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RESUMEN

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Nacional de Cajamarca, con el objetivo de determinar el efecto de la
citocinina (6-benzil amino purina) y auxina (acido indol -3-butirico) en la propagacién in
vitro de tres clones de Alstroemeria spp. Realizadas las evaluaciones, se concluye que la
longitud de brote, esta influenciado estadisticamente por el factor clon, mas no por la
dosis de BAP ni por la interaccion BAP x clon. El clon blanco es el que generd plantulas
in vitro con la mayor longitud promedio de brotes (12.29 mm) y mayor nimero promedio
de hojas (1.98 hojas por plantula). En la fase de la multiplicacion se utiliz6 Murashigue
y Skoog (MS) mas 5 ppm de BAP para el clon amarillo, MS para el clon blanco y MS
mas 10 ppm de BAP para el clon rosado con blanco), utilizando dos tipos de explantas
(YT= yema terminal y N= nudo), en la medida que a ocho dias de iniciada la fase de
multiplicacion, los explantas se tornaron cloréticos, luego se pardearon y finalmente, se
necrosaron. Esta secuencia de eventos, fij6 una tasa de multiplicacion de 1:0. Se
realizaron estudios de organogeénesis directa de los explantas donde el balance hormonal
compuesto de elevados niveles de citocinina (10 ppm de BAP) y reducidos niveles de
auxina (0.1 ppm de AIB), bajo condiciones de oscuridad, propician el inicia de la de-

diferenciacion de explantas y la regeneracion de tallos.
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ABSTRACT

The present research was carried out in the Plant Biotechnology laboratory of the National
University of Cajamarca, with the objective of determining the effect of cytokinin (6-
benzyl amino purine) and auxin (indole-3-butyric acid) on in vitro propagation of three
clones of Alstroemeria spp. Once the evaluations have been carried out, it is concluded
that the sprout length is statistically influenced by the clone factor, but not by the BAP
dose or by the BAP x clone interaction. The white clone is the one that generated in vitro
seedlings with the highest average length of shoots (12.29 mm) and the highest average
number of leaves (1.98 leaves per seedling). In the multiplication phase, Murashigue and
Skoog (MS) plus 5 ppm of BAP for the yellow clone, MS for the white clone and MS
plus 10 ppm of BAP for the pink and white clone were used), using two types of explants
( YT =terminal yolk and N = knot), to the extent that eight days after the multiplication
phase began, the explants became chlorotic, then browned and finally, necrotized. This
sequence of events set a multiplication rate of 1: 0. Direct organogenesis studies of the
explants were carried out where the hormonal balance composed of high levels of
cytokinin (10 ppm of BAP) and reduced levels of auxin (0.1 ppm of AIB), under dark

conditions, led to the initiation of de-differentiation of explants and stem regeneration.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La Astromelia, también llamada “lirio de campo”, “lirio del Pert” o “lirio de los Incas”,
es una ornamental herbacea perteneciente a la especie Alstroemeria spp., familia de las
Astroemeriaceae, de amplia distribucion en América del Sur. En el Perd, es importante
como cultivo de flor cortada, la cual es principalmente destinada al mercado
internacional, pues el nacional es relativamente nuevo, pero con una demanda creciente
por el atractivo y elegancia de las flores. El problema de la demanda creciente, induce a
los agricultores a ampliar las areas cultivadas y a una sobre explotacion del recurso
vegetal existente, lo que podria poner en riesgo de extincion a las especies o variedades
mas requeridas por el mercado. Esta es una realidad que lo esté enfrentando Chile, uno
de los paises de mayor cultivo y produccion de Alstroemeria en America del Sur. En el
primer caso, la ampliacion de areas cultivadas, requiere de una adecuada disponibilidad
de semilla boténica o vegetativa en el momento oportuno; y en el segundo caso, un posible
riesgo de extincion, exige el desarrollo de medidas preventivas y de bajo o nulo impacto
en las poblaciones vegetales existentes, tal como la produccién masiva de plantas de
Alstroemeria a nivel de laboratorio y a través de cultivo de tejidos vegetales. Ambas
exigencias técnicas aun no han sido atendidas en nuestro pais, razon por la cual se propuso
desarrollar la presente investigacion, relacionada con el manejo hormonal del proceso de

propagacion de tres clones de Alstroemeria, con los siguientes objetivos:

Objetivo General

Determinar el efecto de la citocinina (6-Benzil Amino Purina) y auxina (Acido Indol -

3Butirico) en la propagacion in vitro de tres clones de Alstroemeria spp.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de tres dosis de 6-Benzil Amino Purina (0,5 y 10 ppm) en
la regeneracion y crecimiento in vitro de brotes y raices de tres clones de

Alstroemeria spp.



2. Determinar el efecto de tres dosis de 6-Benzil Amino Purina (0,5 y 10 ppm) y
Acido Indol Butirico (0.1; 0.2 y 0.3 ppm) en el proceso organogénico de la
Alstroemeria spp.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Vasquez (2016), realizd estudios con diferentes medios de cultivo en distintas
concentraciones de agar Y citocininas en forma de BAP, con el fin de determinar las
mejores condiciones de estos factores para desarrollar un método eficiente de micro
propagacién para astromelia. Y obtuvo que a concentracion de agar 3,5 g/L y mayores
concentraciones de BAP 2,0 mg/L presentaron explantas sanos con mayores pesos,
mayores largos de rizoma, una mayor cantidad y homogeneidad en sus brotes. Concluy6
que las citocininas, son fundamentales para la propagacion in vitro, pues afectan
directamente el desarrollo del largo de rizoma y la cantidad de sus brotes diferenciados

con diferencias significativas.

Bridgen (1999), Utiliz6 como material vegetativo, rizomas de astromelias y por medio de
cultivo Murashige y Skoog con 30 g de sacarosa/L y varias dosis de citocinina, obtuvo el
mejor resultado con 2mg/L de bencilaminopurina. Ademas llego a la conclusion que los
niveles altos de citocinina para acelerar la produccion vegetativa pueden causar

mutaciones in vitro.

Pérez et al. (2007), realizaron trabajos en rescate de embriones in vitro de la Alstroemeria
spp., Y obtuvo que, para germinar sus embriones necesité un medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) a mitad de concentracion de sales, pH 5.7 y los mantuvo en oscuridad por
un periodo de 2 meses. Luego, los embriones germinados fueron llevados a un segundo
medio de cultivo MS a ¥ de concentracion de sales, pH 5.7, mas 0,02 mg/L de BAP por

2 a 4 semanas adicionales hasta alcanzar el estado de plantula.

Hamidoghlin et al. (2007), realizaron un estudio sobre la capacidad de regeneracion de
las plantulas, utilizando brotes de rizomas cultivadas en un medio MS medio basal, con
0.2 mg/L de ANA, con 1mg/L de BAP, obteniendo un mayor nimero de rizomas

pequefios Y raices.

Letelier et al. (2012), extrajeron rizomas de Alstroemeria para ser desinfectados y
cultivados en medio MS con la adicion de 6 BAP, con el objetivo de activar y desarrollar

brotes in vitro, lograndose la iniciacion después de 25 dias, alcanzando 5cm de longitud.



2.2. Generalidades sobre la Alstroemeria spp.

La astromelia es una especie que se cultiva principalmente por la belleza de sus flores.
En base a este criterio se ha producido un intenso proceso de seleccion, de tal forma que
actualmente el mercado dispone de diversos colores de flor, entre los cuales destacan el
purpura, lavanda, rojo, rosado, blanco, naranja, amarillo y bicolores (Bridgen 1999). Su
cultivo comercial comenz6 en la década del setenta y fueron los ingleses, quienes
desarrollaron las primeras variedades a partir de especies chilenas. Cientificos holandeses
han recolectado plantas silvestres de Alstroemeria, que fueron mejoradas, patentadas e
importadas por Chile (Torres 2007).

En el mercado mundial, la flor de Alstroemeria es un producto relativamente nuevo, que
cobra un interés mayor, ya que no exige cuidados especiales. Holanda esta a la vanguardia
de su explotacion, pues cultiva unas 100 hectareas (ha), mientras en el resto del mundo
esta ornamental ocupa un area de 400 ha (Osorio 2009).

2.3. Morfologia.

La Alstroemeria es una herbacea perenne que mide 40 cm de alto, presentan rizoma,
raices abundantes, cilindricas, con el apice terminado en un tubérculo de color blanco de
1,5 a 2 cm de largo (Eyzaguirre 2008).

Bridgen (1999) y Freire (2012), consideran que las astromelia son plantas con rizomas
alargados, de crecimiento sipondial, de color blanco o crema; las raices nutricias son

carnosas y alargadas.

Aker y Healy (1990), las astromelias son especies de reproduccion sexual (mediante
semilla) y asexual (mediante rizomas). Las raices de los rizomas varian de gruesas y
tuberosas (2.5 cm) a delgadas y fibrosas (1cm), ademas presentan engrosamientos
cilindricos de almacenamiento que principalmente contienen almidon. Los rizomas se
ramifican simpondialmente. El apice del rizoma es la yema axilar de primer grado de un
brote previo, por lo tanto cada brote aéreo sucesivo que crece de un rizoma, es un brote
que se origind en una yema axilar del brote aéreo precedente. La yema axilar, que también
tiene ubicacion subterranea, es la hoja de segundo grado del brote aéreo y tiene el
potencial de producir otro rizoma. Las otras hojas no tienen el meristemo especial para

producir rizomas.

Sus hojas son lineares, resupinadas, crespas, glaucas, de 5 cm de largo por 3 mm de

ancho; las hojas del tallo fértil son mas cortas (Eyzaguirre 2008).
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La inflorescencia consta de una corona de pedunculos florales, con uno a cinco botones,
cada flor presenta seis pétalos, tres internos y tres externos, ademas tienen forma de
embudo, con las puntas de los sépalos doblados hacia afuera, cuentan con seis estambres
y un estilo con tres estigmas ramificados (INTA 2017).

La astromelia pertenece a la familia botanica Astroemeriaceae, anteriormente pertenecio
a las familias Amaryllidaceae y Liliaceae. EI nombre del género viene de Klas von
Astroemer, quien llevo la primera semilla de América del Sur a Europa (Bridgen 1999).

2.4. Propagacion de Alstroemeria spp

El método tradicional de propagacion clonal de Alstroemeria, es la division del rizoma
por divisién continua de 10 a 12 semanas en un plantel de propagacion. Si las plantas son
divididas de una cama que se usO para la produccion de flor de corte, éstas se cortan
aproximadamente 10-15 cm de altura. En el momento de la division, las partes viejas de
los rizomas se eliminan porque no presentan valor, debido a que tienen rizomas laterales
débiles (Bridgen 1999). La planta de Alstroemeria crece bien en terrenos fertiles, con
buen drenaje, preferentemente &cido. Requiere riego frecuente (2 o 3 veces a la semana)
y de lugares con clima fresco. Preferiblemente en lugares parcialmente sombreados
(Culqui 2012).

Los rizomas, presentan una baja tasa de proliferacion, obteniéndose solo dos o tres
individuos por afo, a partir de cada planta madre, hecho que ademas produce un alto costo

en mano de obra (Pedersen et al. 1996).

La propagacion por semilla se evita debido a la variabilidad genética y las dificultades
ocurridas en la germinacion de la semilla. Hay algunas lineas homogéneas obtenidas a
través de semillas, pero las semillas son caras. Las semillas germinaran si se les provee
cuatro semanas de calor humedo, (18-25°C), seguidas de cuatro semanas de

estratificacion en himedo y fresco (7°C), y de temperaturas calurosas (Bridgen 1999).

2.5. Cultivo de Tejidos Vegetales.
2.5.1. Concepto.

Los principios basicos del cultivo de tejidos vegetales fueron determinados a principios
del siglo XX. Haberlandt, en el afio 1902, enuncio el concepto de la totipotencia, pero
quienes desarrollaron las bases de los métodos actuales fueron White 1943, 1963 y
Gautheret 1934, 1942 a mediados del siglo XX (Allccaco 2016).



Los primeros trabajos en cultivo de tejidos vegetales tuvieron limitaciones debido a tres
factores fundamentales: el primero fue el desconocimiento de los requerimientos
nutricionales de los tejidos cultivados in vitro; segundo, el uso frecuente de tejidos
vegetales maduros para iniciar el cultivo; y tercero, el desconocimiento de la existencia y
funcién de las fitohormonas o reguladores de crecimiento en el desarrollo vegetal. Estas
substancias eran desconocidas hasta 1928 cuando Went y Timan descubrieron el &cido
indolacético (AlA), y en 1955 Skoog descubrid la kinetina. En 1975, Skoog y Miller
fueron los primeros que lograron la formacién in vitro de brotes, raices y tejido calloso
mediante el uso de diferentes combinaciones de auxina y citocinina, en 1962 Murashigue
y Skoog desarrollaron un medio de cultivo (MS) que reunia las caracteristicas apropiadas
para ser utilizado en el cultivo de una variedad de tejidos de diferentes especies vegetales
(Allccaco 2016).

El cultivo de tejidos vegetales consiste en aislar una porcion de tejido, 6rgano o célula de
una planta, llamado explanta, para cultivarlo en un medio nutritivo bajo condiciones
artificiales, asépticas y controladas. El objetivo es conseguir que las células expresen su
totipotencialidad, es decir, su capacidad para regenerar una planta completa cuando son
separadas del organismo (CEFAF 2000).

2.5.2. Ventajas del cultivo de tejidos vegetales.

Arrue (1986), establece las siguientes ventajas:

e Ahorro y ganancia de espacio: es posible mantener cantidades considerables de
clones que serviran como semilla. Permite hacer uso del area vertical,
acumulando varios niveles para el efecto.

e Propagacion acelerada: es posible, teéricamente, obtener en un afio de una sola
planta, un millén de clones.

e Disponibilidad inmediata y permanente del material: permite el acceso oportuno
a la micro propagacion en épocas en que las condiciones del campo no son
favorables.

e Ausencia de infecciones y factores climaticos adversos debido a las condiciones

asépticas en que se tienen los ex plantas.

2.5.3. Desventajas de cultivo de tejidos vegetales

Hartmann (2002), menciona las siguientes desventajas:

e Requerimiento de costoso Y sofisticado material de trabajo



e Requerimiento de personal entrenado para la técnica de trabajo
e Alto costo inicial de las labores.

e La contaminacién puede causar altas pérdidas en corto tiempo.

2.5.4. Establecimiento de cultivo de tejidos vegetales.

2.5.4.1. Explanta.

Los explantas son porciones de tejido, células sueltas, protoplastos, esporas, granos de
polen o semillas (Fossard 1999). Su eleccion constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos y determina el objetivo perseguido (Roca y Mroginski
1993). Por ejemplo, los meristemos apicales y las yemas axilares como explantas son
genéticamente estables y sirven para reproducir multiples clones o variedades
manteniendo las caracteristicas de la especie. Otros explantas como las yemas adventicias
son genéticamente inestables y producen un alto grado de variabilidad en los clones, este
procedimiento no es Util para la produccion de plantulas con una determinada
caracteristica de cultivo, pero si para el fitomejoramiento, ya que mediante esta variacion
semi—natural, es posible obtener nuevas lineas de cultivo (Fonturbel 2001).

2.5.4.2. Asepsia.

La asociacion explanta- medio y las condiciones fisicas en que se incuban los cultivos,
forman un ambiente propicio para la proliferacion de microorganismos (Roca y
Mroginski 1993), que afectan el crecimiento y desarrollo del explanta (Fonturbel 2001) y
compiten con el mismo, deteriorandolo y haciéndolo inservible para el cultivo (Kyte y
Kleyn 1996).

Para establecer cultivos asépticos se debe trabajar en ambientes adecuados, con medios
de cultivo esterilizados y explantas superficialmente desinfectadas, libres de bacterias,
hongos y virus. Hay una variedad de compuestos quimicos utilizados como desinfectantes
para los explantas, pero en la actualidad es frecuente el empleo de etanol (70% v/v) y de
hipoclorito de sodio (NaOCI) del 1% al 3% contenido en productos de uso doméstico. En
algunos casos resulta atil el agregar algun agente tensoactivo (Twenn-20, del 0.01% al
0.1%). Después de tratar el explanta con las soluciones desinfectantes se debe remover

los restos del producto con agua destilada estéril (Roca y Mroginski 1993).
2.5.4.3. Medio de cultivo.

Los medios de cultivo son combinaciones de sustancias quimicas que los investigadores

han desarrollado después de numerosos experimentos y que permite que las plantas



crezcan y se multipliquen in vitro (Abdelnour y Vicent 1994). A la fecha se dispone de
un gran namero de medios nutritivos para el cultivo de vegetales in vitro que constan de
sales minerales, compuestos organicos y reguladores de crecimiento (Abdelnour y Vicent
1994).

Los medios de cultivo que producen mejores resultados son los que contienen hormonas

que pueden manipularse variando su nivel relativo (Locy 1984).

2.5.4.3.1. Sales minerales:

Macronutrientes: los macronutrientes son elementos esenciales que la planta requiere
en mayores cantidades (g/L), para el crecimiento, debido a que intervienen en la
conservacion del equilibrio i6nico en las plantas (Bengoa 1990). Los seis elementos
indispensables son: Nitrégeno (N), Fosforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg)
y Azufre (S), cuya concentracion varia dependiendo a las especies y la finalidad del
cultivo (De Fossard 1984).

Micronutrientes: son elementos que la planta requiere en menores cantidades (mg/L).
Tienen un papel esencial en los mecanismos enziméaticos como activadores o
constituyentes de las coenzimas. Los principales micronutrientes son: Hierro (Fe),
Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Boro (B), Cobre (Cu) y Molibdemo (Mo). Algunos medios
contienen Cobalto (Co), Yodo (Y) y Cloro (Cl), aunque no son esenciales para el

crecimiento vegetal (George y Sherington 1984).

2.5.4.3.2. Compuestos Organicos:

Podemos clasificarlos en tres grupos: carbohidratos, sustancias hormonales y vitaminas.
Se han obtenido buenos resultados frecuentemente cuando se empleando ciertos
aminodacidos y/o amidas, purinas y pirimidinas, hexitoles y acidos organicos (Hurtado y
Merino 1991).

2.5.4.3.3. Fuentes de Carbono

La mejor y més utilizada fuente de carbono y energia, es la sucrosa llamada también
sacarosa (Mejia y Vittorelli 1988). En algunos medios es reemplazada por glucosa, en
casos particulares se emplea maltosa o galactosa, también el myo-inositol (100 mg/L)

obteniendo un mejor crecimiento de los cultivos (Mroginski et al. 2010).



2.5.4.3.4. Sustancias hormonales:

La adicion de hormonas al medio, en diferentes proporciones puede estimular o detener
el crecimiento y manipular algunos procesos morfogenéticos de la planta. Las principales
sustancias hormonales son: Auxinas, citocininas, giberelinas (Rojas et al. 2004).

Auxinas: EI nombre auxina proviene del griego auxein, que significa crecer, proceso que
resulta estimulado por una sustancia reguladora del crecimiento producida en el apice del
coledptilo de avena (Hurtado y Merino 1991).

Las auxinas son hormonas vegetales que regulan el desarrollo y crecimiento de las
plantas; pueden ser naturales como el AIA (Acido indolacético), o sintéticas como el 2,4-
D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético), ANA (4cido naftalenacético) y AIB (Acido Indol -3-
Butirico), cuyo efecto es similar al de las auxinas naturales. También existen muchos

compuestos que son derivados de los &cidos fenilacético o fenoxiacético (Rangel 2014).

Entre los efectos fisiologicos de las auxinas se encuentran, la formacion de las raices
adventicias, dominancia apical, promocion de biosintesis del etileno, extension y
elongacion celular, induccién, division celular y regulacion de cambios en el

citoesqueleto (Becerra 2003).

Con la adicion de auxinas en la micropropagacion, se busca principalmente estimular el
crecimiento y formacion de raices. Sin embargo, la respuesta del explanta al aplicar
auxinas depende del estado fisioldgico del material vegetativo, la naturaleza de la auxina,

tiempo de aplicacion y de la superficie del contacto (Becerra 2003).

Citocininas: EI nombre genérico de las citocininas es empleado para aquellas sustancias
quimicas que pueden estimular principalmente la division celular o citocinesis. Son
hormonas esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas, las cuales derivan de
la adenina. Fueron descubiertas en los trabajos realizados por Haberlandt, quien demostré
cultivando embriones y tejidos in vitro, que existia un factor difusible, el cual afectaba a
las células parenquimatosas de la papa, que eran revertidas a un estado organizado
(meristematico). A partir de tal descubrimiento se empezé a investigar sobre los factores

de estimulacion de la divisidn celular (Jordan y Cassareto 2006).

Entre los efectos fisioldgicos de las citocininas, se encuentran: Aumento de los niveles de
Ca- calmodulina, la produccién de etileno, el incremento de la relacion tallo/ raiz y

expansion foliar (Raven et al. 1999).



Anivel in vitro la combinacion de dos citocininas puede ser eficiente para la proliferacion
de brotes (Pefia 2000).

Los efectos generales de las citocininas en cultivo de tejidos son: Modificacién de la
dominancia apical (INIA 2002), estimulacion de la division celular, sintesis de proteina,
proliferacién de callo proveniente de tejidos de dicotiledoneas, requiere la presencia tanto
de auxina como de citocinina, pero la aplicacion continua es mas provechosa (Del Cid
2009).

Las citocininas naturales aisladas e identificadas han sido muy pocas, entre ellas tenemos
a la zeatina, extraida del endoespermo del maiz, algas, hongos y bacterias, la cual es
considerada la citocinina natural mas potente (Hurtado y Merino 1991).

Las citocininas sintéticas de tipo purinico mas utilizadas son: BA (6 Benciladenina), BAP
(6-Bencilaminopurina) estimula la proliferacion de yemas axilares, 2ip
(Isopentanilaminopurina) (Del Cid 2009).

La Kinetina ha recibido mucha atencién como una sustancia estimuladora de la division
celular; sin embargo, no se ha demostrado que esté presente como un compuesto natural
(Rangel 2014).

Giberelinas: Son hormonas del crecimiento, diterpenoides, tetraciclicos involucrados en
varios procesos de desarrollo vegetal. A pesar de ser mas de 100 el namero hallado en
plantas, son pocas las que demuestran actividad biologica. Su descubrimiento en plantas
se remonta a los afios 30, cuando cientificos japoneses aislaron una sustancia promotora
del crecimiento a partir de cultivos de hongos que parasitaban plantas de arroz causando
la enfermedad del “bakanoe” o “subida de las plantas™. El compuesto activo se aisld del
hongo Gibberella fujikoroi por Eichi Kurosawa en 1926 por lo que se denomind
“giberelina”. El efecto del hongo sobre las plantas afectadas consistia en un notable
incremento de altura, aungue con fuerte merma en la produccién de grano. ElI mayor
crecimiento se debio al alto contenido de este factor de crecimiento producido por el
ataque fungico (Jordan y Cassareto 2006). El crecimiento y la diferenciacién ocurren sin
giberelinas en cultivo de células en bajas densidades, sin embargo, son esenciales ya que
influyen en el efecto sobre la morfogénesis, inhiben la formacion de embriones somaticos,
tienen poco o ningun efecto en la diferenciacion de células, estimulan el crecimiento y el
desarrollo de 6rganos preformados (meristemos), generalmente impiden la formacion de
raices. En el cultivo de apices estimulan el crecimiento y su presencia permite la

elongacion de los tallos formados (Del Cid 2009).
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En la naturaleza existen muchas giberelinas, denominadas como giberelina GA1, GA2,
GAZ3 y asi sucesivamente, llegando mas alla de la GA40, la primera giberelina purificada
y estructuralmente identificada fue el &cido giberélico (AG3), posteriormente se han
aislado todas las demas de hongos, estando mas difundidas en la naturaleza el GA1, GA3
y GA4 (Hurtado y Merino 1991).

2.5.4.3.5. Las vitaminas:

La clase y concentracién de vitaminas, dependen del objetivo del experimento y del tipo
de tejidos que se esta cultivando in vitro. Con el suministro de vitaminas se cubren las
necesidades del tejido por co-factores enzimaticos (Escalante 1989). Las vitaminas que
son més utilizadas en medios de cultivo son: tiamina-HCI, &cido nicotinico, piridoxina

HCI, biotina, acido fdlico, acido pantoténico, riboflavina (Boeri 2015).

2.5.4.3.6. Amino&cidos y amidas:

Entre los mas beneficiosos, esta la de L-arginina, L-acido aspartico, L-glutamina, L-acido
glutamico y L-tirosina. Otros compuestos utilizados son: adenina, sulfato de adenina, el
acido citrico y el ascorbico, para evitar la oxidacion de los tejidos (Abdelnour y Vicent
1994).

2.5.4.3.7. Materia inerte de soporte:

El Agar es un Polisacarido, semejante al almiddon o celulosa pero quimicamente diferente.
Es utilizado en la preparacion de medios de cultivos (0,6-1% wi/v) como agente
solidificante donde su concentracion tiene relacion inversa con la cantidad de agua
disponible para el tejido. Aun cuando se ha determinado la presencia de contaminantes,
son muchas las compafiias que expenden este producto, siendo el principal Difco (Bacto
Agar, Noble Agar, y Agar Purificado) (Escalante 1989).

2.5.4.3.8. pH del medio de cultivo:
Es un factor limitante para el crecimiento y desarrollo de los explantas, y debe estar entre
los valores 5 y 6, valores superiores a 6 presentan problemas de precipitacién de nutriente

y valores inferiores a 3,5 manifiestan mala gelificacion. (Aguirre et al. 2016).

El pH se debe regular antes o después de adicionar el gelificante y es ajustado con HCI o
NaOH 1IN. En ocasiones se agrega soluciones tampdn, debido a que la capacidad
tamponante de los medios de cultivo es baja y los valores de pH decrecen con el
autoclavado, en muchos casos, se altera por la absorcion de iones durante el cultivo y con

la excrecion de metabolitos del explanta (Boeri 2015).
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2.6. Micropropagacion.

La micropropagacion clonal es la técnica de propagacion vegetativa in vitro que implica
la produccion de plantas fenotipicas y genotipicamente idénticas a las planta de la que se
derivan (Vargas 2012). Un explanta (yemas o microesquejes) es cultivado en condiciones
asepticas, generando individuos con una descendencia uniforme, denominados clones
(INIA 2004).

La micropropagacion tiene una amplia aplicacion en cultivos comerciales: Plantas

ornamentales, frutales, forestales y especies horticolas comestibles (CEFAF 2000).
2.6.1. Fases de la micro propagacion.

El cultivo in vitro presenta cuatro etapas: Establecimiento de material en medio aséptico,
multiplicacion del material vegetal, enraizamiento y ambientacion de las plantas a las
condiciones ambientales normales (George y Sherrington 1984).

2.6.1.1. Fase de establecimiento.

Lo que se busca es establecer cultivos viables. El éxito esta determinado por la calidad
del explanta a utilizar. Los principales procesos a controlar son la seleccion, aislamiento
y esterilizacion de los explantas. EI material vegetativo que demuestra tener mayor
capacidad regenerativa son los obtenidos de tejidos meristematicos jovenes: yemas
axilares o adventicias, embriones o semillas en plantas herbaceas y el cambium en las

plantas lefiosas (Olmos et al. 2010).

2.6.1.2. Fase de Multiplicacion.

El objetivo es mantener y aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de
multiplicacion (sub cultivos) y poder destinar parte de ellos a la siguiente etapa de
produccién (enraizamiento). Ambas vias de regeneracion, organogénesis Yy
embriogénesis, pueden darse en forma directa o indirecta. Esta dltima implica la

formacidn de callo (Olmos et al 2010).

Es recomendable no subcultivar por mas de diez veces del mismo explanta, dado que
puede presentar variacion somaclonal, es decir plantas in vitro con genotipo diferente al
de la planta original (Edirisinghage 2015).

2.6.1.3. Fase de enraizamiento y aclimatacion.
La formacion de raices adventicias en las especies herbaceas, es relativamente facil

mientras que en las especies lefiosas, resulta mas complicada por su limitada capacidad
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rizogénica. El enraizamiento se realiza tanto en condiciones in vitro como ex vitro. En el
primer caso puede emplearse varios tipos de substratos y reguladores de crecimiento
(principalmente auxinas) para promover la rizogéenesis. El enraizamiento ex vitro permite
que el enraizamiento y aclimatacion se logren simultdneamente y que raramente se forme
callo en la base de las estacas, logrando una conexidn vascular continua entre el vastago
y la raiz. El estrés asociado a la transpiracion acelerada de las plantas durante las etapas
iniciales del trasplante puede reducir considerablemente la tasa de sobrevivencia. Por ello,
es conveniente contar con instalaciones de invernadero o camaras de crecimiento
adecuadas para brindar temperatura y humedad relativa moderadas que permitan lograr
la rusticacion de las plantas en forma progresiva. Bajo condiciones ex vitro, se utilizan
diferentes substratos, mezclas de tierra y arena y/o abonos, los cuales convienen que estén
debidamente desinfectados (Olmos et al. 2010).

2.7. Organogeénesis.

Litz y Jarret (1991), citado por Ventura (2016), definen organogénesis como el desarrollo
de yemas o de meristemos radicales a partir de los explantas directamente o de callos. Es
el proceso donde células y tejidos son forzados a sufrir una serie de cambios, dando como
resultado final una estructura unipolar, ya sea primordio de brote o de raiz cuyo sistema

vascular esta a menudo conectado con el tejido madre (Castillo 2004).

La organogenesis in vitro se clasifica en proceso directo o indirecto (Hicks 1994). En el
tipo directo, los explantas responden al estimulo con reguladores del crecimiento, y no
requieren la formacion previa de callo antes de inducir la respuesta. En el tipo indirecto,
laregeneracion de 6rganos ocurre previa formacion de callo en el explanta (Vargas 2012).
El proceso de organogenesis, comprende la diferenciacion, interaccion celular y la

reaccion a sefiales especificas (Thorpe 1980).

Skoog y Miller (1957), descubrieron que el desarrollo organizado ocurre como resultado
de la interaccion cuantitativa entre auxinas, citocininas y otros factores. Se ha demostrado
en muchos cultivos la importancia de los reguladores de crecimiento en la iniciacion y la
regulacion del desarrollo organizado. Por tanto, un balance apropiado entre auxinas y
citocininas permite la formacion de plantas a partir de meristemos, apices y yemas,

dependiendo de la especie y tipo de explanta.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODO

3.1. Ubicacion.

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cajamarca (UNC), ubicado en el
Distrito, Provincia y Region de Cajamarca, a una altitud de 2703 msnm, entre las
coordenadas 07°10° 06.35” S. y 78° 29” 42.70” W. Durante el periodo experimental,
dentro del laboratorio, se registré una temperatura promedio 23.4°C, con una maxima de
27.7° C y minima de 19.1°C. La humedad relativa promedio fue de 33.5%, y el
fotoperiodo fue regulado por un timer a 12/12 horas de iluminacion y oscuridad,

respectivamente.

3.2. Materiales.

3.2.1. Material bioldgico.
Explantas (yemas apicales vegetativas de tres clones de Alstroemeria).
3.2.2. Reactivos.
e Constituyentes del medio basal: Murashige y Skoog (1962) (Tabla 10 del anexo
1).
e Reguladores del crecimiento: 6-benzil amino purina (BAP) y acido 3-indol
butirico (AIB).
e Agar (AGAR AGAR ING).
e Alcohol Etilico al 70 %.
e Sacarosa.
e Solucidén de Jabon a 8000 ppm.
e Hipoclorito de sodio al 2 %.
3.2.3. Material de vidrio.
e Beakersde 50 y 100 ml.
e Embudo.
e Frascos de vidrio (6 VINSA R.1.8777).
e Frascos para reactivos de 100 ml de capacidad.
e Matraces de 125, 250, 500, 1000 y 2000 ml.

e Mechero de alcohol.
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e Placas Petri de 9.5 cm de diametro.
e Probeta de 250 ml.

e Tubos de ensayo de 7 x 2cm.

3.2.4. Equipos.
e Autoclave (HW KESSEL)
e Agitador magnético (NUOVA I1).
e Balanza analitica (OHAUS).
e Cémara de flujo laminar (ENVIRCO).
e Cocina eléctrica con resistencia espiral (INSEGESA).
e Destilador de agua (WD 3 RK).
e Estufa (CAUTION).
e PH-metro (SCHOTT / HANDILAB 1).
e Refrigerador (COLDEX).

3.2.5. Otros.
e Algodon 0.5 Kg.
e Fdsforos.
e Gradillas.
e Hojas de bisturi N° 11.
e Jeringas hipodérmicas de 1, 5, 10 y 20 ml.
e Mangos de bisturi N° 7.
e Magentas.
e Parafilm.
e Papel aluminio.
e Papel absorbente.
e Pinzas de diseccion de 20 cm.
e Plumones marcadores Faber Castell.

e Ron de quemar.
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3.3. Metodologia.

Fase de establecimiento.

3.3.1. Obtencion y traslado de explantas, del campo de produccion de
Alstroemeria spp. al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Las plantas madres de Alstroemeria spp, representadas por clones productores de flores
amarillas, blancas y rosadas con blanco, seleccionadas para el presente estudio, formaron
parte de una plantacién comercial establecida en camas de propagacion dentro de un
cobertor ubicado en el Caserio Miraflores del Distrito de Bafios del Inca, a una altitud de
2837 msnm, entre las coordenadas Este 780140.68 E y Norte 9212946.16 S, a 10 km al
norte de la ciudad de Cajamarca-Peru.

A partir de éstas plantas madres, y haciendo uso de un bisturi, se aislaron las puntas de
los brotes vegetativos (2 a 3 cm de largo y con 3 a 4 hojas) diferenciados a partir de los
rizomas de los tres clones de Alstroemeria (amarillo, blanco y rosado con blanco). Estos

brotes mostraron buenas caracteristicas fitosanitarias.

Luego de su aislamiento, las puntas de brotes vegetativos, fueron empacadas con papel
absorbente estéril y himedo y finalmente trasladadas al Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal (LBV) -UNC.

3.3.2. Desinfeccion superficial de explantas.
Dentro del LBV, las puntas de los brotes vegetativos de cada clon de Alstroemeria, fueron
desempacadas y colocadas en frascos de vidrio (6 VINSA R.1.8777), de boca ancha, de

226 mL de capacidad, previamente esterilizados y debidamente identificados.

En cada frasco se deposito 45 explantas y 100 mL de solucion desinfectante compuesto
de Jabon Bolivar bebe (8 000 ppm w/v) la cual fue manualmente agitada por 2 horas.
Cumplido este tiempo, los explantas fueron enjuagados cuatro veces con ADE y luego,
tratados durante diez minutos, con solucion de hipoclorito de sodio al 2.0% (v/v), mas
dos a tres gotas de Tween-20 (Figura 4). Al término de este tiempo, los explantas fueron

nuevamente enjuagados cuatro veces, con ADE.

Finalmente, los explantas desinfectados fueron mantenidos sumergidos en
aproximadamente 100 mL de ADE, hasta el momento de su siembra in vitro, bajo

condiciones de estricta asepsia y dentro de una cdmara de flujo laminar.
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Figura 1. Desinfeccion superficial de los explantas (A) explantas con solucion de
jabon Bolivar Bebé 8 000 ppm (w/v), (B) explantas con solucion de
hipoclorito de sodio al 2.0% (v/v) y dos a tres gotas de Tween-20

3.3.3. Fases de establecimiento y multiplicacion

3.3.3.1. Preparacion de medios de cultivo
Previo al aislamiento de puntas de tallo, se prepar6 el medio MS (Murashige y Skoog,
1962) (Tabla 10), el que, con fines experimentales, fue repartido en tres envases
(matraces) de un litro de capacidad: el primero para el tratamiento control (O ppm de
BAP), el segundo, fue enriquecido con 5 ppm de BAP; y el tercero, con 10 ppm BAP
(Tabla 1).

Luego se procedi6 a ajustar el pH de los medios de cultivo a un valor de 5.7, utilizando
alicuotas de NaOH 0.1 N y/o HCI 0.1 N (Figura 2).

Posteriormente, cada uno de estos medios de cultivo fue depositado en tubos de ensayo
estériles (diametro: 2cm, altura: 7cm). Cada tubo de ensayo contuvo 4 mL de medio de
cultivo. Finalmente, los tubos de ensayo, conteniendo al medio de cultivo, fueron tapados
con papel aluminio, identificados y esterilizados en autoclave a 121 °C, por 20 minutos,

enfriados a temperatura ambiente y conservados a 7°C (refrigerador) hasta su uso.

17



Figura2. Preparaciéon del medio de cultivo: (A) Mezcla de los componentes del medio de
cultivo, (B) Y (C) medicién y ajuste del pH del medio de cultivo a un valor de 5.7.

3.3.3.2. Factores, niveles y tratamientos en estudio

Factor A: Dosis de 6-benzil amino purina (BAP)

Niveles:
a = 0 ppm
a1 = 5 ppm
a = 10 ppm

Factor B: Clones de Alstroemeria spp.

bo= Amarillo
b; = Blanco
b, = Rosado con blanco

Tabla 1. Tratamientos ensayados en la fase de establecimiento in vitro de explantas de Alstroemeria spp.

Tratamiento

NUmero Clave Descripeion
t abo  BAP(0 ppm) + clon amarillo
t2 ao b1 BAP(0 ppm) + clon blanco
ts ao b,  BAP(0 ppm) +clon rosado con blanco
ts a1bo  BAP(5 ppm) + clon amarillo
ts a1b1  BAP(5 ppm) + clon blanco
te aib,  BAP(5 ppm) + clon rosado con blanco
t7 a2bp  BAP(10 ppm) +clon amarillo
ts a2 b1 BAP(10 ppm) + clon blanco
to azb,  BAP(10 ppm) +clon rosado con blanco
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Disefio experimental: Disefio Completamente Randomizado (DCR), bajo arreglo
factorial 3 X 3, con nueve tratamientos y tres repeticiones. Cada tratamiento involucro a
diez unidades experimentales (explantas).

3.3.3.3. Siembras in vitro.
Luego de desinfectar el &rea de trabajo (camara de flujo laminar), con algodén empapado
en una solucidn de alcohol etilico al 70 %, se coloco dentro de la cdmara de flujo laminar
todos los materiales estériles necesarios para realizar la siembra in vitro: pinza, bisturi,
frascos conteniendo ADE y explantas (puntas de brotes vegetativos), tubos de ensayo con
medios de cultivo y placas Petri conteniendo papel estéril, entre otros.

Posteriormente, haciendo uso de una pinza estéril, se extrajeron una a una, las puntas de
brotes vegetativos contenidas en sus respectivos frascos de vidrio, las cuales fueron
puestas dentro de una placa Petri conteniendo laminas de papel absorbente estéril. Acto
seguido, con la ayuda de un bisturi, se aislaron las bracteas que protegen a la yema
vegetativa, hasta que ésta alcanzé una longitud promedio de 3 mm.

Finalmente, la yema vegetativa, fue separada del eje caulinar a través de un corte basal
liso e inmediatamente sembrada en la superficie del correspondiente medio de cultivo
(Tabla 1, Fig. 3).

Figura 3. Proceso del establecimiento de plantulas de Alstroemeria : (A) Aislamiento aséptico
de explantas, (B) Explantas aislado y recién sembrado, (C) Brote regenerado, de 15

dias de edad, (D) Brotes regenerados, de 23 dias de edad.
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3.3.3.4. Incubacion de cultivos in vitro.
Luego de la siembra in vitro, los tubos de ensayo de 100 x 13 mm, conteniendo al medio
de cultivo y explanta fueron tapados, apropiadamente, identificados y distribuidos segun
el disefio experimental dentro de una cdmara oscura con una temperatura de 16 a 20 °C y
humedad relativa promedio de 50 %.

Bajo estas condiciones, los cultivos fueron mantenidos por espacio de 8 dias y luego
fueron trasladados a la camara de crecimiento (9 500 lux de Intensidad luminica, 12 hora
luz, 16 a 20 °C y 70 a 80% de humedad relativa) hasta la regeneracion de los brotes
foliados de cada clon de Alstroemeria (Amarillo, Blanco y Rosado con blanco), con lo
cual terminé la fase de establecimiento. Posteriormente, los brotes foliados de cada clon
de Alstroemeria, fueron micro propagados (Fase de multiplicacién in vitro).

Para este proposito, sus tallos fueron divididos en yemas terminales sostenidas por un
segmento de tallo de 7 a 12 mm de longitud y segmentos de tallo compuestos de un nudo
acompafiado con dos porciones de entrenudo, inferior y superior, cuya longitud promedio
también oscilo entre 7 y 12 mm.

Estos dos tipos de explanta, fueron subcultivados en el mejor medio de cultivo de la fase
de establecimiento. Esto fue, MS + 5 ppm BAP para el clon amarillo, MS + 0 ppm BAP

para el clon blanco y, MS + 10 ppm BAP para el clon rosado con blanco.

Figura 4. Tipos de explanta utilizados en la Fase de multiplicacion de plantulas de
Alstroemeria : (A) yemas terminales (B) entrenudo més nudo.
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3.3.4. Organogénesis directa a partir de hojas de Alstroemeria spp.
Tomando en consideracion que la Alstroemeria es una monocotiledonea herbécea,
carente de cambium vascular, la regeneracién de raices adventicias es un proceso bastante
complicado.

En consecuencia, el logro de este propésito demando del establecimiento de un proceso
organogénico, a partir de explantas que lleven consigo un tejido meristematico de tipo
intercalar, razon por la cual no se emplearon los brotes ni sus segmentos (entrenudos o
nudos), sino mas bien las hojas aisladas de los brotes regenerados en la Fase | (Fase de
establecimiento).

Bajo condiciones asépticas, se extrajeron hojas completas (vaina y ldmina), se eliminaron
las vainas y luego se aisld la porcion basal de la Idmina foliar, con una longitud promedio
de 5 mm (explanta) la misma que quedd conformada por la base de la ldamina acompafiada
de la zona de diferenciacion de la ligula (Figura 7) proximo a la cual se sitta el meristema
intercalar.

Posteriormente, estos explantas fueron cultivados en medios de cultivo Murashige &
Skoog (1962), enriquecidos con 6-Benzil Amino Purina (BAP) y acido indol-3-butirico
(AIB), cuyas dosis variaron segun el tratamiento detallado en la Tabla 2.

Figura 5. Proceso de organogénesis de Alstroemeria spp., a partir de segmentos
basales de lamina foliar: (A) Explantas recién sembrados, (B) Explanta
in vitro después de 15 dias de sembrado, (C) Explanta in vitro después
de 30 dias de sembrado.
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Figura 6. Explantas compuestos por la base de la lamina acompariada de la zona de
diferenciacion de la ligula.

3.3.4.1. Factores, niveles y tratamientos en estudio
Factor A: Dosis de 6-Benzil Amino Purina (BAP)

Niveles:

a= 0ppm
ai= 1ppm
Q= 2ppm

Factor B: dosis de acido indol butirico (AIB)
bo= 0.1 ppm

bi= 0.2 ppm
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Tabla 2. Tratamientos en estudio de la fase de enraizamiento via organogénesis de explantas
(segmentos basales de las ldminas foliares) de Alstroemeria spp.

Tratamiento

NUmero Clave Descripeion
t1 aobo BAP(0 ppm) + AIB (0.1 ppm)
to ao b1 BAP(0 ppm) + AIB (0.2 ppm)
t3 ao b2 BAP(0 ppm) + AIB (0.3 ppm)
ts a1 bo BAP(5 ppm) + AIB (0.1 ppm)
ts a1 by BAP(5 ppm) + AIB (0.2 ppm)
te a1 b BAP(5 ppm) + AIB (0.3 ppm)
t7 a2 bo BAP(10 ppm) + AIB (0.1 ppm)
ts az by BAP(10 ppm) + AIB (0.2 ppm)
t az b BAP(10 ppm) + AIB (0.3 ppm)

Disefio Experimental: Disefio Completamente Randomizado (DCR), bajo arreglo
factorial 3 X 3, con nueve tratamientos y tres repeticiones. Cada tratamiento involucré a

diez unidades experimentales (explantas: segmentos basales de las ldminas foliares).

3.3.5. Evaluaciones realizadas.
Las evaluaciones se realizaron mediante la observacién directa en cada una de las tres

fases de estudio:

3.3.5.1. Fase de establecimiento.
Contaminacién: Ocho dias después de la siembra in vitro, cada unidad experimental fue
minuciosamente observada para detectar contaminaciones por hongos o bacterias, y/o
muerte de explantas (yemas apicales) por efecto del desinfectante. Se contabiliz6 y
registr6 el ndmero y porcentaje de explantas contaminados (identificando al

contaminante), muertos y sobrevivientes a la desinfeccion de superficie.

Longitud de brotes y nimero de hojas: Se evaluo la longitud de brote (milimetros) y el
namero de hojas por brote con intervalos de 8 dias a partir de la siembra in vitro, hasta 23

dias después de la siembra.

3.3.5.2. Fase de multiplicacion.
Con intervalos de 15 dias después de la siembra in vitro, se determiné tanto la altura del

brote (milimetro), asi como el nimero de hojas y nudos de cada uno de ellos.
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3.3.5.3. Organogenesis directa a partir de hojas de Alstroemeria spp.
Cada 15 dias se evaluaron los cambios morfoldgicos de los explantas tendientes a la
diferenciacion de yemas adventicias y posteriormente, de brotes y/o raices adventicias.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ETAPA EXPERIMENTAL

4.1.1. Fase I. Establecimiento in vitro

4.1.1.1. Contaminacion (%) de explantas

Ocho dias después de la desinfeccion superficial de explantas de Alstroemeria (yemas
apicales) y su correspondiente siembra in vitro en medios de cultivo MS, 1962,
debidamente esterilizados, se confirmé que el tratamiento con la mejor accion
desinfectante (95% de explantas libres de contaminacidn), resulté de la inmersion de
explantas en una solucion de jabon Bolivar bebe 8000 ppm (w/v) por 120 minutos,
seguido de enjuagues sucesivos con agua destilada estéril y nueva inmersion de los
explantas en una solucién de hipoclorito de sodio al 2% (v/v) més 2 gotas de Tween 20,
por 10 minutos (Tabla 3).

Se determinG ademas, que en el 5% de explantas restantes, los agentes causantes de la
contaminacién fueron los hongos Fusarium spp. y Alternaria spp., Phytophthora spp.

y una bacteria taxonomicamente no identificada.

Tabla 3. Porcentaje promedio de explantas no contaminados por tratamiento. Evaluacion
registrada a los 8 dias de la siembra in vitro.

N° Tratamientos Explantas no contaminadas
N° explantas

Descripcion sembrados N° (%)
ty BAP(0 ppm) + clon amarillo 30 30 100
t2 BAP(0 ppm) + clon blanco 30 27 90
ts  BAP(0 ppm) +clon rosado con blanco 30 29 96.66
ty BAP(5 ppm) + clon amarillo 30 30 100
ts BAP(5 ppm) + clon blanco 30 27 90
ts BAP(5 ppm) + clon rosado con blanco 30 28 93.33
t7 BAP(10 ppm) +clon amarillo 30 29 96.66
ts BAP(10 ppm) + clon blanco 30 30 100
ty  BAP(10 ppm) +clon rosado con blanco 30 27 90

Nuestros resultados muestran una mayor eficiencia comparados con los obtenidos por
otros investigadores. Por ejemplo, Letelier et al. (2012), realizd6 un prueba de

desinfeccidn en rizomas de Alstroemeria utilizando dos fungicidas (Bentale-Captan, 2g
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I-1); su desinfeccion se inici6 con un lavado y un cepillado para remover los catafilos,
los cuales fueron sumergidos en una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2,5%
por 30 minutos, obteniéndose tan solo el 46,9% de explantas vivos y sin presencia de
patdgenos.

Coincidentemente, Hamidoghli (2010), afirma que la contaminacion de los explantas
obtenidos de rizomas de las especies del género Alstroemeria, es el principal problema

a superar en su cultivo in vitro.

4.1.1.2. Longitud promedio de brotes.

A los 23 dias de la siembra in vitro, la longitud promedio de brotes (mm) de
Alstroemeria spp., no fue estadisticamente influenciada por las dosis probadas de BAP
(0, 5y 10 ppm) ni por la interaccion de esta fuente de variabilidad con el Clon (amarillo,
blanco o rosado con blanco) utilizado como fuente de explantas (yemas apicales).

Nuestros resultados son contrarios a los reportados por Letelier et al. (2012), quienes
determinaron que 20 dias después de la siembra in vitro de yemas aisladas de rizomas
de Alstroemeria spathulata (color rosado), la mayor longitud de brotes (5 cm) los
registraron los explantas cultivados en medio MS mas 6 mg/l de BAP. Estas diferencias
en la respuesta probablemente estén asociadas a los distintos tipos de explantas

empleados, yemas apicales en nuestro caso y yemas de rizomas en el caso descrito.

Contrariamente, la longitud de brotes resultd ser estadisticamente dependiente (con el
1% de probabilidad de error) del tipo de clon utilizado en la presente investigacion. En
efecto, la prueba de rango maltiple de Tukey, al 5% de probabilidad de error sefial6 que,
el clon blanco es el que generd plantulas in vitro con la mayor longitud promedio de
brotes (12.29 mm).

Este fue seguido de los clones Amarillo y rosado con blanco, cuyas longitudes promedio
de brote fueron de 9.49 y 7.48 mm, respectivamente. Lo descrito indica que la longitud
de brotes de las plantulas in vitro de Alstroemeria spp., €S un caracter genético que
podria ser influenciado por las condiciones de manejo, dentro de las cuales destaca el
efecto del medio de cultivo y sus constituyentes, principalmente reguladores del

crecimiento (BAP).

Al respecto, Salisbury y Ross (2000) sostienen que, a medida que los organismos crecen,
aumentan su volumen, peso, nimero de células, cantidad de protoplasmas y su

complejidad, procesos bioquimicos que, en conjunto, determinan la forma y funcién
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(fenotipo) de las plantas, como resultado de la interaccion del genoma y el medio
ambiente.

Se sabe que los genes controlan la sintesis de las enzimas, las que a su vez controlan los
procesos quimicos de las células y que todo esto conduce al crecimiento y desarrollo de
la planta. Sin embargo, no se conoce con exactitud qué es lo que determina cuales son los
genes que se transcriben en un momento dado y que células deben hacerlo (Salisbury y
Ross 2000).

Tabla 4. Andlisis de varianza (ANVA) para la variable altura promedio mayor del explanta (mm).

Fuentede Gradosde Sumade  Cuadrados F F tabular
variacion libertad cuadrados medios
calculada 0.05 0.01
Repeticiones 2 47.24 23.62 5.86* 3.63 6.23
Tratamientos 8 99.78 12.47 3.10* 2.89 3.85
Bap (A) 2 1.35 0.68 0.17 3.63 6.23
Clon (B) 2 72.22 36.11 8.97** 3.63 6.23
AxB 4 26.20 6.55 1.63 3.01 4.77
Error 16 64.45 4.03
Total 26 211.47

CV = 26.18 %, **alta significacién estadistica al 99 %, * significacion estadistica al 95%

Tabla 5. Prueba de Rango Multiple de Tukey al 5 % de probabilidad para la variable altura promedio
mayor del explanta (mm) en el factor Clon. Evaluacion realizada a los 23 dias después de la

siembra in vitro

Orq.'De clon Longitud promedio de planta Significacion
mérito
(mm) 0.05
1 bl 12.29 A
2 b0 9.49 A B
3 b2 7.48 B

4.1.1.3.  Numero promedio de hojas
El nimero promedio de hojas por plantula in vitro, es estadisticamente influenciado por

el factor Clon, mas no por la dosis de BAP ni por la interaccion BAP x Clon (Tabla 6).
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La Prueba de Rango Multiple de Tukey al 5% de probabilidad (Tabla 7), permite
distinguir una diferencia estadistica en el nimero promedio de hojas de los tres clones,
siendo el blanco, el que mejor respuesta numérica ha registrado (1.98 hojas por
plantula), superando a los clones amarillo (1.7 hojas por plantula) y rosado con blanco
(1.53 hojas por plantula). De lo expuesto se deduce que el nimero de hojas por plantula
de Alstroemeria spp, es un caracter genéticamente controlado.

Jordan y Casaretto (2006) establece que las citocininas son hormonas esenciales en el
accionar de varios procesos vinculados al crecimiento y desarrollo de las plantas y
relacionados a la accion de varios genes.

Tabla 6. Analisis de varianza (ANVA) para la variable nimero promedio de hojas (datos transformados

conY =vX+0.5).

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrados F F tabular
variacion libertad cuadrados medios calculada 0.05 ‘ 0.01
Bloques 2 0.603 0.301 5.173* 3.63 6.23
Tratamientos 8 1.445 0.181 3.099 2.89 3.85
Bap (A) 2 0.144 0.072 1.232 3.63 6.23
Clon (B) 2 0.886 0.443 7.606** 3.63 6.23
AxB 4 0.415 0.104 1.780 3.01 4.77
Error 16 0.932 0.058

Total 26 2.980

CV = 13.893 %, **alta significacion estadistica al 99 %, * significacion estadistica al 95%

Tabla 7. Prueba de Rango Multiple de Tukey al 5 % de probabilidad para la variable nimero promedio

de hojas (datos transformados con Y = vX + 0.5 ). Evaluacion realizada a los 23 dias después
de la siembra in vitro

Ord. de N° promedio de Significacion
merito Clon hoja /explanta 0.05

1 bl 1.98 A

2 b0 1.10 AB

3 b2 1.53 B

4.1.2. Fase de multiplicacion.

En la Fase de Establecimiento de los cultivos in vitro (Acapite 2.2.1) se determind que
los mejores medios de cultivo fueron el MS méas 5 ppm de BAP para el Clon amarillo,
MS para el Clon blanco y MS méas 10 ppm de BAP para el Clon rosado con blanco; sin
embargo, la multiplicacidn de estos mismos clones en estos mejores medios de cultivo,
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utilizando dos tipos de explantas (YT= yema terminal y N= nudo) fue un fracaso, en la
medida que a ocho dias de iniciada la Fase de multiplicacion, los explantas se tornaron

clordticos, luego se pardearon y finalmente, se necrosaron.

Esta secuencia de eventos, fijo una tasa de multiplicacién de 1:0. Por lo tanto, nuestros
resultados sefialan que, los clones probados de esta monocotiledonea, Alstroemeria
spp., no son multiplicados en el sistema in vitro, a través de yemas terminales ni nudos
acompafiados de dos porciones de entrenudo, superior e inferior, lo que probablemente
sea el reflejo de la ausencia de tejido meristematico secundario (cambium vascular y/o
felogeno) en ambos tipos de explantas, a partir de los cuales, las dicotiledoneas
normalmente diferencian los nuevos brotes, cada uno de los cuales forma un sistema

radicular adventicio.

A diferencia de nuestros resultados, Letelier et al. (2012), tras cultivar apices de rizomas
de Alstroemeria spathulata en medio MS con la adicion de 6 ppm de BAP, luego de 25
dias de cultivo, obtuvo una tasa promedio de multiplicacion de 2.3; sin embargo, cuando
estos brotes fueron verticalmente seccionados y cada mitad, con sus respectiva base de
rizoma, utilizada en un segundo ciclo de multiplicacion, no se formaron raices
adventicias, hecho que igualmente limita la propagacion in vitro de esta especie al uso

continuado de rizomas.

Lo antes descrito indica que después de introducir Alstroemeria spp. al sistema in vitro
es necesario estimular la formacion de rizomas, como etapa previa a la multiplicacién
de la especie, pues estos seran la fuente de explantas (apices o segmentos) para su micro

propagacion masiva.

Tabla 8. Efecto del tipo de explanta, medio de cultivo, y clon en la tasa de multiplicacion de Alstroemeria

spp.
Clon Tipo de Tipo de medio de Tasa de multiplicacién
explanta cultivo
*
Amarillo YT MS + BAP(5 ppm) _
N 1:0
Blanco YT MS + BAP(0 ppm)
1:0
N
Rosado con YT MS + BAP(10 ppm) _
1:0
blanco N

*explantas cultivados:
YT=yema terminas sostenida por un segmento de tallo de 7 a 12 mm de largo, N= nudo
acompafado de dos porciones de entrenudo, inferior y superior de 7 a 12 mm de largo
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4.2. Organogénesis directa a partir de hojas de Alstroemeria spp.

Dado el fracaso en la fase de multiplicacion utilizando yemas terminales y nudos, se
ensayd un nuevo sistema de propagacion in vitro, utilizando las porciones basales de las
laminas foliares acompafiadas de sus respectivas zonas de diferenciacion de la ligula.
Estos explantas fueron asépticamente cultivados en la superficie del medio MS
complementado con BAP y AIB, en las concentraciones sefialadas en la Tabla 14 e
incubados en oscuridad.

Tabla 9.Efecto del BAP y AIB en el proceso organogénico directo de porciones basales de laminas

foliares, acompafiadas de sus respectivas zonas de diferenciacion de la ligula. Evaluacion

registrada a los 15y 30 dias de la siembra in vitro.

Tratamientos Explantas sobrevivientes (%)
15 dias después de su 30 dias después de

N° Descripcion siembra su siembra
t1 BAP(0 ppm) + AIB (0.1 ppm) 53.3 50
t2 BAP(0 ppm) + AIB (0.2 ppm) 70 63.3
ts BAP(0 ppm) + AIB (0.3 ppm) 66.7 63.3
ts BAP(5 ppm) + AIB (0.1 ppm) 46.7 40
ts BAP(5 ppm) + AIB (0.2 ppm) 53.3 46.7
ts BAP(5 ppm) + AIB (0.3 ppm) 70 63.3
t7 BAP(10 ppm) + AIB (0.1 ppm) 83.3 83.3
ts BAP(10 ppm) + AIB (0.2 ppm) 76.7 73.3
to BAP(10 ppm) + AIB (0.3 ppm) 73.3 70

*cada tratamiento se compuso de 30 explantas

Quince dias después de la siembra in vitro y posterior incubacion de explantas bajo
oscuridad, se observd que el mayor porcentaje de sobrevivencia de explantas (83.3%)
se presento en el tratamiento 7 (MS + 10 ppm BAP + 0.1 ppm AIB) seguido de otros
tratamientos con elevados niveles de citocininas (10 ppm BAP). Esta tendencia se
mantuvo hasta el final de las evaluaciones (30 dias después de la siembra in vitro, Tabla
9).

Se deduce entonces que la citocinina beneficia la sobrevivencia de explantas,
probablemente debido a que actla convirtiendo al explanta en un sumidero de sustancias
organicas e inorganicas que contribuyen a mantener su aspecto juvenil y postergar el
inicio de su senescencia y muerte. Al respecto, Jordan y Casaretto (2006), sostienen que
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las citocininas, ademas de retrasar la senescencia, intensifican la expresion de demanda

en el transporte de sabia elaborada a nivel del floema.

Entre los dias 0 (siembra in vitro) y 30 (fin del experimento), los explantas cultivados

en el tratamiento 7 (MS+ porque ppm BAP + 0.1 ppm AIB), bajo condiciones de

oscuridad, mostraron una pérdida gradual del color verde normal hasta lucir de un color

blanco cremoso. En paralelo, atravesaron por una secuencia de eventos caracteristicos

de un proceso de de-diferenciacion celular.

Estos fueron: (1) alargamiento y enrollamiento de explantas, hasta el dia 12 después de

la siembra in vitro, (2) deformacién del explanta y agrupamiento de células, entre los

dias 12 y 17 después de la siembra; (3) formacion de yemas adventicias, entre los dias

15y 20 de la siembra; y, (4) inicio de la elongacién del eje caulinar, entre los dias 23 y

25 de la siembra. En el dia 30 después de la siembra in vitro, este eje caulinar registrd

una longitud de 8 cm, ausencia de raices adventicias y, en lugar de hojas diferenciadas

presento un conjunto de tres rudimentos foliares en su parte apical (Fig. 7 y 8)

O dias

i j Pérdida de color verde natural —  Blanco- cremoso

NH

TRAT.7 (MS+10 ppm Alargamiento y Dedifer?nciacién y
BAP+0.1 ppm AIB) enrollamiento (12 dias formacion de yema
después de la siembra) adventicia (15a 17
dias después de la

siembra)

Explanta

Figura 7. Proceso de Organogénesis directa a partir de hojas de Alstroemeria spp.

Inicio de la
elongacion del
eje(23a25
dias después
de la siembra)

30 dias

¥

=

Rudimentos
—*  foliares

— 8cm

De lo expuesto se deduce gue, un balance hormonal compuesto de elevados niveles de

citocinina (10 ppm de BAP) y reducidos niveles de auxina (0.1 ppm de AIB), bajo

condiciones de oscuridad, propician la organogénesis directa de los explantas de

Alstroemeria spp, proceso que se inicia con la de-diferenciacion de explantas y concluye

con la regeneracion de tallos.

Para tal efecto, conforme lo mencionan Jordan y Casaretto (2006), se requiere de la

participacion de las citocininas a fin de promover la division celular e iniciacion de
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brotes, como etapas clave de un proceso organogénico. Sin embargo, también es
importante la presencia de las auxinas, pues segin Raven, Evert y Eicchorn (1992), la
interaccion entre auxinas y citocininas, han ayudado a los fisi6logos vegetales a
comprender como actla las hormonas vegetales para producir el crecimiento integral de
la planta. Segun parece, la célula vegetal puede seguir dos caminos, puede crecer y

dividirse, crecer y dividirse de nuevo, o pueda alargarse sin dividirse.

De otro lado se conoce que los tratamientos de incubacién en oscuridad son benéficos
para la induccidn de brotes masivos en diferentes especies y tipos de explantas, entre los
que se incluyen: segmentos de hojas de Maracuya (Passiflora edulis Sims) (Appezzato
et al. 1999), dos variedades de la especie Diospyros kaki (Choi et al, 2001),
Alstroemeria cv. ‘Yellow King’ (Pedraza et al, 2006), Violeta Africana (Saintpaulia
ionantha Wendl.) (Al- Hussein et al, 2006); y, Durazno (Prunus domestica L.) (Petri y
Scorza 2010). Aunque no se conoce el mecanismo de como la incubacién en la
oscuridad estimula la respuesta organogénica, se cree que puede preservar y facilitar el
movimiento de reguladores de crecimiento a sitios de regeneracion (Suérez et al. 2011).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Lalongitud promedio de brotes (mm) de Alstroemeria spp., no fue estadisticamente
influenciada por las dosis probadas de BAP ni por la interaccion de esta fuente de
variabilidad con el clon utilizado como fuente de explantas. la longitud de brotes es
estadisticamente dependiente al tipo de clon utilizado en la presente investigacion.
En efecto, la prueba de rango multiple de Tukey, al 5% de probabilidad de error
sefialé que, el clon Blanco es el que gener6 plantulas in vitro con la mayor longitud
promedio de brotes (12.29 mm). Este fue seguido de los clones amarillo y rosado
con blanco, cuyas longitudes promedio de brote fueron de 9.49 y 7.48 mm,

respectivamente

2. EL nimero promedio de hojas por plantula in vitro, es estadisticamente influenciado
por el factor Clon, mas no por la dosis de BAP ni por la interaccion BAP x Clon. La
Prueba de Rango Multiple de Tukey al 5% de probabilidad, permite distinguir una
diferencia estadistica en el nimero promedio de hojas de los tres clones, siendo el
blanco, el que mejor respuesta numérica ha registrado (1.98 hojas por plantula),
superando a los clones amarillo (1.7 hojas por plantula) y rosado con blanco (1.53

hojas por plantula).

3. En la fase de la multiplicacion se utilizo los mejores medios de cultivo, determinados
por la Fase de Establecimiento (MS mas 5 ppm de BAP para el Clon Amarillo, MS
para el Clon Blanco y MS mas 10 ppm de BAP para el Clon Rosado con Blanco),
utilizando dos tipos de explantas (YT= yema terminal y N= nudo), la que fue un
fracaso, en la medida que a ocho dias de iniciada la fase de multiplicacion, los
explantas se tornaron cloroticos, luego se pardearon y finalmente, se necrosaron.

Esta secuencia de eventos, fijo una tasa de multiplicacién de 1:0.

4. El balance hormonal compuesto de elevados niveles de citocinina (10 ppm de BAP)
y reducidos niveles de auxina (0.1 ppm de AIB), bajo condiciones de oscuridad,
propician la organogénesis directa de los explantas de Alstroemeria spp, proceso
que se inicia con la de-diferenciacion de explantas y concluye con la regeneracion

de tallos.
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ANEXO 1. COMPOSICION DE LA SOLUCION “MADRE” UTILIZADA EN
LA PREPARACION DEL MEDIO MS (1962), 1X.

Tabla 10.  Componentes del medio de cultivo MS (1962)
Concentracion
Constituyentes mg/l
Nitrato de potasio KNO2 1900
Nitrato de amonio NH4NO3 1 650
Cloruro de calcio CaCl».2H,0 440
Sulfato De Magnesio MgS04.7H20 370
Fosfato acido de potasio KH.PO4 170
Sulfato de manganeso MnSO4.H,O 22.3
Sulfato de zinc ZnS04.7H.0 8.6
SALES Acido borico HsBOs 6.2
Yoduro de potasio Ki 0.83
Molibdato de sodio Na2Mo00O4.2H20 0.25
Cloruro de cobalto CoCl2.6H20 0.025
Sulfato de cobre CuS04.5H20 0.025
Sulfato de fierro FeS04.7H20 27.8
Na, EDTA Na2C10H1408N2.2H20 37.3
Tiamina HCI C12H18CI2N4OS.HCI 1
Mio Inositol CeH1206 100
VITAMINAS  Acido nicotinico CsHsNO2 0.5
Piridoxina CsH11NOs. 0.5
Glicina C2Hs5NO2 2.0
AZUCAR Sucrosa 30000
GELIFICANTE Agar 8000
pH 5.7
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1. Pruebas preliminares de la desinfeccion superficial de explantas.

Estas pruebas tuvieron el propdsito de seleccionar el tipo de desinfectante, dosis y tiempo
de exposicidn més apropiadas para el logro de los objetivos de la presente investigacion.

Se realizaron 3 pruebas preliminares:

1.1.Primera prueba: Jabon, alcohol e hipoclorito de sodio.

Dentro del LBV, las puntas de los brotes vegetativos de cada clon, fueron desempacadas
y colocadas en frascos de vidrio de boca ancha, de 75ml de capacidad, previamente
esterilizados y debidamente identificados. En cada frasco se deposit6 5 explantas y 20 ml
de solucién de cada tratamiento (Tabla 1). Seguidamente, los frascos conteniendo a las
explantas y la solucion desinfectante fueron manualmente agitados segun el tiempo

correspondiente a cada tratamiento.

Cumplidos estos tiempos, los explantas fueron enjuagados cuatro veces, con agua
destilada estéril (ADE). Finalmente, se agreg0 a cada uno de los frascos conteniendo los
explantas, aproximadamente 20 mL de ADE y bajo estas condiciones fueron mantenidas
hasta el momento de siembra in vitro, bajo condiciones de estricta asepsia y dentro de una

camara de flujo laminar.

Tabla 11. Tratamientos de la primera prueba de desinfeccion superficial de explantas: jabdn,
alcohol etilico e hipoclorito de sodio.

Tratamiento Descripcion de la solucién desinfectante Tiempo de
exposicion
(minutos)
t1 Jabdn Bolivar bebe (4160ppm). 1440
to Alcohol etilico al 70%. 5
ts Hipoclorito de sodio 2%. 5
ts a) Jabdn Bolivar bebe (4160ppm) 150
b) alcohol etilico al 70% 10
c) Hipoclorito de sodio 2%. 10
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Figura 8. Primera prueba de desinfeccién superficial de explantas: (A) explantas
con solucién de jabén Bolivar bebe 4160 ppm (w/v), (B) explantas con
solucion de hipoclorito de sodio al 2.0% (v/v) (C) explantas en solucion
de alcohol etilico al 70%.

1.2. Segunda prueba de desinfeccién superficial de explantas: Jabdn, tween 20,
hipoclorito de sodio y agua oxigenada.

En el LBV, cinco puntas de los brotes vegetativos de cada clon, fueron colocadas dentro
de frascos de vidrio de boca ancha, de 75ml de capacidad, conteniendo 20 mL de solucién
desinfectante. Seguidamente, se practicd una vigorosa agitacion manual durante los
tiempos indicados en la Tabla 2; y finalmente, los explantas de cada tratamiento fueron
rapidamente enjuagados con ADE, manteniéndolos asi hasta el momento de su siembra

in vitro.

Tabla 12. Tratamientos de la segunda prueba de desinfeccion superficial de explantas: jabdn,
tween 20, hipoclorito de sodio y agua oxigenada de explantas de Alstroemeria spp.

Tiempo de
Tratamiento Descripcion e()r(r?izslii(i)z;]
t Hipoclorito de sodio 2%+ dos gotas de tween 20 10
t a) Jabdn Bolivar bebe (4160ppm) 120
b) hipoclorito de sodio 2%+ dos gotas de tween 20 10
t3 Jabon Bolivar bebe (4160ppm)+ agua oxigenada al 3% 10
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Figura 9. Segunda prueba preliminar de desinfeccion superficial de explantas: (A) explantas
con solucion de hipoclorito de sodio al 2.0% (v/v) y dos gotas de Tween-20 (B)
explantas con solucion de jabén Bolivar bebe 4160 ppm (w/v).

1.3. Tercera prueba de desinfeccion superficial de explantas: jabén, tween
20, hipoclorito de sodio y Vitavax.

Grupos compuestos de cinco puntas de brotes vegetativos, fueron depositados en sus
respectivos frascos de vidrio conteniendo 20ml de solucion desinfectante, manualmente
agitados durante los tiempos indicados en la Tabla 3, y finalmente enjuagados repetidas
veces con ADE.

Tabla 12. Tratamientos de la tercera prueba de desinfeccion superficial de explantas: jabon,
tween 20, hipoclorito de sodio y Vitavax.

Tiempo de
Tratamiento Descripcion exposicion
(minutos)
t1 a) Jabdn Bolivar bebe (2000 ppm) 120
b) Hipoclorito de sodio 2% + tween 20 10
to a) Jabdn Bolivar bebe (4000 ppm) 120
b) hipoclorito de sodio 2% + tween 20 10
t a) Jabdn Bolivar bebe (8000 ppm) 120
b)hipoclorito de sodio 2% + tween 20 10
Vitavax (2000 ppm) 10

7
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Figura 10. Tercera prueba preliminar de desinfeccion superficial de explantas: (A)
explantas con soluciones de jabén Bolivar bebe (2000 ppm, 4000 ppm
y 8000 ppm w/v), (B) explantas con solucion de hipoclorito de sodio
al 2.0% (v/v) y dos gotas de Tween20, (C) explantas en solucién de
Vitavax 2000ppm.

Todos los explantas superficialmente desinfectados en cada una de las tres pruebas
preliminares fueron aséptica e individualmente cultivados en la superficie de un medio
semisolido, debidamente esterilizado y preparado en base a la formulacién Murashige
Skoog 1962 (Tabla 15).

Siete dias después de la siembra in vitro se evalué la eficiencia de los desinfectantes
(tratamientos) utilizados. Para tal efecto, se contabilizd el niumero de explantas
contaminados/libres de contaminacion dentro de cada tratamiento, ello nos llevo a
determinar que, de todas las pruebas preliminares realizadas, el mejor tratamiento para la
desinfeccion superficial de explantas (puntas) de Alstroemeria comprendio su inmersion
secuencial en una solucién de Jabon Bolivar bebe 8 000 ppm w/v y posteriormente en

una solucion de hipoclorito de sodio al 2% v/v +dos gotas de Tween20.

Entre un tratamiento y otro se realizé un minucioso enjuague de los explantas con ADE.
Por su elevada eficiencia, este tratamiento fue considerado para el inicio de la fase
experimental de la presente investigacion.

49



2. Resultados de la etapa pre experimental: protocolo de desinfeccion

superficial de explantas

2.1. Efectividad de las soluciones desinfectantes en el control de los
contaminantes de superficie de los explantas de Alstroemeria  spp.

Ninguna de las soluciones desinfectantes probadas en el primer ensayo (Tabla 6, Fig.
10) fueron lo suficientemente eficaces para controlar el desarrollo de procesos infectivos
por efecto de hongos y bacterias de accion superficial en los explantas de Alstroemeria
spp. (yemas apicales) y sus correspondientes medios de cultivo (MS, 1962). Ademas de
la presencia de contaminantes (Fusarium spp., Alternaria spp., Phythoptora spp.; y una
bacteria no identificada), se observd que los explantas sometidos al efecto de los
tratamientos que involucraron la presencia de alcohol etilico al 70% (t2 = alcohol etilico
al 70%; t4 = jabon Bolivar bebe 4160 ppm + alcohol al 70% + hipoclorito de sodio al

2%), sufrieron una severa deshidratacion.

Al respecto, Edmondson (1956) y Gaddum (1959), citados por Medina (2006), sostienen
que el alcohol es un veneno citoplasmatico que causa la muerte de un cierto namero de
células en cada expansion, ya que tiene la propiedad de deshidratar y precipitar a las
proteinas del citoplasma, siendo capaz de lesionar las células con las que se pone en

contacto.

En consecuencia, el 100% de las unidades experimentales (explantas) de cada
tratamiento desinfectante fue perdido por accion de contaminantes no controlados y
efecto deshidratante del alcohol etilico, resultado que justifico el inicio de un segundo

ensayo (Tabla 7).
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Tabla 14. Porcentaje de contaminacion de la primera prueba preliminar: Jabon, alcohol e hipoclorito de

sodio.
N° Tiempo de Total Explantas
exposicion explantas  ontaminados

Tratamiento (minutos) sembrados
descripcion (%)

1 Jabdn Bolivar bebe(4160 ppm) 1440 5 100

2  Alcohol al 70% 5 5 100

3 Hipoclorito de sodio al 2% 5 5 100

4 Jabdn Bolivar bebe(4160 ppm) 150

Alcohol al 70% 10
5 100

Hipoclorito de sodio al 2% 10

Evidenciados los efectos negativos del alcohol etilico al 70%, el segundo ensayo
comprendio la desinfeccion superficial de explantas de Alstroemeria spp. con hipoclorito
de sodio, jabon Bolivar bebé y agua oxigenada en las combinaciones y concentraciones
sefialadas en la Tabla 14.

Ocho dias de realizada la desinfeccion superficial de explantas, se determiné que el
tratamiento 2, compuesto por jabon Bolivar bebe 4160 ppm, seguido del hipoclorito de
sodio al 2% mas 2 gotas de tween 20, con un tiempo de exposicion secuencial de 120y
10 minutos, respectivamente, fue el mas efectivo, pues 40% de los explantas resultaron

libres de contaminantes, sin mostrar sintomas visibles de deshidratacion.

Las otras dos soluciones desinfectantes utilizadas no alcanzaron los resultados esperados
en tanto que, el 100% de los explantas tratados murieron por efecto de hongos (Fusarium
spp., Alternaria spp., Phythoptora spp.) y bacterias contaminantes, taxonémicamente no

identificadas.
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Tabla 15. Porcentaje de contaminacion en la segunda prueba preliminar con jabon, tween 20,
hipoclorito de sodio y agua oxigenada.

Tiempo
de Total Explantas
exposicion  explantas contaminados
Tratamiento (minutos)  sembradas (%)
N° descripcion N° % N°
- - . 5
Hipoclorito de sodio al 2% v/v+ 10 5 100
1 Tween 20
Jabon Bolivar bebe (4160 ppm) 120
+ Hipoclorito de sodio al 2% 5 60
2 v/v+ Tween 20 10
Jabon Bollvar_ bebe (4160 10 5 100
3 ppm)+ agua oxigenada al 3%

Los resultados antes descritos (40 % de efectividad desinfectante), sefialaron que la
solucion de jabdn Bolivar bebé, sola o en combinacion con hipoclorito de sodio, previo
reajuste de su dosis o tiempo de exposicion de explantas podria ser de alta eficiencia
para un proceso de desinfeccion de explantas de Alstroemeria spp.; por tal motivo, se
disefo el tercer ensayo (Tabla 8), utilizando como testigo una solucién de Vitavax 300
wp, a 2 000 ppm, un fungicida de uso agricola, ideal para el tratamiento de semillas y
plantulas, de accién preventiva y curativa, altamente tdxico, cuyos ingredientes activos
son el carboxin (fungicida preventivo, curativo, de accién sistémica que afecta la
respiracion de los hongos) vy el captan (fungicida protectante que presenta una defensa

contra los agentes causales de la pudricion de plantulas) (Adama 2017).

Los resultados mostraron que el tratamiento de mayor efectividad para eliminar hongos
y bacterias contaminantes de superficie, fue el t3 (jabon Bolivar bebe 8000 ppm, por
120 minutos seguido del hipoclorito de sodio al 2% mas 2 gotas de tween 20, por 10
minutos), lograndose obtener el 100 % de explantas sin contaminacion, ni
deshidratacion, en comparacion a los tratamientos 1 y 2, con los cuales se obtuvo 100%

y 60% de explantas contaminados, respectivamente.

La Prueba del Chi-cuadrado de Pearson nos muestra que el valor 14,7252, es mayor al
valor del margen de error 0.01 y 0.05, lo gque significa que en esta prueba influyen los

tratamientos, para la eliminacién de microorganismos.
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El tratamiento 4 (Vitavax 300 wp, a 2 000 ppm, por 10 minutos) registro el mayor
porcentaje de contaminacion de explantas (100%).

Tabla 16. Porcentaje de contaminacion de la tercera prueba preliminar con jabén, tween 20,
hipoclorito de sodio 2% y Vitavax.

N° Tiempo de Total Explantas
Tratamiento exposicion  explantas  contaminados
descripcion (Minutos)  semprados (%)

Jabon Bolivar bebe (2000 ppm) 120 100

1 . . . )

Hipoclorito de sodio 2% + tween 20 10
Jabdn Bolivar bebe (4000 ppm) 120
2 hipoclorito de sodio 2% + tween 20 10 5 60
Jabon Bolivar bebe (8000 ppm) 120
hipoclorito de sodio 2% + tween 20 10
3 5 0
4 Vitavax (2000 ppm) 10 100

Tabla 17. Prueba del Chi-cuadrado de Pearson, en la tercera prueba preliminar con jabdn, tween 20,
hipoclorito de sodio 2% y Vitavax.

Gl valor 0.01 0.05
Chi- cuadrado de Pearson 3 14,7252 11,3449 7,8147

La elevada efectividad del tratamiento antes descrito, probablemente derive de una
adecuada inactivacion, remocion o reduccion de los microorganismos contaminantes
tanto por parte de la solucién de Jabon Bolivar Bebé, como por parte del hipoclorito de

sodio, combinado con el agente tenso activo (tween 20).

En el primer caso, el fabricante (ALICORP PERU), reporta que el jabon Bolivar Bebé
tiene como principales componentes al didéxido de titanio (TiO2) y a los aceites
vegetales. Vallejo et al. (2016), sostiene que el TiO2 es un inactivador bacteriano, lo

que sin duda ha contribuido a la eficiencia del tratamiento.

De otro lado, Garay (2015), afirma que los aceites vegetales son utilizados en la
investigacion en medicamentos, con el proposito de combatir infecciones, sin embargo,
la erradicacion definitiva sigue siendo un problema en la medida que, a cada paso que

se da con los nuevos farmacos, también las bacterias dan un paso creando resistencia a
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ellos. EI mismo autor aclara que el citral, un tipo de aceite vegetal, posee actividad anti
microbiana frente a Staphylococcus aureus.

Por tanto, asumimos que la combinacion del TiO2 con el aceite vegetal en un solo
producto (Jabon Bolivar Bebe) tiene propiedades antimicrobianas y resulta adecuado
para el control de contaminantes de superficie en los explantas de Alstroemeria spp.,
mas aun si los explantas son luego sometidos al efecto de una solucion de hipoclorito
de sodio, la cual alcanzara mayor penetracion en la estructura de los explantas debido a
que, tanto el jabon Bolivar bebé como el tween-20, por sus propiedades tensoactivas,
rompen la tension superficial del agua, favoreciendo la accion del principio activo del
desinfectante empleado (ejemplo, hipoclorito de sodio).

Se conoce que el hipoclorito de sodio es una sal compuesta por la unién de acido
hipocloroso e hidréxido de sodio. Cuando el cloro se aplica en forma de alguna de sus
sales, el proceso se denomina hipocloracion. En este proceso, el cloro actia como un
poderoso oxidante y potente germicida; eliminando bacterias, hongos, virus, esporas y
algas (Ponce 2005), liberando asi a los explantas de Alstroemeria spp., de los

contaminantes que tienden a reducir su viabilidad en condiciones in vitro.
3. Prueba pre eliminar en organogénesis directa

Hojas completas y vigorosas aproximadamente de 5 mm de largo por 2.5 mm de
diametro, fueron aisladas cuidadosamente y asépticamente en tres secciones (apice,
parte media y base de la hoja) y fueron sembrados en la superficie del medio de cultivo
de MS (1962).

3.1.Resultados de la Prueba pre eliminar en organogeénesis directa

Quince dias después de la siembra in vitro, se realizo la evolucion de sobrevivencia de
las explantas, donde podemos observar que la parte basal de la planta nos dio el 100%

de explantas vivas, pueda ser que se deba a la presencia de la ligula en la hoja

Tabla 18. Prueba pre eliminar en organogeénesis directa de Alstroemeria spp.

Tipo de explanta * Tipo de medio de cultivo % de sobrevivencia
Apice MS 0
Parte media MS 0
Base MS 100
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4. Datos obtenidos en la evaluacién de los resultados

Tabla 19. Resultados (numeros promedios) para la variable longitud de plantula (mm). Evaluacion
realizada a los 15 dias después de la siembra in vitro

DATOS ORIGINALES

Repeticion

Trat. I 1 i Total Promedio
t1 9.22 6.6 4.9 20.72 6.91
t 8.63 11.56 13.4 33.59 11.2
[ K] 8 5.5 3.9 17.4 5.8
ts 8.6 9.1 9.7 27.4 9.13
ts 12.22 8.22 5.33 25.77 8.59
te 6 5.25 4 15.25 5.08
t7 9.5 6 3.11 18.61 6.2
ts 13.4 9.3 6 28.7 9.57
To 8.6 6.22 4.75 19.57 6.52

Total 84.17 67.75 55.09 207.01 69

Tabla 20. Resultados (ndmeros promedios) para la variable longitud de plantula (mm).
Evaluacion realizada a los 23 dias después de la siembra in vitro

Repeticion

Trat. I 1 i Total Promedio
t1 12.1 8.1 5.1 25.3 8.43
t 10.75 13.56 15.4 39.71 13.24
ts 10.33 7.3 5.2 22.83 7.61
ts 11.8 12.2 13.5 37.5 12,5
ts 16 11.22 7.22 34.44 11.48
te 7.6 7.13 6.5 21.23 7.08
t7 11.2 7.6 3.78 22.58 7.53
ts 16.3 12.2 8 36.5 12.17
to 10.4 7.33 5.5 23.23 7.74

Total 106.48 86.64 70.2 263.32 87.77
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Tabla 21. Resultados (nimeros promedios) de la fase de estacion para la variable nimero promedio de
hojas. Evaluacion realizada a los 15 dias después de la siembra in vitro

DATOS ORIGINALES

Repeticion

Trat. I 1 I Total Promedio
t1 2.4 0.8 0.8 4 1.33
t 2.038 3.667 4.1 9.81 3.27
[ & 1.889 1.7 1.2 4.79 1.6
ta 25 2.6 2.7 7.8 2.6
ts 3.667 2.889 1.111 7.67 2.56
te 1.2 1 0.7 2.9 0.97
t7 2.4 15 0.556 4.46 1.49
ts 2.8 2.3 1.7 6.8 2.27
To 1.7 1.444 0.75 3.89 1.3

Total 20.594 17.9 13.617 52.11 17.37

DATOS TRANSFORMADOS: Y =vX + 0.5

Repeticion
Trat. T Total Promedio
I i
t1 1.7 1.14 1.14 3.98 1.33
t 1.59 2.04 2.14 5.78 1.93
ts 1.55 1.48 1.3 4.33 1.44
ts 1.73 1.76 1.79 5.28 1.76
ts 2.04 1.84 1.27 5.15 1.72
ts 1.3 1.22 1.1 3.62 1.21
t7 1.7 1.41 1.03 4.14 1.38
ts 1.82 1.67 1.48 4.97 1.66
to 1.48 1.39 1.12 4 1.33
Total 14.92 13.97 12.37 41.27 13.76
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Tabla 22. Resultados de la fase de estacidn para la variable nimero promedio de hojas.

Evaluacion realizada a los 23 dias después de la siembra in vitro

DATOS ORIGINALES

Repeticion
Trat. I 1 I Total Promedio

&1 3.5 2 1 6.5 2.17

) 2.875 4.222 5 12.1 4.03

ts 2.222 2.2 1.4 5.82 1.94

ts 3.1 35 4 10.6 3.53

ts 5.111 3.778 1.556 10.45 3.48

ts 2.2 15 14 5.1 1.7

t7 2.9 1.8 0.778 5.48 1.83

ts 3.9 3 2 8.9 2.97

to 2.7 2.222 1.125 6.05 2.02

Total 28.508 24.222 18.259 70.99 23.66
DATOS TRANSFORMADOS: Y =X+ 0.5
Repeticion
Trat. I I i Total Promedio

t1 2 1.58 1.22 4.81 1.6
t2 1.84 2.17 2.35 6.36 2.12
t3 1.65 1.64 1.38 4.67 1.56
ts 1.9 2 2.12 6.02 2.01
ts 2.37 2.07 1.43 5.87 1.96
te 1.64 1.41 1.38 4.44 1.48
t7 1.84 1.52 1.13 4.49 1.5
ts 2.1 1.87 1.58 5.55 1.85
t 1.79 1.65 1.27 4.71 1.57

Total 17.13 15.92 13.87 46.91 15.64
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Tabla 23. Prueba de Rango Mdltiple de Tukey al 0.05 de probabilidad para la variable longitud de plantula
(mm) en el factor Clon de planta. Evaluacion realizada a los 15 dias después de la siembra in

vitro
Ord. de Longitud promedio de planta Significa
merito Clon (mm) cion
0.05
1 bl 9.78 A
b0 7.41 A B
3 b2 5.8 B

Tabla 24. Prueba de Rango Mdltiple de Tukey al 5 % de probabilidad para la variable longitud de plantula
(mm) en el factor Clon. Evaluacion realizada a los 23 dias después de la siembra in vitro

Ord. de Longitud promedio de planta Significacion
merito Clon (mm) 0.05
bl 12.29 A
b0 9.49 A B
3 b2 7.48 B

Tabla25. Prueba de Rango Multiple de Tukey al 5 % de probabilidad para la variable nimero

promedio de hojas (datos transformados con Y = vX + 0.5 ). Evaluacion realizada a los 15
dias después de la siembra in vitro

Ord. de N° promedio de hoja /explanta Significacion
merito  cjon 0.05

bl 1.77 A

b0 1.49 A B

b2 1.33 B
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Tabla 26. Prueba de Rango Mdltiple de Tukey al 5 % de probabilidad para la variable nimero

promedio de hojas (datos transformados con Y = X + 0.5 ). Evaluacion realizada a los 23 dias

después de la siembra in vitro

Ord. de N° promedio de hoja /explanta Significacion
merito o 0.05
1 bl 1.98 A
b0 1.10 A B
3 b2 1.53 B
Tabla 27. Registro de  temperatura y humedad  relativa  durante la

investigacién

Fases de establecimiento Organogénesis
Fecha Temperatura Humedad  Fecha  Temperatura Humedad
(°C) relativa (°C) relativa
(%) (%)
17/07/17 22.0 29.0 15/09/17 21.4 35.0
18/07/17 27.7 28.0 18/09/17 20.3 37.0
25/07/17 19.3 31.0 19/09/17 19.9 34.0
26/07/17 21.8 32.0 20/09/17 22.4 32.0
31/07/17 20.4 30.0 21/09/17 21.3 35.0
01/08/17 20.6 31.0 22/09/17 20.1 28.0
02/08/17 20.3 32.0 25/09/17 19.8 34.0
04/08/17 215 30.0 26/09/17 21.6 36.0
08/08/17 19.1 33.0 27/09/17 20.7 33.0
09/08/17 20.7 29.0 28/09/17 20.2 35.0
10/08/17 20.7 32.0 02/10/17 21.6 38.0
11/08/17 21.3 33.0 03/10/17 21.0 39.0
14/08/17 21.8 32.0 04/10/17 20.5 35.0
15/08/17 20.2 35.0 05/10/17 20.2 35.0
16/08/17 21.4 34.0 06/10/17 21.8 28.0
17/08/17 21.8 33.0 09/10/17 195 36.0
18/08/17 22.4 36.0 10/10/17 20.5 29.0
21/08/17 22.1 37.0 11/10/17 21.0 39.0
22/08/17 21.6 36.0 12/10/17 21.8 32.0
23/08/17 19.9 39.0 16/10/17 22.0 33.0
24/08/17 21.8 38.0
25/08/17 21.2 36.0
28/08/17 21.1 38.0
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GLOSARIO
A

Aceite. Cada uno de los liquidos viscosos, de origen animal, vegetal, mineral o sintético,
combustible e insoluble en el agua, pero solubles en ciertos disolventes organicos.

Aceite vegetal. Es un triglicérido extraido de una planta.

Acido. Compuesto que, al disolverse en agua aumenta la concentracion de iones
hidrégenos, que es capaz de formar sales por reaccion con algunos metales y con las
bases, y que puede ceder protones.

Ac. ascorbico. Es un antioxidante que ayuda a prevenir el dafio a los tejidos causado por

los radicales libres, también llamado Vitamina C.

Ac. citrico. Acido 2-hidroxi-propan-1, 2,3-tricarboxilico, que se encuentran en los zumos
de frutos citricos y se utiliza generalmente en la fabricacion de bebidas refrescantes y

sales efervescentes.

Ac. fenilacético. El acido fenilacético es una auxina activa

Ac. folico. Acido pteroilglutdmico, vitamina fotolabil hidrosoluble cuya forma
coenzimatica es el 5, 6, 7,8-tetrahidrofolico (FH4). Pertenece al grupo de las vitaminas B
y ayuda al organismo en el mantenimiento y en la creacién de células nuevas. Esta funcion

es imprescindible en los periodos de division y crecimiento celular rapido.

Acido giberélico. Potente hormona cuya presencia natural en plantas controla su

desarrollo.
Ac. nicotinico. Acido b-piridin-carboxilico, componente del complejo vitaminico B. es

una vitamina hidrosoluble . ActGa en el metabolismo celular formando parte de la
coenzima NAD y NADP.
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Ac. pantoténico. Vitamina del grupo B (pantoil-b-alanina).
Adenina. Base (6-aminopurina) componente esencial de los acidos ribonucleicos y

desoxirribonucleicos.

Agar. Sustancia mucilaginosa que se extrae de algunas algas, utilizada como medio de

cultivo, en farmacia, en bacteriologia y en ciertas industrias.

Agitador magnético. Es un dispositivo electronico que utiliza un campo magnético para

mezclar de manera automatizada un solvente y uno o mas solutos.

Alga. Planta talofita aut6trofa con clorofilas u otros pigmentos fotosintéticos

Amida. Cada uno de los compuestos organicos que formalmente se consideran derivados
del amoniaco, o bien de las aminas primarias o secundarias, mediante por sustitucion por

grupos acilo de un atomo de hidrogeno unido al nitrogeno.

Aminoacido. Cada uno de los compuestos organicos caracterizados por la comdn
presencia de, al menos, un grupo carboxilo y un grupo amino. Muchos participan en la

estructura de las proteinas

Analisis de Varianza. Técnica descubierta por Fisher, es un proceso aritmético para
descomponer una suma de cuadrados total y demas componentes asociados con
reconocidas fuentes de variacion.

Apice. Extremo superior o punta de algo

Asepsia. Conjunto de procedimientos cientificos destinados a eliminar gérmenes

infecciosos o patdgenos de un organismo u objeto
Autoclave. Es un recipiente metalico de paredes gruesas con cierre hermético que permite

trabajar con vapor de agua a alta presion y alta temperatura, que sirve para esterilizar

material médico o de laboratorio.
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Auxina. Grupo de reguladores del desarrollo vegetal relacionado con la elongacién
celular, dominancia apical, iniciacion de raices, etc.
B

Bacteria. Esquizofita desprovista de pigmentos fotosintéticos, sin nucleo diferenciado,
que se multiplica por divisién simple o por esporas. Las bacterias son agentes de muchas

enfermedades infecciosas.

Beakers. Recipiente de vidrio transparente con forma cilindrica y boca ancha, sirve para

medir volumen de liquidos y también para calentar y mezclar sustancias.

Bioquimica. Estudio de la estructura y funcion de los compuestos quimicos

constituyentes de los seres vivos.

Biosintesis. Sintesis de un determinado compuesto en una celula u organismo vivo

Biotecnologia. Toda aplicacion tecnologica que utilice sistemas bioldgicos y organismos
Vivos 0 sus derivados para la creacién o modificacion de productos o procesos en usos

especificos.

Biotina. Acido carboxilico derivado del heretociclo resultante de la consideracion de los

ciclos del imidazol y del tiafeno.

Brote. Pimpollo o renuevo que empieza a desarrollarse.

C

Ca- calmodulina. Es una pequefia proteina encontrada en el interior de las células
eucariotas y que tiene como funcion detectar y enlazarse a los iones de calcio (Ca2+)
presentes en el citoplasma y, a continuacion, interactuar y regular la funcion en diversas

proteinas objetivo de la célula.

Céamara de flujo laminar. Es un recinto que emplea un ventilador para forzar el paso de
aire a través de un filtro HEPA o ULPA y proporcionar aire limpio a la zona de trabajo

libre de particulas de hasta 0.1 micras.
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Cambium. Es un tejido vegetal meristematico especifico de las plantas lefiosas, situado
entre la corteza y el lefio, compuesto normalmente por una capa Unica de células

embrionarias y también de fel6geno.

Cambium vascular. Es responsable del crecimiento secundario en grosor de los tallos,
es un meristemo secundario, formado por células adultas que vuelven a recuperar su

caracter meristematico.

Callo. Acimulo celular en un cultivo de tejido en desarrollo.

Catéfilo. se denomina catafilo o catéfila a cada una de las hojas modificadas y reducidas
que generalmente protegen a lasyemasde la planta que se hallan en reposo,

particularmente en 6rganos subterraneos de reserva como bulbos y rizomas.

Célula. Unidad fundamental de los organismos vivos capaz de la reproduccion

independiente.

Citocinesis. Proceso de separacion y segmentacion del citoplasma que tiene lugar durante

la Gltima fase de la mitosis.

Citocinina. Grupo de reguladores del desarrollo vegetal que causan division celular,

diferenciacion celular, diferenciacion de tallo, rotura de la dominancia apical, etc.

Citoesqueleto. Es un entramado tridimensional de proteinas que provee soporte interno
en las células, organiza las estructuras internas e interviene en los fendmenos de

transporte, trafico y division celular.

Citoplasma. Parte del protoplasma que esta afuera del ntcleo y dentro de la pared celular.

Clon. Familia de las células genéticamente idénticas que proceden de una célula
precursora por division binaria.// Grupos de organismo de idéntica constitucidn genética
que proceden de un unico individuo mediante multiplicacion asexual , partenogénesis o

apomixis.
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Clorosis. Perdida del color verde que presentan algunas plantas, motivadas por

enfermedades generalmente causadas por virus o carencia de nutrientes.

Coeficiente de Variacion. Es una medida de variabilidad relativa, que indica el
porcentaje de la media correspondiente a la variabilidad de los datos.

co-factores . Es un componente no proteico, termoestable y de baja masa molecular,

necesaria para la accion de una enzima.

Coledptilo. Es una estructura caracteristica del embrion de la familia de las gramineas, el
cual es, en realidad, una primera hoja modificada de tal modo que forma una caperuza

cerrada sobre las hojas siguientes y el meristema apical.

Contaminacién. Alteracion nociva de las condiciones normales de cualquier medio por

la presencia de agentes fisicos, quimicos o biolégicos ajenos al mismo.

Cultivo de tejidos. Cultivo in vitro de células, tejidos u 6rganos en un medio con

sustancias nutritivas bajo condiciones estériles.

D

Desinfeccion. Consiste en un proceso quimico que mata o erradica los microorganismos
sin discriminacion al igual como las bacterias, virus y protozoos impidiendo el
crecimiento de microorganismos patdgenos en fase vegetativa que se encuentren en
objetos inertes.

Deshidratacion. Ocurre cuando el cuerpo no tiene agua y liquidos como es necesario.

Dicotiledonea. Plantas angiosperma que presentan dos cotiledones en su embrion.

Diferenciacion. Desarrollo en el explanta de nuevas caracteristicas morfoldgicas o

fisiologicas.
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Difusion. Transporte molecular de uno o mas componentes de una mezcla
fluida.//fendmeno en que se entremezclan las moléculas de los fluidos o de los s6lidos a

causa de su agitacion térmica.

Dioxido de titanio. Es un compuesto quimico cuya formula es TiO, .

Diterpeno. Son los terpenos de 20 carbonos. Se encuentran en las plantas superiores,
hongos, insectos y organismos.

Dominancia apical. Se refiere a una marcada tendencia a mostrar un mayor crecimiento
en la punta (&pice) de cada rama principal o bien en la punta del tallo principal, mientras

que las ramas secundarias muestran nulo o muy escaso crecimiento.

E
Equilibrio ionico. Es un tipo especial de equilibrio quimico, caracterizado por la
presencia de especies quimicas en solucion acuosa, las cuales producen iones. Las

especies que producen en solucion cargas son denominadas electrolito

Embriogénesis. es el conjunto de procesos fisioldgicos que conducen a la transformacion
de una sola célula, el cigoto, en un individuo multicelular mas complejo, el embridn,

contenido en la semilla madura

Embrién. Primera etapa en el desarrollo de los organismos pluricelulares. Sigue

inmediatamente a la fusion de los prondcleos en el évulo fecundado.

Embriones somaticos. También denominada embriogénesis asexual, la cual consiste en
el desarrollo de embriones a partir de células que no son el producto de una fusion de
gametos durante la fecundacién o, en otras palabras, es un proceso por el cual se produce

una estructura bipolar (el embrién) a partir de una célula somatica.
Endoespermo. Es el tejido nutricional formado en el saco embrionario de las plantas con

semilla; es triploide y puede ser usado como fuente de nutrientes por el embrion durante

la germinacion.
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Entrenudo. Es la parte del tallo comprendida entre dos nudos de donde sale otra rama.

Enzimas. Cada uno de las macromoléculas de naturaleza proteica que catalizan de forma

especifica reacciones bioquimicas muy variadas.

Erradicacion. Eliminacion o supresion completa y definitiva de una cosa, especialmente

de algo inmaterial que es negativo o perjudicial.

Espora. Célula reproductora asexual capaz de experimental una adaptacion metabdlica a
condiciones desfavorables del medio.

Estadistica. Es la rama de las matematicas que estudia la variabilidad, asi como el

proceso aleatorio que la genera siguiendo leyes de probabilidad.

Esterilizacion. Se denomina esterilizacion al proceso por el cual se obtiene un producto

libre de microorganismos viables.

Etanol. Conocido como alcohol etilico, es un alcohol que en condiciones normales de
presion y temperatura se presenta como un liquido incoloro e inflamable con una

temperatura de ebullicion de 78,4 °C.

Explantas. Cualquier parte vegetal, puede ser un tejido (fragmentos de hojas, tallos,
raices, péetalos, etc.), un drgano (semillas, anteras, ovarios, botones florales, hojas y raices
completas, etc.), estructuras como las anteras y los ovarios, o bien células individuales 37
(como en el caso de los protoplastos). Con excepcién de los évulos y el polen, los

explantas estan constituidos por tejidos y/o células somaticas.

ex vitro. Situacion de cultivo al término de la etapa in vitro y su salida a la atmosfera

F

Fenotipo. Expresion o manifestacion externa de un genotipo en un ambiente

determinado.

Fisiologia. Ciencia que tiene por objeto el estudio de las funciones de los seres organicos.
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Fitosanitarias. Relativo a la prevencion y curacién de las enfermedades de las plantas.
Flor. Organo especializado en la reproduccion, y en la que se pueden reconocer cuatro
verticilos: caliz, corola, androceo y gineceo, que se insertan en el receptaculo floral y se
unen al tallo por medio del pedicelo.

Fotoperiodo. Alternancia de horas de luz y de oscuridad en un dia.

Fungicida. Agente capaz de producir la muerte de un hongo.

G
Gelificar. Transformar en gel.

Genética. Ciencia que estudia la variabilidad y la herencia biologica.
Genoma. Conjunto de genes que especifican todas las caracteristicas potencialmente
expresables de un organismo dado, sin connotacion alguna de la naturaleza alelioca de

los genes integrantes.

Genotipo. Constitucion genética, de uno o mas genes, de un organismo en relacion a un

rasgo hereditario especifico o a un conjunto de ellos.

Glaucas. De color verde azulado.

H

Hexitol. Es un edulcorante obtenido de la hidrogenacion del azicar manosa.
Hibrido. Individuo resultante del cruce genético entre dos especies bioldgicas distintas,
normalmente estériles.//Individuo resultantes del cruzamiento entre parentales de la

misma especie pero de diferente genotipo.

Hipoclorito De Sodio. Es un compuesto quimico, fuertemente oxidante de formula

NaClO. Contiene cloro en estado de oxidacion +1, es un oxidante fuerte y econémico.
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Hoja. Organo laminar especializado en realizar la fotosintesis, que normalmente consta
de limbo o lamina y peciolo; el peciolo puede ensancharse en su base, formando una

vaina, y presentar estipulas.

Hongos. Vegetal carente de la clorofila, cuyas células se retinen en hifas para formar el
micelio. Se reproducen por esporas y pueden ser de vida parasita, saprofitica o simbidtica.

Hormona. Sustancia organica de origen natural de las plantas y que en bajas
concentraciones influyen en los procesos fisiologicos; principalmente en los procesos de

crecimiento, diferenciacion y desarrollo de la planta.

Humedad Relativa. Razén entre la presion parcial del vapor de agua en una aire himedo
y la presion de un vapor de agua, a la misma temperatura. Indica el grado de saturacion

del aire.

Inactivar. Hacer perder o anular la actividad.

Infectividad. Se denomina a la capacidad de un agente patdégeno para invadir un

organismo Yy provocar en él una infeccion.

Intensidad luminica. Se define como la cantidad de flujo luminoso que emite una fuente

por unidad de angulo solido.
Investigacion. Es considerada una actividad orientada a la obtencion de nuevos
conocimientos y su aplicacién para la solucion a problemas o interrogantes de caracter

cientifico.

In Vitro. Literalmente "en vidrio", se aplica a los cultivos (o procesos) que se desarrollan

en recipientes estériles.
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L
Lamina foliar. Es la superficie mas o menos plana de la hoja, cuyos lados se designan
como haz y envés, o caras adaxial y abaxial respectivamente.

Ligula. Es un apéndice membranoso ubicado en la linea que une la Idmina, o limbo foliar,

con la vaina en la familia de las gramineas.

M
Magenta. Caja de policarbonato para cultivos vegetales.

Matraz. Es un frasco de vidrio con base circular o algo esférica y un cuello recto y

estrecho, que se usa en laboratorios para medir liquidos o mezclar soluciones quimicas.

Meristemo. Grupo localizado de células en continua division, a partir de las cuales se

forman nuevos tejidos y drganos (raices, tallos, etc.)

Meristemo Apical. Situado en el apico de las plantas, es un tipo de meristemo, ubicado
en la zona de division y expansion celular dando origen a todos los tallos o ejes
secundarios, hojas y flores.

Meristemo Intercalar. Tejido meristematico derivado del meristema apical y que
continla con su actividad meristematica a alguna distancia del meristema; puede

estar intercalado entre tejidos que ya no son meristematicos.

Meristemos Radicales. Es el tejido meristematico cuyas divisiones originan las células

que, tras diferenciarse, forman los tejidos adultos de la raiz.

Meristematico. Que tiene las caracteristicas del meristemo.

Microorganismos. Es un ser vivo, o un sistema biolégico, que solo puede visualizarse

con el microscopio.

Micropropagacion. Propagacion asexual (vegetativa) in vitro de plantas.
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Monocotiledénea. Planta angiosperma con un solo cotiledon en el embrién, también
denominada liliopsida.

Morfogénesis. Desarrollo de algun caracter morfolégico o estructura del organismo.

Mutacion. Cambio del material genético no debido a la segregacion o la recombinacion,

que se transmite a las generaciones sucesivas, dando lugar a células mutantes.

N
Necrosis. Muerte de las células y los tejidos de una zona determinada de un organismo

Vivo.

Nudo. En el tallo puntos donde se insertan las hojas o las ramas.

O

Organismos. Conjunto de los 6rganos que constituyen un ser vivo

Organogénesis. En cultivos de tejidos vegetales, formacion de érganos como raices y

tallos, a partir de callos o meristemos.

p

Patente. Es un conjunto de derechos exclusivos concedidos por un Estado al inventor de
un nuevo producto o tecnologia, susceptibles de ser explotados comercialmente por un

periodo limitado de tiempo, a cambio de la divulgacién de la invencién.

Patogenos. Es un microorganismo capaz de producir enfermedad o dafio a la biologia de

un huésped, sea animal o vegetal.

Piridoxina. Vitamina B6

Pirimidina. Derivado de la piridina de formula C4HsN>, algunos de cuyos derivados son

constituyentes de loas &cidos nucleicos.
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Placas Petri. Es un instrumento de laboratorio el cual puede ser de cristal o de plastico,
que consta de una base circular, y las paredes son de una altura baja aproximadamente de
1 cm; y una cubierta de la misma forma pero algo mas grande de diametro para que encaje

COMO una tapa.

Plantula. Se denomina al estadio de desarrollo del esporofito que comienza cuando la
semilla rompe su dormancia y germina, y termina cuando el esporofito desarrolla sus

primeras hojas no cotiledonares.

Primordio. Conjunto de células embrionarias que tiene la propiedad de dividirse a un
ritmo considerable para formar los distintos 6rganos de la planta.

Probeta. Tubo de cristal alargado y graduado, cerrado por un extremo, el cual tiene como

finalidad medir el volumen.

Proteina. Compuesto quimico constituido por aminoacidos unidos covalentemente a

través de uniones peptidicas.

Protoplasto. Son células vegetales que han sido separadas de su pared celular mediante

un tratamiento enzimatico o mecénico y adoptan forma esférica en el medio de cultivo

Prueba De Rango Multiple de Tukey. Se utiliza en ANOVA para crear intervalos de
confianza para todas las diferencias entre las medias de los niveles de los factores mientras

controla la tasa de error en un nivel especificado.

Purinas. Es una base nitrogenada, un compuesto organico heterociclico aromatico.

R
Raiz. Es la parte de la planta que crece el interior de la tierra, fija la planta al suelo.
Absorbe del suelo la savia bruta y la conduce hasta el tallo. Almacena sustancias de

reserva.

Raiz adventicia. Son aquellas que no provienen de la radicula del embridn, sino que se

originan en cualquier otro lugar de la planta.

71


https://www.ecured.cu/Cristal
https://www.ecured.cu/Pl%C3%A1stico
https://www.monografias.com/trabajos/celula/celula.shtml

Raices Nutricias. Raices activamente ocupadas en la toma de agua y minerales

Ramificacién Sipondial. Tanto las yemas apicales como axilares se desarrollan de la
misma forma, sin que haya ningun tipo de dominancia alguna. Aunque el eje central
central sigue siendo notorio, rapidamente las ramas alcanzan el mismo desarrollo. Este

tipo de ramificacion se presenta en casi todas las demas plantas.

Reproduccion Sexual. También llamada gamética. En ella existen células especializadas
en la reproduccion. Esas células se llaman gametos (6vulo y espermatozoide). Los
descendientes son parecidos a los parentales pero no son iguales.

Reproduccion Asexual. También Ilamada vegetativa. En ella no existen células
especializadas en la reproduccion. Una célula o una porcién del cuerpo de un organismo

se desprenden y se desarrolla un nuevo individuo idéntico al anterior.

Resupinadas. Es el fendmeno por el cual un determinado 6rgano de la planta sufre una

inversién o torsion respecto a su posicién original.

Riboflavina. Vitamina B2

Rizoma. Tallos subterraneos alargados, mas o menos engrosados, que dan lugar a tallos

aéreos y raices; suelen presentar escamas (catafilos).

S
Senescencia. Es el proceso iniciado como respuesta al estrés y dafio ocurrido en una

célula, y constituye una ruta alternativa de respuesta a la muerte celular programada.

Sintoma. Es la manifestacion en la planta del proceso de la enfermedad. Por lo tanto su

expresion depende de la planta.
Sistema Radicular. Se denomina al conjunto de raices de una misma planta

Sistema Vascular. Es un tipo de tejido vegetal complejo, formado por varias clases de
células y componentes, que se encuentra en las plantas vasculares. Los componentes

primarios del tejido vascular son el xilema y el floema
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Solucién. Una disolucion es una mezcla homogénea a nivel molecular o iénico de dos o
M4s sustancias puras que no reaccionan entre si, cuyos componentes se encuentran en

proporciones variables.

Soluciones Tampodn. Denominadas también soluciones buffer, son aquéllas que ante la
adicion de un &acido o base son capaces de reaccionar oponiendo la parte de
componente basica o acida para mantener fijo el pH.

T
Tallo. Es el eje de la parte generalmente aérea de las cormdfitas y es el 6rgano que

sostiene a las hojas, flores y frutos.

Tasa De Proliferacion. Se presenta por medio de un proceso llamado multiplicacion

celular.

Taxonomia. Es la ciencia de la clasificacion. El término se emplea habitualmente para

designar a la taxonomia bioldgica, la «teoria y préactica de clasificar organismos».

Tensoactivo. Son sustancias que influyen por medio de la tension superficial en la

superficie de contacto entre dos fases.

Tetraciclicos. Se deriva de la estructura molecular que consiste en cuatro estructuras en

forma de anillaen formade T.

Tiamina. La vitamina B1, es una vitamina hidrosoluble, insoluble en alcohol, que forma

parte del complejo B.

Totipotencia. Célula que tiene la capacidad de dividirse y originar un individuo

completo.

Transpiracion. Consiste en la pérdida de agua en forma de vapor que se produce en las

plantas.
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Tween 20. es un tensoactivo tipo polisorbato cuya estabilidad y relativa ausencia de
toxicidad permiten que sea usado como detergente y emulsionante en numerosas

aplicaciones domésticas, cientificas, alimentarias, industriales y farmacoldgicas

U
Unidad experimental. Es la muestra de unidades que es necesario producir en una
condicion para obtener una medicién o dato representativo. Unidad a la cual se le aplica

un solo tratamiento (que puede ser una combinacion de muchos factores).
Vv
Vainas. Ensanchamiento en la base del peciolo; en algunas monocotileddneas, como las

gramineas, parte basal de las hojas, que envuelve al tallo.

Variabilidad Genética. Se refiere a la variacion en el material genético de una poblacion

0 especie, e incluye los genomas.

Variacion somaclonal. Es la variacion observada en las plantas que han sido producidas
por el cultivo de tejidos vegetales. Los reordenamientos cromosémicos son una fuente
importante de esta variacion.

Vastago. Renuevo o ramo tierno que brota del arbol o de otra planta.

Viabilidad. Es el estudio que dispone el éxito o fracaso de un proyecto a partir de una

serie de datos base de naturaleza empirica.

Vitavax. Fungicida sistémico y protector de semillas, lo que asegura la represion de

patdgenos que atacan a la semilla, durante la germinacion.

Virus. Es un agente infeccioso microscépico gque solo puede multiplicarse dentro de las

células de otros organismos.
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Y
Yema. Tejido meristematico cubierto por escamas protectoras, que son hojas
rudimentarias o en formacion, se localiza en el &pice de una rama o en las axilas de las

hojas.
Yema axilar. Es un brote embrionario localizado en la axila de una hoja.
Z

Zeatina. Fitohormona isoprenoidica del grupo de las citocininas, es la citocinina natural
que se aisla de las plantas. .
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