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GLOSARIO

CALLO: masa desorganizada proliferativa de células no desarrolladas ni

diferenciadas.

EMBRIOGENESIS SOMATICA: proceso de iniciacion y desarrollo de un embrion.
Puede ser sexual, por fusion de dos gametos (embridn cigoético), o asexual,
formado a partir de células de tejido adulto (embrion somatico); este dltimo da
lugar a un embrioide en una serie de pasos que semejan la formacién de un

embridn cigotico.

EXPLANTE: tejido que se toma de su sitio original y se transfiere a un medio

artificial para su crecimiento o mantenimiento.

FITOREGULADOR: compuesto quimico capaz de intervenir en el metabolismo;
actia en muy pequefias concentraciones para activar o deprimir algan proceso de
desarrollo, los fitoreguladores pueden ser enddgenos (naturales), si se producen

en la planta misma, o exdgenos, si se aplican externamente (sintéticos).

HORMONA: es un fitoregulador natural que tiene accién en un lugar de la planta

distinto de donde se produce.



IN VITRO: se designa a los procesos biolégicos que se realizan a partir de un
tejido u 6rgano aislado del organismo de que procede, llevandose a cabo en
laboratorio y cuyas condiciones de incubacion se realiza tradicionalmente en tubos

de ensayo o recipientes de vidrio.

MERISTEMO: tejido vegetal indiferenciado cuyas células son capaces de activar
la division celular y la diferenciacion en tejidos especializados. Constituyen la zona

de crecimiento de las plantas.

NECROSAMIENTO: muerte vegetal causada por la obstruccion de los vasos

vasculares y muerte de tejidos.

NUDO: parte del tallo donde esta o ha estado implantada una hoja o rama.

ORGANOGENESIS: formacion de 6rganos (la caulogénesis es la iniciacion de

brotes y la rizogénesis es la iniciacion de raices).

PRIMORDIO: comienzo u origen de cualquier parte de un érgano.

PRIMORDIO FOLIAR: grupo de células destinado a transformarse en una

estructura particular con crecimiento lateral externo del meristemo apical, que va

ha dar origen a las hojas.



RESUMEN

El estudio de la propagacion in vitro del Laurel de Cera (Myrica pubescens H. y B.
K. ex Willdenow) se realiz6 en el Laboratorio de cultivo de tejidos de la
Universidad de Narifio, localizado a 2540 msnm presentando las siguientes
condiciones ambientales: 25 °C de temperatura, 75% de humedad relativa y 2.000

lux de intensidad luminica (sala de incubacién).

Durante el desarrollo de la investigacion, se aplic un disefio DIA, que en su inicio
se llevd a cabo con 20 repeticiones y cuatro tratamientos hormonales usando
Acido Naftalenacético y Cinetina como reguladores de crecimiento, empleando
para la propagacion meristemos en dos siembras, aplicando dos soluciones
antioxidantes en forma sistémica, que correspondian a acido citrico y ascorbico

conjuntamente y Polivinyl pirrolidona.

La composicion salina de Murashige Skoog (62) se emple6é durante toda la

investigacion.

En esta fase los explantes manifestaron sintomas de ennegrecimiento que
condujeron al necrosamiento, a excepcion de algunas unidades experimentales en

uno de los tratamientos, que llegaron hasta la fase de callo pero que luego se



oxidaron originando su perdida.

También se emplearon nudos con los cuales se realizo la siembra definitiva para
aplicar diferentes tratamientos antioxidantes como: acido citrico — ascérbico y
Polivinyl pirrolidona en forma sistémica, Polivinyl pirrolidona suplementado al
medio de cultivo, reduccion de la concentracion salina, carbon activado al 1% en
oscuridad y posterior transferencia a medio Murashige Skoog (1962) MS con

incubacioén bajo condiciones de luz y carbén activado al 1% con luz.

La mejor respuesta dada por los explantes se dio en el ultimo tratamiento donde
se controlé efectivamente la oxidacion permitiendo formacién de brotes que no

presentaron oxidacion ni muerte de tejido.



ABSTRACT

The propagation in vitro study of the Laurel de Cera (Myrica pubescens H. y B. K.
ex Willdenow) it was carried out inside laboratory of tissue culture of University of
Narifio, located to 2450 msnm above sea level and which have the following
environment conditions: temperature 25 °C, 75% relative humidity and light

intensity 2000 lux (incubation room).

During the research development, it was applied the Completely at random design
which, at the beginning, it was made with 20 repetitions and four hormonal
treatment by using Naftalenacetic Acid and Cinetine as growing regulators. It was
used meristems in two sowing in order to obtain the propagation. Two antioxidants
solutions were applied in a systematical way, which belong to citric and ascorbic

along with Polivinyl pirrolidone.

The Murashige Skoog'’s saline composition (1962) MS was employed during all the

research.

Into this phase, the explants, showed blacken symptoms which led to tissue
destruction, regardless some experimental units in one of treatments, which

reached the corn phase but, then, then oxidized themselves and this causes its



losing.

At the same time, it was employed knots which was made the definitive sown in
order to apply different antioxidants treatments such as: citrus acid with ascorbic
acid in a systemical way, Polivinyl pirrolidone in a systematical way, Polivinyl
pirrolidone supplemented to cultivation environment, decrease in saline
concentration, activated charcoal to 1% in darkness and later transference to
Murashige and Skoog's (62) MS medium with incubation under darkness condition
and a posterior transfer to Murashige Skoog’s (62) medium under light conditions

and actived charcoal to 1% under darkness conditions.

The best response given by the explants was obtained in the last treatment where
it was controlled, in an effective way, the oxidation, which allows the sprouts

formation that showed neither oxidation nor tissue death.



INTRODUCCION

Myrica pubescens es una especie importante en los procesos de proteccion de
suelos y como planta pionera para la reforestacion de zonas erosionadas, tiene
capacidad fijadora de nitrdgeno, uniéndose a estas propiedades un potencial
econdémico e industrial que se basa en la extraccion y comercializacion de su cera

(Trejos, 1937).

A lo anterior, se puede agregar la adaptacién de esta especie a una diversidad de
suelos y temperaturas que oscilan entre los 8 y 20 °C, considerandose asi, en un
componente Util en arreglos agroforestales y silvopastoriles que se estan
estudiando, constituyéndose de esta manera en una fuente adicional de ingresos

para el agricultor.

De acuerdo con Mufoz (1995), el Laurel es una especie promisoria que ofrece
beneficios econdémicos, entre los que se encuentran la produccién de cera, materia
prima para la elaboracién de jabones, velas, para dar punto a la panela, cera para
pisos y proceso de fundicion en bronce, convirtiendose de esta manera, en un
producto con buena acogida en el mercado nacional, en ciudades como Popayan,

Cali, Medellin, Bogota y en paises de Europa y Japon.
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Debido a su dificil reproduccion y dada la importancia que representa esta especie
para la regidn, se hace necesario adelantar investigaciones que conlleven a
identificar técnicas que luego puedan ser aplicadas en procura de mejorar las

condiciones en cuanto a propagacion y estudio que a esta especie se refiera.

Una de esas técnicas la constituye la propagacion in vitro, que tiene como
propésito la obtencién de plantas libres de contaminacion mejorando su calidad,
ya que las condiciones ambientales donde se desarrollan se encuentran bajo un

estricto control.

Algunas especies lefilosas se pueden considerar como organismos de complejidad
fisiologica que da lugar a la formacién de productos secundarios como en este
caso, y que para la propagacion in vitro se convierte muchas veces en un
impedimento pero que si se logra superar se podria disfrutar de las ventajas que

ofrece esta tecnologia.

El presente trabajo se realizé teniendo en cuenta los siguientes objetivos:

— Evaluar medios de cultivo para la propagacion in vitro del laurel de Cera.

— Ensayar con diferentes tipos de antioxidantes para determinar su concentracion

y el método a emplear para prevenir el ennegrecimiento de los tejidos y posterior

necrosamiento, logrando asi el establecimiento del explante en el medio de cultivo.
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— Determinar la concentracion adecuada de Auxinas y Citoquininas en el medio

de cultivo que puedan generar la formacién de estructuras vegetativas para la

obtencion de plantas completas.

— Hacer el seguimiento del comportamiento en el desarrollo del explante.

— lIdentificar las fases del proceso de micropropagacion del Laurel de Cera.

19



1. MARCO TEORICO

1.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION

El Laurel de Cera (Myrica pubescens) es un arbusto de origen holartico, es decir,
de la parte norte del continente americano, aunque algunos autores indican que es

originario del Mar Negro (Parra, 1998,184).

En Nariflo se encuentra distribuido en la zona Norte del departamento, creciendo
espontdneamente en los municipios de Buesaco, San José de Alban, San

Bernardo, La Cruz y San Pablo (Muioz, 1994, 21).

1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun Pérez (1956), citado por Mufioz (1994, 4), el Laurel de cera corresponde a

la siguiente clasificacion taxonémica:

Division : Spermatophita
Subdivision : Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Subclase: Arquiclamidea



Orden : Myricales o Juglandales

Familia : Myricaceae o Amentacea
Género : Myrica o Morella
Especie : M. pubescens, M. Cerifera, M. Centeno

Nombre vulgar: Laurel de Cera, Laurel, Roble, Olivo de Cera, Olivon.

1.3 DESCRIPCION BOTANICA

Mufioz (1993) citada por Mufioz (1994, 6) indica que en las fases iniciales de
desarrollo, la raiz es de gran tamafio, pero cuando la planta alcanza una altura
superior a los 30 cm se empiezan a desarrollar raices laterales y superficiales en

gran abundancia formando una red alrededor.

Presenta un tallo de color grisaceo y alcanza una altura de 3 a 4 metros (Pérez,
1956). Las ramas son pardas, muy angulosas, esparcidas, de gruesas lenticelas
blancuzcas muy salientes, circulares o eliptico alargadas con una fosita media
longitudinal y ramitas fuertemente tomentosas con pelos blancos erectos (Bernal y

Correa, 1998, 21).

Sus hojas son de consistencia coriacea, lanceoladas, pubescentes por haz y
envés, con borde dentado, limbo de color verde cenizo, base fuertemente
cuneiforme, presenta glandulas vesiculares doradas llenas de un aceite esencial
(Bernal y Correa, 1998, 21).
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Las flores son unisexuales, muy pequeias y dispuestas en amentos axilares sobre
diferentes ramas de la misma planta. Las flores femeninas se disponen en el apice
del amento, en un numero variado, carentes de corola y protegidas
individualmente por una a tres bracteas, ovario supero, pubescente, bicarpelar,
unilocular, de color verde amarillento. Las flores masculinas se disponen en la
base del amento en un nimero inferior a las flores femeninas, con cuatro a nueve
estambres en un mismo verticilo, y protegidos individualmente por una bractea

triangular, las anteras presentan una coloracion amarilla (Mufioz Lasso, 2000, 22).

La semilla presenta la radicula en forma triangular muy pequefia en la parte
superior de esta y los cotiledones se observan en forma acorazonada. La cubierta
de la semilla presenta una nerviacion longitudinal acentuada de color café. Por no
presentar endospermo, se considera una semilla no endospermatica. Cuando
alcanza el punto maximo de madurez fisiologica presenta en su superficie una
capa granular de cera de color cenizo claro, de forma ovoide, coloracion marron y
superficie rugosa. El diametro promedio del fruto con cera es de 4,72 mm (Mufioz

Lasso, 2000, 34, 81). (Figura 1).

El nimero de frutos por kg. es de 32.019, de los cuales el 40% es cera, 23%

impurezas y 37% semillas (Mosquera y Mufioz, 1997).



Figura 1. Morfologia del Laurel de Cera.

Fuente: Cuayal y Ramirez (1993, 265).
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1.4 REQUERIMIENTOS AMBIENTALES

Herrera (1935) citado por Mufioz (1994, 5) anota que el Laurel de cera se
desarrolla desde el bosque montano alto hasta el montano bajo, en altitudes
comprendidas entre 1700 y 2900 msnm, es decir, entre clima cafetero y clima frio
con temperaturas que oscilan desde los 16 a los 20 grados centigrados,
obteniéndose los mejores rendimientos a temperaturas de 18 a 20 grados
centigrados, siendo los suelos mas apropiados para el cultivo del Laurel, los arcillo
arenosos, sin exceso de humedad y con un subsuelo facil para el crecimiento de la

raiz.

1.5 PROPAGACION Y DESARROLLO

La propagacion del Laurel de Cera se hace por semillas o brotes originados a
partir de las raices para plantarlos en grupos mas o menos densos (Cuayal y

Ramirez, 1993, 266).

Rodriguez y Pefa (1984, 130) establecen que la fructificacion es abundante y sus
frutos son consumidos por aves silvestres como la torcaza Columba fasciata),

gue diseminan las semillas activadas por endozoocria.

El mismo autor determina que el porcentaje de germinacion en la propagacion por

semilla es muy bajo llegando hasta el 15 %, se inicia a los 35 dias con un punto
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maximo de energia germinativa a los 40 dias para un periodo total de germinacién

de 60 dias. El crecimiento de las plantulas es de un cm por mes.

Bravo, et al. (1987, 64), en un estudio que realizaron para evaluar la
pregerminacion de las semillas de Laurel, encontraron que a mayor periodo de
inmersion en agua destilada es mas rapida la velocidad de germinacion,

obteniéndose mayores porcentajes de emergencia a los 15 y 30 dias.

En cuanto a la propagacion vegetativa por estacas, en otro estudio realizado en la
Universidad de Narifio, los resultados de prendimiento obtenidos fueron muy bajos
encontrdndose que para un total de 420 estacas, seis presentaron hojas (yemas
brotadas) (1.4%), cinco estacas enraizadas (1,2%) y 378 estacas muertas que
correspondieron al 90 % del material evaluado y las 31 estacas restantes (7,4%)
no presentaron estructuras vegetativas, ni de crecimiento (Benavides y Rosero,

1999, 32).

Herrera y Tovar (2002, 54), en una evaluacién para propagar esta especie por
acodo aéreo, encontraron que se obtenia un alto porcentaje de prendimiento en
arboles de 12 meses de edad en ramas secundarias y terciarias con una
aplicacion de AIB y ANA, utilizando Benomyl para evitar dafios ocasionados por
hongos y etanol para contrarrestar el efecto oxidante en el sitio de la herida,
dandose mayor formacion de follaje en un 57,5% y un prendimiento del 100% de

las plantas endurecidas.
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1.6 DEFINICION DE CULTIVO DE TEJIDOS

Se da por definicion con el nombre genérico de “cultivo in vitro de tejidos
vegetales”, al grupo heterogéneo de técnicas mediante las cuales un explante
(parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto, célula, tejido, érganos) se
cultiva asépticamente en un medio de composicién quimica definida y se incuba

en condiciones ambientales controladas (Roca y Mroginski, 1993, 20).

La micropropagacion se realiza a partir de porciones muy pequefias de plantas
tales como embriones, semillas, tallos, puntas de ramas, puntas de raices, callo,

células individuales y granos de polen (Hartman y Kester, 1981, 639).

Toda la metodologia usada en el cultivo de tejidos vegetales se fundamenta en
dos principios basicos: la “totipotencialidad celular”, propuesta por Gottlieb
Haberland en 1902 y que se refiere a la capacidad que tienen las células
vegetales de formar el cuerpo entero de la planta y la hipétesis del “balance
hormonal”, sugerida por Skoog y Miller (1957), la cual sefiala la importancia del
equilibrio entre las hormonas que regulan las actividades fisiolégicas en cada

organo y en cada vegetal (Lindarte y Corzo, 1997, 18).

El tipo de patron de crecimiento que se presenta depende del potencial genético
de la planta asi cultivada y del ambiente quimico y fisico a que esta sometida la

parte del vegetal (Hartman y Kester, 1981, 639).
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1.7 CULTIVO DE TEJIDOS EN ESPECIES FORESTALES

El desarrollo practico de programas de mejora genética en el campo forestal es
considerablemente mas complicado que su homologo en el &mbito agricola. Las
caracteristicas biologicas de los seres vivos con los que se trata,
fundamentalmente su gran tamafio y su largo ciclo vital, condicionan en gran
medida dichos desarrollos. Por otra parte, la tardanza en la aparicion del sistema
reproductivo del arbol y la veceria en la fructificacion, presentan inconvenientes

afadidos (Toribio, 1988, 321).

Lépez (1993, 24) indica la dificultad que presentan las especies lefiosas para ser

propagadas in vitro por las siguientes razones:

Las especies lefiosas tienen una capacidad regenerativa relativamente débil.

La investigacidon con arboles y arbustos fue iniciada mas tarde.

La intensidad de multiplicacién es mucho mas baja en especies lefiosas.

Las especies lefiosas estdn mas expuestas para ser afectadas por la excrecion
de sustancias toxicas en el medio de cultivo.

— La esterilizacion es mas dificil con plantas lefiosas.

— La variacion genética en arboles es generalmente mayor que en plantas

agricolas o cultivos horticolas, dando muchos resultados variables.
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1.8 MEDIO DE CULTIVO A UTILIZAR

El medio de cultivo es una base nutriva que contiene macro y micro nutrientes
inorganicos, fuentes de carbono y nitrégeno y varios reguladores del crecimiento
de plantas, solidificada con agar (Bu'lock y Kristiansen, 1991, 530), para iniciar,

desarrollar o enraizar diferentes indculos (Lopez, 1993, 17).

Los ingredientes del medio de cultivo se pueden clasificar en:

» Sales inorganicas. Con el fin de optimizar las necesidades de plantas
especificas, ha traido como consecuencia la formulacibn de varias mezclas
salinas, de las cuales las de Murashige y Skoog (1962), han demostrado ser el
medio adecuado para una gran variedad de especies, asi como para diferentes
partes de una planta. Esta formula contiene una gran cantidad de macronutrientes

y una alta concentracion de Nitrégeno (Hurtado y Merino, 1987, 67). (Tabla 1).

Los anteriores autores también indican que para una optimizacion de los
requerimientos de sales se deben tener en cuenta las interacciones como las
formas ionicas. Los requerimientos de un ion puede ser dependiente de la
disponibilidad de otro. El nitrégeno puede ser agregado como NH;" o NOg,
aparentemente, la forma en que se suministra estimula la organogénesis,
incluyendo la embriogénesis somatica. El hierro se suministra en forma
secuestrada, pues asi se prolonga su disponibilidad.
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TABLA 1. Composicion del medio de cultivo de Murashige — Skoog (62).

MACRONUT. mg/l MICRONUT. mg/l VITAMINAS mg/l
KNO3 1900 FeS0,4.7H,0 27.8 A. Nicotinico 1
NH4NO3 1650 MnSO;.4H,0 22.3 Piridoxina 1
KH2PO4 170 ZnS04.7H0 8.6 Tiamina 10
KCl,.2H,0 440 H3BO3 6.2 Mio Inositol 100
MgSO4.7H,0 370 Kl 0.83

CuS0,4.5H:0 0.025

Na;Mo0Os.2H0 0.25

CoCl,.6H,O 0.025

Na, EDTA 37.3

Fuente: Hurtado y Merino (1987, 68) y SIGMA (1991, 62).

Bu'lock y Kristiansen (1991, 534) ponen de manifiesto que dentro de los macro y
micronutrientes muchos pueden ser identificados como importantes cofactores en
reacciones enzimaticas, por ejemplo el Mo para la nitrato reductasa o el Mg para

muchas de las kinasas; otros son importantes en los procesos de transporte de
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electrones, por ejemplo el hierro. Variaciones en el nivel de fosfato tienen un
efecto marcado sobre el crecimiento y la productividad de los cultivos, pero existe

poca informacién disponible sobre las interacciones precisas.

» Fuente de Carbono. La sacarosa es la fuente mas ampliamente utilizada y se
emplea a una concentracion de 2 a 3 %. En ciertas especies se emplean

concentraciones muy elevadas (5 a 12 %) (Hurtado y Merino, 1987, 70).

Esta establecido que el azucar es necesario para la formacion de raices
adventicias, especialmente en el caso de plantas lefiosas, con excepcion de
Pseudotsuga menziesii, que requiere bajas concentraciones de azucar (Lépez,

1993, 39).

Bu’'lock y Kristiansen (1991, 534) precisan que las células de las plantas poseen
invertasa en la pared celular, que juega un papel en la hidrdlisis de la sacarosa a
sus dos mondmeros, glucosa y fructuosa, antes de entrar a la célula a través del
plasmalema. El grado de hidrdlisis varia dependiendo del origen de la linea

celular, la velocidad de crecimiento y las condiciones generales del cultivo.

» Vitaminas. Las plantas verdes se consideran normalmente autétrofas para las
vitaminas, pero puede ser necesario afiadir al medio algunas de ellas, hasta

cuando los cultivos crezcan o se hayan vuelto verdes. En la mayoria de los



medios, la tiamina, la piridoxina y el acido nicotinico se consideran benéficas y se
afiaden de forma rutinaria, por conveniencia (Roca y Mroginski, 1993, 60) .

Steward et al., (1955) y otros autores citados por Roca y Mroginski (1993, 46)
sefialan que el uso frecuente del inositol en cantidades bastante altas (100 mg/l)
se explica ampliamente por su presencia en gran cantidad en el suplemento del
agua de coco gue por si sola 0 en combinacion con otros compuestos estimula la

division Celular.

» Reguladores de crecimiento. Rojas y Rovalo (1984, 205 - 216), afirman que
las hormonas estimulan el desarrollo, pero este es uno de sus efectos y no su
accion fundamental, la cual consiste en actuar sobre los acidos nucleicos para

reprimir o desreprimir genes.

Los mismos autores dicen que en cuanto a la auxina, su accion se fundamenta en
la induccion del alargamiento de las células a bajas concentraciones pero a
concentraciones que pasan del 6ptimo deprimen estos procesos, mientras que la
citocinina produce una mayor actividad en la division celular, pero esta
caracteristica no es absoluta, pues asi como la auxina tiene cierto efecto en la

divisién, también la citocinina promueve un poco el alargamiento.

También anotan que estos efectos fundamentales determinan otros que son los
realmente notorios en la practica agricola como son: la induccion de iniciacion del
crecimiento en los tallos y ramas y un efecto sobre la dominancia.
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Segun Hurtado y Merino (1987, 77, 96), en cultivo in vitro las auxinas son
particularmente importantes para estimular la iniciacion de raices, y las citocininas
promueven la formacion de brotes. Frecuentemente los efectos entre auxinas y
citocininas son antagonicos, una de las dos sustancias inhibe la accion de la otra.

La eficiencia de ellas también depende de la auxina o citocinina de que se trate.

También afirman que puede ser requisito para una especie el suplemento de una
auxina o un regulador de crecimiento relacionado; o requerir solo una citocinina o
un suplemento, tanto de auxina como de citocinina, o bien, sélo responder en

presencia de extractos de complejos naturales en el medio.

De acuerdo con Yeoman (1977), citado por los anteriores autores para obtener
respuestas del explante en la propagacion in vitro, estas dependen del tipo de

auxina o regulador del crecimiento y de su concentracion.

Skoog Snoww, Vasil y Hildebrandt, citados por Hartman y Kester (1978), en
segmentos de tallo de tabaco demostraron que cuando la concentracion de auxina
es relativamente alta se favorece la formacion de raices adventicias, pero se
impide la formacion de yemas. De igual manera cuando otros constituyentes de la
planta, adenina o cinetina, se encuentran a un nivel relativamente alto, se efectia
la formacion de yemas, pero se suprime la de raices (Benavides y Rosero, 1999,

37).
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Los compuestos mas frecuentemente usados son 2.4 — D (acido 2,4 dicloro
fenoxiacético) y ANA (acido naftalenacético) en concentraciones molares de 10 =/
M a5 x 10 M. Estos compuestos son muy poco degradados por las células

vegetales y son estables al autoclavaje (Lopez, 1993, 68).

Las citocininas, como la cinetina o benziladenina (BA), usados en concentraciones
de 10 ~"a 10 ~° M, son requeridas ocasionalmente con el 2,4 — D o ANA, para

obtener buena formacion de callos (Lopez, 1993, 68).

El conjunto de efectos varia dramaticamente, pero el entendimiento es
extremadamente limitado en lo que se refiera a la bioquimica vy fisiologia de estas
sustancias por lo que su uso es esencialmente empirico (Bu'lock y Kristiansen,

1991, 534).

1.9 FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL CULTIVO DE TEJIDOS

Dentro de los factores que se deben tener en cuenta al momento de establecer

especies mediante la propagacion in vitro estan:

> Laedad del explante. Es un factor critico en las especies maderables (Bonga,
1982); en general la micropropagacion es relativamente facil empleando tejidos

juveniles, y es progresivamente mas dificil con tejidos adolescentes y maduros.



Sin embargo, aunque se haya delimitado la edad del material, el mejor explante se

tiene que determinar experimentalmente (Roca y Mroginski, 1993, 137).

Segun Toribio (1988, 326), la planta donante inicial juega un papel primordial, y
en concordancia con el anterior autor, considera que la edad ontogénica del
explante es decisiva, cuanto mas préximo en el desarrollo se encuentre un tejido
al embrion, mayor capacidad morfogénica exhibira, afiadiendo, que el estado
fisioldgico en el que se encuentra, puede variar las respuestas dependiendo de la
época del afio, e incluso el momento del dia en el que se efectle la recogida y
también se debe tener en cuenta su genotipo pues se ha comprobado que
determinadas lineas dentro de una especie pueden mostrar un mayor potencial

regenerativo y que dicho potencial es heredable.

» Balance hormonal. EIl aporte hormonal externo en muchas ocasiones no
conduce a la respuesta deseada. Esto es posible debido a una falta de
acoplamiento 6ptimo con los niveles endégenos de reguladores de crecimiento,

asi como a una alteraciéon en sus gradientes de distribucion (Toribio, 1988, 331).

» Condiciones de asepsia. Bu'lock y Kristiansen (1991, 530) determinan que la
superficie de los tejidos de las plantas encubren una abundante microflora y por
ser el medio nutritivo un buen substrato para los microorganismos y que
sobrepasan en crecimiento a las células de la planta, el proceso entero debe ser
llevado a cabo bajo condiciones asépticas y antes de que la pieza de tejido del
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explante sea transferida al agar, su superficie debe ser cuidadosamente

esterilizada.

Recomiendan no insistir demasiado en la necesidad de la buena préactica aséptica
y tener precaucion en no exponer excesivamente los tejidos a los agentes
esterilizantes, lo que puede resultar en efectos perjudiciales, particularmente para
las superficies de las células y tejidos, y a su vez puede resultar en un descenso

de viabilidad de las células y en dificultad de establecer un cultivo.

Dicen ademas, que una alternativa que se puede tener en cuenta para realizar el
procedimiento, es incorporar antibioticos como estreptomicina y nistatina en el
medio nutritivo, pero tales substancias no sélo impiden la infeccion microbiana

sino que también afectan el crecimiento y el metabolismo de los cultivos celulares.

En la actualidad es casi generalizado el empleo de etanol (70% v/v) y de
hipoclorito de sodio (NaOCI) del 1% al 3% contenido en productos de uso
domeéstico y también resulta util el uso de algin agente tensoactivo (tween — 20,

del 0.01% al 0.1%) (Roca y Mroginski, 1993, 27).

De acuerdo con Pinzén (1984), citado por Castro y Lopez (2000, 43), la inmersion
del explante en hipoclorito de sodio al 2,5% durante 20 minutos no presenta

oxidacion ni muerte del tejido.



» Condiciones de incubacion. Hughes (1981) citado por Toribio (1988, 328)
manifiesta que los factores fisicos como la luz (intensidad, longitud de onda y
fotoperiodo), la temperatura (intensidad y termoperiodo), y el tamafio y forma de
cierre de los envases de cultivo (que condiciona la presion parcial de los
componentes de su fase gaseoesa), intervienen en el tipo de crecimiento y
desarrollo de los cultivos. En general, los cultivos in vitro se someten a bajas
intensidades de luz (1000 — 2000 lux); éstas son suficientes para estimular la

sintesis de carbohidratos (almidén).

En la mayoria de las especies estudiadas, las condiciones de luz continua inhiben
la morfogénesis, utilizandose habitualmente fotoperiodos de 15 — 18 h. de luz y en
cuanto a la temperatura, la 6ptima para producir morfogénesis varia con la
especie. En plantas lefiosas se ha descrito que para favorecer la rizogénesis se
precisan temperaturas mas bajas que para la induccién de caulogénesis,
situdndose las primeras entre los 15 y 20 °C y sobre los 25 °C las segundas

(Toribio, 1988, 329).

Bu'lock y Kristiansen (1991, 535) también sefialan que las células de las plantas
muestran una baja tolerancia a las altas temperaturas. Por encima de 32 °C la
viabilidad de los cultivos es muy reducida y la productividad decae marcadamente.
La temperatura 6ptima para crecimiento parece ser aproximadamente 27 °C,

aunque los cultivos crecen generalmente a una temperatura de 25 °C. Con las



células de plantas puede ser necesario proporcionar calor para mantener una

temperatura Optima de operacion.

> pH del medio. Los cultivos de tejidos de plantas pueden sobrevivir en un
amplio rango de pH. Los pH iniciales de la mayoria de los medios son
generalmente de 4 a 5,5; en ausencia de varios suplementos de crecimiento. En la
mayoria de los casos se requiere ajustar el pH con una solucion 0,01 6 0,1 N de
hidréxido de sodio. Normalmente, el ajuste del pH se hace a 5,5; 5,8; 6 6,3 (Roca

y Mroginski, 1993, 27).

» Liberacion de etileno. El etileno es uno de los posibles componentes que
puede intervenir en los procesos de morfogénesis. Se ha constatado que se
desprende por los tejidos vegetales como respuesta a la produccién de alguna
lesion, hecho frecuente por los cortes precisos para formar el explante inicial. El
etileno favorece la formacion de callo, y en cuanto a la induccion de tallos y raices

su papel es contradictorio (Toribio, 1988, 329).

El etileno se produce de modo natural por las plantas y tiene efectos hormonales
en el curso normal del desarrollo; sin embargo, es un hecho que muchos tejidos
gue normalmente forman muy poco etileno, elevan la sintesis en 3 a 10 veces mas

si se les lacera, quema con acidos o bases o se les sujeta a otra forma de estrés.
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» Taninos. El nombre genérico tanino, se aplica a varios productos vegetales,
tanto amorfos como cristalinos, obtenidos de diversas plantas, cuya formula
molecular Cy4H14011, se considera por lo general como la del tanino comun,
siendo tan solo una aproximacion.

Los distintos taninos tienen composiciones diferentes. Algunos, también llamados
taninos condensados, son fenoles con una estructura moderadamente compleja,
mientras que otros se componen de ésteres de glucosa, o de algun otro azucar y

acidos trihidroxibenzoicos.

Estos compuestos se encuentran en muchos arboles, tienen un ligero olor
caracteristico y un color que va desde el amarillo al castafio oscuro. Presentan
como propiedad quimica la rapida precipitacion que se produce al mezclarlos con
albumina, con gelatina y con un buen nuimero de sales alcaloideas y metalicas,
ademas tienen la capacidad de transformar las proteinas en productos resistentes

a la descomposicion (Encarta, 2001).

» Oxidacion. Algunas plantas, cuando se efectia un corte, presentan el
fendmeno conocido como “oxidacidn”, que consiste en la exudacion de pigmentos
de color castafio o negro, usualmente polifenoles y taninos, que a menudo impiden

el crecimiento y desarrollo del explante (L6pez, 1993,79).

La oxidacion o fendmeno conocido como “browning”, consiste en una pérdida de
clorofila, oscurecimiento de los tejidos y descenso brusco de su capacidad
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organogénica, pudiéndose incluso producir su muerte. Se debe fundamentalmente
a la emisién de sustancias fendlicas, que se liberan como consecuencia de los

brotes (Toribio, 1988, 331).

Segun Nair et al. (1999), el oscurecimiento de los tejidos del explante se debe a
gue la oxidacién de polifenoles conduce a la formacién de quinonas altamente

toxicas.

Rojas y Rovalo (1984, 220) indican que las plantas sintetizan muchos productos
secundarios; estos compuestos son tratados en muchos textos bajo el rubro
comun de “inhibidores fendlicos”. Sin embargo, no todos tienen el anillo fendlico en
su molécula y deben separarse en dos grupos bien caracterizados: quimica y
fisiolégicamente; los inhibidores fendlicos y terpenlactonicos. Es posible que en la
planta existan ligados a moléculas proteicas o bien encerrados en vacuolillas, pero

sin ser entonces funcionales en el metabolismo normal.

Ademas, determinan que la accion fundamental de los inhibidores fendlicos es, al
parecer, disminuir la biosintesis del AlA, tanto porque hay competencia enzimatica
en las vias de sintesis, como porque activan la AIA — oxidasa inactivando a la
auxina. Como un efecto presentan sintomas de depresion de la respiracion y del

contenido hormonal de la planta.



Bu'lock y Kristiansen (1991, 527) ponen en claro que no todas las plantas tienen
los mismos constituyentes y es normal encontrar metabolitos secundarios

confinados a una familia particular de plantas o Unicos a una especie particular.

Este fenOmeno se logra apreciar al momento de realizar la propagacion in vitro de
especies lefiosas de importancia econdmica como las realizadas en frutales
caducifolios Ciruelo (Prunus domestica), Durazno blanco comdn (Prunus persica),
en palmas como la conocida en nuestro medio con el nombre de Chontaduro
(Bactris gasipaes), Palma de Coco (Cocus nucifera), en estudios realizados por
sus respectivos autores (Pacheco, 1989), (Pachon, G. y Bridg. H., 1993), (Steiny

Stephens, 1991), (Nair et al, 1999).

En general, las plantas bajo estrés muestran una mayor concentracion del acido
absicico y etileno y menor de citocinina que la planta normal (Rojas y Rovalo,

1984, 216).

1.10 PREVENCION Y CONTROL DE LA OXIDACION

Para evitar la oxidacion se han usado agentes adsorbentes de fenoles como el
Polivinyl pirrolidona, antioxidantes como el acido ascoérbico, dietil ditiocarbamato

sédico, etc. (Toribio, 1988, 331).



Lépez (1993, 80) recomienda usar el &cido citrico en 150 mg/l y acido ascoérbico
en 100 mg/l, tiourea y a — cistina para prevenir la accion de fenoles; carbon
activado de 0.2 a 3 % (p/v); Polivinyl pirrolidona, polimero que absorbe sustancias
parecidas al fenol, de 250 a 1000 mg/l, y propone también reducir la concentracion

de sales en el medio de cultivo.

Fridborg et al. (1978) citado por Hurtado y Merino (1987) expresa que el carbén
activado se ha usado para superar problemas especificos de oxidacién. La adicién
de esta sustancia a los cultivos embriogénicos promueve su desarrollo cuando
este ha sido inhibido, ya que al parecer absorbe del medio los compuestos
fendlicos y con relacion a la cantidad que se debe incorporar al medio, Roca y
Mroginski (1993, 33), proponen usar de 0.1% a 5% resultando también ser util

incubar los cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz.

El carbdn activado por presentar la propiedad anteriormente mencionada, tiene
como inconveniente de acuerdo con Lépez (1993, 40) la absorcién de todos los
compuestos organicos con excepcion de azUcares lo que es confirmado por
Weatherhead et al. (1978), citados por Stein y Stephens (1991, 198) quienes
sostienen que este compuesto puede absorber auxinas del medio de cultivo,
disminuyendo de esta manera su efectividad en la iniciacion del callo, y en algunos

casos haciéndolas completamente indisponibles.
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Nair et al. (1999) consideran que la adicion de carbon activado en el medio
nutritivo resulta ser beneficioso, pero solo eso no es suficiente por lo que sugieren

los siguientes procedimientos para reducir la oxidacion:

— Pretratamiento de los explantes en agua destilada con medio antioxidante.
— Precultivo de explantes en un medio que contenga adsorbentes de fenoles

como el Polivinyl pirrolidona.

1.11 CULTIVO DE MERISTEMOS

La gran importancia de los meristemos de la planta, se encuentra en las células,
pues éstas son altamente diferenciadas, ademas que el meristemo da origen a
diversos tipos de células, tejidos y 6rganos para formar una planta completa

(Hurtado y Merino, 1987, 133).

También afirman, que en los primeros estadios del desarrollo embrionario vegetal,
la division celular tiene lugar en todo el organismo, pero a medida que el embridn
se desarrolla y se transforma en una planta adulta, la adicion de nuevas células se
restringe a ciertas partes de la misma, mientras que el resto de la planta se
especializa en otras actividades especificas. Estos grupos de células que retienen

su actividad embrionaria durante toda la vida de la planta, son los meristemos.
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Segun Toribio (1988, 323), todos los materiales que se introducen “In vitro”,
guedan libres de organismos que pudieran existir en su superficie. Si ademas se
parte de meristemos en los cultivos iniciales, se pueden obtener células o tejidos
cultivados, libres de toda posible contaminacion interna. La controversia de por
gué los meristemos no se encuentren contaminados, aun permanece, pero la idea
mas generalizada parece ser que el hecho de que estos tejidos estén libres
fundamentalmente de virus, radica en que no se encuentran conectados
vascularmente con el resto de la planta, siendo por esa via por la que se

propagarian los microorganismos.

De acuerdo con Lindarte y Corzo (1997, 20), los explantes de yemas terminales o

axilares, pueden proceder de:

— El domo apical, es decir, del extremo superior del meristema apical del vastago,

tunica, sin primordios foliares.

— Apice meristematico (Meristem tip), que incluye la regibn meristematica

subapical o corpus con dos primordios foliares.

— Apice del retofio (Shoot tip) 0 zona meristematica con varios primordios foliares
hasta dos centimetros de longitud. En algunas ocasiones se puede llamar yema al

“apice del retofio”.



Lindsey y Jones (1989, 18) describen que cuando un tejido sufre un dafio fisico,
las células viables de la zona de la lesion comenzaran a dividirse como respuesta
a la lesion y cuando ésta se cierre, las divisiones cesaran. Si se aislan los tejidos
lesionados del resto de la planta y se mantienen en un medio nutritivo artificial, los
mecanismos reguladores naturales que limitan el nimero de divisiones celulares
se desbordan y la proliferacion del callo continuara mientras se aporten los

nutrientes y reguladores del crecimiento adecuados.

1.12 CULTIVO DE NUDOS

El cultivo de nudos es el aislamiento de una yema junto con un pedazo de tallo, se
utiliza con el proposito de formar un tallo, permitiendo a la yema que se desarrolle.
La yema puede ser axilar o terminal. Cuando a la yema, junto con el nudo, se la
coloca en un medio nutritivo en condiciones asépticas y se le permite
desarrollarse, produce yemas axilares que se forman en las nuevas hojas (Lopez,

1993, 45).



2. DISENO METODOLOGICO

2.1 LOCALIZACION

El presente estudio se realizd, en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Universidad de Narifio, adscrito a la Facultad de Ciencias Agricolas,
en la ciudad de Pasto, localizado a una altura de 2.540 msnm, presentando
condiciones ambientales como: 25 °C de temperatura, 75% de humedad relativa y

2.000 lux de intensidad luminica (sala de incubacion).

2.2 SELECCION Y DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las plantas germinadas de vivero procedentes de la Corporacion Regional de
Nariio CORPONARINO situada en la Finca Lope en el municipio de Pasto,
reunian condiciones como: presentar un tamafio de 10 cm de altura, que no
tuvieran sintomas de enfermedad, buen estado nutricional, caracteristicas
fenotipicas aceptables, es decir que no mostraran deformaciones de tallo y hojas,

y sin presencia de dafios mecanicos, ni ocasionados por plagas (Figura 2).

Este material se seleccion6 cuidadosamente en el laboratorio después de ser

traido del vivero, efectuando unalimpieza por medio de lavado con abundante
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agua de grifo para eliminar las particulas de polvo que pudiera contener.

Figura 2. Plantulas de Laurel de Cera para la obtencion de explantes.

'mm‘

Se ensayaron dos métodos de desinfeccion en concentraciones y tiempos que

determinaran cual era el mas eficiente y que a su vez no causara toxicidad ni

contribuyera de algun modo a la oxidacion que se presenta en esta especie.

Uno de los métodos de desinfeccion empleado, se basé en investigaciones
realizadas en propagacion in vitro de especies forestales como el que se llevé a
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cabo en la Universidad de Narifio, en Pino Colombiano (Podocarpus oleifolius var.
Macrostachyus ) y en el otro método se cambio el producto bactericida — fungicida
para probar con una soluciéon que emplea una menor concentracién para prevenir

la contaminacion sin afectar el material vegetal.

Las concentraciones de las soluciones desinfectantes se ensayaron de la

siguiente manera:

» Método de Desinfeccién A:

— Jabon tipo hospitalario al 2,5%.
— Cloruro de Benzalconio al 2,5%.
— BENLATE al 0,2%.

— Etanol 70%.

— Hipoclorito de sodio al 2,5%.

Los tiempos de inmersion del material vegetal se ensayaron de igual manera para

ambos métodos de desinfeccidn como se describira a continuacion.

» Método de Desinfeccion B:

Se utilizaron las soluciones en las mismas concentraciones que en el método de

desinfeccion A, probando esta vez con una solucion concentrada de yodo
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AGRODINE que se aplicé en una concentracion de 0,15% durante cinco minutos,

al que finalmente se le hizo cinco enjuagues con agua destilada.

Este producto bactericida - fungicida AGRODINE corresponde a una solucién
concentrada de yodo Polietoxi, Polipropoxi, Polietoxi Etanol, recomendado para
este tipo de labores, la cual causa la oxidorreduccion de la pared celular de los
organismos patogenos, controlando las formas perfectas e imperfectas de hongos
y bacterias, destruyendo las estructuras reproductivas con las que entra en

contacto y cuyo modo de accidn no crea resistencia.

De acuerdo a estos métodos se siguid el proceso eliminando las hojas, cortando
los peciolos cerca de las yemas sin dafarlas, dividiendo el tallo en secciones.
Estas secciones se sumergieron en la solucién jabonosa al 2,5%, con tres gotas
de Tween 20 que se utiliza para bajar la tensién superficial de los agentes
esterilizantes y permitir una mayor superficie de contacto, durante un periodo de
10 minutos, con agitaciones periddicas, pasado este tiempo se realizaron cinco

lavados con agua destilada.

En la solucion de Cloruro de Benzalconio al 2,5%, con cinco gotas de Tween 20,
durante cinco minutos, tiempo de accion suficiente para eliminar muchos agentes
patdgenos, se introdujo nuevamente el material vegetal con agitaciones
periodicas, haciendo posteriormente cinco enjuagues con agua destilada,

dejandolo con el ultimo lavado.



En la sala de diseccion y siembra, bajo condiciones asépticas se complet6 el
proceso de desinfeccion del material vegetal preparandolo para efectuar la
siembra. En este proceso se utilizd primero alcohol de 70% durante 20 segundos,
realizando cinco lavados con agua destilada estéril, luego se pas6 a una solucion
de Hipoclorito de Sodio al 2,5%, mas 3 gotas de dispersante Tween 20, durante 20
minutos tiempo necesario para asegurar la desinfeccion del material vegetal y sin
causar oxidacion ni dafio a los tejidos vegetales; al cual finalmente se realizaron
cinco enjuagues con agua destilada estéril para retirar el Hipoclorito sobrante,

dejandolos con el dltimo lavado.

2.3 SOLUCION STOCK Y MEDIO DE CULTIVO

Se preparé una solucién stock con la composicién salina de Murashige Skoog
(62), la cual se llevé a una mayor concentracion, con el fin de tener una buena
cantidad y asi disponer de ella cada vez que se necesitara repetir los ensayos y
elaborar asi el medio de cultivo de acuerdo con el volumen que se requeria para el

proposito del estudio.

Para distinguir cada una de las soluciones, las cuales correspondieron a solucién
de macronutrientes, micronutrientes, solucion de yodo y solucion de hierro, se
designaron con las letras A, B, C, D, respectivamente y se almacenaron en

recipientes que no permitieran el paso de la luz, rotulandolos para anotar la fecha
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de preparacién y finalmente mantenerlas bajo refrigeracion para su conservacion

(Tabla 2).

TABLA 2. Cantidades empleadas para la preparacion de la solucién stock con la

composicion salina de Murashige & Skoog (62).

SOLUCION A B C D
CONCENTRACION 10 X 100 X 200 X 10 X
VOLUMEN (ml.) 1000 100 100 100
KNO3 MnSQ,.4H,0 Kl FeS0,4.7H.0
NH,NO; ZnS0O,.7H,0  Na, EDTA
KH,PO, HsBOs
COMPONENTES
KC|2.2H20 CUSO4.5H20
MgS04.7H,0  CoCl,.6H,0O
Na:Mog4.2H,O

Fuente: SIGMA (1991, 62).



De las soluciones stock de macro y micronutrientes, se tomaron las cantidades
necesarias de acuerdo al volumen de medio que se fuera a preparar, las cuales se
mezclaron con vitaminas como Acido nicotinico (1 mg/l), Piridoxina (1 mgl/l),
Tiamina (10 mg/l) y Mio inositol (100 mg/l), las cuales se diluyeron en agua
destilada, proceso que se llevo a cabo en una plancha de agitacion magnética con

calentamiento.

Todos los materiales se pasaron a través de papel filtro y luego se agregé
directamente la sacarosa al 3%, para finalmente llevar al volumen deseado con

agua destilada.

Como uno de los objetivos era tratar de superar el fenomeno de oxidacion, para la
preparacion del medio de cultivo se tomo6 de la Solucién Stock las cantidades
necesarias de acuerdo al volumen que se iba a preparar agregando de acuerdo al
tratamiento, el tipo de antioxidante que se fuera a suplementar, adicionanando
también hormonas para observar las respuestas dadas por el explante para

determinar las cantidades y tipos de reguladores que se fueran a utilizar.

El pH se ajust6 a 5.7 con NaOH 0,5—- 1 N o en su defecto con HCI 0,5 N— 1 N.

Terminado el procedimiento, se puso el medio en una olla a presion para disolver
el agar (material de soporte), al 0,6%, para que por calentamiento se mezcle

homogéneamente.
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Se utilizaron frascos de vidrio con capacidad de 125 ml, previamente lavados,
esterilizados en autoclave y rotulados con el tipo de tratamiento, en los que se

dispensaron alicuotas de 10 ml de medio que luego se taparon con papel aluminio.

2.4 ESTERILIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO, INSTRUMENTAL Y

CRISTALERIA

El proceso de esterilizacion del medio de cultivo, se realiz6 en autoclave a una
presion de 15 psi., a 121 °C, durante 15 minutos, quedando listos para realizar la
siembra de los explantes o almacenarlos en condiciones ambientales adecuadas

para su mantenimiento.

De igual manera se realizé la esterilizacion de instrumental como pinzas, mangos
de bisturi, que se envolvieron en papel aluminio, agua destilada, beakers, pipetas,
y todo aquello que se fuera a utilizar al momento de realizar las operaciones en la

camara de flujo laminar de la sala de siembra.

2.5 SIEMBRA DE EXPLANTES

El estudio se llevo a cabo con dos tipos de explantes; en primera instancia se
sembraron 4pices meristematicos de yemas axilares con dos primordios foliares,
gue se tomaron con escalpelo, colocandolos en todo el centro de la unidad
experimental, haciendo coincidir la base del explante con la superficie del medio.
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Este tipo de explante se usé para observar la respuesta de estos a la aplicaciéon de

soluciones antioxidantes de acido citrico y ascérbico y con Polivinyl pirrolidona.

Dentro del estudio también se consideré trabajar con otro tipo de explante,
eligiendo nudos para poder apreciar con mas detalle el fendmeno de oxidacion por
el cual no se puede obtener resultados de organogénesis, ya que el tamafio y
desarrollo de sus tejidos permiten observar este proceso y las respuestas

expresadas por el explante de acuerdo a las condiciones del medio de cultivo.

La preparacion de los explantes, se realiz6 en la sala de siembra que cuenta con
una camara de flujo laminar dotada de extractores y de una lampara de luz
ultravioleta que se encendi6é 24 horas antes para mantener esterilizada el area de

trabajo.

Transcurrido este tiempo, se apago la luz ultravioleta y esperd por quince minutos

antes de ingresar a la sala.

A la camara de flujo laminar se le realiz6 una desinfeccion con hipoclorito de sodio
y etanol al 90% que se recomienda por no dejar peliculas de agua en las

superficies a limpiar, de esta manera quedd completamente esterilizado el lugar.

Para la extraccion de los meristemos, la diseccion se llevé a cabo con ayuda de un
estereoscopio, que también debia reunir las condiciones de asepsia, dentro de la
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camara de flujo laminar para luego llevarse a cabo la siembra.

De la misma forma se sigui6é este procedimiento para la obtencién de nudos, los
cuales se prepararon eliminando las hojas sobrantes dejando expuesta la yema,
haciendo un corte en forma de bisel en la base del explante para asegurar el

establecimiento de estos en el medio, colocandolos en forma perpendicular.

Se tuvieron en cuenta las normas de asepsia, para evitar cualquier tipo de
contaminaciéon, como mantener las manos limpias con alcohol de 90%, después
de lavarse con jabon tipo hospitalario, usar bata y tapabocas limpios, flamear las
bocas de los frascos y las tapas antes de realizar la siembra al igual que el
instrumental metalico a utilizar, sellando finalmente, los frascos con plastico

adhesivo para finalmente ser llevados a la sala de incubacion.

2.6 DISENO EXPERIMENTAL

Debido a que el Laurel de Cera es una especie en la que se estan iniciando
investigaciones en propagacion in vitro y que presenta oxidacion que no permite el
establecimiento de los explantes, al comienzo de este estudio como un ensayo
exploratorio se llevo a cabo un disefio DIA con tres tratamientos hormonales y 20
repeticiones, probando diferentes concentraciones hormonales utilizando ANA
(Acido Naftalenacético) como auxina y Cinetina como citocinina (Tabla 3),
utilizando meristemos como explantes y como testigo el medio basico.

54



TABLA 3. Tratamientos hormonales empleados en la primera fase del estudio.

Tratamiento Auxina (ANA) Citocinina (CIN)
(Ppm) (Ppm)
Ta 0 0
Ts 0.02 2
Tc 0.2 0.2
Tp 2 0.02

En este ensayo se sigui6 como método de desinfeccion el que emplea como
producto bactericida — funguicida BENLATE y para la prevenciéon de la oxidacion
se uso la solucion de acido citrico (150 mg/l) y &cido ascoérbico (100 mg/l)
conjuntamente, aplicada en forma sistémica 24 horas antes de la siembra, con

incubacion bajo condiciones de luz.

En una segunda siembra, para probar la efectividad en el control de la oxidacion
utilizando meristemos como explante, y poder comparar entre dos soluciones
antioxidantes una de las cuales correspondio a la ensayada en la siembra anterior,
se probd con otro producto Polivinyl pirrolidona (250 mg/l), aplicado en forma
sistémica durante un periodo de 24 horas, las cuales se tomaron como

tratamientos cada uno con quince repeticiones, siguiendo el mismo procedimiento



utilizado en la siembra anterior, en cuanto a desinfeccion del material vegetal,
forma de incubacion y utilizando los mismos reguladores de crecimiento en una

concentracion de 0.02 ppm de Auxina y 2 ppm de Citocinina.

Para observar con mas detenimiento el proceso de oxidacion se empleo otro tipo
de explante, esta vez con nudos, como un ensayo previo, a la siembra definitiva,
con aplicacion de Polivinyl pirrolidona en concentraciones y tiempo de inmersion
del material vegetal como se venia desarrollando en las siembras anteriores, esta
vez probando dentro del método de desinfeccion el producto bactericida —

funguicida AGRODINE.

Dentro del mismo ensayo se probo a la vez dos tipos de auxinas ANAy 2,4 —D en
0,03 ppm, de manera independiente y en interaccion de cada tipo de auxina con
Cinetina en una proporcion de 3 ppm para observar el comportamiento de los
explantes ante la aplicacion de otro tipo de auxina, en combinacion con la
composicion salina de Murashige Skoog (62), con incubacién bajo condiciones de
luz, dando como resultado dos tratamientos con quince repeticiones, para un total

de 30 unidades experimentales.

En la siembra final aplicando un Disefio Irrestrictamente al Azar se llevaron a cabo
6 tratamientos antioxidantes con 15 repeticiones cada uno, en donde las unidades
experimentales estaban representadas por frascos de vidrio ya descritos,

sembrandose un explante por unidad.



Se utiliz6 como medio basico el de Murashige Skoog (62), suplementado con
hormonas como el 2,4 — D y CIN como citocinina con las mismas concentraciones
de la siembra previa, con incubacion bajo condiciones de luz a excepcién del
tratamiento donde se utilizd6 carbon activado para probar la respuesta de los

explantes bajo condiciones de oscuridad.

Los tratamientos para prevenir la oxidacion fueron:

» Tratamiento 1. Aplicacién de solucidén de acido citrico y ascoérbico en forma

sistémica.

Antes de realizar la desinfeccion del material vegetal, este se colocé en inmersion
en una solucion antioxidante que contuviera conjuntamente acido citrico (150 mg/l)
y acido ascorbico (100 mg/l), como método preventivo, durante 24 horas, siendo
transportado por el sistema radicular a través de los haces vasculares para llegar
a las diferentes partes de la planta, con el objeto de que cuando se hiciera el corte

no se presentara la oxidacion.

» Tratamiento 2. Aplicacién de Polivinyl pirrolidona en forma sistémica.

Se ensay6 con otra solucién antioxidante Polivinyl pirrolidona (polimero que
absorbe sustancias parecidas al fenol) que se agregé en una concentracion de
250 mg/l, siguiendo la misma metodologia empleada con la otra solucion
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antioxidante para el tratamiento del material vegetal.

» Tratamiento 3. Aplicacion de Polivinyl pirrolidona como suplemento al medio

de cultivo utilizado para el control de la oxidacion.

Al medio de cultivo Murashige Skoog (62), se adicion6 Polivinyl pirrolidona en 250
mg/l, como método de control de la oxidacién para el establecimiento de los

explantes.

» Tratamiento 4. Reduccioén de la concentracion salina en el medio de cultivo.

La concentracion salina del medio de cultivo se redujo a la mitad de la proporcion

establecida.

» Tratamiento 5. Incubacion de explantes con carbon activado al 1% bajo
condiciones de oscuridad y transplante a medio Murashige Skoog sin carbén

activado.

Se probd con diferentes dosis de carbon activado al 0.1 %, 1%, 2% y 3%
suplementado al medio de cultivo Murashige Skoog (62), como absorbente de
emision de sustancias toxicas al medio de cultivo, para el control de la oxidacion,

incubando los explantes bajo condiciones de oscuridad.



Después de una semana de incubacién de los explantes bajo condiciones de
oscuridad, se transfirieron a un medio de cultivo Murashige Skoog (62) sin carbon

activado, y luego se incubaron bajo condiciones de luz.

» Tratamiento 6. Incubacion de explantes con carbon activado al 1% bajo 2000

lux de intensidad luminica

Se sembraron los explantes en un medio de cultivo Murashige Skoog (62)
suplementado con carbdn activado al 1%, sin transferirlos a un medio de cultivo

sin carbon activado, incubandolos bajo condiciones de luz (Figura 3).

2.7 VARIABLES EVALUADAS

» Porcentaje de contaminacion. Este se evalué con base al niamero de

unidades experimentales contaminadas, para determinar la efectividad en el
proceso de desinfeccion del material vegetal y asi establecer el método con el que

se pudiera obtener mejores resultados.

> Porcentaje de oxidacion. Para obtener este porcentaje se tuvo en cuenta el

numero de explantes que manifestaron sintomas de oxidacion.

> Porcentaje de prendimiento. Este se obtuvo de acuerdo al numero de

explantes que presentaron estructuras vegetativas.
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» Porcentaje de mortalidad. La mortalidad se determind con el nimero de

explantes que presentaron necrosamiento total del tejido.

Figura 3. Medio de cultivo con la composicién salina de Murashige Skoog (62),

suplementado con carbon activado para el control de la oxidacion.

e

e

* »a g

*




3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el presente estudio se pretendia evaluar medios de cultivo, mediante la
aplicacion de un disefio DIA, ensayando diferentes tipos de reguladores de
crecimiento en diferentes concentraciones con las que se pudieran observar
resultados, pero debido a la respuesta negativa en el comportamiento de los
explantes por causa de la oxidacion, el procedimiento se encamino a buscar la
forma de evitar este impedimento, razén por la cual a través del estudio solo se
trabajo con la formulacion de Murashige Skoog (62), que se tomo como medio
basico, para determinar las posibles causas que conllevan a este fenbmeno, razén

por lo cual no se ensayo con otra composicion salina.

3.1 RESULTADOS DE LA PRIMERA FASE DEL ESTUDIO

En la evaluacién que se hizo siete dias después de la siembra, para observar el
comportamiento de los explantes ante la aplicacion de la solucién antioxidante con
acido citrico — ascorbico y los tratamientos hormonales @wn ANA y CIN con 20
repeticiones, el porcentaje de contaminacién mas alto se presento en el Tc (2 ppm
ANA, 0.02 ppm CIN) con un 95 % y la menor contaminacion se dio en los
tratamientos Ta(0.02 ppm ANA, 2 ppm CIN) y Tg (0.2 ppm ANA, 0.2 ppm CIN) en

un 15 % (tabla 4).
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TABLA 4. Porcentaje de contaminacion, necrosamiento y formacién de callo en la

primera fase del estudio.

TRATAMIENTOS CONTAMINACION FORM. DE CALLO NECROSAMIENTO

(%) (%) (%)
Ta 35 0 65
Ts 15 10 85
Tc 15 0 85
To 95 0 5
PROMEDIO 40 5 60

En cuanto a formacion de callo a los quince dias de la siembra inicial solo dos
unidades experimentales del Ta que representaron el 10 %, dieron respuesta, lo

gue indica que esta concentracion hormonal genera respuestas de embriogénesis.

Con relacion a los demas explantes todos presentaron oscurecimiento en forma

inmediata, es decir a las pocas horas de haberse realizado la siembra.

Este resultado indica que la aplicacion del antioxidante acido citrico — ascorbico no

pudo controlar efectivamente la oxidacion y aquellos meristemos que pudieron
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mantenerse hasta llegar a la etapa de formacion de callo no lograron completar un
desarrollo normal ya que su crecimiento se detuvo presentando ademas sintomas
gue se manifestaron mediante la aparicion de pigmentos de color castafio que
llevaron al oscurecimiento en forma progresiva hasta cubrir totalmente el explante

provocando el necrosamiento del tejido.

En la segunda siembra con meristemos donde se probd otra solucion antioxidante
Polivinyl pirrolidona también se presenté perdida total de los explantes por
oxidacion inmediata que condujo al necrosamiento, no permitiendo la formacion de

estructuras embriogénicas.

Esto se puede explicar de acuerdo a Lépez (1993), a que cuando se produce la
oxidacion esta se manifiesta mediante la exudacion de pigmentos de color castafio
0 negro, fendmeno que se debe usualmente a la accidén de polifenoles y taninos,
cuya emision se libera como consecuencia de los brotes (Toribio, 1998), y que a la
vez conducen a la formacién de quinonas altamente toxicas (Nair et al, 1999), lo
gue conlleva a una perdida de clorofila, oscurecimiento de los tejidos y descenso
brusco de su capacidad organogénica, produciéndose finalmente la muerte

(Toribio, 1998).

También se puede considerar de acuerdo a Rojas y Rovalo (1984), la posibilidad
de que inhibidores fendlicos existan en la planta ligados a moléculas proteicas o
bien encerrados en vacuolillas, pero sin ser entonces funcionales en el
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metabolismo normal a lo que se puede afadir segun lo expuesto por Bu'lock y
Kristiansen (1991), que es normal encontrar metabolitos secundarios confinados a
una familia particular de plantas o Unicos a una especie particular como puede ser

en este caso.

3.2 RESULTADOS OBTENIDOS EN LA SIEMBRA CON NUDOS

Debido a la alta contaminacién que se present6 en la siembra de meristemos, se
ensayo en el proceso de desinfeccion del material vegetal el producto AGRODINE
para poder observar su efectividad en una siembra previa que se realizé con

nudos.

Los resultados obtenidos fueron positivos, ya que la mayoria de unidades no
presentaron contaminacion, indicando que se puede llevar a cabo la preparacion

del material vegetal usando este método de desinfeccion.

En la siembra final con nudos aplicando este método, los resultados presentaron
un bajo porcentaje, dandose el menor resultado en el Tratamiento uno con el
13.33% y el mayor porcentaje en el Tratamiento seis con el 40%, con un promedio
total del 27.78 %, lo que confirma la efectividad de este método de desinfeccion en
este tipo de explante en el cual resulta aun mas dificil controlar esta variable por

las condiciones que presenta este, ya que debido a la formacién de estructuras



vegetativas existe mayor probabilidad de albergar microorganismos que puedan

escapar al proceso de desinfeccion (Figura 4).

Figura 4. Porcentaje de contaminacion en siembra con nudos.
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3.2.1 Porcentaje de oxidacion, prendimiento y mortalidad

Debido a la perdida de la mayoria de unidades experimentales por los
inconvenientes de oxidacién que condujeron al necrosamiento y posterior muerte
de tejido, no se pudo aplicar el analisis estadistico a través de un ANDEVA con la
prueba de significancia que correspondiera, ya que no se obtuvieron los datos
necesarios para entrar a evaluar las variables propuestas y las respuestas que se
dieron se presentaron en un numero reducido, por lo que los resultados obtenidos

se expresaron (inicamente en porcentajes.

En una siembra previa al ensayar con la auxina 2,4 - D, los nudos presentaron

formacion de hojas lo que llevo a ensayar con esta hormona en la siembra final.

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 5) en la siembra de nudos con la
aplicacion de los tratamientos antioxidantes, (aplicacion de las soluciones acido
citrico — ascérbico y Polivinyl pirrolidona en forma sistémica, Polivinyl pirrolidona
incorporado al medio de cultivo, reduccidén de la concentracion salina y carbén
activado en diferentes concentraciones con incubacion bajo condiciones de
oscuridad y posterior transferencia al medio basico con incubacion de 2000 lux de
intensidad luminica), se presentd oxidacion de los nudos, manifestandose
sintomas de oscurecimiento de los tejidos en la base de los explantes que

cubrieron paulatinamente todo el tejido hasta eliminarlo completamente (Figura 5).



Tabla 5. Porcentaje de Oxidacion, Prendimiento y Necrosamiento utilizando

nudos como explante.

TRATAMIENTOS OXIDACION PRENDIMIENTO NECROSAMIENTO N

% % %
T1 86.67 0 86.67 13
T 66.67 0 66.67 10
T3 66.67 66.67 66.67 10
T4 73.34 0 73.34 11
Ts 80 0 80 12
Te 0 28.57 0 4
PROMEDIO 62.23% 15.87% 62.23%

Es necesario aclarar que de acuerdo a estos resultados, en todos los tratamientos
la manifestacion de la oxidacién causo simultdneamente el necrosamiento de los
explantes ocasionando la perdida en su totalidad, asi se haya logrado o no la
formacion de brotes, a excepcion del Ts donde se dio una respuesta favorable, ya
gue no se presento oxidacion, se generd prendimiento en algunos explantes y no

se produjo necrosamiento.
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Figura 5. Nudo necrosado en medio de cultivo Murashige — Skoog (62), utilizando

como antioxidante sistémico Polivinyl pirrolidona.

Al ensayarse diferentes concentraciones de carbén activado 0.1%, 1%, 2% y 3%,
bajo condiciones de oscuridad, las respuestas dadas fueron oxidacion en la
concentracion de 0.1%, pero a partir del 1% ya no se presentd este problema lo
gue indica que esta concentracion es suficiente para emplearla en el control de la

oxidacion.

Al transferir los explantes después de una semana a un medio sin carbon activado
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bajo condiciones de luz, la oxidacién se manifestdé inmediatamente indicando que
se requiere de mas tiempo de incubacion de los explantes en medio suplementado

con carbon activado para luego realizar la transferencia.

En esta misma concentracion pero incubando directamente los explantes bajo
condiciones de luz para observar la influencia de este factor en este proceso, se
pudo observar que los explantes no presentan sintomas de oxidacion permitiendo
el establecimiento de estos, pero manteniéndose bajo periodos prolongados de
incubacion en este medio (2 - 3 meses) hasta lograr la adaptacién de los nudos
bajo estas condiciones para luego poderlos llevar a un medio que le proporcione
los requerimientos necesarios para que se puedan dar respuestas de

organogénesis.

En cuanto a la formacion de brotes, estos se presentaron en el T3 (Polivinyl
pirrolidona incorporado al medio), a los cuatro dias de haber sido sembrados, en
un 66.67% a pesar de haber presentado sintomas de oxidaciéon pero las hojas se
decoloraron provocando necrosamiento, ademas de presentarse emision de

sustancias de color castafio oscuro en el medio de cultivo (Figura 6).

Esto puede deberse a una respuesta similar reportada en un trabajo de
propagacion in vitro de Bactris gasipaes realizada por Stein y Stephens (1991,
198) en Costa Rica, quiénes atribuyeron este fenomeno a la interaccion negativa
del 2,4 D con sustancias secretadas por parte del explante dentro del medio lo que
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Figura 6. Nudo con la formacion de brote presentando necrosamiento con
emision de sustancias de color castafio en el medio de cultivo Murashige Skoog

(62).




conlleva a usar otra alternativa de control como la adicién de carbén activado al

medio.

Con carbén activado se present6 formacion de brotes en un 28.57%, los cuales no
presentaron sintomas de muerte de tejido. En uno de los explantes la formacion
del primer par de hojas se dio a los ocho dias después de la siembra y asi
sucesivamente cada semana se observaba la formacion del siguiente par de hojas
hasta completar un total de ocho hojas pero los entrenudos se presentaron con

corta elongacion dando lugar a formacion de roseta (Figura 7).

Esta respuesta coincide con la obtenida en la propagacion in vitro del durazno
blanco comun realizada por Pachén y Bridge (1993, 107) en la cual la formacién
en roseta se dio con hojas abundantes y tamafio variable con entrenudos de 2
mm, al igual que en la propagacion in vitro de ciruelo realizada por Pacheco (1989,
92) en donde también se dio formacion de rosetas en hojas y elongacion minima

de tallo alcanzando un maximo de 1.5 mm de longitud.

Los otros explantes que presentaron estructuras vegetativas, solo dieron como
respuesta la formacién de 1 a 2 hojas, pero se detuvo su crecimiento y los demas
nudos no presentaron formacion de brotes ya que las yemas permanecieron

latentes y en todos no hubo formacion de raices (Figura 8).
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Figura 7. Prendimiento de nudo, en medio Murashige — Skoog (62),

suplementado con carbon activado al 1 %.
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Figura 8. Nudo sin oxidacién con yema latente.
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Estas respuestas pueden deberse a varias causas; una debido a la presencia del
carbon activado que segun Weatherhead et al. (1978), citados por Stein y
Stephens (1991, 198) este compuesto puede absorber auxinas del medio de
cultivo, disminuyendo de esta manera su efectividad y en algunos casos

haciéndolas completamente indisponibles.

Segun Toribio (1988, 326) también puede depender del estado fisiolégico del
explante, de la época del afio que puede provocar variacion en las respuestas, el
momento del dia en el que se efectle la recogida o a su genotipo pues se ha
comprobado que determinadas lineas dentro de una especie pueden mostrar un

mayor potencial regenerativo y que dicho potencial es heredable.

A lo anterior se puede afiadir el origen del explante, la composicién del medio de
cultivo, la concentracion hormonal teniendo en cuenta que cada especie tiene

requerimientos especificos.

También se debe ener en cuenta de acuerdo con Yeoman (1977), citado por
Hurtado y Merino (1987, 77, 96) que para obtener respuestas del explante en la
propagacion in vitro, estas dependen del tipo de auxina o regulador del

crecimiento.

También anotan que puede ser requisito para una especie el suplemento de una
auxina o un regulador de crecimiento relacionado; o requerir solo una citocinina o
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un suplemento, tanto de auxina como de citocinina, o bien, solo responder en

presencia de extractos de complejos naturales en el medio.

Otra causa puede atribuirse de acuerdo a lo enunciado por Toribio (1988, 331) a
gue el aporte hormonal externo en muchas ocasiones no conduce a la respuesta
deseada, debido posiblemente a una falta de acoplamiento 6ptimo con los niveles
endogenos de los reguladores de crecimiento, asi como a una alteracion en sus

gradientes de distribucion

Si se observan los resultados obtenidos entre los diferentes tratamientos (Figura
9) de acuerdo al porcentaje de oxidacion, el método con carbdén activado al 1%
con incubacion bajo condiciones de luz no conlleva a respuestas de perdida de

explantes.

Estos resultados también determinan que el método de desinfeccion empleado no
contribuye en el proceso de oxidacion ni toxicidad confirmando lo expuesto por
Pinzdn (1984), citado por Castro y Lopez (2000, 43) quien afirma que la inmersion
del explante en Hipoclorito de Sodio al 2,5% durante 20 minutos no presenta
oxidaciéon ni muerte del tejido, concentracion y tiempo de inmersiébn que dio
buenos resultados en especies forestales como la que se probé en Podocarpus
rospigliosii y Cedrela odorata lo que conllevé a seguir este procedimiento para la
desinfeccion del material vegetal en la propagacién in vitro del Pino Colombiano
(Podocarpus oleifolius var. Macrostachyus) en donde se comprobd su eficacia.
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Figura 9. Porcentaje de Prendimiento y Necrosamiento en siembra con nudos.
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4. CONCLUSIONES

4.1 El método de desinfeccion de explantes mas adecuado para la propagacion in
vitro del Laurel de Cera es el que utiliza Hipoclorito de Sodio al 2.5% durante 20
minutos y la solucién concentrada de yodo bactericida - fungicida al 0.15% durante

cinco minutos que no produce oxidacion ni toxicidad.

4.2 EIl método antioxidante que emple6 carbon activado al 1% con incubacion
bajo condiciones de luz demostr6 ser el mas efectivo para el control de la
oxidacion pues mantiene el material vegetal en estado verde por tiempo

prolongado permitiendo su establecimiento bajo estas condiciones.

4.3 Se puede lograr formacién de brotes en el medio Murashige Skoog (62)
utilizando 2,4 D como auxina suplementado con carbén activado impidiendo que

estos puedan presentar decoloracion de hojas y posterior muerte del tejido.



5. RECOMENDACIONES

5.1 Ensayar con diferentes tipos de hormonas en diferentes concentraciones y

en diferentes combinaciones.

5.2 Probar con otros medios de cultivo como el de White, Shenk y Hilderbrant,

Gamborg, Nitsch, la solucién de Knop, etc. utilizando este método antioxidante.

5.3 Emplear carbdn activado al 1% utilizando otro tipo de explantes como

yemas, apices caulinares, meristemos, para la propagacion in vitro.
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