidades (g/l) y se les llama
macronutrientes. Otros como el hierro, magnesio, boro, cobre, zinc, 25 molibdeno y
cloro, se requieren en pequefias cantidades (mg/l o ppm) y se llama elementos traza

0 micronutrientes (Barba, 2001).

Murillo (2014), para un rapido y vigoroso crecimiento, las plantas necesitan tomar del
medio de cultivo cantidades relativamente grandes de algunos iones inorganicos
llamados macronutrientes y cantidades pequefias o0 traza de otros llamados
micronutrientes. 3.12.2 Compuestos Organicos Los compuestos organicos se
clasifican en cuatro grupos importantes: carbohidratos o fuentes de energia,

sustancias hormonales, vitaminas y aminoacidos (Espinoza, 2013).

Hurtado y Merino (1962), indican que se clasifican en tres grupos: carbohidratos,
sustancias hormonales y vitaminas. Frecuentemente se ha obtenido buenos resultados
cuando se emplean también ciertos aminoacidos y /o amidas, algunas purinas,

pirimidinas, hexitoles y acidos organicos.

3.7.1.2 Fuentes de carbono

La sacarosa es la fuente de carbono mas ampliamente utilizada y se emplea a una
concentracion de 2-4%. Ocasionalmente se utilizan otros carbohidratos como la

glucosa en cultivos de monocotiledéneas, asi como la fructosa, almidon, lactosa,
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maltosa, sorbitol, manitol y galactosa en otras especies; pero esos compuestos son
inferiores a la sacarosa como fuente de carbono. La sacarosa puede ser sustituida por

azucar refinada que también genera optimos resultados (Murillo, 2014).

Segun Espinoza (2013), el compuesto mas usado como fuente de energia es la
sacarosa considerada esencial en los medios de cultivo, se puede usar también otros
carbohidratos como la glucosa, fructosa, lactosa, sorbitol y el azicar comuan, 26 es
recomendable usar azlUcar morena porque mientras menos procesada sea el

carbohidrato menos contaminacion existe en los medios de cultivo.

3.7.2 Reguladores de crecimiento

Segun IBTEN (2002), menciona que los compuestos organicos se clasifican en tres

grupos: fuentes de carbono, hormonas, vitaminas, aminoacidos y acidos organicos.

Los reguladores o0 hormonas de crecimiento: se utilizan propiamente cuatro grupos de
reguladores de crecimiento; auxinas, citocininas, giberelinas y acido abscisico. En

algunos casos se utiliza el etileno.

3.7.2.1 Auxinas

Soberon et al., (2005), afirma que las auxinas promueven el crecimiento en tallos,
causan la formacién de raices adventicias, inhiben el crecimiento en raices en
concentraciones bajas. Promueven la dominancia apical, favorecen la floracion,
inducen la diferenciacion vascular, retardan la abscision de hojas, flores y frutos

jovenes, estimulan la formacién de raices adventicias de tallos y hojas.
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Espinoza (2013), menciona que las auxinas ayudan a la elongacion de las células,
entre ellas tenemos la auxina natural AIA (Acido indolacetico) y las auxinas artificiales
ANA (Acido naftalenacetico), IBA ( Acido indolbutirico), PCPA (Acido
pclorofenoxiacetico), 2,4-D (Diclofenoxiacetico) siendo esta la mas importante y
mundialmente usada en los medios de cultivo para las células y tejidos con finalidad
de obtener callos porque ocasionan un crecimiento desorganizado en las células y el
mas débil es el AIA por que facilmente es inactivado por la luz, los tejidos con alta
actividad y es considerado un compuesto termolabil porque reacciona con

temperaturas altas.

La concentracion de las auxinas utilizadas varia desde 0,1 — 10 mg/l siendo el rango
mas empleado el comprendido entre 0,25 — 3 mg/l, la actividad auxinica en células

cultivadas se considera de la siguiente manera 2,4-D>ANA>AIB>AIA (Murillo, 2014).

Las mas conocidas son:

- Acido 3-indolacético.............cccoeiiiiiiii. AlA (Muy termolabil)
- Acido 3-indolbutiriCo............cooiiiiiii AIB

- Acido naftalenacético..............c.coiiiiiiiiiinne ANA

- Acido 4-clorofenoxiacético...............ccoevenn oone CPA

- Acido 2,4-diclorofenoxiacético......................... 2,4-D

- Acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico.................... Dicamba

- Acido 2,4,5 triclorofenoxiacético................c.u..... 2,45-T

- Acido 4 amino-3,5,6-tricloro-2-piridincarboxilico. Picloram
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3.7.2.2 Citoquininas

Soberdn et al., (2005), menciona que las citoquininas son un grupo de hormonas que
regulan la division celular. Derivan de la adenina o de aminopurinas. Las diferentes
cadenas laterales se unen al nitrégeno del carbono 6. Pueden presentarse como:
bases libres (que constituyen las formas activas de las citoquininas), o bien
ribonucledsidos, ribonucleotidos y glicésidos. La primera citocinina natural aislada

fuela zeatina [N-(4-hidroxi-3-metil-2butenil) aminopurina].

Son consideradas citoquininas aquellas sustancias quimicas que pueden estimular

principalmente la divisidn celular citocinesis (Espinoza, 2013).

Murillo (2014), indica que las posibles respuestas con citocininas son: division celular,
induccion a la formacion de tallos y proliferacion de yemas axilares, inhibicion de la

formacion de raices.

Espinoza (2013), casi todas las citoquininas son sintéticas y derivadas de la adenina
dentro de este grupo se encuentra la kinetina (6-furturil amino-purina), BAP (6 benzil
amino-purina), 2ip (6 dimetil alil purina), y la zeatina (6 hidroxi 3 metil, 2 bunetil)
adenina, esta Ultima es considerada citoquinina natural porque es extraida del
endospermo del maiz. Las citoquininas realizan su efecto incrementando la division

celular, dicha accion esta relacionada con la presencia de auxinas.

Portillo (1999), menciona que las citoquininas son utilizadas en concentraciones que
varian segun la especie, pero generalmente se usan en concentraciones de 0,03 a 30

mg/l. Son derivadas de la adenina y dentro de este grupo estan:
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N® Bencil aminopurina.................cccccceeeeeveeennnn.. BAP

N® Dimetilalil aminopurina...............cccccccceeeueeee.. 2iP
N® Furfuril aminopurina...................cccoeeeuinne. Kinetina
N (4-hidroxi, 3-metil, 2-butenil) adenina.............. Zeatina

3.7.2.3 Giberalinas

Otro regulador de crecimiento es el Acido Giberélico (AG3), aunque no tiene un uso
muy amplio, pero si es esencial en el cultivo de meristemos en algunas especies de
plantas como la micropropagaciéon con medios liquidos de vitroplantas de papa,

banano y totora. (Espinoza, 2013).

Sandoval (2001), indica que las giberelinas son sintetizadas en los primordios apicales
de las hojas, en la punta de las raices, en los frutos, tejidos jévenes y semillas en
desarrollo. Esta hormona induce el crecimiento del tallo, regulacion de la transicion
entre la fase juvenil y adulta, induccion a la floracion y la determinacion sexual de la

flor, induccién de la germinacion ademas de promover la elongacién internodal.

3.7.3 Complejos Naturales

Abdelnour y Vincent (1994), menciona que una gran variedad de sustancias de
composicion indefinida ha sido utilizada para enriquecer los medios de cultivo. Entre
ellos se mencionan: extracto de malta, agua de coco, extracto de levadura, caseina

hidrolizada, jugo de naranja y tomate.
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Los resultados acumulados de los estudios realizados en esta teméatica, se resumen
de la siguiente forma: en un total de 166 pruebas (con preparaciones de fuentes
naturales) con 63 compuestos, 123 dieron una respuesta positiva, mientras que 40 no
dieron respuesta o fueron negativos. El analisis de los resultados de estas pruebas,
refuerza el hecho de que diversos tejidos responden diferentemente a varios

suplementos (Garcia, 2000).

3.7.3.1 Caracteristicas del agua de coco

En 1942, Van Overbeek, Conklin y Blackeslee (citados por Ball, 1946). mostraron que
los embriones en desarrollo de Datura se podian cultivar in vitro hasta su madurez,
utilizando el endospermo liquido de coco (Coco nucifera) como suplemento.

Réapidamente aparecieron otros usos de agua de coco.

Caplin y Steward (1948), se dieron cuenta del potencial del agua de coco para inducir
la divisién celular en tejidos diferenciados; lo observaron por primera vez en el
parénquima del floema secundario de la raiz de la zanahoria cultivada, se sabia que
el agua de coco al ser nutritivo para los embriones inmaduros, podia producir el mismo

efecto en tejidos y en células explantadas.

Segun IBTEN (2002), indica que se han empleado varios materiales de composicion
desconocida para establecer cultivos, cuando no se ha logrado hacerlo con sustancias
conocidas; en ocasiones, esos materiales estimulan un crecimiento extra.
Frecuentemente se ha empleado como ultima alternativa después de que todos los

ingredientes definidos del medio han fallado en el establecimiento de cultivos de
26



células y 6rganos. Ejemplo de estas preparaciones son las siguientes: endospermo de

coco (10% — 20% v/v), extracto de malta, pulpa de platano, etc.

Existe una l6gica bien documentada tras el uso de sustancias liquidas como el caso
del agua de coco que se encuentran en forma natural, con el uso individual de esta
sustancia se obtiene poco efecto por encima del esperado, parece que las sustancias
de esta naturaleza pueden desempefiar un papel pequefio pero significativo en la

estimulacién del crecimiento en los tejidos de explantes, mediante la division celular.

Roca y Mroginski (1991), menciona que un paso importante en el desarrollo de las
técnicas actuales para estimular la division celular de explantes fue la observacion de
que el agua de coco, a niveles relativamente bajos (5% — 10% v/v), podia interactuar
con los hormonas (auxinas, citocininas) y promover el crecimiento, en situaciones en
que por si sola era ineficiente, un medio de cultivo general (preparado con reactivos
analiticos), con un suplemento de agua de coco, muy raras veces resulta toxico o

deficiente a causa de los microelementos.

Se establece que una forma comun de adicionar citocinina natural al medio de cultivo,
es con suplemento organico como el agua de coco en el que se encuentran entre otras
citocininas naturales como la zeatina, aminodcidos, acidos organicos, purinas,

vitaminas, azucares y minerales (Mejia, 1988).

Se ha demostrado que el agua de coco es Util para estimular la proliferacion de retofios
en muchas especies de plantas. El agua de coco debe ser preparado de los cocos
seleccionados filtrados y esterilizados para su utilizacién, Debe usarse agua de coco

a una concentracion de (5% — 20% v/v) (Mejia, 1988).
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Una gran parte de los trabajos realizados sobre cultivo de tejidos ha girado alrededor
del uso del agua de coco (AC) en presencia o ausencia de AlA, ANA 6 2,4-D. En caso
de los tejidos recalcitrantes, se deberia ensayar también una amplia gama de otros
compuestos conocidos por sus propiedades estimuladoras de crecimiento (Pérez y
Col., 1998). El agua de coco tiene un amplio uso en medios de cultivo de cafa de
azucar, en esta sustancia se ha encontrado reguladores de crecimiento: auxinas y
giberelinas, las cuales estan en menor concentracién que las citoquininas (Margar,

1988).

3.7.3.2 Composicion del agua de coco

El agua de coco es un medio muy complejo, con una amplia gama de componentes
organicos e inorganicos; tiene buena capacidad de amortiguacion (buffer) y no es raro
encontrar sales en ella, rica en magnesio y fosfato, el contenido de azucar, de
alrededor de 2,5%, adicionalmente, nitrégeno no proteico soluble en forma de
aminoécidos, auxinas, giberelinas, y citocininas. En Bolivia existen dos variedades de
Cocos nucifera L.: la criolla cocotero de porte alto, coco de forma ovoide y consistencia
mas carnosa; y la hibrida de porte bajo, coco de forma redonda con mas contenido
liguido 6 agua de coco, las propiedades fisicas - quimicas que presentan se muestra

en el siguiente cuadro:
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Tabla 1 Composiciéon del agua de coco por 100 g.

Composicion por Valor Unidad
100 g
Humedad 93,0 %
Proteina 0,3 g
Azucares totales 50 %
Hidratos de carbono 0,28 %
Grasa 0,50 %
Calcio 20,0 mg
Foésforo 13,0 mg
Hierro 0,3 mg
Vitamina C 2,0 mg

Fuente: CIAT — JICA, 1994

Aunque todavia no se conocen completamente todas las fracciones del agua de coco,
se sabe bastante sobre ellas. Llegard el dia en que este liquido nutritivo sea
remplazado por un medio completamente identificado; mientras tanto, su uso se
justifica, no solo por su excelente capacidad amortiguadora sino también porque sus
cualidades promotoras de crecimiento frecuentemente son superiores en su totalidad

a las de otros medios conocidos.
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Ademas, en aquellas areas donde crece el coco es significativamente mas barato que
compuestos purificados 0 sintéticos tales como la zeatina o el inositol (Roca y

Mroginski, 1991).

Tabla 2 Algunos componentes del agua de coco

Componentes Sustancias

Aspartico, Glutamico, Serina, Aminobutirico,
Asparagina, Glicina, Treonina, Histidina,
Aminoacidos Lisina, Valina, Metionina, Arginina,

Fenilalanina, Tirosina, Prolina, Homoserina, Hidroxiprolina,

B — Alanina.
_ _ Acido nicotinico, Acido pantoténico, Biotina, Riboflavina,
Vitaminas ) - o o . . o
Acido folico, Tiamina, Piridoxina, Acido ascorbico.
Azucares Glucosa, Sacarosa, fructosa.
Sustancias de| Auxina, Giberelina, 1,3 — Difenilurea, Citocinina, Zeatina,
crecimiento Glucésido de zeatina, Ribdsido de zeatina.

. o Shikimicos, Pirrolidona-carboxilico,
Acidos organicos . . o _
Succinico, malico, citricos y desconocidos.

Otros compuestos . . o o .
_ Amonio, Etanolamina, Dihidroxifenilalanina
nitrogenados

Fuente: Roca et. al. (1991)

Del agua de coco se han aislado purinas (por ejemplo: adenina y uracilo) y hay
fracciones que muestran la presencia de compuestos polifendlicos como las
leucoantocianinas, que pueden promover la divisién celular. Se han identificado, pero

no aislado: las adenilcitocininas, ZEA y ribosido de zeatina (Letham, 1974; Van Staden
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et al., 1974); la zeatina es la citoquinina natural mas activa, siendo diez veces mas

potente que la cinetina.

Desde hace mucho tiempo se sabe que se puede obtener un efecto sinergistico entre

una auxina y los factores de crecimiento como los encontrados en el agua de coco.

Por lo tanto, en la practica seria deseable, por lo menos al principio cuando se esta
tratando de iniciar nuevos cultivos, contar con una serie de tratamientos con agua de

coco Yy otros sin esta sustancia (Roca y Mroginski, 1991).

El cuadro 3 suministra un analisis representativo de ciertos compuestos de nitrogeno
libre en el agua de coco de nueces provenientes de Puerto Rico, particularmente es

rica en alanina y acido aminobutirico.

3.7.4 Agentes Gelificantes

La mayoria de los medios utilizados incluye un gelificante que impida que el explante
se sumerja en el medio. Generalmente se utiliza Agar- Agar en concentraciones de 6-
8 g/l o Gelrite en concentraciones de 1,5-3 g/l (Seemann, 1993). En general las
sustancias nutritivas empleadas en los medios de cultivo, son gelificantes con agar, el
cual forma un complejo coloidal con débil poder de retencion i6nica (Mangara, 1988;
citado por Weldt, 2008). Segun lbrahim (1994), el Agar- Agar es el agente gelificante
mas utilizado en los cultivos in vitro, ya que presenta numerosas caracteristicas
deseables, las cuales son, claridad, estabilidad y ser un agente inerte. Espinoza (2013)
indica que, desde hace mucho tiempo atras, los medios de cultivo han sido gelificados
con agar, un compuesto extraido de algas marinas del género Gelidium. El agar se ha

convertido en el material de soporte mas ampliamente usado, pues provee al medio
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un excelente gel hiumedo que sirve como soporte. La concentracion de dichas
sustancias esta determinada generalmente por la calidad del agar, este afadido al
medio de concentracion de 6 a 9 g/l para medios sélidos y 2 a 4 g/l para medios

semisolidos.

3.7.5 Acidez del Medio de Cultivo

SEEMANN (1993), indica que el pH se debe regular antes de adicionar el gelificante y
debe estar entre los valores 5 y 6,5, debido a que los valores menores o mayores
pueden detener el crecimiento del explante. Una vez ajustado el pH del medio, este
sufrira una ligera acidificacién progresiva como el resultado de la absorcion de algunos
componentes del medio, asi como de la excrecién de exudados por parte del explante,

pudiendo producir asi la licuacién del medio de cultivo (George y Sherrington1984).

3.7.6 Asepsia.

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se
incuban los cultivos conforman un ambiente propicio para la proliferacion de
microorganismos (bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos,
competir con el explante por el medio de cultivo o modificarlo. Evitar las
contaminaciones con microorganismos es un aspecto basico que se debe tener en
cuenta para el éxito. Para establecer cultivos asépticos es necesario: a) trabajar en
ambientes adecuados; b) esterilizar los medios de cultivo; c) desinfectar
superficialmente los explantes, para liberarlos de microorganismos exégenos y d)
Manejar adecuadamente las normas de asepsia. Es generalizado el uso de etanol (70

% v/v) y de hipoclorito de sodio (NaOCI) del 1 al 3 %. Con menor frecuencia se usan
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el hipoclorito de calcio [Ca (OCD)]2, del 6 al 12 % y el cloruro de mercurio (HgCI2) del
0.1 al 1.5 %. En algunos casos es util agregar algun agente tensoactivo (por ejemplo,
Tween-20, del 0.01 al 0.1 %). No es necesario cuando se incluye un primer lavado con
etanol. Posteriormente es necesario dar varios lavados con agua destilada estéril
dentro de la camara de flujo laminar. Por ultimo, vale tomar en cuenta que la
desinfeccidn debe eliminar los microorganismos con el menor dafio al explante (Perla

2007).

4 LOCALIZACION

4.1.1 Ubicacién del laboratorio

El trabajo de investigacion se realizé en dependencias del laboratorio de Fitopatologia
de la Carrera de Ingenieria Agrondmica, Facultad de Agronomia perteneciente a la
Universidad Mayor de San Andrés (UMSA), ubicada en la Zona San Pedro, Calle
Héroes del Acre N° 1543 del Departamento de La Paz, Provincia Murillo una altitud de
3650 m.s.n.m, a 16° 30'00” latitud Sur y 68° 08’ 00” longitud Oeste del Meridiano de

Greenwich.

Figura 1 Ubicacién referencial de la Facultad de Agronomia UMSA.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Material Vegetal
El material que se utilizo fueron explantes de hojas y raiz de Gerberas (Gerbera

jamesonii L. Bolus) (planta madre).

£

Figura 2. Planta madre de Gerbera (Gerbera jamasonii)

5.1.2 Materiales para la Desinfeccion de laboratorio

* 150 ml de Alcohol al 70%.
» Alcohol al 96% (puro)
« 150 ml de Hipoclorito de Sodio al 3%.
+ Jabon desinfectante
» Agua destilada y autoclavada,
» 3 probetas de 250 ml.
* 4 baldes.
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5.1.3 Materiales de laboratorio y equipos

Autoclave, (vapor bajo presion),
Balanzas (analitica y precision)
Camara de flujo laminar de aire
Horno microondas

pH-metro

Agitador magnético
Refrigerador

Destilador de agua.

Pipetas

probetas (250 ml)

Vasitos de vidrio cocteleros
Placas petri

Vaso de precipitacion

Varilla de vidrio.

5.1.4 Materiales para Desinfeccion de explantes

* 150 ml de Alcohol al 70%.

» 150 ml de Hipoclorito de Sodio al 3%.
* Alcohol al 96% (puro)

+ Jabon desinfectante

+ Agua destilada y autoclavada,

» 3 probetas de 250 ml.

» 8 vasos precipitados

5.1.5 Insumos para la Preparacion de Medio de Cultivo

* Solucién de Murashige y Skoog Basal 4.33 g/l.
« Reguladores de crecimiento AIA (Acido indolacetico, G3 y agua de coco.
* Hidroxido de sodio (NaOH) 1M,
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» Sacarosa 30 gl/l.
* Agar6 g/l
* Microondas

+ Papel aluminio

5.1.6 Insumos para la Introduccion de Explantes

* Mechero a alcohol.

» 5 cajas Petri autoclavadas.

* Alcohol desinfectante liquido
* Plastifilm .

* b5 pinzas.

* 10 hojas de bisturi del N° 14.

* 2 vasos precipitados

5.1.7 Indumentariay materiales de asepsia:

» Guardapolvos

+ Barbijos

* Detergente

« Jabodn desinfectante antibacterial,
* Algoddn

* Guantes de latex desechables.

5.1.8 Materiales de gabinete

* Computadora

* Impresora

* Calculadora

+ Camara fotografica
* Planillas

* Marcador indeleble
+ Etiquetas
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5.2 METODOLOGIA.

5.2.1 Desinfeccion y establecimiento a condiciones in vitro del material:

Todos los instrumentos que se utilizaron fueron desinfectados mediante inmersion
en alcohol al 70% (v/v), en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% (v/v) y

posteriormente se realiz0 tres enjuagues sucesivos con agua destilada.

Los instrumentos y la cristaleria se envolvieron en papel maderay se colocaron

dentro de la autoclave. Se esterilizé por 20 minutos a 121°C y 1 atmoésfera de presion.

Figura 3 Material ya esterilizado.

5.2.2 Preparaciéon del Medio de Cultivo.

El medio elegido para la introduccién y desarrollo del material vegetal fue el medio

basal de Murashige y Skoog (1962) segun lo recomendado por (Hurtado en el afio

1994).
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Para la preparacion del medio de cultivo se pes6 en una balanza analitica, como se
observa en la Figura 6 todos los reactivos requeridos los cuales son: Medio basal
Murashige Skoog, mas reguladores de crecimiento (AlA, G3 y agua de coco), agente
gelificante Agar, Sacarosa, de acuerdo al requerimiento necesario de la cantidad de

medio de cultivo a preparar para el trabajo de investigacion.

Figura 3 Pesado de los Reactivos que compone el Medio de Cultivo.

Una vez pesado los reactivos se introdujieron los mismos a un vaso de precipitado con

un contenido de con el 50% ml de agua autoclavada utilizando el agitador magnetico.

Figura 5 Adicién del medio de cultivo y Reguladores de Crecimiento.
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Posteriormente a la adicion del medio de cultivo y reguladores de crecimiento figura 5,
se realizé la medicion de la acides (pH) del medio de cultivo como se observa en la
Figura 6, el mismo debe encontrarse estabilizado en un rango de 5,6 a 5,8. Si el pH se
encuentra en un rango menor a 5,6 se le adiciona hidréxido de sodio NaOH en una
concentracion de 0,1 Normal, si el pH se encuentra en un rango mayor a 5,8 se le

adiciona Acido Clorhidrico HCL en una concentracion de 0,1 Normal.

WS T

R [

Figura 4 Estabilizacién del pH.
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Figura 5 Adicion del agente gelificante Agar Agar

Seguidamente se disolvio el agente gelificante Agar con la ayuda del agitador
magnético, disuelto el agar en la solucion del medio de cultivo se llevo a un microondas
con una potencia de 700 W durante un tiempo de 2 a 3 minutos hasta obtener una
solucién homogénea, se distribuyo 10 ml de medio de cultivo a cada vaso de vidrio con

la ayuda de un dispensador.
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Figura 8 Dispensacion de medios de cultivo.

Cada vaso que contenia medio de cultivo se tapo con papel aluminio y se sello todo
el borde superior de cada vaso con plastifilm de manera inmediata como se observa
en la Figura 7, con la finalidad de evitar cualquier tipo de contaminacién fuera y dentro

del autoclave.

Posteriormente al sellado de los vasos se realizo la correspondiente identificacion de

cada uno de ellos de acuerdo a cada tratamiento en estudio.
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Después de haber realizado el tapado y sellado e identificacion correspondiente de
cada vaso de vidrio que contienen medio de cultivo de acuerdo a cada tratamiento de
estudio, se llevo al autoclave de presion de vapor como se observa en la Figura 8 a

una temperatura de 121°C y 15 libras de depresion durante un tiempo de 10 minutos.

Figura 9. Esterilizado de Medios de Cultivo.

5.2.3 Preparacion del Material Vegetal.

Para la preparacion del material vegetal se seleccion6 de la planta madre hojas y raiz
que seran desinfectados en varias partes con presencia de una yema lateral para
cada muestra, el tamafo de la muestra debe ser de aproximadamente 10 mm como
se muestra en la Figura 12, con la finalidad de reducir el riesgo de contaminacion,

mientras mas pequefa sea la muestra menor sera el riesgo de contaminacion.
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Figura 11 Desinfeccion de hojas para el establecimiento In Vitro
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Figura 12 Corte de los explantes para el establecimiento In Vitro

5.2.4 Desinfeccion del material vegetal

5.2.4.1 Desinfeccion de explantes

Para la desinfeccidn del material vegetal, las muestras se lavaron con agua,para retirar
todas aquellas particulas que se encuentren alojadas en el material vegetal a
desinfectar, retiradas las particulas se debe introducir el material vegetal en un frasco
donde se agreg6 detergente concentrado, durante 20 minutos se agito el frasco y
posteriormente el enjuague de las muestras. Se realizo la preparacion para las

concentraciones de hipoclorito de sodio 0.5-1% (v/v)
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Figura 13 Concentraciones de hipoclorito de sodio 0.5-1%

Se llevo a la cdmara de flujo laminar de aire, donde se esterilizaron dentro de un vaso
por inmersién, en una solucién de alcohol de 150 ml al 70 % de concentracion (v/v)

durante 10 segundos agitandose de manera constante.

Pasado los segundos establecidos se retiré el alcohol en otro recipiente, retirado el
alcohol se afadié agua destilada y autoclavada para enjuagar y retirar los restos de
alcohol que habian quedado, seguidamente se llevd a sumergir las muestras de
gerbera Gerbera (Gerbera jamesonii H. Bolus) durante 10 minutos en la solucién de

hipoclorito de sodio al 3% (v/v), como se observa en la Figura 14.
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Figura 14 Sumersion de muestras de gerbera en Alcohol e Hipoclorito de
Sodio.

Después del tiempo establecido se enjuago con agua destilada y autoclavada hasta
retirar el hipoclorito de sodio tanto para la concentracién 0.5y 1 por ciento, estos
enjuagues con agua destilada y autoclavada, se hizo tres veces por un tiempo de 3
minutos con la finalidad de retirar todo residuo de alcohol e hipoclorito de sodio

usado

5.2.5 Introduccion del Material Vegetal.

Previamente el material de apoyo a usar para la siembra (mandil, barbijo, guantes,
cajas petri, bisturis, mechero, sanitizador, pinzas y otros), fueron llevados a la camara

de flujo laminar donde fueron esterilizado con rayos U.V. durante 10 min.

Terminada la esterilizacion se procedio a realizar la siembra de los explantes de

gerbera con muestras desinfectadas, juntamente con los medios de cultivo, se
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realizaron cortes a los extremos basales de las muestras debido al dafio que sufrieron
los tejidos por los agentes desinfectantes, con la ayuda de las pinzas se introdujeron
las muestras a los vasos de vidrio que contienen medio de cultivo con la debida asepsia
en el material que se esta usando para la siembra, con la finalidad de evitar
contaminacion, como se muestra en la Figura 15, al finalizar la siembra los vasos de
vidrio fueron flameados a lo largo de los bordes superiores y fueron sellados con
plastifilm e identificados con los tratamientos correspondientes, los mismos se llevaron
a la sala de crecimiento o sala de incubacion donde se cuenta con ambientes
controlados minimamente requeridos, con temperaturas de 25-27°C y un fotoperiodo

de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad regulados por un temporizador analogico.

Figura 15 Siembra de explantes de Gerbera al Medio de Cultivo
correspondiente
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5.2.6 Toma de Datos

La evaluacion y analisis de datos fueron realizados para las variables supervivencia a

los 15 dias después de iniciarse la etapa de establecimiento.

Para las variables contaminacién los datos fueron tomados desde el momento de
establecimiento hasta la obtencion de las vitroplantas. La toma de datos se realizé

periodicamente para observar el desarrollo de los explantes.

5.2.7 Disefio Experimental

EL estudio de investigacion se realiz6 en dos etapas utilizo el método cuantitativo

(Hernandez Sampieri et al., 2014).

5.2.7.1 Desinfeccién con dos concentraciones de hipoclorito
(ETAPA 1)

El disefio que se utilizé fue completamente al azar con un arreglo Bifactorial, el mismo

esta dado por el siguiente modelo lineal aditivo (Arteaga J. 2016).

Modelo Lineal Aditivo

Yik= M + ai+ Bj+ a*Bij + €ijk

Doénde:

Yik = Cualquier observacion.

M = Media general.
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ai = Es el efecto fijo debido al i-ésimo concentracion de hipoclorito (0.5-1%).

Bj= Es el efecto fijo debido al j-ésimo tipo de explante (j =apice de la hoja, del

rizoma).
ao*Bi= efecto de la interaccion concentracion de hipoclorito (i) por explante(j).

giik = Error experimental.
Esta fase de investigacion tuvo 4 tratamientos con 4 repeticiones, 16 unidades

experimentales y cada unidad experimental con 4 explantes.

527.11 Factor de Estudio

Los criterios de seleccién del factor A (concentracion de hipoclorito) y factor B (tipo de

explante.

Tabla 3 Factores de estudio (Etapa 1)

Factor A Factor B

(% de Hipoclorito) (tipo de explante)
0.5 Apice de hoja

1 Rizoma

Unidad experimental. La unidad experimental para este estudio fue cada frasco

conteniendo 4 explantes de hoja de G. jamesonii (figura 16).
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Explantes

Vista lateral Vista superior

Figura 16 Diagrama de la unidad experimental vaso

Croquis experimental: ElI croquis experimental para la desinfeccion con dos
concentraciones de hipoclorito ejemplificado en la figura 17.

Figura 17 Croquis de evaluacién de desinfeccioén
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5.2.7.2 Evaluacion de reguladores de crecimiento al medio de
cultivo (ETAPA 2)

5.2.7.2.1 Disefio experimental

El disefio a utilizar serd completamente al azar con un arreglo Bifactorial, el mismo

esta dado por el siguiente modelo lineal aditivo (Ochoa, 2007).

Modelo Lineal Aditivo

Yik= M + ai+ Bj+ o*Bij + €ijk

Dénde:

Yik = Cualquier observacion.

1 = Media general.

ai = Es el efecto fijo debido al i-ésimo tipo de explante (apice de hoja y rizoma)
Bj= Es el efecto fijo debido al j-ésimo tipo de explante j =regulador de crecimiento
a*Bij= efecto de la interaccion tipo de explante (i) regulador de crecimiento (j).

gik = Error experimental.

Esta fase de investigacion tuvo 6 tratamientos con 4 repeticiones, 24 unidades

experimentales y cada unidad experimental con 4 explantes.

Los factores de estudio a evaluar en la investigacion se detallan en el Cuadro 1.
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Tabla 4 Factores de estudio (Etapa 2)

E1=Apice de hoja

R1= Medio Murashige y Skoog (MS) +
Acido indolacético (AIA)

E2=Rizoma

R2= Medio Murashige y Skoog (MS) +
Acido giberelico(G3)

R3= Medio Murashige y Skoog (MS) +

Agua de coco (Acc)

En base a los factores establecidos se realizan las siguientes combinaciones para

Fuente: Propia, 2021.

cada tratamiento, los tratamientos se detallan en la tabla 4.
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Tabla 5 Tratamientos en Estudio de los reguladores de crecimiento.

Tratamiento

Combinacion

Descripcion

Tl E1R1 Apice - Medio Murashige y Skoog (MS) +
Acido indolacético (AlA)

T2 E1R2 Apice - Medio Murashige y Skoog (MS) +
Acido giberelico(G3)

T3 E1R3 Apice - Medio Murashige y Skoog (MS) +
Agua de coco (Acc)

T4 E2R1 Rizoma - Medio Murashige y Skoog (MS) +
Acido indolacético (AlA)

T5 E2R2 Rizoma -Medio Murashige y Skoog (MS) +
Acido giberelico(G3)

T6 E2R3 Rizoma -Medio Murashige y Skoog (MS) +

Agua de coco (Acc)

Fuente: Propia, 2020.

Croquis_experimental: El croquis experimental para los reguladores de crecimiento

en el medio de cultivo ejemplificado en la figura 18.

Figura 18 Croquis reguladores de crecimiento en el medio de cultivo.
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5.2.8 Variables de respuesta

5.2.8.1 Desinfecciéon con dos concentraciones de hipoclorito

Para efecto de establecer la desinfeccion con hipoclorito se tomaron lecturas a los 10
a 10 dias después de siembra tomando en cuenta el 100% de los frascos en cada

variable; las variables estudiadas fueron las siguientes:

Sobrevivencia de explante: De cada frasco se anoto si el explante estaba vivo o

no, sin importar si el frasco con el medio estaba contaminado. Asi mismo los resultados

fueron expresados como variables cuantitativas discretas.

Figura 19 Sobrevivencia de explante

54



Contaminacién del medio: De cada frasco con el explante se consider6 que el

medio estuvo contaminado cuando hubo presencia de bacterias u hongos. EI mismo

que por observacion directa se determind en porcentaje%.

Figura 20 Contaminacién medio de cultivo de explantes

5.2.8.2 Evaluacion de tipo de explante y tipo de reguladores en el
medio de cultivo

Para las lecturas de inicio de formacién de callo y brote se establecié como tiempo 60

dias al inicio del experimento, la toma de datos fue la siguiente

Formacion de callo y brote: De cada frasco se determiné si los explantes formaron

callo o brote en caso de rizoma considerandose esta variable como cuantitativa
discreta, esta observacion fue medida una vez que el 50% del total de explantes de

hoja y rizoma en cada unidad experimental presentase el inicio de formacion.
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Figura 21 Formacion de callo y brote

Contaminacién de medio con el tipo de requlador de crecimiento: En cada frasco con

explantes se consider6 que el medio estaba contaminado cuando hubo presencia de

bacterias u hongos,se expresé en porcentaje.

Figura 22 Contaminacién de medio con el tipo de regulador de m
crecimiento.

Sobrevivencia: De cada frasco se anoto si el explante estaba vivo o no. Se anoté si el

explante sobrevivid, tomando como el 100% 4 explantes cada uno representando el

25%.
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5.2.9 Andlisis estadistico

Para cada variable en estudio se realiz6 una prueba de ajuste Shapiro Wilks para
determinar la normalidad de los datos. Se utilizo la transformacion para los datos que

no se ajustan a la distribucion normal.

Posteriormente se realizé un analisis de varianza para determinar significancia entre
tratamientos y al haber, se realiz6 una prueba de medias de Duncan al 5% de
significancia con ayuda del software estadistico INFOSTAT. Se graficaron y se
realizaron tablas resumen de los resultados obtenidos para analizar de una mejor

manera los resultados obtenidos.

6 RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a los objetivos planteados para la investigacién, a continuacién, se
muestra los resultados obtenidos a través del analisis de variancia y pruebas Duncan
con nivel de significancia de 5% para cada variable de respuesta en conformidad a

cada etapa del trabajo.

6.1 Desinfecciéon de explantes con diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (ETAPA 1)

6.1.1 Sobrevivencia de explantes

La variable sobrevivencia de explantes fue registrada realizando un conteo de
explantes vivos en cada unidad experimental, independientemente si el medio de
cultivo estaria contaminado o no asi mismo se realiz6 la trasformacién de datos para

su analisis que se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6 Analisis de varianza para la variable sobrevivencia de explante

FV GL SC CM FC Ft
%HIPOCLORITO 1 0,34 0,34 11,96  0,0047 **
TIPO DE EXPLANTE 1 1,07 1,07 37,76 <0,0001 **
%HIPOCLORITO*TIPO DE EXPLANTE 1  3,2E-03 3,2E-03 0,11 0,7426 NS
ERROR 12 0,34 0,03
TOTAL 15 1,75
Cv =9,89
**=Altamente significativo *=Significativo NS= No significativo

El C.V. muestra un valor del 9,89% que nos indica la confiabilidad de los datos para

esta variable, asi mismo el buen manejo de las unidades experimentales.

% SOBREVIVENCIA
N

[
M

1,00 0,50
%HIPOCLORITO

Figura 23 Comparacion multiple de medias Duncan 5%, factor concentracion
de hipoclorito de sodio.
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Figura 24 Comparacién multiple de medias Duncan al 5 %, para el factor
Explantes

Se logra observar en la tabla 6 el analisis de datos realizado para la variable
sobrevivencia de explante, donde claramente se demuestra que hubo una alta

diferencia estadistica en las diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio.

El factor tipo de explante presenta la significancia esto indica que hubo una diferencia
estadistica entre el explante de apice de hoja y el explante de rizoma, la interaccion
entre ambos factores posee la no significancia, habiéndose demostrado que no existe

diferencia estadistica entre la concentracion de hipoclorito y los tipos de explantes.

Para la determinacién de la concentracion de hipoclorito efectivo en la sobrevivencia
de explantes se realizé una comparacion multiple de medias Duncan que se presenta
en la figura 23, en el mismo se denota la concentracion de 0,5 % de hipoclorito con

una media promedio de sobrevivencia de 1,50 explantes que estd muy por debajo de
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la concentracion de 1% de hipoclorito con una media de promedio de 2,50 siendo

estadisticamente diferentes.

En la figura 24, se logra distinguir la diferencia estadistica entre los dos tipos de
explante (E1-E2) apice de hoja y el explante de rizoma, que se agrupan por las letras
Ay B, esto indica que el menor promedio de sobrevivencia el E2 Rizoma que presento
el 1,13 a diferencia de E1 Apice de hoja quien obtuvo una media de 2,88 el cual nos

permitira tener mayor sobrevivencia.

Gomes (2018), realizdé una investigacion obteniendo el 100% de sobrevivencia del
material vegetal, utilizé alcohol al 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio al 2% durante
6 a 8 minutos. Posada (2004) obtuvo el 68.5% de sobrevivencia utilizando Unicamente

hipoclorito de sodio al 1% durante 10 minutos.

6.1.2 Contaminacién de medios

Se realiz6 un andlisis de las distintas concentraciones de hipoclorito de sodio al
(0.5- 1 %) alos 10 dias de observacion se obtuvieron los siguientes resultados en
las variables. A pesar de que hubo diferencias observables entre los diferentes
tratamientos. sin embargo, es importante reconocer que en la aplicacion de la
practica se debe descartar los frascos contaminados como punto critico de control

de asepsia.
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Tabla 7 Analisis de varianza (A.N.V.A.) para la variable contaminacién de

medios %

FV GL SC CM FC Ft
%HIPOCLORITO 1 0,30 0,30 45,99 <0,0001 **
TIPO DE EXPLANTE 1 0,01 0,01 0,87 0,3691 NS
%HIPOCLORITO*TIPO DE EXPLATE 1 0,02 0,02 2,42 0,1458 NS
ERROR 12 0,08 0,01
TOTAL 15 0,40
CVv =8,58
**=Altamente significativo *=Significativo NS= No significativo

El coeficiente de variabilidad C.V. para la variable contaminacion de medios fue de
8,58 % el mismo nos hace referencia a la confiabilidad de los datos de dicha variable,

asi mismo al buen manejo de las unidades experimentales.
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Figura 25 Comparacién multiple de medias Duncan al 5 %, para el factor
concentracion de hipoclorito (%)

En la tabla 7 se puede observar el analisis de varianza, el mismo nos muestra que el
factor concentracion de hipoclorito de sodio (%) fue altamente significativo,

presentandose asi una diferencia estadistica entre las diferentes concentraciones.
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El factor tipo de explante presenta no significativo esto nos indica que no hubo una
diferencia estadistica entre el explante de apice de hoja y el explante de rizoma, la
interaccidn entre ambos factores posee la no significancia, habiéndose demostrado
gue no existe diferencia estadistica entre las concentraciones de hipoclorito de sodio

(%) vy los tipos de explantes.

Una vez realizada la comparacion de medias que se muestra en la figura 25, logramos
distinguir la diferencia estadistica entre las dos concentraciones de hipoclorito de sodio
(0,5-1%), que se agrupan por las letras A y B, esto nos indica que el menor promedio
de contaminacion present6 el 1% de hipoclorito de sodio 23,25 el cual nos permitira
tener menor contaminacion a diferencia de 0,5% de hipoclorito de sodio quien obtuvo

una media de 48,75.

Segun Lopez et al, (2004), el hipoclorito de sodio provoca la oxidacién de las proteinas
de la pared celular de las bacterias, de la membrana citoplasmatica y del citoplasma.
En sentido general se puede decir que las paredes celulares de las esporas
bacterianas son igualmente atacadas ya que este compuesto también tiene actividad

esporicida, por lo cual no deben ser aplicadas durante periodos excesivamente largos.

Pierik (1990), indica que una de las cuatro fuentes de infeccibn mas importante
en el establecimiento de cultivo de tejidos, es el operario, si se ha realizado una buena
esterilizacion quimica del material vegetal, puede existir la tendencia que al momento
de que el operario manipule los explantes sea fuente de contaminacion directa al
realizar la siembra respectiva del segmento foliar. Con los resultados obtenidos de

dicha siembra, la contaminacion esta presente en todos los procesos involucrados en
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un cultivo de tejidos, que puede abarcar desde la esterilizacion de los instrumentos
hasta la fumigacion de las plantas en el invernadero o que también al momento de la

siembra de los explantes puede influir un factor microbiolégico que pueda

contaminar dicho explante.

6.2Evaluacién de reguladores de crecimiento (ETAPA 2)

6.2.1 Formacién de callo y brote.

La variable se registr6 cuando més del 50 % de los explantes (&pice de hoja y rizoma)
en cada unidad experimental presentasen el inicio a la formacién de callo y brote
respectivamente, asi también se realizé una trasformacion logaritmica de datos para

conteos de numeros para el analisis de los mismos que se muestran en la tabla 8 a

continuacion:

Tabla 8 Analisis de datos, variable dias al inicio de formacién de callo y

brote
FV GL SC CM FC Ft
TIPO DE EXPLANTE 1 0,18 0,18 5,85 10,0264 *

TIPO DE REGULADOR DE CRECIMIENTO 2 106 0,53 17,10 0,0001 **
TIPO DE EXP. x TIPO DE REGULADOR CREC. 2 0,03 0,02 0,50 0,6141 NS

ERROR 18 0,56 0,03

TOTAL 231,84

CV =9,65

**=Altamente significativo *=Significativo NS= No significativo
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En la tabla 8 muestra un C.V. de 9,65% que demuestra la confiabilidad de los datos,

asi mismo el buen manejo de unidades experimentales para esta fase de la
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investigacion.
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Figura 26 Comparacién Duncan para el factor tipo de explante
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Figura 27 Comparacién multiple de medias Duncan para el factor tipo de
regulador de crecimiento.

La tabla 8 presenta el andlisis de datos para la variable formacion de callo y brote, este
indica la diferencia estadistica que hubo en el factor tipo de explante (apice de hojay

rizoma), entre los diferentes reguladores de crecimiento R1=Medio Murashige y Skoog
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(MS) + Acido indolacético (AIA ) , R2= Medio Murashige y Skoog (MS) + Acido
giberelico(G3) y R3= Medio Murashige y Skoog (MS) + Agua de coco (Acc) , se
presenta significancia, la interaccion entre ambos factores nos muestra que no hay

significancia lo cual indica que no existe diferencia.

La Figura 26, muestra la comparacion multiple de medias Duncan para el factor tipo
de explante, en el mismo se pudo observar que se presenta la mayor media de
formacion de callo y brote del explante de rizoma a diferencia del explante de hoja que

presento una media de 2,75.

Una vez realizada la comparacion de medias que se muestra en la Figura 27, logramos
distinguir la diferencia estadistica entre los tipos de reguladores de crecimiento, que
se agrupan por las letras A y B, esto nos indica que el menor promedio de formacion
de callo y brote se present6 en el regulador R1 (MS+AIA) con una media de 1,38 a
diferencia de los reguladores de crecimiento R2(MS+G3) Y R3(MS+Acc) quienes

obtuvieron una media de 3,00 y 2.88 de formacion de callo y brote.

Pierik (1990) explica que la capacidad regenerativa de los érganos o tejidos de una
planta disminuye a medida que van estos madurando, siendo los tejidos jévenes los
mas apropiados para el cultivo de tejidos. En la evaluacion se utilizaron anicamente

tejidos jévenes evitando este error sistematico del estado fisiolégico del explante.
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6.2.2 Contaminacion de medio

La variable fue registrada en porcentaje, para efectos de andlisis de datos se realizé la
transformacién angular para datos expresados en porcentajes de tercer tipo (Arteaga,

2016) que se muestra en la tabla 9.

Tabla 9 Analisis de varianza contaminacion de medio

FVv GL SC CM FC Ft
TIPO DE EXPLANTE 1 0,0044 0,0044 1.17 0,2940 NS
TIPO DE REGULADOR DE CRECIMIENTO 2 0,82 0,41 99,85 <0,0001 **
TIPO DE EXP. x TIPO DE REG. CREC. 2 0,09 0,05 11.13 0,0007 **
ERROR 18 0,07 0,004
TOTAL 23 0,99
Cv =8,28
**=Altamente significativo *=Significativo NS= No significativo
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Figura 28 Comparacién multiple de medias Duncan para el factor tipo de
regulador de crecimiento.
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La tabla 9, presenta el analisis de datos realizado para la variable contaminacion de
medio, en el mismo se puede apreciar el nivel de significancia para los factores en
estudio donde se presenta la significancia en los diferentes reguladores de crecimiento
y la interaccion entre los diferentes reguladores de crecimiento y tipos de explantes ,
existiendo asi una diferencia estadistica, sin embargo los tipos de explantes no

presentaron diferencia estadistica.

Se puede apreciar en la figura 28 la comparacién de medias entre los tipos de
reguladores de crecimiento, donde se presenta la mayor media de contaminacion
regulador R1 (MS+AIA) con 64,38% y R3 (MS+Acc) con 62,50% a diferencia de

R2(MS+G3) con 26,25%.

6.2.3 Sobrevivencia de explantes

Esta variable fue registrada por conteo de manera independiente si el medio de cultivo
se encontraba contaminado, asi mismo se realizé una transformacion de los datos y el

analisis de los mismos que se muestran en la tabla 10.

Tabla 10 Andlisis de varianza sobrevivencia de explantes

FV GL SC CM FC Ft
TIPO DE EXPLANTE 1 018 0,18 5,85 0,264*
TIPO DE REGULADOR DE CRECIMIENTO 2 1,06 0,53 17,10 0,0001 **
TIPO DE EXP. x TIPO DE REG. CREC. 2 003 002 050 0,6141NS
ERROR 18 0,56 0,03
TOTAL 23 1,84
CVv =9,65
*=Altamente significativo *=Significativo NS= No significativo
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Observamos un coeficiente de variabilidad de 9,65% siendo la representacion de la

confiabilidad del manejo de los datos y asi de las unidades experimentales.
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Figura 29 Comparacién Duncan para el factor tipo de explante
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Figura 30 Comparacion multiple de medias Duncan para el factor tipo de
regulador de crecimiento.
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Realizado el analisis de los datos en la tabla 10 el nivel de significancia para los
factores en estudio, asi mismo la significancia en tipo de explantes siendo
estadisticamente diferentes ambos factores, de igual forma para el factor tipo de
regulador de crecimiento se presenta la alta significancia indicandonos la existencia de
una diferencia estadistica entre el regulador R1(MS+AIA), R2(MS+G3) Y R3(MS+Acc)

con respecto a la sobrevivencia.

Las figuras 29 y 30 presentan la comparacion multiple de medias para ambos factores,
determindndose asi: el mejor promedio de sobrevivencia con respecto al tipo regulador
de crecimiento se presenta en los tipos de reguladores R2 y R3 con 3 explantes vivos
a diferencia del regulador R1 quien presenta 1 explante. Respectivamente el tipo de
explante con mayor promedio de sobrevivencia fue el E1 quien presenta una media de

3 explantes, a diferencia del explante de apice de hoja con 1 explantes en promedio.

Esto demuestra que las células vegetales que se desarrollan en condiciones asépticas
sobre medios de cultivo adicionados con reguladores vegetales, pueden dividirse
dando como respuesta una desdiferenciacion celular acompafada por un crecimiento

tumoral que da lugar a células indiferenciadas denominadas callo (Rosell, 1990).

De esta manera se confirma evaluaciones realizadas por Geier (1990), donde explica
que, en ausencia de reguladores de crecimiento, muy pocos explantes foliares
forman callo. Las auxinas generalmente inducen la division celular formacion de

callo, expansion de tejidos y formacion de raices adventicias. Ademas, segun
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Murashigue y Skoog (1962), las citocininas son unas sustancias muy activas al igual
gue la auxina, las cuales presentan muchas formas de actuar como a la elongacion
de las células para las auxinas y la division celular y la produccién de callos como lo
promueven las citocininas, sobre los segmentos foliares de hoja. Las dos se
complementan, obteniéndose que la auxina favorece a la duplicacion del ADN vy la
citocinina hace posible la separacion de los cromosomas, un papel muy claro en la
organogénesis indirecta, en la que brinda estimulacién considerable sobre los

explantes de hoja para la formacién de callo.

7 CONCLUSIONES

En relacion con los objetivos planteados en este trabajo de investigacion se lleg6 a las

siguientes conclusiones.

La utilizacion de hipoclorito de sodio en las concentraciones de 0,5y 1 % para la
desinfeccion de explantes de Gerbera (Gerbera jamesonii) evitaron la contaminacion
de los medios de cultivo de 15 minutos fragmentados en 5 minutos con un espacio de

enjuague en agua destilada 2 veces, cada uno por 3 minutos.

Se desarrollé6 un protocolo de desinfeccion para explantes de gerbera jamesonii.L
basado en diferentes concentracién de hipoclorito de sodio (0,5 -1%) y tipos de
explante de gerbera (explante de apice de hoja y explante de rizoma) como primera
fase del trabajo de investigacién determinando con las variables de respuesta
contaminacion de medio y sobrevivencia de explantes siendo el 1% de concentraciéon
de hipoclorito de sodio el que menor contaminacién tuvo alcanzando un 23,25 % y un

promedio de sobrevivencia de explantes por unidad experimental de 2,50.
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En la evaluacion de diferentes reguladores de crecimiento R1(MS+AIA) , R2 (MS+G3)
Y R3 (MS+Acc) se llegd a determinar a través de sus variables de respuesta formacion
de callo y brote, contaminacion de medio y sobrevivencia de explante lo siguiente: el
regulador de crecimiento R1(MS+AIA) nos permite obtener un menor promedio de la
formacién de callo y brote con 1,38 , en cambio los reguladores de crecimiento R2
(MS+G3) y R3 (MS+Acc) tuvo su efecto en los explantes quienes presentaron un

promedio de 2.75 de formacion de callo y brote.

El regulador de crecimiento, R2 (MS+G3) permitid6 obtener el menor porcentaje de
contaminacion con una media de 26,25% y un promedio de sobrevivencia de 3

explantes por unidad experimental.

8 RECOMENDACIONES

Al término del trabajo de investigacion se recomienda lo siguiente:

Utilizar el hipoclorito de sodio al 1% los explantes de Gerbera (Gerbera jamesonii.L )
durante 15 minutos espaciados en 5,5 y 5 minutos, después de cada tiempo lavar
tres veces con agua destilada estéril duranyte 3 minutos como parte del proceso de

desinfeccion previo a la siembra deexplantes.

Evaluar factores asociados a la sobrevivencia de explantes de G. jamesonii en cultivo
in vitro como tamafio del explante, oxidacién del medio, entre otros. Esto con el fin
de evitar la pérdida de explantes que pueden ser potenciales en produccion de

plantas.
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Continuar estudios con los reguladores de crecimiento al medio MS, evaluando
diferentes concentraciones y diferentes tipos de reguladores (auxinas o citoquininas)
para mejorar el porcentaje de formacion de callo en explantes de hoja de G.
jamesonii, tomando en cuenta las caracteristicas morfologicas de los callos (tamario,

tipo de callo, color, etc.).

Continuar estudios con reguladores de crecimientos obtenidas naturalmente como el
agua de coco ya que contiene los nutrientes requeridos para la generacion de una

nueva planta o bioplantas.

Al momento de realizar evaluaciones con propagacion de G. jamesonii in vitro se
sugiere que se realice con la mayor cantidad de réplicas posibles ademas de

contemplar subréplicas para disminuir la variabilidad de los datos.
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Anexo 1 Plantas madre de Gerbera jamesonii

Anexo 2 Autoclavado de materiales
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Anexo 3 Camara de flujo (Irradiacion con Rayos U.V.)

Anexo 4 Materiales para el proceso de desinfeccién
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Anexo 5 Medio de cultivo Murashige Skoog

Anexo 6 Regulador de crecimiento AIA

Anexo 7 Regulador de crecimiento G3
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Anexo 9 Sacarosa

Anexo 10 Agente gelificante Agar agar
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Anexo 11 Siembra de explantes
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Anexo 12 Medios de cultivo con diferentes tipos de explante y reguladores

Anexo 13 Andlisis de varianza y pruebas de medias por variable de

respuesta
Variable de respuesta. (etapa 1)

Sobrevivencia de explantes.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
% sobrevivencia 16 0,81 0,76 9,89

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,41 3 0,47 16,61 0,0001
$HIPOCLORITO 0,34 1 0,34 11,96 0,0047
TIPO DE EXPLANTE 1,07 1 1,07 37,76 <0,0001
$HIPOCLORITO*TIPO DE EXPLA.. 3,2E-03 1 3,2E-03 0,11 0,7426
Error 0,34 12 0,03
Total 1,75 15

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,2917 gl: 12
$SHIPOCLORITO Medias n E.E.

1,00 2,50 8 0,19 A
0,50 1,50 8 0,19 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,2917 gl: 12

TIPO DE EXPLANTE Medias n E.E.

E2 2,88 8 0,19 A

El 1,13 8 0,19 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,2917 gl: 12
$SHIPOCLORITO TIPO DE EXPLANTE Medias n E.E.

1,00 E2 3,50 4 0,27 A

0,50 E2 2,25 4 0,27 B
1,00 E1l 1,50 4 0,27 B C
0,50 El 0,75 4 0,27 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Contaminacion de medios

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
%$contaminacion 16 0,80 0,76 8,58

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,32 3 0,11 16,43 0,0002
$HIPOCLORITO 0,30 1 0,30 45,99 <0,0001
TIPO DE EXPLANTE 0,01 10,01 0,87 0,3691
$HIPOCLORITO*TIPO DE EXPLA.. 0,02 1 0,02 2,42 10,1458
Error 0,08 12 0,01
Total 0,40 15

Teat: Duncan Alfa=0,05
Error: 55,1667 gl: 12
$HIPOCLORITO Medias n E.E.
0,50 48,75 8 2,63
1,00 23,25 8 2,63

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Teat: Duncan Alfa=0,05

Error: 55,1667 gl: 12

TIPO DE EXPLANTE Medias n E.E.
El 37,50 8 2,63
E2 34,50 8 2,63

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Teat: Duncan Alfa=0,05
Error: 55,1667 gl: 12
$HIPOCLORITO TIPO DE EXPLANTE Medias n E.E.

0,50 E2 50,00 4 3,71
0,50 E1l 47,50 4 3,71
1,00 E1l 27,50 4 3,71
1,00 E2 19,00 4 3,71

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Evaluacion de reguladores de crecimiento (etapa 2)

Variable de respuesta.

Formacion de callo y brote.

Analisis de la varianza

Variable N R? R2? Aj CV
% SOBREVIVENCIA 24 0,70 0,61 9,65

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,28 5 0,26 8,21 0,0003
TIPO DE EXPLANTE 0,18 10,18 5,85 0,0264
TIPO DE REGULADOR 1,06 2 0,53 17,10 0,0001
TIPO DE EXPLANTE*TIPO DE R.. 0,03 2 0,02 0,50 0,6141
Error 0,56 18 0,03
Total 1,84 23

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,4167 gl: 18

TIPO DE EXPLANTE Medias n E.E.

El 2,75 12 0,19 A

E2 2,08 12 0,19 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,4167 gl: 18

TIPO DE REGULADOR Medias n E.E.

R2 3,00 8 0,23 A

R3 2,88 8 0,23 A

R1 1,38 8 0,23 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,4167 gl: 18
TIPO DE EXPLANTE TIPO DE REGULADOR Medias n E.E.

El R2 3,50 4 0,32 A

E1l R3 3,25 4 0,32 A

E2 R2 2,50 4 0,32 A

E2 R3 2,50 40,32 A B

El R1 1,50 4 0,32 B C
E2 R1 1,25 4 0,32 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Contaminacion de medio

Analisis de la varianza

Variable N

$CONTAMINACION 24 0,093

0,90 8,28

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. gl CM F p-valor
Modelo 5 0,18 44,63 <0,0001
TIPO DE EXPLANTE 1 4,8-03 1,17 0,2940
TIPO DE REGULADOR 2 0,41 99,85 <0,0001
TIPO DE EXPLANTE*TIPO DE R.. 2 0,05 11,13 0,0007
Error 18 4,1E-03
Total 23

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 35,0694 gl

TIPO DE EXPLANTE Medias n

E1
E2

52,50 12 1,71 A
49,58 12 1,71 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 35,0694 gl

TIPO DE REGULADOR Medias n

R1
R3
R2

B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 35,0694 gl

TIPO DE EXPLANTE TIPO DE REGULADOR Medias n E.E.
El R3 68,75 4 2,96 A
E1l R1 68,75 4 2,96 A
E2 R1 60,00 4 2,96 A
E2 R3 56,25 4 2,96
E2 R2 32,50 4 2,96
El R2 20,00 4 2,96

B
B
C
D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Sobrevivencia de explantes

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
$ SOBREVIVENCIA 24 0,70 0,61 9,65

0

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1,28 5 0,26 8,21 0,0003
TIPO DE EXPLANTE 0,18 1 0,18 5,85 10,0204
TIPO DE REGULADOR 1,06 2 0,53 17,10 0,0001
TIPO DE EXPLANTE*TIPO DE R.. 0,03 2 0,02 0,50 0,6141
Error 0,56 18 0,03
Total 1,84 23

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,4167 gl: 18

TIPO DE EXPLANTE Medias n E.E.

ELl 2,75 12 0,19 A

E2 2,08 12 0,19 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,4167 gl: 18

TIPO DE REGULADOR Medias n E.E.

R2 3,00 8 0,23 A

R3 2,88 8 0,23 A

R1 1,38 8 0,23 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,4167 gl: 18
TIPO DE EXPLANTE TIPO DE REGULADOR Medias n E.E.

E1l R2 3,50 4 0,32 A

El R3 3,25 4 0,32 A

E2 R2 2,50 4 0,32 A

E2 R3 2,50 40,32 A B

E1l R1 1,50 4 0,32 B C
E2 R1 1,25 4 0,32 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferent






