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RESUMEN

Dado el creciente interés del uso medicinal de diversas especies
vegetales, entre ellas Croton lechleri Muell Arg., su supervivencia esta siendo
amenazada, por lo que es imperativo establecer metodologias de
micropropagacion In Vitro que incrementen su nimero y enfrente la creciente

demanda del mercado, evitando el deterioro de su ecosistema natural.

Se determiné el nuevo régimen protocolar para ia etapa de
desinfeccion () especifico para sangre de grado (Croton lechieri Muell), a partir
de yemas utilizando hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio a
concentraciones de 2%, 2.5%, 3%, 3.5%, 4% y 5 % (% peso) pof 5,10,15y 20
minutos de exposicion, sefialandose estadisticamente (p<0.05) el resultado de
que ambos hipocloritos a 3.5 % y por 5 minutos permiten un 100 % de
desinfeccion.

En el estudio preliminar de la etapa de crecimiento (il), se
utilizaron 0.1,0.4,08y 1.2 mQIL de acido naftalenacético (ANA)y 0.5, 0.8, 1.1
y 1.4 mg/L. de bencilaminopurina (BAP) en combinacién estableciéndose que
las sinergias entre las concentraciones 0.8 mg/L ANA-1.1 mg/L BAP, 1.2 mg/L
ANA-0.8 mg/L BAP y 1.2 mg/L ANA-1.1 mg/L BAP favorecieron la proliferacién

de pequenios brotes en mayor diametro.



I. INTRODUCCION

La prolongada tradicién de uso de productos de origen vegetal en
medicina humana y la reaccién contemporanea contra los multiples efectos
secundarios de los farmacos sintéticos, han llevado a un resurgimiento del

herbalismo, a veces denominado medicina natural o fitoterapia.

En la Amazonia peruana existen numerosas especies arboreas
indiscutiblemente comprobadas de poseer propiedades de alto efecto curativo
para diversas dolencias, destacando entre ellas sangre de grado (Croton
lechleri Muell Arg), (SANDOVAL et al., 2001). Asi como esta especie, muchas
otras con caracteristicas medicinales cientificamente identificadas y estudiadas
solo recientemente, proceden de biomas en creciente merma y amenazados,
por lo que existe una preocupacion no desdefiable frente al impacto que el
acelerado crecimiento en el consumo de estas especiés produzca sobre la
supervivencia y el estudic del cultivo sostenible de las mismas es una inquietud

importante (MEJIA y RENGIFO,1995).

La “sangre de grado” se encuentra a lo largo de nuestra Amazonia
(MOSTACERO et al.,, 2002) en circunscritas areas de crecimiento natural asi
como en viveros, sin embargo no existen instituciones o empresas dedicadas a
la venta autorizada y certificada de las mismas, que mantengan el equilibrio

poblacional y vigor genético.
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La aplicacién de metodologias de micropropagacion In Vitro para

una produccion razonable permite solucionar inconvenientes imposibles de
superar por los métodos tradicionales y enfrentar la creciente demanda del
mercado, evitaria el deterioro de sus ecosistemas naturales, mas aun dados los
beneficios que otorga esta técnica, como es la obtencion de vegetales
genéticamente 6ptimos de alto rendimiento, libres de patégenos y en espacios
reducidos, se dispondria ventajosamente a gran escala de excelente material

vegetativo durante todo el afio.

Sin embargo una limitacion para la introduccion de este tipo de
cultivos a la economia es que no se cuenta con metodologias para su
aplicacion en especies forestales, pues es necesario realizar analisis previos de
las ventajas y desventajas de la utilizacion de las técnicas biotecnologicas de
propagacion In Vitro en relacién a los sistemas tradicionales de multiplicacién,
debiéndose tener en cuenta no soélo las caracteristicas fisiolégicas sino también

los aspectos que hacen el buen desarrollo del vegetal (BIDWELL ,1979).

Es por ello indispensable establecer la metodologia adecuada,
puesto que no se tiene la técnica de propagacién de tejidos vegetales
especifica para ésta especie, por lo que en esta investigacion se abordd la
determinacion del régimen de desinfeccion que provea muestras libres de

contaminantes que puedan ser reactivas a la micropropagacion.

Bajo este contexto, frente a la interrogante ;qué efecto tendra el
uso de hipocloritos en la desinfeccion de yemas que puedan utilizarse en la

micropropagacion In Vitro de Croton lechleri Muell Arg.?, se plante6 la hipétesis
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de que el uso de Hipoclorito de Sodio e Hipoclorito de Calcio a concentraciones
de 2.5 % por espacio de 10 minutos provee yemas utilizables en la fase de
crecimiento (Fase IlI) de la micropropagacion /n Vitro de la sangre de grado

(Crotén lechleri Muell Arg).
Se trabajo bajo el planteamiento de los siguientes objetivos:
- Determinar especificamente la técnica para la desinfeccion.

- Evaluar el desarrollo de yemas desinfectadas en la fase de crecimiento
(Fase ll) de la micropropagacion /n Vitro de sangre de grado (C. lechlen

Muell Arg).



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de sangre de grado (Croton lechleri Muell. Arg)

2.1.1. Clasificacion taxonémica. Segin CRONQUIS (1988)

Reino : Vegetal

Sub reino : Fanerégama

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Rosidae

Orden : Euphorbiales

Familia : Euphorbiaceae

Género : Croton

Especie : Croton lechleni Muell Arg.

Nombres comunes o vulgares:
Sangre de Grado o Sangre de Drago (Pert)
Masikomboya (Amahuaca) palo de grado, pocure, racurana, sangre

de grado (Ecuador).



2.1.2. Distribucion natural de la sangre de grado

MEJIA y RENGIFO (1995) menciona que la familia Euphorbiaceae
comprende 750 sp, con 290 géneros, casi cosmopolita, con mayor incidencia
en los trépicos.

En el Pert comprende 57 géneros, 305 especies de las cuales 88
son endémicas (MOSTACERO et al., 2002), para la amazonia peruana para
esta familia se reportan 166 especies (VASQUEZ y ROJAS, 2006).

Derivado de varias especies de Crotén (Crotéh dracanoides, Crotén
palanostigma, Crotén lechleri, Muell Arg.), la Sangre de Grado esta facilmente
disponible a lo largo de la Amazonia, con el material de calidad mas alto que

se origina en la selva superior de Pert y Ecuador (SANDOVAL, 2001).

En el Peri se encuentra en los departamentos de Loreto, San
Martin, Huanuco, Amazonas, Cuzco, Madre de Dios (BRAKO y ZARUCCHI,
1993).

2.1.3. Caracteristicas generales de la especie en estudio

MEJIA y RENGIFO (1995) indica que la etimologia del Crotén,
deriva de la palabra Kroton en alusion a lo parecido de la semilla de ciertas
especies a la garrapata del perro en Europa. También menciona que presenta
floracién todos lo afios entre junio y octubre, durante la época seca; su

diseminacién ocurre por explosion violenta del fruto y tiene lugar en octubre a la
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de la época lluviosa; la cosecha del latex, puede empezar a partir del octavo
afo o séptimo cuando el arbol mide 30 cm. de DAP, se recomienda tumbar el
arbol para cosechar el latex al maximo del volumen. La cosecha se debe
realizar generalmente a partir de las 5 6 7 de la mafiana o en dias de luna
llena. Los cortes se deben hacer con una herramienta en forme de anillos a

través del arbol.

2.1.4. Propuesta de asociacion

MEJIA y RENGIFO (1995) mencionan, que se puede establecer en
purmas de areas no inundables en restingas altas, compartiendo el espacio con
especies forestales o frutales tales como caoba (Swietenia macrophylla G.
King.), cedro (Cedrela odorata L.), tomillo (Cedrelinga cateniformis Ducke),
cacao (Theobroma cacao L.), achiote (Bixa orellana L.) y otros. Los cultivos
temporales al establecerse durante los 2 primeros afos estos seran elegidos

de acuerdo al criterio del interesado.

HUAMANI (2000) indica, que se puede producir sangre de grado
como componente de un sistema integral de produccion agrosilvopastoril, de
alli es recomendable sembrar en suelos con vocacién forestal; y cuando se
quiere asociar con frutales, cultivos industriales como café (Coffea arabica L..),
cacao (Theobroma cacao L.), pastos y otros cultivos, la sangre de grado se
debe sembrar en los bordes o limites de las parcelas de tal manera que sirva

como cortina rompevientos o entre otros casos como cerco vivo.



2.2. Informacion complementaria
2.2.1. Componentes quimicos

Especies de la familia Euphorbiaceae presentan piridona, aporfina,
quinoleina tropano, acidos grasos insaturados, antraquinonas, triterpenoides,
indol.

Del género Croton se han aislado 30 alcaloides, 22 con estructura
conocida, siendo las principales: solufaridina, taspina, sinoacutina sparcilorina,

también se encuentran acidos benzoicos, pigmentos y taninos.

El alcaloide taspina actiGa como cicatrizante, coadyuvado por
proanticianidina oligomérica (SP 303) y 3'4-O-dimetilcedrusina (Lignano) entre

ofras sustancias (UNIVERSOS, 1994 y PEREZ, 1989).
2.3. Aspectos generales sobre cultivos de tejidos
2.3.1. Definicion

ROCA y MROGINSKI (1991), sostiene que el concepto de cultivo
de tejidos In Vitro se define como el cultivo aséptico de células, tejidos, y
6rganos vegetales intactos en condiciones de laboratorio, con el fin primordial
de inducir la formacion de los 6rganos o parte faltante. La técnica se basa
fundamentalmente en el principio de totipotencialidad, que establece que en
cualquier célula somatica joven o en proceso de diferenciacién tiene una alta
capacidad o potencialidad para regenerar una planta completa si se le coloca

en condiciones adecuadas.



2.3.2. Etapas de la propagacion in vitro

Se ha establecido segin MURASHIGE (1974) las siguientes etapas

para la propagacion In Vitro:

Etapa 0: Etapa inicial que comprende la seleccion de la planta madre y la
seleccion de una modalidad de pre tratamiento para volver funcional la

estrategia que se adopte.

Etapa I: Es la etapa de iniciacion o de establecimiento, en la cual se establece

el cultivo inicial o primario.

Etapa II: Es la etapa de multiplicacién de brbtes, o multiplicacion simplemente.
Etapa llI: Corresponde al enraizamiento o etapa de pre trasplante; tiene como
objetivo producir una planta autotréfica que pueda sobrevivir en las condiciones
del trasplante al suelo.

Etapa IV: Transferencia final a la etapa de medio ambiente.

Frecuentemente, las condiciones especificas del medio o del cultivo aséptico

estan asociadas con cada una de las etapas mencionadas.



2.3.3. Caracteristicas que influye en la técnica de micropropagacion

ROCA y MROGINSKI (1991) indica que existen diferentes factores
que determinan el éxito en los sistemas de micropropagacion, entre los mas
importantes tenemos:

- Planta que dona el explante (planta madre).

- El explante.

- Asepsia.

- Medio de cultivo.

- Control riguroso de las condiciones ambientales del cultivo. ‘

Estos factores del cultivo de tejidos proporcionan las ventajas
principales que tienen dicha técnica sobre los métodos de propagacion
vegetativa tradicionales en cuanto a la posibilidad de lograr resultados en un

mayor nimero de especies dificiles de multiplicar.

SERRANO y PINOLL (1991) mencionan que la eleccion,
aislamiento y desinfeccion del explante es el primer paso para el
establecimiento in Vitro de cualquier especie vegetal y el éxito de esta fase
depende en gran medida de una serie de parametros relacionados con el
propagulo (estado fisioldgico, edad, estado de desarrollo y estado sanitario) y
con el sistema seguido para su manipulacién y esterilizacion.

Las caracteristicas principales de la técnica sefialadas por BONGA

(1985) y PIERIK (1990), son lo siguientes:
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- Empleo de explantes o propagulos vegetativos de dimensiones
pequeiias. El tamafio promedio de los tejidos proporcionales utilizados es
menor de 1cm; esto permite tener una gran cantidad de propagulos de un

mismo individuo.

- Asepsia completa del material biolégico, medio de cuitivo
herramientas y procedimientos, es indispensable que el cultivo de tejidos
se haga en un ambiente totalmente estéril con el fin de evitar los hongos,

bacterias y otros patégenos que puedan destruir los explantes.

- Medio de cultvo mas o menos completo. Para el buen
establecimiento de cultivos de tejidos es necesario utilizar un medio de
cultivo nutritivo compuesto por una mezcla de macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, reguladores de crecimiento, fuentes de

energia, azucar y sustrato de soporte (agar).

- Control riguroso de las condiciones ambientales de cultivo; hacer el
control mas estricto de los factores ambientales que influyen sobre el
potencial morfogenético, (luz, fotoperiodo, temperatura y termoperiodo)

permite que este se manifieste en menor grado.

DELGADO y ROJAS (1999) indican que el acontecimiento de los

cultivos en incubacién deben considerar el efecto de la temperatura, intensidad
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de luz, fotoperiodo y humedad relativa, lo que esta en funcién con el sistema de
cultivo utilizado; sin embargo la temperatura puede oscilar entre 24 y 28 °C, la
iluminacién entre 1 — 10W.m-2, el fotoperiodo de16/8 h y la humedad relativa de
70 — 80% . Como fuente luminosa es recomendable la utilizacion de lamparas

fluorescentes de 30 —40 w.

Asimismo menciona que estas caracteristicas del cultivo de tejidos
le proporcionan las ventajas principales que tiene dicha técnica sobre los
métodos de propagacion vegetativa tradicionales en cuanto a la posibilidad de
lograr resultados satisfactorios en un mayor nimero de especies dificiles de
multiplicar. Por otro lado, las mismas caracteristicas, vistas desde otro angulo,
también le imprimen al cultivo de tejidos /n Vitro ciertas desventajas con
respecto a los métodos tradicionales; las principales consisten en el mayor

grado de complejidad y la necesidad de mayor costo.

La micropropagacion de plantas, principalmente ornamentales,
esta siendo utilizada comercialmente en varias partes del mundo, pero las
plantas lefiosas aun presentan limitaciones especificas que impiden el uso
extensivo del cuitivo de tejidos vegetales /n Vitro (CTV) para realizar
forestaciones comerciales. A pesar del gran nimero de lefiosas obtenidas por
cultivo /n Vitro, varios factores como la contaminacion interna de los explantos,
la necrosis apical, la vitrificacion, la oxidacién, el enraizamiento y la
supervivencia Ex Vitro, constituyen aln impedimentos para la

micropropagacién a gran escala. La edad de la planta madre y el estado de



12
desarrollo representan.al'm hoy significativas limitaciones para la multiplicécic’m -
masiva de arboles adultos selectos. Ademas, aunque el CTV permite una alta
tasa de multiplicacion en menor espacio en comparacién con los métodos
tradicionales de propagacion vegetativa, la aplicacién de la técnica consume

mucho tiempo y es costosa debido a la labor intensiva necesaria.

Otro inconveniente que encontramos en la micropropagacion de
especies forestales es la falta de reproducibilidad de los protocolos descritos en
la literatura. Varios de ellos son aplicables universalmente, pero deben
realizarse modificaciones para adaptarios a condiciones locales. Las técnicas
de CTV implican una gran cantidad de variables, algunas de las cuales son aln
desconocidas y es'por eso que a veces los resultados que fueron alcanzados

facilmente en un laboratorio, no son reproducibles en otro.
2.4, Factores que influyen en el crecimiento de meristemos

BONGA (1985) y PIERIK (1990) indican que los factores
estudiados que influyen en el cultivo de Meristemos, en la bibliografia se
refieren a especies no lefiosas, pero por generalidad pueden influenciar en

lefiosas.
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2.4.1. Virus

En general los viroides y estructuras relacionadas son de mas dificil

erradicacion de los virus y entre otros, algunos son de mas facil erradicacion.
2.4.2. Tamaio de explante

De manera general, a mayor tamafio del meristemo la probabilidad
de prendimiento es mayor, pero es menor la probabilidad de erradicacion de
virus; por el contrario a menor tamafio del meristemo la probabilidad de

prendimiento es menor, pero es mayor la probabilidad de erradicacién.

2.4.3. Tipo del explante

Tanto las yemas apicales o terminales como las yemas axilares o
laterales constituyen fuentes de meristemos; sin embargo, algunas
observaciones parecen demostrar que los meristemos procedentes de yemas
apicales tienen mayor probabilidad de prendimiento que los aislados de yemas |
laterales. Es posible que por efecto de la dominancia apical ocurra una mayor
concentracion endégena de auxinas en la yema apical' en relacién a la yema

axilar.
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2.4.4. pH

El pH usualmente ajustado en el medio de cuitivoes de 5.8 £+ 0.1y
es conocido que este puede ser alterado durante el autoclavado y durante el
proceso de cultivo, sea por la absorciéon de nutrientes por el explante como por

la eliminacion de sustancias metabdlicas.

2.4.5. Consistencia del medio de cultivo

~Adn cuando en la mayoria de los casos los meristemos son
cultivados en medio de cultivo con agar (0.6% — 0.8%), existen algunos
reportes donde un mejor crecimiento de meristemo ha sido alcanzado en medio
liquido, con soportes de papel filtro. Pero sin duda que los modernos tipos de
agar disponibles, como fitagel, gelita y la misma azarosa, constituyen mejores

sustratos, para el cultivo de meristemos, que el agar tradicionalmente utilizado.

2.5. Explantes

ROCA y MROGINSKI (1991)manifiestan que la eleccién de un
explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento de los
cultivos; en primera instancia, dicha eleccion esta determinada por el objetivo

perseguido y la especie vegetal utilizada.
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Si el objetivo final es la produccion de callos, es factible la

utiiizacién de una vasta gama de explantes que, cultivados en condiciones
apropiadas, permiten la callogénesis. Cualquier explante que contenga células
nucleadas vivas se puede emplear vpotencialmente para la obtencion de callos;
por ejemplo en el caso de cotileddneas herbaceas se puede lograr la
proliferaciéon de callos con relativa facilidad mediante la utilizacién de explantes
provenientes de diversas partes del vegetal. Es muy frecuente la utilizacién de
apices o meristemos caulinares, hojas, entrenudos, cotiledones, raices, anteras
e inclusive tejidos altamente diferenciados como los provenientes de frutos.
Esta facilidad para fa proliferacion de callos puede hacerse extensivas a células

protoplastos; con el empleo de técnicas y medios de cultivo mas elaborados.

En el caso de vegetales en los cuales la obtenciéon de callos no
esta limitada por el tipo de explante, éste se seleccionara por razones practicas
como disponibilidad, facilidad de manipulacién, homogeneidad, baja
contaminacién con microorganismos, y rapida respuesta /n Vitro; es probable
que en estos casos se opte por explante provenientes de plantas jévenes que
crecen en invernaderos, y una alternativa interesante seria usar los
provenientes de semillas germinadas en condiciones asépticas. Sin embargo,
hay otros vegetales mas recalcitrantes en lo que respecta a la obtenciéon de
callos, y en estos casos se hace necesario utilizar ciertos explantes; esto

ocurre con muchas plantas lefiosas y algunas gramineas.
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En relacion con la especie vegetal utilizada, es importante tener en

cuenta la variabilidad asociada con el genotipo 'de las plantas. Es muy
frecuente que, en idénticas condiciones de medio y de ambiente, las
respuestas In Vitro de cultivo de un determinado explante de una especie

difieren con el cultivar empleado (REY y MROGINSKI, 1978).

MROGINSKI et al (1991) indica que ligeros cambios en la
composicion de los medios de cultivo, especialmente en lo que se refiere a
reguladores de crecimiento, puede ser de utilidad para obviar este efecto del
genotipo del material vegetal. Afirman que el tamafo del explante es otro
aspecto que se debe tener en cuenta, cuanto mas grande sea, mayores son las
probabilidades de obtener proliferacion de callos, aunque ello trae aparejadas
mayores probabilidades de heterogeneidad y de contaminacion con

microorganismos.

El efecto del tamafio del explante puede apreciarse en cualquier
sistema de cultivo independientemente de la fuente de donde proviene dicho
explante; su importancia ha sido sefialada en cultivos de meristemos (HU y
WANG, 1983). En general, el cultivo de explantes muy pequefios requiere el
empleo de medios mas complejos o de los denominados medios

acondicionados (STREET, 1977).
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2.6. Asepsia

PIERIK (1990) manifiesta que en principio existen cuatro fuentes de
infeccion: la planta, el medio nutritivo, el aire y el operador. La mas importante
de estas condiciones es la planta misma, el material vegetal deberia ser bien

esterilizado antes de su aislamiento /n Vitro.

Antes de empezar el proceso de esterilizacion, se debe retirar
cualquier porciéon de suelo, porciones muertas, etc. que aun pudiesen quedar,
en las plantas o porciones de plantas con las que se trabaje. A continuacién se
debe realizar un lavado con agua, si la contaminacion externa es fuerte. Luego
el pelado eliminara todas la capa mas exterior. Después de estos pasos, se
iniciara la esterilizacion, generalmente de la siguiente forma: se sumerge el
organo en alcohql de 70% durante algunos segundos, para eliminar las -
burbujas de aire. Luego se realiza una esterilizacién durante 10 a 30 minutos
en NaOCI al 1% conteniendo algunas gotas de Tween 20 u 80, después se
aclara con agua corriente estéril, generaimente se hace tres aclarados, durante
2, 5 - 15 minutos respectivamente. Si, a pesar de una buena esterilizacion
quimica del material vegetal, después se producen infecciones, esto se puede

deber a las siguientes causas:

- A las llamadas infecciones internas
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- Trabajo poco escrupufosos (faita de lavado de manos; superficie de
la mesa no esterihlizada con alcohol de 96%; pinzas o bisturis no
esterilizados; insuficiente esterilizacion de las placas petri, papel y / o
medio nutritivo: batas de laboratorio sucias, etc.). La utilizacion de
mascaras, cubrirse el pelo, y el empleo de guantes estériles pueden

contribuir a disminuir el niimero de infecciones.

- La camara de flujo laminar defectuosa.

- El alcohol en el que se sitGan los instrumentos no estan estériles en

su exterior.

- Los tubos, etc., que contienen los medios nutritivos no estan
estériles en su exterior.

- Los suelos no se limpian y desinfectan de forma irregular.

- La habitacién que contiene la camara de flujo laminar no esta

estéril.

- Se permite el paso a la habitacion de inoculacion a mas personas

de la necesaria, produciéndose la infeccién del suelo y del aire.
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Generalmente se producen infecciones cuando se aislan apices del
vastago de plantas en roseta, ya que estos son dificiles de
esterilizar.
Si las camaras de crecimiento no se mantienen limpias, pueden
producirse infecciones, en algunos casos debidas a la presencia de

acaros, los cuales pueden ser portadores de infecciones fungicas.
La esterilizacién quimica, se puede realizar con:

Alcohol (etanol): para material vegetal se utiliza alcohol de 70%, ya
que el de 86% deshidrata demasiado. Cuando se esteriliza plantas,
al sumergirlas en alcohol durante unos cuantos segundos no es
suficiente para matar todos los microorganismos, y después de

esto, los tejidos son tratados con hipoclorito.

Lejia o hipoclorito de sodio. Generalmente se utiliza una solucién
de 1% de NaOCI, aunque también puede utilizarse
concentraciones mas altas. Si las plantas son especialmente
sensibles a la lejia, es aconsejable utilizar hipoclorito de calcio para

la esterilizacién.

Hipoclorito de caicio [Ca(ClO),;. Se utiliza durante 5 — 30 minutos.
El hipoclorito de calcio penetra en los tejidos vegetales con mas

lentitud que el hipoclorito de sodio.
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Detergentes. Sustancia que rebaja la tensién superficial de una
solucién: se afiade para mejorar el contacto entre las plantas y los

agentes esterilizantes.
Algunos fungicidas, etc.
La esterilizacion quimica puede hacerse mas eficaz:

Lavando el material vegetal en forma intensiva, con agua muy
limpia, antes de comenzar la esterilizacién, y cambiando el agua de

forma regular.

Colocando el material vegetal en alcohol de 70% durante aigunos
segundos, antes de la esterilizacion quimica, con los que se
eliminan las burbujas de aire, permitiendo al liquido esterilizante un

mejor contacto con el material vegetal.

‘a -adicién de Tween 20 u 80 (un agente mojante), al liquido
esterilizante. Los agentes mojantes disminuyen la tension

superficial, permitiendo un mejor contacto superficial.

Agitando durante la utilizacion de lejia: La eleccion del tiempo de

-esterilizacién y la concentracion de la lejia se puede hacer en
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funcion de las circunstancias particulares de cada caso. Depende
en gran parte de si la superficie det expfante que se utiliza se va a
conservar o se va a cortar antes de la inoculacion. A veces la
esterilizacion puede flevarse a cabo en 5§ minutos de tratamiento
con NaOCl 1%, en otros pueden ser necesarios hasta 30 minutos.
Una esterilizacion prolongada puede producir efectos negativos
sobre el explante, el tiempo y la concentracién adecuada de lejia

debe elegirse cada vez, en funcién del material experimental.
2.7. Aspectos generales sobre la desinfeccion
2.7.1. Desinfeccion

ROCA y MROGINSKI (1991), PIERIK (1990) afirman que se limita
generaimente al proceso de destruccidon de los microorganismos mediante
métodos quimicos; la esterilizacion se refiere a menudo al método fisico para la

destruccion de fos microorganismos.

2.7.2. Desinfectantes

DOMINGUEZ (1986) indica que fa manera en que los
desinfectantes quimicos ejercen sus actividades germicidas, varian con el tipo

de componente o compuesto. Los hipocloritos, cloroaminas y halégenos
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generales dependen de ia infensidad de proteinas y sustancias similares. 1@%’5 ,
- agentes oxidantes, peroxido de hidrégeno, los permanganatos, el formaldehido,
también reaccionan vigorosamente con proteinas celulares y también casi
todos el efecto de destruir la estructura molecutar basica de las protefnas.
También el 6xido de etileno, amino etileno, sulfuro de etileno, como también el

bromuro de etilena, son bactericidas.

En {a desinfeccidon de material vegetal a cultivarse in Vifro, se ha
encontrado mas dificultades en la eliminacion de poblaciones bacteriales que
fungosas. Los procedimientos de desinfeccion son muy variados, es por eso
importante considerar la propiedad bien reconocida de muchos compuestos en
refacién a su influencia selectiva sobre pobilaciones mixtas de bacterias; es
decir, que ciertos compuestos pueden matar e inhibir algunos grupos de
organismos, y dejar a ofros que sobrevivan aparentemente ilesos. El
mecanismo de ésta seleccion es probablemente lo menos entendido en todo

-proceso de desinfeccion.

Tres fenbmenos basicos son de importancia para la accion
desinfectarite a ’traves de medlbs quimicos: absorcidn del compuesto por ia
pared ce}ular penetfamén dentro del protoplasma celular, y finalmente la
reaccion del compuesto con uno o mas ccnsﬁtu?entes celulares. Los dos
primeros no son exclusivos a la sustancia en si. Estos pueden estar

influenciados por otros constituyentes en su entorno inmediato.
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En cuanto a grupos de desinfectantes, se tiene que el mecanismo

de accion de los alcoholes es bactericida mas que bacteriostatico, pero también
son fungicidas. La explicacion mas practica y sencilla de su mecanismo de

accion letal es través de su capacidad para desnaturalizar proteinas.

Sykes en (1965) citado por DOMINGEZ (1986) menciona que se
encuentra bastante soporte en observaciones paralelas, que las proteinas son
desnaturalizadas mas lentamente en ausencia de agua y que el alcohol
absoluto es bactericida mucho menos efectivo que el alcohol conteniendo
agua. De otro lado se debe considerar que todos los tipos, especies y
variedades de microorganismos tienen sus propias caracteristicas
morfolégicas, culturales, metabdlicas y catabdlicas. Es razonable entonces
esperar que sus respuestas a sustancias en general, y a desinfectantes en

particular, no sean las mismas.

Diversas experiencias demuestran que las mayores dificultades en
o referente a la desinfeccion han sido afrontadas con material vegetal de

especies lefiosas, habiéndose encontrado diversos procedimientos.

2.7.3. Desinfeccion del material vegetal

DELGADO y ROJAS (1999) indica que este proceso tiene como

finalidad eliminar los microorganismos presentes en ia superficie de! explante,

sin considerar la eventual presencia de micoplasmas, virus y estructuras.
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£n el proceso de desinfeccitn del expiante es importarnie snconirar

el equilibrio entre la concentracion y tiempo de accion det desinfectante sobre
los microorganismos contaminantes, con ef efecto fitotdxico que pueda ejercer
sobre el explante, es decir, el objetivo es alcanzar una maxima esterilizacion
¢on ‘una maxima sobrevivencia de fos tejidos. Ademas del hipoclorito de sodio
(NaOCl), muchos productos han sido utilizados como agentes desinfectantes.
Entre eflos tenemos: peroxido de hidrogeno, nitrato de plata hipocloritc de

calcio [Ca (OCl)2], entre otros.

Cuadro 1. Diversos compuestos utilizados como desinfectantes

superficiales del material vegetat.

Agenie esterilizante Concentracion (%) Duracion (minutos)
Peréxido de hidrogeno: 3—12 5--15
Hipociorito de sodio 05-5 5-30
Hipoclorito de calcio- 510 5--36

Nitrato de plata 1 5-30

Fuente: Bhiojwant & Razdan(1983).
'2.7.4. Aigunos métodos de desinfectantes de expiantes
ESCALANTE (1984) utiliz6 material vegetal (porcién de- tallo- con-

una yema) procedentes de plantas madres de papa del invernadero, fueron

desinfectados por separados (yemas apicales y axilares) en aicohol de 90°
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durante un minutd, para luego someterios a una solucion de mp_ezémis e
calcio al 10%, por espacio. de 5 a. 30 minutos.- Finalmente. se-enjuagan estos
tejidos, repetidas veces en agua destilada estéril, de las yemas desinfectadas
se extraen las hojas primordios foliares, hasta el meristemo, se seccionan los

mas pequeno posible, colocandolos rapidamente en el medio de cuitivo.

GONZALES (1989) manifiesta que las yemas axilares en
dormancia, del Eucalyptus globulus de 3 meses desde {a germinacion, fueron
desirifectados con una solucién de hipoclorito de calcio al 3.5% adicionando

Tween 80 durante 10 minutos. Luego son enjuagados en agua destilada estéril.

TABOADA et al. (2001) manifiestan que utilizaron yemas axilares
de Melia azedarach L. que fueron desinfectados primero en alcohol etilico 70%
durante 3 minutos, para luego pasarlos a una solucién de hipoclorito de sodio
(2% de cloro activo) + 0,1% de Tritén x 100 durante 20 minutos, fuego son
enjuagados con agua estérii destilada, como medio béasico se utilizé el
formulado de Murashige y Skoog (1962). El cultivo se realizé a 25° C £ 2° C,
can fotoperiodo de 16 horas suministrado por tubos fluorescentes de tipo uz-
dia, con irradiacion de aproximadamente 2,5 W/m2. El pH de los medios se
ajustd a 5,7 y se esterilizé6 en autoclave durante 15 minutos, se obtuvo el 85%

de plantas viables.

SUAREZ et al. (2006) indican que utilizaron brotes axilares, del

Robite (Tabebuia rosea) con el fin de producir masivamente clones de ésta
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especie. Para determinar el mejor tratamiento de desinfeccion superficial, el
efecto de cuatro concentraciones (1%, 2%, 3% y 4%) de hipoclorito de sodio
con cuatro tiempos (5, 10, 15 v 20 minutos) de exposicidn de los expiantes
consistentes de brotes axilares de 2-3 cm de qugitud fueron evaluadas
desptiés"ide"eStab‘ieCidos en medio % MS Mura;é,vhigé y Skoog (1962), el
Hipoclorito de sodio al 4% durante 10 minutos fue el mejor tratamiento de

esterilizacion superficial.

GONZALES (1989) menciona que utilizd secciones de rebrote de
Eucalyptus globulus, de un metro de altura, obtenidas a fos 6 meses de
realizada la tala, fueron almacenados en bolsas de plasticas y colocadas en la
nevera durante dos dias. Para luego, cortar tallitos de 0.5 a 1 cm. de {ongitud
con dos yemas y lavarlos Teepol y agua destilada. La desinfeccion se realiz6
con etanol al 76% ﬁbr 30 segundos, luego fueron puestos en “hipoclorito de
sodio al 2,5% durante 10 minutos y enjuagados con agua destilada estéril.

Siendo sembrados-en el medio de cuttivo Murashige y Skoog (1962) MS/2.
2.8. Aspectos generales sobre medios de cultivo
2.8.1. Principios generales
ROCA y MROGINSKI (1991) manifiestan que para crecer las

células requieren una variedad de nutrientes organicos e inorganicos; estos

requerimientos se demuestran facilmente en érganos y tejidos extirpados de
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plantas superares e mferores. Las aultimentos orgénicos, at igual que los

inorgénicos, se retjuieren en dos niveles: unod Macro y biro mitro.

El éxito del cultivo de tejidos vegetales depende sustancialmente
del medio de cultivo empleado. Para establecer un sistema de cultivo de tejidos
se elabora primero un medio de cultivo 6ptimo que se ajuste a los principales
requerimientos nutricionales de la especie vegetal, al tipo de explante, al
sistema de cultivo. La efectividad de un cultivo depende tanto de los;
ingredientes basicos, nutrimentos, azucar hormonas, como el agente

gelificador.

PIERIK (1990) indica que a menudo la necesidad de los factores
organicos de crecimiento se hace evidente sélo cuando se considera un
crecimiento largo y continuado o potenciaimente indefinido. Aunque una planta
verde intacta es autétrofa, las células de sus regiones de crecimiento pueden
ser acentuaimente heterdtrofas y requerir la aplicacion de un nidmero de
estimulantes organicos complejos que, en el caso de la planta intacta,

generaimente se derivan de las células verdes.

Respecto a la proliferacion precoz de tejidos o morfogénesis, que
no es mas que la iniciacién de la forma del tejido en crecimiento esta
fundamentado en procesos moleculares, biogquimicas y fisiolégicos que

permiten la aparicion de nuevas estructuras organizadas, y que puede sufrir
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-una figera inactivacién-en-ef transcurse de {a diferenciacidn -que podria incluso
anular la totipotencia celular (HALPERIN 1986).

2.8.2. Ingredientes

MURASHIGE y SKOOG {1962) manifiesta que el medio de cultivo

-es-{a combinacion-solida o fiquida de nutrientes y -agua. -La féormula de {os ya
mencicnados, ha demostrado que es el medio adecuado para una gran

variedad de especies, asi como para diferentes paries de una planta; esta

formula contiene macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, aminoacidos,

carbohidratos y reguladores, esenciales para el crecimiento ‘del tejido vegetal

(HURTADO y MERINO 1987).

2.8.3. Reguladores de crecimiento vegetal
HURTADO y MERINO (1987) indica que los reguladores del
crecimiento son compuestos organicos que en peqﬁeﬁas cantidades estimulan,

inhibén, o modifican de algiin modo cualquier proceso fisiologico en las plantas.

DEVLIN (1980) menciona que el desarrolio de ias plantas tanto en
crecimiento y diferenciacibn de o6rganos es regulado por la accion de
sustancias quimicas o reguladores del crecimiento, que activan o deprimen

determinados procesos fisiolégicos interactuando entre si.
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ROJAS y RAMIREZ (1975) sefiala que algunos reguladores
pueden ser estimulantes a bajas dosis o inhibitorias a dosis altas; e umbral

depende de especie de la planta. Todo esto dificulta la aplicacion de un criterio.

Las concentraciones aitas pueden producir anormalidades en {a
formacion de raices y necrosis de los tejidos, observaciones de

concentraciones aitas de auxinas atrofian el crecimiento de raices adventicias.

LEOPOLD y KRIEDEMANN (1977) mencionan que actuatmeﬁte se
reconocen cinco tipos basicos de sistemas quimicos de reguladores de
crecimiento vegetal, divididos en tres grupos principales:

a). Promotores del crecimiento: Auxinas, Citokininas y Giberelinas.
b). inhibidores del crecimiento: acido abscisico.

tr). Etileno.

PIERIK (,19§0)' indica queen-el cutivo' I Vitro de plantas
superiores, fos reguladores especiaimente las auxinas y citokininas, ju'é’gan', u,ﬁ
- papel muy importante. Se puede-decir que el cultivo ¥ Vitro es generalmente
imposibie sin reguladores. Si a un medio nutritivo 'se fe debe afiadir una auxina |
o una citokining, para conseguir ia.extension ylo la division celular, es- abgoﬁue‘

depende del ipo de explante y de la especie vegetal.
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' 2.8.4. Las suxines

BIDWELL (1979) manifiesta que el término auxina (del griego
auxein, incrementar), fue utiﬁza&o por primera vez por fritz Went, en Holanda
en 1920, quien efectué experimentos que probaron definitivamente la
existencia de una sustancia difusible que estimuila ef atargamiento celuiar, en {a
década de 1930 se conocié la estructura y la identidad de la auxina: et acido
indolacético. Las actividades de fas auxinas influyen tanto, estimulacién comb
inhibic’:ic’jh“‘ dét‘ crecimiento y la misma célula o estructura puede exhibir

respuesta opuesta dependiendo de {a concentracion.

ROCA y MROGINSKI (1991) indica que se sintetiza
principaimente en el apice del tallo y ramas jovenes, en tas yemas y hojas y en
general en los meristemos. Comprenden una gran familia de sustancias que
tienen en comun {a capacidad ‘de producir un ‘agrandamiento y alargamiento
celular, sin embargo se ha encontrado al mismo tiempo™ que promueven ‘la”

 division celular en e cuitivo de tejidos (ROJAS y RAMIREZ 1993).

BEAULIEU (1973) indica que existen numerosas sustancias
auxinicas pero tres han tomado gran importancia en lo que concierme al

enraizamiento:.

--El AlA (acido indolacético).

- EI AIB (4cido Indolbutirico).
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- EI ANA (acido naftalenacético).

El AIB (acido indolbutirico), en su forma sintética es considerado
como uno de los mejores productos para aumentar el enraizamiento en un gran
nuimero de especies; su actividad auxinica es débil y los sistemas de enzimas
destructoras de auxinas lo destruyen relativamente lento, resulta muy eficaz
como estimuianté de las raices, debido a que se desplaza muy poco y se
retiene cerca del sitio de aplicacion; su molécula es mas estable y menos
soluble, pasa menos rapido en los tejidos de la planta y permanece mas tiempo

en el punto de aplicacion, produce un sistema de raices mas fuertes y fibrosas.

HARTMANN y KESTER (1890) mencionan que el acido
indolbutirico ha sido identificado como un producto natural en la cascara de la
patata hace 40 anos, todavia es referido como una auxina sintética. Este acido
.es comunmente utilizado para promover la iniciacion radicular tanto /n Vitro

como Ex Vitro.

BEAULIEU (1973) manifiesta que el ANA (acido naftalenacético) es
de un empleo mas delicado, porque el margen entre el umbral de su actividad y
€l umbral de su toxicidad es muy pequefio; es mucho mas activo pero mucho
mas fitotéxico; ocasiona usuaimente el desarrollo de raices cortas y gruesas.
Deben evitarse !aé concentraciones excesivas con ANA por el peligro de
provocar dafios en las plantas; al usarlo en concentraciones muy altas tienden

a producir raices gruesas y atrofiadas.
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SERRANO y PINOLL {1991) indican que todas las formas de
crecimiento de la raiz inicial o en longitud, o en la forma de raices cortas y
gruesas, se desamrollan por un tratamiento hormonal apropiado. Muchas
especies requieren las auxinas mas fuertes como AIB o ANA para estimular la

formacion de raices.

BEAULIEU (1973) menciona que una mezcla de hormonas ha
tenido éxito donde, las hormonas empleadas solas no han dado mas que poco
o hingun resuitado; ANA y AIB, no tienen la misma accion sobre {a rizogénesis
y la causa radica en las prioridades secundarias de su moiécuia: facilidad de

penetracion y rapidez de conduccion dentro de la planta.

DELGADO y ROJAS (1999) mencionan que la utilizacion de
auxinas utilizadas en cultivo de tejidos es variable. Por lo general el ANA es

utilizado entre 1 — 10 mg/. Con un optimo de 2 mg/L.

DEVLIN {1980) sefiala que las bases fisiologicas para la iniciacion
de los primordios radiculares parecen estar correlacionados con el nivel de
auxina y otros constituyentes. En algunos casos se ha observado que
concentraciones relativamente altas de auxina podrian estar relacionadas con
deficiencias en la absorcion, trasporte o modo de acumulacion de la auxina o
un proceso rapido de cambios metabdlicos hacia compuestos no auxinicos

Hay evidencias substanciales que indican que la luz modifica los

niveles endogenos de las hormonas o alteran la sensibilidad de las células a
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éstas; el acido naftalenacético y el acido indolbutirico son completamente

activos en tejidos irradiados.

La auxina (ANA) causa la inhibicion del potencial caulogénico de

los meristemos a concentraciones altas (TREWARAS, 1991)
2.9. Cultivo In Vitro en lefiosas

DAQUINTA et al. (2005) manifiesta que se establecidé una
metodologia para la micropropagacion de la Teca (Tectona grandis .L) que

consiste:

- Realizar la desinfeccion, de los brotes epicormicos, con HgCl; a

0.25% durante 10 minutos.

- Implantar los apices de los brotes epicormicos en medio MS

suplementado con 0.5 mg/L de BAP.

- Utilizar el medio MS suplementado con 1 mg/l. de BAP para la
multiplicacion de segmentos provenientes de‘pléntulas obtenidas
de semillas y para los segmentos de arboles adultos, enriquecer

este medio con 0.5 mg/L de Kinetina.

- Realizar el enraizamiento directamente Ex Vitro, bajo condiciones
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Controladas, con polvos enraizadores a 1000 mg/l. de ANA y 1000

mg/L de AIB.

DAQUINTA et al. (2005) asimismo manifiesta que se establecié una
metodologia para la micropropagacion del Cedro (Cedrela odorata) y la Caocba
{(Swietenia macrophylla King) hibrida a partir de semillas de arboles

seleccionados, la cual consta de los siguientes pasos.

- Realizar {a desinfeccion de las semillas de cedro y caoba con HgCl;
a 0.25% durante 5 minutos.

- La multiplicacién de los brotes se realiza en medio de cultivo MS
Suplementado con 0.25 mg/L de BAP.

- El enraizamiento de los brotes se logré con 0.5mg/L de AIB.

TACORONTE et al. (2004) plante6 la propagacion en masa por
cultivo In Vitro de la Caoba (Swielenia macrophylla King) para elio cultivaron
segmentos nodales con un solo nudo, se extrajeron de plantulas de 4 semanas
obtenidas por germinacion /n Vitro en medio MS a la mitad de su fuerza idnica,
complementado con diferentes relaciones de acido naftalenacético (ANA) y 6-
benciladenina (BA), en un rango de 0-3 mg/L para ambas hormonas. Las
condiciones de cultivo fueron 25 °C, 16 h de luz y 40-45 pmoles. La superficie
de respuesfa resultante muestra un 6ptimo de alargamiento de yemas laterales
en una relacion 0,38 mg/l. de ANA y 1,94 mg/l. de BA. No hubo diferencias

significativas en los vastagos de caoba cultivados en los diferentes medios de
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enraizamiento estudiados. El mayor porcentaje de brotes (100%) y vastagos

{95,83) fue en la relacion 0 mg/L de ANAy 1,5 mg/ L BA.

SUAREZ et al. (2006) indican que utilizaron brotes axilares del
Roble (Tabebuia rosea) con el fin de producir masivamente clones de ésta
especie y establecer las mejores condiciones para la multiplicacion, se utilizo6 el
medio MS/2 de establecimiento, y 0.00, 2.22, 444, 8.88, 17.76 uyM de BAP con
0.00, 1.35, 2.69, 4.03 y 5.37 uyM de ANA en el enraizamiento In Vitro de los
brotes micropropagados, obteniendo la mejor tasa de muttiplicacién con 17.76
pM BAP mientras que el mayor enraizamiento ocurrio en presencia de 5.37 yM
ANA. El enraizamiento In Vitro fue necesario para la recuperacion de plantas
Ex Vitro donde se debe seguir trabajando para aumentar los porcentajes de

recuperacion mostrados.



3.1. Lugar de ejecucién

Este trabajo de investigacion se desarrolté en e laboratorio de
Microbiologia General de fa Facultad de Recursos Naturales Renovables de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva, Tingo Maria, Departamento de

Huanuco, entre los meses de Noviembre del 2006 a Mayo del 2007.

3.2. Obtencién de las muestras

{as muestras procesadas se obtuvieron a partir de individuos de
Croton lechleri Muell Arg, obtenidos de regeneracion natural en la zona de

Tulumayo, de los cuales se obtuvo 200 explantes.

3.2.1. Eleccién del explante

Para {a obtencion de yemas, los explantes se eligieron teniendo en
cuenta lo siguiente:
- libres de enfermedades o dafios por insectos.

- buenas caracteristicas fisicas.
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3.2.2. Extraccion

Una vez elegido el explante se procedié a su extraccion haciendo
un corte con una tijera curva estéril, luego se procedié a cortar pequefios
esquejes con una yema y colocados dentro de un frasco con suero fisiolégico y

se trasladaron al laboratorio.

3.2.3. Lavado

Una vez en el laboratorio se retiraron los esquejes del frasco y se

sumergieron en agua destilada estéril para enjuagarios.

3.3. Material en estudio

El material vegetal en estudio estuvo constituido por 144 yemas de

Croton lechleri Muell Arg, provenientes de los esquejes procesados.

3.4. Medio de cultivo

Se utilizo el medio Murashige & Skoog (MS) adicionado con
Sacarosa y Agar (Fitogel). La formulacion del medio esta especiﬁcado en el

Cuadro 1 del Anexo A se preparé como a continuacion se indica:
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El medio deshidratado contenido en sobres de aluminio de 4.4 g,

se vertieron en matraces de 1 litro de capacidad.

Se adicion6 20 g/l. de sacarosa y 6 g/l de agar (Fitogel).

Se agregaron 600 mL de agua destilada, poniendo esta solucién en
Termorregulador de Agua (Bafio Maria) para disolver, una vez

disuelto se agrego 400 mL de agua destilada.

Se prepararon 5 litros de medio de cultivo MS.

Se esterilizaron los medios en autoclave a 121°C a 15 libras por
pulgada cuadrada (15 psi) por 15 minutos, para posteriormente una
vez estériles adicionar 100 mg/l. de Ceftriaxona, 100 mg/L de
Ketoconazol y 50 mg/L de Benlate y dispensar 30 mL én tubos de

ensayo.

Los tubos de ensayo conteniendo el medio se colocaron en
gradillas de madera y guardados en la refrigeradora entre 4°C a

8°C.
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3.5. Preparacion de material

El material de vidrio como tubos y cajas petri, instrumentos y otros
implementos se esterilizaron en autoclave y posteriormente se llevaron a 120°C

por 20 minutos para el secado.
3.6. Etapa de desinfeccion
3.6.1. Operaciones previas

Se desinfecto la mesa y las paredes de la camara con etanol 70 %
igualmente se desinfects la parte externa de los recipientes que contienen los

medios de cultivo o el agua estéril, antes de introducirios en la camara.

Las manos y los antebrazos del operador se desinfectaron con
etanol 70%, al igual se utilizaron mascarillas y guantes para reducir la

contaminacion al operar dentro de la camara de aire estéril.

Las pinzas y el asa de siembra se sumergieron previamente en
etanol 70% y luego flameadas al mechero a gas; se utilizaron como soporte
para las disecciones de los esquejes placas petri de 60 x 200 mm

esterilizados.
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3.6.2. Proceso de desinfeccion

Para la eliminacion de residuos y de microorganismos

contaminantes presentes sobre las yemas que se procedio a la desinfeccion de

las mismas de la siguiente manera:

Se introdujeron las yemas en un recipiente conteniendo alcohol

etilico 70 % por espacio de 1 minuto.

Luego con la ayuda de una pinza recta dé 6", se llevaron los
explantes a recipientes con las siguientes concentraciones: 2%,
2.5%, 3 %, 3.5%, 4% y 5%, diferentes de hipoclorito de sodio y
de calcio adicionados con Tween 80 (1 mL a 2 mlL) "
considerando cuatro tiempos diferentes (5, 10, 15 y 20 minutos)

para cada concentracion utilizada.

Trascurrido los tiempos ensayados, los explantes se enjuagaron

por tres veces en agua destilada estéril.

Luego se depositaron en tubos de 20 x 200 mm conteniendo el

medio Murashige y Skoog (MS), adicionado con sacarosa

(20g/L) y agar (6g/L).

Todo el procedimiento se indica en el flujograma de la Figura 1.



YEMA SIN
, PRIMORDIOS
== | FOLIARES
DISECCION DE LAS ‘
______ YEMAS DE LOS
ESQUEJES
PROCESO DE
EXPLANTES ESQUEJES DESINFECCION
MUESTRAS
PLANTONES
EXPOSICION AL @
HIPOCLORITO
TRES ENJUAGUES EN )
AGUA DESTILADA &= &= EXPOSICION AL
ALCOHOL 70 %
SEMBRAR YEMAS
ENMEDIO MS GRADILLA CON TUBOS
CON MS SEMBRADOS CON
YEMAS DESINFECTADAS
Figura 1.

Flujograma del proceso de desinfeccion en la Fase | de la Micropropagacion de Croton lechleri Muell Arg.
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3.7. fase de Crecimiento
3.7.1. Preparacion de reguladores de crecimiento

Se prepararon en matraces de 500 mlL, soluciones madres
(Solucion Stock) de Acido Naftalenacético (ANA) y de Bencilaminopurina (BAP)
en concentraciones de 500 mg/250 ml cada una adicionados con KOH 1N y
HCl 1N respectivamente para ayudar a la disolucién de los reguladores de

crecimiento.

Se utilizaron diferentes volimenes para cada uno de las
concentraciones tomadas a partir de 1as soluciones shocks preparados (cuadro

2, anexo A)
3.7.2. Repique de los explantes

Una vez que los explantes superaron la fase de desinfeccion,
fueron repicados con ayuda de una pinza recta de 6" en tubos de ensayos 20 x
200 mm conteniendo el medio Murashige y Skoog mas sacarosa (20g/L) y agar
{6g/L) adicionado con las diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento, Acido Naftalenacético (ANA) y Bencilaminopurina (BAP),
sembrandose un explante por tubo con tres repeticiones por tratamiento

(Cuadro 4).
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Después de la siembra los tubos fueron sellados utilizando parafilm

para asegurar la esterilidad dentro del tubo.

Se colocaron las gradillas con los tubos sembrados en andamio
proveido con iluminacién (fluorescentes de 40 Waltts) considerando un foto
periodo de 16/8 (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad), un sistema de aire
acondicionado, con una humedad relfativa de 65 % y 24 °C.

Se evaluo el crecimiento de los explantes cada 72 horas.

3.8. Tratamientos del estudio

3.8.1. Fase de desinfeccion {Fase I):

- Desinfectantes: Factor (A)

- Hipoclorito de calcio +Tween 80%

- Hipoclorito de sodio +Tween 80%

- Concentraciones: Factor (B)

-Hipoclorito de calcio al 2%, 2.5%, 3 %, 3.5%, 4%, 5%

-Hipoclorito de sodio al 2%, 2.5%, 3 %, 3.5%, 4%, 5%

- Tiempos: Factor (C)

5, 10°, 15, 20’ minutos
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Los tratamientos de la asociacién de hipoclorito de calcio en

diferentes concentraciones y diferentes tiempos, fueron veinticuatro (cuadro 2)

Cuadro 2. Tratamientos a ensayar en la fase desinfeccion de explantes

con hipoclorito de calcio.

Tratamiento Clave

Descripcion

T
T2
T3
T4
T5

T6

T8
T9
T10
11
T12
T13

T14

aib1
a1lb2
a1b3
alb4
azb1
a2b2
a2b3
azb4
a3b1
a3b2
a3b3
a3b4
a4b1

a4b2

Hipoclorito de calcio 2%.
Hipoclorito de calcio 2%
Hipoclorito de calcio 2%
Hipociorito de calcio 2%
Hipoclorito de calcio 2.5%
Hipoclorito de calcio 2.5%
Hipoclorito de caicio 2.5%
Hipoclorito de calcio 2.5%
Hipoclorito de calcio 3%
Hipoclorito de calcio 3%
Hipoclorito de calcio 3%
Hipoclorito de calcio 3%
Hipoclorito de caicio 3.5%

Hipoclorito de calcio 3.5%

+ 5
+ 10’
+ 15’
+20
+5
+10’
+ 15’
+20°
+5
+10’
+15
+20
+5

+ 10’



45

T15 a4b3 Hipoclorito de calcio 3.5% + 15’
T16 a4b4 Hipoclorito de calcio 3.5% + 20’
T17 ab5b1 Hipoclorito de calcio4% + 5

T18 abb2 Hipoclorito de calcio 4% + 10’
T19 a5b3 Hipoclorito de calcio 4% + 15’
T20 a5b4 Hipoclorito de calcio 4% + 20
T21 a6b1 Hipoclorito de calcio 5% + 5’

T22 ~ abb2 Hipoclorito de calcio 5% + 10’
123 abb3 Hipociorito de calcio 5% + 15’
T24 abb4 Hipoclorito de calcio 5% + 20’

- Medio de cultivo: Murashige & Skoog (MS) 1962(4.4g/L)
- Otros agregados: 20g/ L de azacar, 06g/L de agar; pH: 5,8

Los tratamientos realizados para la prueba de desinfeccion con
hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones y diferentes tiempos de

exposicion, fueron veinticuatro (cuadro 3).
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Cuadro 3. Tratamientos a ensayar en la fase desinfeccion de explantes

con hipociorito de sodio.
Tratamiento Clave Descripcion

T1 alb1 Hipoclorito de sodio 2% + 5
T2 alb2 Hipoclorito de sodio 2% + 10’
T3 a1b3 Hipoclorito de sodio 2% + 15
T4 atb4 Hipoclorito de sodio 2% + 20’
TS azb1 Hipoclorito de sodio 2.5% + 5’
T6 a2b2 Hipoclorito de sodio 2.5% + 10’
17 a2b3 Hipoclorito de sodio 2.5% + 15’
T8 a2b4 Hipoclorito de sodio 2.5% + 20’
T9 a3b1 Hipoclorito de sodio3% +5’
T10 a3b2 Hipoclorito de sodio 3% + 10’
T11 a3b3 Hipoclorito de sodio 3% + 15’
T12 a3b4 Hipoclorito de sodio 3% + 20’
T13 adb1 Hipoclorito de sodio 3.5% + 5’
T14 a4b2 Hipoclorito de sodio 3.5% + 10’
T15 a4b3 Hipoclorito de sodio 3.5% + 15’
T16 a4b4 Hipoclorito de sodio 3.5% + 20’
T17 abb1 Hipoclorito de sodio 4% +5’
T18 abb2 Hipoclorito de sodio 4% + 10’

T19 a5b3 Hipoclorito de sodio 4%  + 15’



T20
T21
T22
T23

T24

abb4
a6b1
abb2
a6b3

atb4

Hipoclorito de sodio 4%
Hipoclorito de sodio 5%
Hipoclorito de sodio 5%
Hipoclorito de sodio 5%

Hipoclorito de sodio 5%

+20°
+ 5

+10
+ 15’

+20°
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- Medio de cuitivo: Murashige & Skoog (MS) 1962(4.4g/1)
- Otros agregados: 20g/ L de aztcar, 06g/L de agar; pH: 5,8

3.8.2. Fase de crecimiento (Fase li)

Se utilizaron Acido Naftalenacético (ANA) y Bencilaminopurina

(BAP) como reguladores de crecimiento en las siguientes concentraciones:

- Acido naftalenacético (ANA): Factor A

a1=0,1 mg/L

az= 0.4 mg/L

a3= 0.8 mg/L

a4=12 mg/L

- Bencilaminopurina (BAP): Factor B

b1=0,5mg/L

b2= 0,8 mg/L

b3= 1,1 mg/L

ba= 14 mg/L
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- Tratamientos en estudio

ta combinacion de las concentraciones de los factores antes

mencionados dio lugar a los tratamiéntos que se indican en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Tratamientos a ensayar en la fase de crecimiento

Tratamiento Clave ANA(A), BAP(B),

(mgiL) (mglL)
T alb1 0,1 + 0,5
T2 alb2 0,1 + 0.8
T3 a1b3 0,1 + 1,1
T4 alb4 0,1 + 1,4
15 a2b1 04 + 0.5
T6 a2b2 04 + 0.8
T7 a2b3 0.4 + 1.1
18 a2b4 0,4 + 1,4
T9 a3b1 0,8 + 0.5
T10 a3b2 0,8 + 0,8
T11 a3b3 0.8 + 1,1
T12 a3b4 0.8 + 1.4
T13 a4b1 1,2 + 0,5

T4 a4b2 1.2 + 0,8
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T15 a4b3 1,2 + 1.1
T16 adb4 1,2 + 14
1: Acido naftalenacético 2: Bencilaminopurina

- Medio de cuftivo: Murashige & Skoog (MS)
- Otros agregados: 20g/AL. de aztcar, 6g/L de agar; pH: 5,8

3.9. Diseiio experimental

El trabajo se adecué a un disefio completamente al azar, con
arreglo factorial 2A x 6B x 4C con 3 repeticiones por tratamiento para la fase
de desinfeccién (Fase 1), y arreglo factorial 4A x 4B con 3 repeticiones por

tratamiento para la fase de crecimiento (Fase II).



IV. RESULTADOS

4.1. Etapa de desinfeccion (i)

Luego del procesamiento de las yemas frente a la solucion
deshidratante y desinfectante se les trasladé a tres series de tubos con el

medio Murashige y Skoog (MS) (Cuadro 5).

De similar manera, las yemas desinfectadas en hipoclorito de sodio
(NaOCi) en seis diferentes concentraciones y cuatro distintos tiempos
sembradas en tres series de tubos conteniendo medio Murashige y Skoog,

dieron los resultados (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Resuiltado porcentual de yemas desinfectadas con hipoclorito de

calcio en los tratamientos aplicados.

Yemas % de Yemas

Tratamientos Descripcion Clave R1 R2 R3 Desinfectadas Desinfectadas

T1 2% +5 aibl 0 0 1 1 33.33%
T2 2% +10° ath2 1 0 O 1 33.33%
T3 2% +15 ath3 0 O 1 1 33.33%
T4 2% +20' athd 0 O 1 1 33.33%
T5 25%+5 a1 6 1 0 1 33.33%
T6 25%+10" a2b2 0 1 1 2 33.33%
17 25%+15 a2b3 0 1 1 2 66.67%
T8 25%+20 a2b4 0 1 1 2 66.67%
T9 3% +5 a3b1 1 0 1 2 66.67%
T10 3% +10° a3b2 0 1 1 2 66.67%
T11 3% +15 a33 0 1 1 2 66.67%
T12 3% +20° a3b4 0 1 1 2 66.67%
T13 35%+5 adbt 1 1 1 3 100%
T14 35%+10° adb2 1 1 1 3 100%
T15 35%+15' a4b3 1 1 1 3 100%
T16 35%+20° adbd 1 1 1 3 100%
T17 4% +5 a5t 1 1 1 3 100%
T18 4% +10 a502 1 1 1 3 100%
TI9 4% +15 a5b3 1 1 1 3 100%
T20 4% +20° a5b4 1 1 1 3 100%
T21 5% +5 ab6bl 1 1 1 3 100%
T22 5% +10° a6b2 1 1 1 3 100%
T23 5% +15' a6b3 1 1 1 3 100%

11 1 3 100%

T24 5% +20° abb4

a = concentraciones de hipoclorito de calcio b = tiempe de desinfeccion



Cuadro 6.
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Resuitado Porcentual de yemas desinfectadas con hipoclorito de

sodio en los tratamientos aplicados.

Yemas

% de Yemas

Tratamientos Descripcion Clave R1 R2 R3 Desinfectadas Desinfectadas

T1
T2
13
T4
15
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
718
T19
T20
T21
T22

T23

T24

2% +5%

2% +10'
2% +15
2% +20'
25%+5%5

2.5% + 10’
25% + 15
2.5% + 20'
3% +5

3% +10
3% +15
3% +20'
3.5% + 5

3.5% + 10
3.5% + 15
3.5% + 20’
4% +5

4% +10
4% +15
4% +20
5% +5

5% +10
5% +15'
5% +20'

aib1
a1lb2
a1b3
alb4
a2b1
a2b2
a2b3
a2b4
a3b1
a3b2
a3b3
a3b4d
adb1
a4b2
a4b3
adb4
a5b1
a5b2
abb3
abb4
abb1
abb2
abb3
abb4

0
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33.33%
33.33%
66.67%
66.67%
66.67%
66.67%
66.67%
66.67%
66.67%
66.67%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

a = concentraciones de hipoclorito de sodio b = tiempo de desinfeccion
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1.2. Ajuste estadistico de la etapa de desinfeccion

Del analisis de variancia para la variable desinfeccion se deduce
que existe significacion estadistica para el efecto de los quimicos, al igual que
para el efecto de concentraciones, sin embargo para el efecto tiempo y para
las interacciones quimico.concentracionestiempo no existe significacion

estadistica (Cuadro 7). Se calcul6 el coeficiente de variabilidad en 12.36%.

Cuadro 7. Analisis de varianza para la variable desinfectados

Fuente Gradosde Sumade Cuadrados F Sig
Libertad cuadrados medios

Quimico 1 1.021 1.021 11.66 *
Concentracion 5 22 604 4.52 51.66 *
Tiempo 3 0.563 0.188  2.143 NS
Quimico * Concen 5 1.104 2524 2524 NS
Quimico * Tiempo 3 0.062 0.021 0.238 NS
Concen * Tiempo 15 0.813 0.054 0.619 NS
Error 15 1.313 0.088  —— —_—

Total 47
]
NS = no significativo
* = significativo a un nivel de 5% de probabilidad
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La prueba segin Duncan (Cuadro 8) pemmite verificar que existen

diferencias estadisticas entre las concentraciones de desinfectantes, siendo las
concentraciones 5%, 4%, 3.5% que mejores efectos de desinfeccién causaron
en los explantes, superando estadisticamente a las concentraciones 3%,

2.5%,2%; que tuvieron menores efectos de desinfeccién.

Cuadro 8. Prueba de significacion de Duncan para el efecto principal de la

concentracion en la desinfeccion.

Concentracion Promedios Significacion

1 2 3 4

5% 3,00 a

4% 3,00 a

3.5% 3,00 a

3% 2,38 b

2.5% 1,75 c

2% 1,25 d

Con respecto a la prueba segin Duncan para el efecto principal
tiempo en la desinfeccién, se establecen que en los tiempos de desinfeccion,

no hay diferenciay el efecto de todos los tiempos son iguales (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Prueba de significacion de Duncan para el efecto principal del tiempo

en la desinfeccion.

Tiempo Promedios Significacion
1
5 225 a
10 2.33 a
15 2.50 a
20 250 a

El efecto de la accion del hipoclorito de calcio [Ca(OCl);] e
hipoclorito de sodio (NaOCI) a seis concentraciones y cuatro tiempos de

exposicion (Figura 2 y 3).
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Figura 2. Efecto de la desinfeccion con hipoclorito de calcio [Ca(OCl)2] a seis
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El crecimiento propagativo en callo se verficé luego del

procedimiento de repique en medio de Murashige y Skoog adicionado con

hormonas BAP y ANA, y con un fotoperiodo de 16/8 horas con una iluminacion

de 290 lux, para las tres series de recipientes de cultivo segun los tratamientos

realizados (Cuadro 10).

Cuadro 10. Diferenciacién morfologica en callos expresada en diametro

(mm) en {a etapa de crecimiento.

Diametro de callos en (mm)

Tratamientos Descripcion Clave Rep 1 Rep 2 Rep 3
T1  01+05 albi 029 033 0.31
T2 01+08 atb2 0.18 021 0.19
T3 01+11 atb3 036 021 0.29
T4 01+12 atha 039 033 0.28
T5 04+05 a2b1 019 022 0.20
T6 04+08 a2b2 028 0.47 0.32
T7 04+11 a2b3 036 053 0.76
T8 04+12 a2bd 047 052 0.42
T9 08+05 a3bl 023 025 0.22

T10 08+0.8 a3b2 028 030 0.29
T11 08+11 a3b3 122 088 0.97
T12 08+12 a3b4 032 029 0.45
T13 12+05 adb1l 061 063 0.62
T14 12+08 a4b2 106 0.94 1.00
T15 12+11 adb3 085 1.05 0.97
T16 12+12 adb4 075 068 0.53

a = concentraciones de acido naftalenacético. b = concentraciones de bencilaminopurina.
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Del analisis de variancia para la variable diametro de yemas, se

deduce que existe significacion estadistica para el efecto de concentraciones
del bencilaminopurina (BAP), para el efecto de las concentraciones de acido
naftalenacético (ANA), asi como para la interaccion BAP x ANA existe
significacion estadistica. Se encontré un coeficiente de variabilidad de 10.6%

(Cuadro 11).

Cuadro 11. Analisis de varianza para fa variable diametro de yemas.

Fuente Grados de  Suma de Cuadrados F Significacion

Libertad Cuadrados Medios

ANA 3 2.116 0.705 229.24 *
BAP 3 0.711 0.237 77.029 *
BAP*ANA 9 1.154 0.128 41.678 *
Error 32 0.098 0.003

Total 47 4.142

* = significativo a un nivel de 5% de probabilidad
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De la misma manera existen diferencias estadisticas entre las
concentraciones de 4acido naftalenacético (ANA) (Cuadro 12) siendo la
concentracion [1.2] la que mejor efecto causoé en el crecimiento en diametro de
las yemas, en promedio, superando estadisticamente a las concentraciones
[0.8],[0.1],[0.4], mientras que la concentracion [0.4] es el que obtuvo menor

diametros de yemas en promedio.

Cuadro 12. Prueba de significacion de Duncan para el efecto principal de

concentraciones del acido naftalenacético {ANA) correspondiente al

diametro de yemas.
Concentracion Promedios Significacién
1 2 3 4
[1.2] 0.855 a
[0.8] 0.486 b
[0.1] 0.424 c
[0.4] 0.280 d

e R R I T R R R R R R O R R I BB ImN————
-~ ——/— — ———— — — ]
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Con los resultados de la prueba segin Duncan anotadas existen
diferencias estadisticas entre las concentraciones de bencilaminopurina (BAP),
siendo la concentracion [1.1] el que mejor efecto caus6 en el diametro de las
yemas en promedio, superando estadisticamente a las concentraciones
[1.4],{0.8],[0.5], mientras que la concentracién {0.5] es el que obtuvo menor

diametros de yemas en promedio (Cuadro 13).

Cuadro 13. Prueba de significacion de Duncan para el efecto principal de

concentraciones de bencilaminopurina (BAP) correspondiente al

diametro de yemas.
Concentracion Promedios Significacion
1 2 3 4
[1.1] 0.672 a
{1.4] 0.555 b
[0.8] 0.498 c
[0.5] 0.336 d

El efecto de la interaccion de las dosis de bencilaminopurina (BAP) con
el acido naftalenacético (ANA) sobre el diametro del crecimiento en promedio

de las yemas (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la interaccion de las dosis de bencilaminopurina (BAP) con

el acido naftalenacético (ANA) sobre el diametro de las yemas.



V..DISCUSION -
5.1. Fase de desinfeccion

Los resultados registrados muestran ':que la accibn de las
concentraciones de hipoclorito de calcio [Ca(OCl)2] e hipoclorito de sodio
(NaOCl) fue variada, posiblemente debido a que la especie en estudio es
lefiosa y asimismo al tipo de microorganismos adsorbidos en ella (Cuadro 5y
5), lo expresado concuerda con lo indicado por DOMINGEZ (1986) quién
manifiesta que las mayores dificultades en lo referente a desinfeccion han sido
afrontados con material vegetal de este tipo de especies, demostrando que la
manera en que los desinfectantes ejercen sus actividades microbicidas, varian
con el tipo de componente o compuesto, y por las caracteristicas morfoldgicas,
‘cqlturales y metabdlicas de los microorganismos lo tanto es. importante
encontrar el equilibrio entre la concentracion-tiempo de accion del desinfectante
sobre los microorganismos contaminantes con el efecto fitotéxico que pueda
ejercer sobre el explante, es decir el objetivo es alcanzar una maxima
esterilizacion con maxima supervivencia de los tejidos, tal como lo consideran

DELGADO y ROJAS (1999).



Estadisticamente en el analisis de varianza (ANVA) se puede
confirmar que fa desinfeccion de yemas presentaron diferentes
comportamientos frente a los quimicos, segin lo discutido en el parrafo anterior

(Cuadro 7).

Las concentraciones 5%, 4% y 3.5% fueron las que presentaron el
mayor efecto de desinfeccion y ademas, estadisticamente iguales (Cuadro 8).
Los resuitados obtenidos se asemejan a lo reportado por GONZALES (1989)
quién manifiesta que las yemas de Eucalypius globulus fueron desinfectados
con una solucion de hipoclorito de calcio al 3.5 % adicionando Tween 80%
durante 10 minutos. Asimismo existe similitud con lo reportado SUAREZ et al.
(2006), quienes en la produccion de clones a partir de brotes del roble
colombiano o tahuéri (Tabebuia rosea) desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 4% durante 10 minutos. iguaimente, Bhojwani y Razdan (1990) citado por
DELGADO y ROJAS (1999), indican que se puede utilizar al hipoclorito de
sodio en una concentracion de 0.5 — 5 % por 5 a 30 minutos, y asimismo a

hipoclorito de calcio en una concentracion de 5 — 10 % por el mismo tiempo.

Refiriendonos a los tiempos de exposicion utilizados en la
desinfeccion, los resultados manifiestan que estos estarian en relacion al
incremento del nivel de concentracion de los quimicos (Figuras 1y 2 ),que Ic;s
tratamientos 20, 15 y 10 minutos presentan mayor numero de desinfeccién de

yemas en fas concentraciones 5%, 4% y 3.5%, de hipoclorito de caicio y sodio,
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mientras que en 5 minutos de exposicion la desinfeccion fue menor, tanto en
las diferentes concentraciones de hipoclorito de calcio y sodio, sin ser
estadisticamente inferior por ser pequefia la diferencia, no obstante los
tiempos de exposicion en los cuales se incrementé la desinfeccion no son

significativos (Cuadro 7) siendo todos estadisticamente iguales (Cuadro 9).
5.2. Fase de crecimiento

Segtn los resultados de esta etapa, ios diferentes comportamientos
observados en el crecimiento de fas yemas a tejido indiferenciado (callo), han
estado influenciados por el efecto individual de acido naftalenacético (ANA) y
de bencilaminopurina (BAP) como también de la interaccion de ambos
reguladores de crecimiento, siendo estas combinaciones responsables del

crecimiento estadisticamente diferentes (Cuadro 11).

La utilizacion de las hormonas y su efecto sobre el desarrollo o
produccion de tejido vegetal se fundamenta en lo argumentado por HURTADO
y MERINO (1987), quienes indican que los reguladores del crecimiento son
compuestos organicos que en pequenas cantidades estimulan, inhiben o
modifican de algin modo cualquier proceso ﬁsidlégico en los vegetales.
Asimismo DEVLIN (1980) menciona que el desarrollo de los vegetales tanto en
crecimiento y diferenciacion de organos es regulado por la accion de
reguladores del crecimiento, que_activan o deprimen determinados procesos

fisiolégicos interactuando entre si.
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Con respecto a la obtencion sélo de callos y pequefios brotes
debemos considerar que la proliferacion precoz de tejidos o morfogénesis, que
no es mas que la iniciacion de la forma del tejido en crecimiento y esta
fundamentado en procesos moleculares, bioquimicas y fisiologicos que
permiten la aparicion de nuevas estructuras organizadas, y que puede sufrir
una ligera inactivacion en el transcurso de la diferenciacion que podria incluso
anular la totipotencia celular (HALPERIN 1986), en la ruta alternativa de la
organogénesis que conduce a la diferenciacién de meristemos caulinares y/o
radiculares, por lo que el tejido meristematico al no encontrar los reguladores

especificos de crecimiento no formaria callos o se inactivaria irreversiblemente.

Si discutimos respecto al efecto de las hormonas utilizadas
independientemente una de la otra, los resultados ajustados estadisticamente
segin Duncan (Cuadro 12) sefialan que las dosis de acido naftalenacético
(ANA) presentaron diferentes comportamientos, sin embargo ia concentracion |
1.2 mg/L fue la que facilité el mayor diametro de crecimiento en promedio. Al
(especto BIDWELL (1979) argumenta que fas actividades de las éuxinas
influyen tanto .en'- la estimulacion como inhibicion del crecimiento y la misma
célula o estructura puede exhibir respuesta opuesta dependiendo de la
concentracion, generalmente una simple adicion de auxina constituye un
estimulo homonal suficiente para induccion de callo, esta seria la causante de
la inhibicion del potencial caulogénico de los meristemos debido a las

concentraciones.
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En nuestra investigacion se utilizaron concentraciones moderadas
del regulador de crecimiento ANA, coincidiendo con BEAULIEU (1973) quién
indica que deben evitarse las concentraciones excesivas de ANA ya que
pueden provocar dafios en los vegetales al usarlos en concentraciones muy
altas y generaimente tienden atrofiarse; y asimismo coincidimos con
TREWARAS (1991) quién reporté que la auxina seria la causante de la
inhibicion del potencial caulogénico de los meristemos debido a las
concentraciones altas. Por lo general el acido naftalenacético (ANA) es
utilizado entre 1 — 10 mg /L con un optimo de 2mg / L, segin lo declarado por
DELGADO y ROJAS (1999), encontrandose nuestro resuitado (1.2 mg/L de

ANA) dentro de este rango.

Refiriéndonos a la micropropagacion de especies forestales,
aunque no de {a familia de la especie de nuestro trabajo, podemos mencionar a
TACORONTE et al. (2004), quienes plantearon la propagacion en masa por
cultivo In Vitro de caoba (Swietenia macrophylla) utilizando segmentos nodales
con un solo nudo, obteniendo un o6ptimo crecimiento de yemas laterales con
una concentracion de 0.38 mg/L. de ANA, mientras que en el presente trabajo
fue totaimente diferente ya que {a concentracion 0.4 mg/L fue el que obtuvo un
menor crecimiento de yemas, tal hallazgo es compatible con lo indicado por
ROJAS y RAMIREZ (1975) en el sentido de que algunos reguladores pueden

ser estimulantes a bajas dosis o inhibidores a dosis altas, en tal caso la dosis
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adecuada depende de la especie, dificultando esto {a aplicacion de un criterio

absoluto.

La concentracion 1.img/. de fa citocinina sintética
bencilaminopurina (BAP) fue la que facilitd un mayor diametro del crecimiento
en promedio de yemas, tal como se puede obsérvar en los fesultados validados
estadisticamente segin Duncan (Cuadro 13). Al respecto, ROCHA y NIELLA
(2005) manifiestan que para la micropropagacion de la especie Tectona grandis
(teca) se debe utilizar una concentraciéon de 0.5 mg/L de bencilaminopurina
(BAP) en medio Murashige & Skoog, asi como para la multiplicacion de la
misma uha coricentracion de 1 mg /L de BAP; en la presente investigacion los
valores fueron totalmente opuestos ya que con la cqncentraci()n 0.5 mg /L de
BAP se obtuvo el mas bajo crecimiento en promedio de diametro,

corroborandose nuevamente lo mencionado por ROJAS y RAMIREZ (1975).

La utilizacion de los reguladores de crecimiento en combinacion
esta basado en lo manifestado por PIERIK (1990) quién indica que en el cultivo
In Vitro de vegetales superiores, los reguladores especialmente las auxinas y
citocininas, juegan un papel muy importante, considerando que el cultivo /n
Vitro es generalmente imposible sin reguladores, y ademas que si a un medio
nutritivo se le debe afiadir una auxina o una citocinina, para conseguir la
extension y/o la division celular, es algo que depende del tipo de explante y de

la especie vegetal.
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En nuestra investigacion, considerando la sinergia de los
reguladores de crecimiento empleados, podemos observar que los resultados
de la interaccion de acido naftalenacético (ANA) y bencilaminopurina (BAP)
A presentaron significacion estadistica, comroborandose graficamente con la
Figura 4 que muestra fa concentracion 1.2 mg /L. de ANA con 0.8 de BAP

como el tratamiento que mostré mayor diametro del crecimiento promedio.

Al considerar que nuestra hipotesis de trabajo no fue contrastada,
no significa la imposibilidad de la realizacion de este tipo de trabajos con la
especie en estudio, muy por el contrario los resultados por primera vez
esgrimidos de esta especie forestal ain no procesada para su
micropropagacion sefaian el principio del cultivo de tejidos y de la investigacion
biotecnolégica de ella en nuestro medio, y en este sentido DELGADO y ROJAS
(1999), fundamentan que las técnicas de cultivos de tejidos /n Vitro implican
una gran cantidad de variables, algunos de los cuales son aln desconocidas y
es por eso que a veces los resultados que fueron alcanzados fécilmente en un

laboratorio, no son reproducibles en otro.
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Vi. CONCLUSIONES

A partir 3.5 % de ambos hipocloritos y 5 minutos de exposiciéon se

obtiene 100 % de desinfeccion para ambos quimicos.

El acido naftalenacético (ANA) a concentracion de 1.2 mg/lL e
independientemente la concentracién 1.1 mg /L de bencilaminopurina
(BAP) fueron las concentraciones que facilitaron el mayor diametro del

crecimiento.

Los tratamientos 11, 14 y 15, en la fase de crecimiento fueron los que
permitieron mayor incremento del diametro en promedio de yemas a

diferencia de los otros tratamientos.

Se determina un nuevo régimen protocolar de desinfeccion especifico
para sangre de grado (Crofon lechleri Muell Arg) y asimismo los pasos
iniciales para la proliferacion en fase de crecimiento del cuitivo /n Vitro

de la misma especie.



Vii. RECOMENDACIONES

. La concentracion 4% de hipoclorito de sodio (NaOCI) o calcio [Ca(OCl)2]
con 15 minutos de exposicion por representar los valores medios de
desinfeccion de yemas de sangre de grado (Crofon lechleri Muell Arg),

podrian utilizarse en los protocolos de desinfeccion en nuevos estudios.

. Continuar con los estudios de la micropropagacion /n Vitro de tejidos de
esta especie, utilizando diferentes tipos de explantes, medios de cultivos

y reguladores de crecimiento.

. Aumentar el nimero de tratamientos considerando otras combinaciones

de los reguladores de crecimiento, vitaminas y sustancias nutritivas.

. Probar explantes (microestacas) provenientes de semillas germinadas

en condiciones asépticas.

. Evaluar los efectos de iluminacion en la camara de incubacion.



Viil. ABSTRACT

Growing interest exists of the medicinal use of diverse vegetable
species, among them Cirofon lechleri Muell Arg., unfortunately this species is
being threatened in their natural survival by the increment use intensive,
becoming imperative to establish micropropagation methodologies In Vitro that
increase its number and to face the gfowing demand of the market, avoiding the

deterioration of its natural ecosystems.

New protocol methodology settled down for the disinfection stage (1)
specific for Croton lechleri Muell Arg., starting from buds using sodium
hypochlorite and calcium hypochiorite to concentrations of 2%, 2.5%, 3%, 3.5%,
4% (weight) and 5% for 5, 10, 15 and 20 minutes of exhibition, being pointed
out statistically significant (p<0.05) the resulit that 3.5% and for 5 minutes both

allow hundred disinfection percent.

in the preliminary study of the stage of growth (il), 0.1, 0.4, 0.8 and
1.2 mg/L of naphthaleneacetic acid (NAA) and 0.5, 0.8, 1.1 and 1.4 mg/L of |
bencylaminepurine (BAP) in combination were used, settling down that the
synergy 0.8 mg/L. NAA-1.1 mg/L BAP and 1.2 mg/L NAA-0.8 mg/L. BAP and 1.2
mg/L. NAA-1.1 mg/L. BAP favored the proliferation of small buds in the biggest

diameter.
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ANEXO



Anexo A

Cuadro1. Medio Murashigue Skoog (MS) (1962).

Macronutrientes mg/L
NH4sNO; 1650
KNO; 1900
CaCL,.2H,0 440
KH2PO4 : 170
MgS04.7H0 _ 370

Micronutrientes

Kl 0.83
H3BO; 6.30
MnS04.4H,0 22.3
ZnS0,.4H0 8.60
Na;MoQO,. 2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl. 6H0 , 0.025
Na2EDTA 37.00
FeS0,. 7H;0 | 27.00
Vitaminas

Mio — inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Pirodixina — HCI 05
Tiamina — HCI 0.1

Glicina 2.0



Cuadro 2. Concetraciones de reguladores de crecimiento.

ANA BAP
Tratamientos  mg. (sol.Madre.mL) mg .(sol. Madre. mL)
T [0.1] (0.15) [0.5] (0.75)
T2 [0.1](0.15) [0.8] (1.2)
T3 [0.1] (0.15) [1.11 (1.65)
T4 [0.1] (0.15) [1.4](2.1)
T5 [0.4](0.6) [0.5] (0.75)
T6  [0.4](0.6) [0.8] (1.2)
T7 [0.4] (0.6) [1.1] (1.65)
T8 [0.4] (0.,6) [1.4] (2.1)
T9 [0.8] (1.2) [0.5] (0.75)
T10 [0.8] (1.2) [0.8] (1.2)
T11 [0.8] (1.2) [1,1] (1.62)
T12 [0.8] (1.2) [1.4] (2.1)
T13 [1.2](1.8) [0.5] (0.75)
T14 [1.2](1.8) [0.8] (1.2)
T15 [1.21(1.8) [1.1](1.65)
716 [1.2] (1.8) [1.4] (2.1)




_Anexo B

Figura 1. Material con las sustancias utilizadas en la fase de desinfeccién

Figura 2. Traslado de las yemas elegidas a placa Petri con alcohol 70 %



Figura 3. Yemas elegidas en la placa Petri con alcohol 70 % al terminar
tiempo de exposicion.

Figura 4. Traslado de las yemas tratadas con alcohol a placa Petri con
hipoclorito.



Figura 5. Traslado de las yemas tratadas con hipoclorito a recipientes de
enjuague.

Figura 6. Depdsito de yemas desinfectadas en tubos conteniendo medio MS.



Figura 7. Vista de una yema desinfectada colocada en medio MS contenido en
tubo.

Figura 8. Medios de MS en tubos sembrados con yemas tratadas en la fase de
desinfeccioén (l).



Figura 9. Repique de las yemas desinfectadas en tubos conteniendo medio MS
para la fase de crecimiento (11).
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Figura 10. Tubos con Medio MS adicionados con hormonas ANA y BAP
sembrados con yemas desinfectadas en la fase de crecimiento (li).



Figura 12. Desarrollo de callo sobre medio MS adicionado con hormonas ANA
y BAP.



Figura 13. Desarrolio de callo sobre medio MS adicionado con hormonas ANA
y BAP. '

Figura 14. Proliferacion de brotes sobre medio MS adicionado con hormonas
ANA y BAP.



Figura 15. Proliferacion de brote sobre medio MS adicionado con hormonas
ANA 'y BAP.

Figura 16. Proliferacion de brote sobre medio MS adicionado con hormonas
ANA 'y BAP.



