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RESUMEN

En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetaldscaito a la Facultad de Ciencias
Agricolas de la Universidad de Narifio, se estudiGadpacidad de regeneracion de
explantes de Watsimbé@igridia pavonia Ker Gawl a la adicion de dos reguladores
hormonales, ANA (Acido naftalenacético) como auxr@IN (6 furfuril amino purina)
como citoquinina, a diferentes concentracioneso bapndicionesin vitro; esta
investigacion tuvo como objetivos estandarizar wotqeolo y un medio de cultivo para
la propagacioénn vitro de Watsimba. Se utilizé un disefio DIA con tresamaentos
hormonales, mas el testigo que correspondié al iambésico sin hormonas. Cada
tratamiento tuvo 20 repeticiones, para un totaB@enidades experimentales, donde se
evaluaron variables como: porcentaje de contandnagorcentaje de mortalidad y
porcentaje de prendimiento. El analisis de varignadic6 que no hay diferencia

significativa entre los tratamientos.
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ABSTRACT

In the Plant Tissue Cultures Laboratory attachethéocAgricultural Sciences Faculty of
the University of Narifio, the regeneration capaoityWatsimbaTigridia pavonia Ker
Gawl explants was studied to the addition of twornimnal regulators, NAA
(naphthaleneacetic acid) as auxin and CAS (6 fuidaorinopurine) as cytokinin, at
different concentrations and undewitro conditions; this research aimed at standardize
a protocol and a culture medium to the propagaiiovitro of Watsimba. Ramdom
irrestrict design was used with three hormone itneats, and the control was the basic
medium without hormones. Each treatment had 2@titegns, for a total of 80
experimental units, where variables as: contanonagpercentage, death rate and
sprouting percentage were evaluated. The anabysiariance indicated no significant

difference between treatments.
Key words: Tigridia pavonia Ker Gawl, hormonal regulators) vitro.

INTRODUCCION
La WatsimbaTigridia pavonia Ker Gawl es una planta silvestre herbacea. A nivel
mundial, es reconocida Unicamente por sus carsiites ornamentales; en Colombia,
en el Municipio de Sibundoy — Putumayo, se encaeatr el area marginal sin que
tenga un manejo técnico adecuado. Puede ser délizaanivel alimenticio (flor y
bulbo), medicinal y ornamental. La flor es utilizaein la elaboracion de mermeladas y
dulces. El bulbo, rico en almiddén se transformahanina para la preparacion de
diferentes productos tales como coladas, gallpas,etc. Ademas, se puede emplear
para tratar enfermedades como bronquitis, asmay tpgpe en forma de jarabes y en
dolencias circulatorias, con el extracto que seéenbtde las flores. La flor tiene unas
bellas caracteristicas que la convierten en pldataativa en algunos jardines (De
Villota, 2005).

Su tallo es subterraneo, presenta un bulbo camesmntextura blanda. Las hojas son
largas, plegadas y terminan en punta, miden e®®04cm de largo por 1- 2.5 cm de
ancho. Sus flores son sésiles y de variados colgeeeralmente miden de 9 a 10 cm de

diametro, se encuentran formadas por 3 0 4 péalteynos grandes, concavos y 3



internos con manchas multicolores en el caliz le tgs da un aspecto atigrado; el
pistilo mide aproximadamente 5 cm y sobresale s@&talos (Paguatian, 2007).

La planta requiere semi-sombra, ademas de un saelbuen drenaje, crece en lugares
hamedos y posee dos formas de reproduccién, sewanahedio de semilla y asexual
por medio del bulbo. Por medio de semillasTilgridia pavonia Ker Gawltarda unos
30-90 dias en germinar (Instituto Nacional de Egi@p2005). A partir de bulbos la
Watsimba tardé en emerger 43 dias segun obserescitenBotina YBravo (2009).

Actualmente las experiencias que se han llevadaba en cuanto a la germinacion de
Watsimba son muy escasas y empiricas ya que leasivivencias reconocidas son los
reportes de los indigenas y las adelantadas pagruigdlo de investigacion “Los

exploradores” de la Escuela Normal Superior de r&lby — Putumayo, quienes dieron
a conocer las bondades que posee esta especispramtualidades que hacen de ella,

una planta altamente competitiva en el mercadoViDa&ta, 2005).

El cultivo de tejidosn vitro, es una poderosa herramienta que permite la paofiag
de grandes volumenes de plantas en menor tiempoo® el manejo de las mismas

en espacios reducidos (Jiménez, 1998b).

El cultivo de tejidos, como técnica, consiste esdmente en aislar una porcion de la
planta (explante) y proporcionarle artificialmen#s condiciones fisicas y quimicas
apropiadas para que las células expresen su pattemtrinseco o inducido.
Generalmente, se emplean plantas sanas y vigoyasatgro de éstas, las zonas que se

encuentran en activa division, como los meriste(Roga y Mroginski, 1991).

El medio de cultivo sintético le debe propiciar ekplante los requerimientos
nutricionales esenciales en proporcion y dosis@Bpas. Su efectividad depende tanto
de los ingredientes basicos, como del pH del matkbagente solidificante y de las
condiciones ambientales y controladas que se heldml explante (Margara, 1988). La
férmula de Murashige y Skoog (62), ha demostradoebenedio adecuado para una



gran variedad de especies, asi como para diferpamrtss de una planta (Hurtado y
Merino, 1987).

Los reguladores de crecimiento en pequefias capsdadnentan, inhiben o modifican
de una u otra forma cualquier proceso fisiologieb wkegetal. Un balance apropiado
entre auxinas y citoquininas es necesario paradoptantas a partir de meristemos,
apices o yemas. Este balance esta determinad@apaohcentraciones enddgenas de
auxinas y citoquininas presentes en el explante.c@wsidera que si la relacion
auxina/citoquinina en el medio de cultivo favoreda segunda, se induce la formacion

de brotes y lo contrario promueve el enraizamigritocallogénesiéPérez, 1994).

Usualmente en los meristemos y apices la citogaiaimdogena es baja debido a que el
principal sitio de sintesis son las raices, payde la adicion exdégena de citoquininas en
los medios de cultivo es generalizada, se utilizancentraciones que oscilan entre
0.03-30 ppm. Al contrario sucede con las auxinasgye las zonas de crecimiento
activo, los apices y meristemos, son los lugaeesidtesis, se adicionan al medio a

concentraciones que oscilan entre 0.01 - 10 @ménez, 1998a).

Para el desarrollo del cultivim vitro, cualquier 6rgano o tejido puede ser utilizado
como fuente de explante; sin embargo, el gradoxite ébtenido dependera de la

seleccion que se haga del mismo (Capote y Per87).19

Este proyecto hace parte de la Linea de Invesfigade Especies Promisorias del
Grupo PIFIL, adscrito a la Facultad de Cienciasiéalas de la Universidad de Narifio,
el cual ha venido realizando trabajos que contebugon el desarrollo sostenible del
sector agricola. El objetivo de este estudio fuertap al conocimiento de la

propagaciéon de Watsimba en condicionmesitro, estandarizando un protocolo y un
medio de cultivo para su propagacion, observandeatacidad de regeneracion que
tienen los explantes a la adicion de diferenteacr@hes hormonales al medio de

cultivo.



MATERIALES Y METODOS
Localizacién. El presente estudio se realiz6 en las instalacialeéd aboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales, adscrito a la Facultee Ciencias Agricolas, de la
Universidad de Narifio, en la ciudad de Pasto, ibmdb a una altura de 2.540 msnm,
presentando condiciones ambientales como: 25 °@rdperatura promedio interna,
75% de humedad relativa y 2.000 lux de intensidadnica (sala de incubacion).

Disefio experimental.Se utilizé un disefio DIA con tres tratamientos hamales, mas

testigo, el cual fue el medio basico sin hormoRagla tratamiento tuvo 20 repeticiones,
donde cada unidad experimental correspondié a ategedor, en el cual se sembro el
explante que para este caso fue un meristemo;uasoctratamientos originaron un

total de 80 unidades experimentales. Los tratammseioteron los siguientes:

To: O ppm de ANA 'y O ppm de CIN.

T1: 0.05 ppm de ANA 'y 2 ppm de CIN.
T,: 0.04 ppm de ANA 'y 1 ppm de CIN.
T3: 0.03 ppm de ANA y 0.5 ppm de CIN.

Variables evaluadas

%+ Porcentaje de contaminaciéna partir del quinto dia y cada cinco dias después
de sembrarse las unidades experimentales, sedreali& evaluacion visual del
porcentaje de contaminacion de los explantes mddio.

% Porcentaje de mortalidad: a partir del quinto dia y cada cinco dias se réaliz
una evaluacién visual en todas y cada una de laades experimentales,
observando el nimero de explantes que presentaomaosamiento del tejido.

% Porcentaje de prendimiento:a partir del quinto dia y cada cinco dias se réaliz
evaluaciones visuales del prendimiento en todasda aina de las unidades

experimentales, observando el numero de explantes presentaron una



coloracién verde, aspecto que se tom6 como paranmetra determinar el

prendimiento.

Andlisis de la Informacién
Los resultados obtenidos se sometieron al anéksisarianza y pruebas de Duncan para

la comparacién de promedios.

RESULTADOS Y DISCUSION
En el Andlisis de Varianza presentado en la Tablaelobserva que no existen

diferencias significativas entre los tratamient@nytodas las variables evaluadas.

Tabla 1. Andlisis de Varianza para las variables Q@aminacion, Mortalidad y
Prendimiento de explantes de Watsimbal(gridia pavonia Ker Gawl)

CONTAMINACION MORTALIDAD  PRENDIMIENTO

F deV GL CM CM CM
TRAT 3 0,012NS 0,007NS 0,007NS
ERROR 12 0,181 0,109 0,109

Las respuestas expresadas por los explantes denWatso presentaron significancia,
posiblemente debido a que esta especie es unaa pjaet no ha sido estudiada a
profundidad, razon por la cual carece de informacidientifica que permita conocer
ampliamente sus caracteristicas, su comportamiantuvel de laboratorio y la
metodologia que se debe seguir en una investigagiénrequiera de una meticulosa
manipulacion en el establecimiento de los ensayyakar.

Contaminacion

Fernandez y Zapata (1999), en su estudio microgempi@n de plantas d®entha

piperita aportan que al lavar los explantes con abundania dgstilada y hacer la
desinfeccion con etanol (70%) por 5 minutos masdigito de sodio (5.25%) con un
tensoactivo (Tween 20 al 0.01%) por un tiempo daiButos y finalizando con tres
enjuagues con agua destilada estéril obtuvieroml®¥ontaminacién para tallos y 90%



para hojas; ademas, afirman que al realizar laotsminacion, en muchos casos se
presento destruccion del explante y dafio fisicel ematerial foliar.

La manipulacion de Watsimba que se llevo a cabel &aboratorio permitié determinar
gue la estructura del bulbo y su parte centraldg®mna contextura extremadamente
blanda y delicada, posiblemente al realizar lardescion del material vegetal y al
efectuar los cortes en la siembra se causo algim fisico que limitoé al explante para

que continuara con su desarrollo.

Por otra parte De La Barrera (2003), al evaluamedio de cultivo para la propagacion
invitro del Laurel de cera, concluy6 que el mejor métoddeatenfeccion es utilizando
hipoclorito de sodio al 2.5% durante 20 minutosng $olucion concentrada de yodo

bactericida — fungicida al 0.15% durante 5 minutos.

Calle y Torres (1996), al propagar pino bajo coiodiesin vitro obtuvieron 95% de
explantes sin contaminacion utilizando el siguigmtatocolo de desinfeccion: Tween
20 por 3 minutos, enjuague con agua destiladailesi@oclorito de sodio al 0.5% por 1

minuto y tres enjuagues con agua destilada estéril.

En la propagaciom vitro de Watsimba por medio de meristemos, se necdsitmar

gran parte de los catafilos del bulbo con el fippdemitir que los agentes desinfectantes
penetren al area que se desea utilizar como maderisiembra, se puede afirmar que
este proceso no fue efectivo en la desinfeccidéemad, se desconoce si esta especie es
portadora de patdégenos en el bulbo, lo que poséenamerite la utilizacion de un
producto bactericida — fungicida que actue como &dctor desinfectante aparte del
hipoclorito de sodio (5%) y etanol (70%) utilizaden la esterilizacion de la estructura

vegetal.

Mortalidad

De La Barrera (2003), aporta que cuando realizidmbra de los explantes de Laurel

de cera estos presentaron oscurecimiento de tefidmrma inmediata, es decir a las



pocas horas de haberse realizado la siembra. Adafidma que la aplicacion del

antioxidante acido citrico — ascoérbico no pudo mat efectivamente la oxidacion y
aquellos meristemos que pudieron mantenerse Hagtr b la etapa de formacion de
callo no lograron completar un desarrollo normal sn crecimiento presentando
sintomas manifestados con pigmentos de color aagtaffocando el necrosamiento del
tejido.

Esto es posible explicarlo de acuerdo a Lopez (1993en aporta que cuando se
produce la oxidacion, ésta se manifiesta mediantxudacion de pigmentos de color
castafio o negro, fendmeno que se debe usualmé&nteeidén de polifenoles y taninos,
cuya emision se libera como consecuencia de ldaedyrg que a la vez conducen a la
formacion de quinonas altamente toxicas, lo qudlex a una pérdida de clorofila,
oscurecimiento de los tejidos y descenso de sweiiguhorganogénica, produciéndose

finalmente la muerte del explante.

Se puede afirmar que la mortalidad que se obtugaifia consecuencia de la alta tasa
de contaminacion que se presentd en el establetoniel ensayo. Ademas, es posible
gue los explantes necesiten de un tratamientoxadiote por medio del cual se evite
los procesos de oxidacion que conllevan a la maeiteejido.

Prendimiento

Capote y Perez (1997), obtuvieron significancia sen estudio de la capacidad
organogenética de diferentes explantes de cebofieesentar el 43% de regeneracion
de plantas y concluyeron que al evaluar diferestascentraciones de reguladores
hormonales las mas efectivas en formar plantasta ga meristemos fueron la adicién

de ANA y CIN a una relacion de 0.05 y 2 ppm respaatente.

Por otra parte Capotet al (2000), evaluaron la variabilidad en cebolla yadlizar la

respuesta en el crecimiento segun la composicidloddiferentes reguladores en los
medios de cultivo, encontraron que la adicién dd @lconcentraciones altas (2 y 5
ppm/L), en combinacion con 2,4-D a una concentraoidy baja (0,01 ppm/L), genera

el medio mas eficiente para la regeneracion degsdasin embargo, aun en los medios



de mejor comportamiento, el nUmero de brotes regdne es bajo 10 a 15 brotes/callo.
Con la adicién de acido naftalenacético (ANA), b&ugo una respuesta similar a la del
2,4-D, pero se indujo la regeneracion de raice®rrallos. Esto confirma que esta

auxina tiene una excelente capacidad de indudzdgénesisn vitro.

Se puede afirmar que la accion generada por lanaukj4-D supera la respuesta
obtenida con la adicion de ANA, siempre y cuandedacentracion de CIN se alta,
recomendando evaluar otras relaciones hormonatkfengntes reguladores en futuras
investigaciones, ya que las estudiadas en esteeq@myno generaron respuestas

significativas.

Capote, et al  (2000), aseguran quéa regeneracion eficiente de callos de
monocotiledéneas ha mostrado ser dependiente des viactores, como el tipo de
explante, el medio de cultivo y el tipo de callastemido y la regeneraciéon de brotes
depende de numerosos agentes, de los cuales elinmpastante es el nivel de

reguladores del crecimiento presentes en el medaultivo.

Posiblemente se necesitan concentraciones mas @ltass bajas de auxinas y
citoquininas para obtener una mejor respuesta aluav una especie de escaso
conocimiento cientifico como la Watsimkdo obstante, se observd prendimiento en
algunas unidades experimentales, lo cual permitemaf que la contaminacion y la
mortalidad son agentes determinantes en un cutterdejidos y la regeneracién de

plantas puede depender de la presencia 0 ausenésias.

CONCLUSIONES
Las concentraciones de los reguladores hormonalesspondieron con significancia a

la regeneracion de plantas a partir de meristeradatsimba.

Es necesario conocer mas ampliamente el comporigonie la Watsimba a nivel de
laboratorio con el fin de utilizar la metodologiaasn adecuada en proximas

investigaciones.

Conviene evaluar otros reguladores hormonaleseyatifes concentraciones, asi como

también distintos explantes de Watsimba para obsswrespuesta.



Se debe estudiar otro protocolo de desinfecciémetaual se pueda generar una mejor

respuesta por parte de los explantes de Watsimba.
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