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RESUMEN

El género Fuchsia es extremadamente diverso, 22 especies se han registrado en los
bosques andinos y subparamos, 12 especies endémicas del Ecuador entre las cuales estan
Fuchsia pilaloensis y F. hybrida; la primera, distribuida en las provincias de Bolivar y
Cotopaxi, se encuentra en peligro de extincion, siendo clasificada como vulnerable en la
lista roja de especies endémicas, por la UICN. Mientras que F. hybrida esta distribuida en

el callejon interandino y en las estribaciones occidentales y orientales.

El proposito de la presente investigacion fue establecer un protocolo de regeneracion in
vitro y aclimatacion para Fuchsia pilaloensis y Fuchsia hybrida a partir de sus brotes,
para su conservacion. Se evaluaron tres tratamientos de desinfeccion, siendo el tercer
protocolo (T3) el 6ptimo, donde se aplicaron fungicidas (Carbendazim y Benomil 2g.1Y),
bactericidas (Ampicilina y Solucion de lodo 1ml.I™%), Hipoclorito de Sodio al 3%,
alcohol al 70%, y tween 20. Para los dos primeros tratamientos evaluados se obtuvieron
altos porcentajes de contaminacion, mientras que para el Gltimo protocolo (T3), la
contaminacion disminuy6 considerablemente hasta 1% de contaminacion fangica y 0%
para contaminacién bacteriana. Para el cultivo in vitro se ensayaron cinco medios de
cultivo que fueron: Knudson (T1), Knudson “C” (T2), Phytamax (T3), Woody Plants
Medium (T4) y Woody Plants Medium (WPM)+ Auxinas (ANA 0,5mg/l) (T5), se
evaluaron variables como: porcentaje de formacién de callos, en donde T4 presenté el
porcentaje mas alto, con 33,33% de explantes con callos, en Fuchsia pilaloensis;
mientras que F. hybrida no form¢ callos. La longitud del tallo para F. hybrida fue de
7,42cm, mientras que para F. pilaloensis fue de 1,5cm en T4; el porcentaje de
enraizamiento de F. hybrida, fue del 100% para los tratamientos T1, T2, T3 y T4.
Mientras que para F. pilaloensis fue del 7,5% en T1. Con los datos obtenidos, se
determiné que el medio WPM (T4) fue éptimo para el crecimiento de Fuchsia hybrida.
Debido a la presencia de microorganismos endofitos y su elevada mortalidad en F.
pilaloensis, no se selecciond ningln medio in vitro y no paso a la fase de aclimatacion. Se
realizd la adaptacion de F. hybrida en dos sustratos, determinandose S1 (Turba+
cascarilla) y S2 (Musgo+ piedra pémez + tierra) como Optimos para su aclimatacion,

presentando un 87% de sobrevivencia para ambos tratamientos.

Palabras claves: Regeneracion, in vitro, Aclimatacion, Fuchsia pilaloensis, Fuchsia

hybrida, Conservacion.



ABSTRACT

The genus Fuchsia is extremely diverse, 22 species have been recorded in the Andean
forests and sub badlands, 12 endemic species which Fuchsia pilaloensis, and F. hybrida,
the first is endemic to Ecuador and is in danger of extinction, being classified as
vulnerable on the UICN Red List of endemic species by IUCN, and is distributed in the
provinces of Bolivar and Cotopaxi. While F. hybrida is distributed in the Inter Andean

foothills, and both Western and Eastern.

The purpose of the research was to establish a protocol for in vitro regeneration and
acclimatization for Fuchsia pilaloensis and Fuchsia hybrida to preserve them, from their
buds, which was developed in the laboratory of Biotechnology in the Salesian
Polytechnic University. We evaluated three disinfection treatments, the third protocol
(T3) the optimum for disinfection, which were applied fungicides (Carbendazim vy
Benomil 2g.I""), bactericides (Ampicilina y Solucion de lodo 1mlLI™%), sodium
hypochlorite 3%, alcohol 70%, and Tween 20. The results were a high percentage of
contamination for the first two treatments evaluated, while for the latter protocol,
pollution sharply decreased to 1% and 0% fungal contamination to bacterial

contamination.

For in vitro cultivation were used 5 mediums which were: Knudson (T1), Knudson "C"
(T2), Phytamax (T3), Woody Plants Medium (T4) and Woody Plants Medium (WPM) +
auxin (NAA 0.5 mg / I) (T5), and were valued variables such as percentage of callus
formation, where T4 showed the highest percentage, with 33.33% of explants with callus
in Fuchsia pilaloensis, as F. hybrida not form calluses. Stem length for F. hybrida was
7.42 cm, while for F. pilaloensis was 1.5 cm, the rooting percentage of F. hybrida, was
100% for T1, T2, T3 and T4. While for F. pilaloensis was 7.5% in T1. With the data
obtained, was determined that the medium WPM (T4) is optimal for the growth of
Fuchsia hybrida. F. pilaloensis due to the presence of endophytes microorganisms and
high mortality, above 50% in all medium, the latter not passed to the acclimatization
phase. In addition, we performed adaptation of F. hybrida in two substrates, determining
S1 (peat + husk) and S2 (Moss + pumice + earth) as optimal for acclimatization, showing

an 87% survival for both treatments.

Keywords: Regeneration, in vitro, Acclimation, Fuchsia pilaloensis, Fuchsia hybrida,

Conservation.



INTRODUCCION

La familia Onagraceae estd constituida por alrededor de 17 generos y méas de 675
especies a nivel mundial, especialmente en las regiones templadas o subtropicales,
principalmente del Nuevo Mundo, siendo abundantes en el Oeste de EE.UU, Centro y
Sudameérica. En el Ecuador la familia Onagraceae, posee alrededor de 53 especies, de
las cuales 13 son endémicas, que representa un porcentaje de endemismo del 24.5%
(anexo 1) (Leon-Yanez, 1995). Entre los géneros pertenecientes a esta familia se
destacan: Fuchsia, Oenothera, Circacea, Epilobium, Ludwigra, Boisduvallia,
Gayophytum, Stenosiphon, Calylophus, Xylonagra, Camissonia, Hauya, Chamerion,
Hemifuchsia, Heterogaura, Clarkia, Zauschneria, Gongylocarpus, Lopezia,
Eucharidium, Gaura (UNNE, 2011 y Smithsonian Nacional Museum of Natural
History, 2011). El género Fuchsia consta de 30 especies, de las cuales 12 son
endémicas, con una distribucion altitudinal entre 1000 a 4000msnm, ubicandose en
todo el callejon interandino; sin embargo, estas son desconocidas en el pais, pese a su

enorme potencial ornamental (Sierra, 1999).

Fuchsia pilaloensis y F. hybrida cumplen un rol central en la ecologia altoandina,
constituyendo el habitat de muchas especies de plantas y animales, lo que permite
regular la escorrentia, controlar los procesos erosivos, aumentar el aporte hidrico
mediante la condensacion de neblina en sus hojas, proteger las cuencas, la calidad de
los suelos y del agua, razén por la cual, la pérdida de estos bosques generaria un gran
impacto al ambiente y a la biodiversidad. La conversion de areas selvéticas en suelos
productivos, la tala indiscriminada de los bosques, la contaminacion ambiental, la
construccidén de carreteras conlleva a la pérdida de la biodiversidad de estas especies,
por la disminucion de la humedad relativa, factor importante para el desarrollo del
género (Arkive, 2010).

Debido a la importancia que tienen ambas especies de Fuchsia en el ecosistema, la
presente investigacion se basa en el establecimiento de un protocolo de regeneracion
in vitro y aclimatacion para Fuchsia pilaloensis y Fuchsia hybrida para su
conservacion. El cultivo in vitro es un método de propagacién de plantas, que se
realiza en laboratorio, en condiciones estériles. Para introducir especies en cultivo in

vitro, se toma en consideracion criterios como: especies que presentan problemas para

1



ser regeneradas in vivo, es decir, bajo porcentaje de germinacion (F. hybrida);
especies que tienen valor comercial (F. hybrida como ornamental) y especies lefiosas
en peligro de extincidn, cuyo objetivo sea su conservacion (F. pilaloensis) (Estopa,
2005).

No existen estudios previos sobre F. pilaloensis en in vitro; sin embargo Chavez
(2000), realiz6 un estudio para F. hybrida sobre propagacion in vitro en el medio
WPM, en base a ello, y a diversos estudios realizados para plantas lefiosas, la presente
investigacion se baso en seleccionar un método de desinfeccidn 6ptimo para brotes de
Fuchsia pilaloensis y Fuchsia hybrida, mediante la evaluacion de tres protocolos, con
la finalidad de establecer explantes libres de microorganismos in vitro.

La desinfeccion de los explantes de Fuchsia pilaloensis y F. hybrida fue superficial,
consistio en lavar los explantes, adicionar etanol al 70% por 1 minuto, hipoclorito de
sodio (0,5 a 3% de cloro) més tensoactivos para favorecer su penetracién y actividad,
como Tween 20 o Tween 80 al 1%.

La fase de introduccion consistié en la evaluacion de explantes de F. pilaloensis y F.
hybrida, en cinco medios de cultivo, que fueron: Woody Plant Medium (WPM),
Woody Plant Medium con auxinas (WPM+ aux 0,5- 1mg/I™), Knudson, Knudson “C”
y Phytamax.

Segun Flores (2009) y Gilsanz (2007), para la fase de aclimatacion de F. pilaloensis y
F. hybrida se extrajeron los explantes de los tubos de ensayo, y se lavaron las raices
para eliminar residuos de medio de cultivo, posteriormente, fueron colocados en dos

mezclas de sustratos: S1 (Turba + cascarilla) y S2 (Musgo+ piedra pomez+ tierra).



CAPITULO |
1.1. Justificaciéon

La familia Onagraceae comprende de un conjunto de plantas herbaceas bianuales,
que constituyen alrededor de 650 especies. El género Fuchsia, perteneciente a dicha
familia, consta de 100 a 110 especies, distribuidas en América y Oceania, en las
zonas montafiosas desde México hasta Tierra del Fuego, en Nueva Zelanda y Tahiti.
En el Ecuador estan representadas unas 30 especies andinas; distribuidas entre los
1000 msnm hasta los 4000 msnm (Caranqui, 2008).

El género Fuchsia es extremadamente diverso, 22 especies se han registrado en los
bosques andinos y subparamos (Ulloa, 2008), 12 especies endémicas entre las cuales
estd F. pilaloensis, que es desconocida en el Ecuador, pese a su enorme potencial
ornamental (Caranqui, 2008), y especies como Fuchsia hybrida, originaria de
América Central y Sudamérica. Fuchsia pilaloensis, es endémica del Ecuador y se
encuentra en peligro de extincion, siendo clasificada como vulnerable en la lista roja
de especies endémicas, por la UICN (Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza); se encuentra distribuida en las provincias de Bolivar y Cotopaxi.
Mientras que F. hybrida es una planta, distribuida en el callejon interandino y las
estribaciones tanto occidentales y orientales (Caranqui, 2008).

Los lugares donde se desarrolla la especie F. pilaloensis y F. hybrida cumplen un rol
central en la ecologia altoandina, constituyendo el habitat de muchas especies de
plantas y animales, lo que permite regular la escorrentia’, controlar los procesos
erosivos, aumentar el aporte hidrico mediante la condensacion de neblina en sus
hojas, proteger las cuencas, la calidad de los suelos y del agua, razon por la pérdida
de estos bosques generaria un gran impacto al ambiente y a la biodiversidad. La
conversion de areas selvaticas en suelos productivos, la tala indiscriminada de los
bosques, la contaminacién ambiental, la construccion de carreteras conlleva a la
pérdida de la biodiversidad de las especies, por la disminucion de la humedad

relativa, factor importante para el desarrollo del género (Arkive, 2010).

! Término geoldgico de la hidrologia, que hace referencia a la lamina de agua que circula sobre la
superficie en una cuenca de drenaje, es decir la altura en milimetros del agua de lluvia escurrida y
extendida.
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La presente investigacion evaluard el empleo de tres diferentes protocolos de
desinfeccion, medios de cultivo y técnica de cultivo in vitro, para producir plantas
completas de F. pilaloensis y F. hybrida libres de enfermedades, que seran adaptadas

a sustratos para su conservacion.

1.2. Hipdtesis

F. pilaloensis y F. hybrida crecen en medios para cultivo in vitro y se aclimatan en
campo para ser conservadas.

1.2.1. Hipdtesis Alternativa (Ha)

Una de las dos especies de Fuchsia (F. pilaloensis o F. hybrida) crecerdn en medios

para cultivo in vitro y se aclimataran en campo para ser conservadas.
1.2.2. Hipétesis Nula (Ho)

Ninguna de las especies de Fuchsia (F. pilaloensis o F. hybrida) creceran en medios

para cultivo in vitro y ni se aclimataran en campo para ser conservadas.
1.3. Objetivos
Objetivo General

Establecer un protocolo de regeneracion in vitro y aclimatacion para Fuchsia
pilaloensis y Fuchsia hybrida para su conservacion.

Objetivos Especificos

- Seleccionar un método de desinfeccion dptimo para brotes de Fuchsia pilaloensis
y Fuchsia hybrida, mediante la evaluacién de tres protocolos, con la finalidad de

establecer explantes libres de microorganismos in vitro.

- Determinar el medio Optimo para el establecimiento in vitro de Fuchsia pilaloensis
y F. hybrida en las fases de introduccion y elongacion, mediante la evaluacion de

cinco medios.

- Establecer el sustrato optimo para la aclimatacion de F. pilaloensis y F. hybrida,

mediante la evaluacién de dos mezclas de sustratos.



CAPITULO 1
2. MARCO TEORICO
2.1. Familia Onagraceae

Seguln la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE, 2011) y Smithsonian Nacional
Museum of Natural History (2011), la familia Onagraceae comprende 700 especies
de plantas anuales esparcidas en todo el mundo. Se caracterizan por ser plantas
dicotileddneas, dialipétalas, son principalmente hierbas, pero también hay arbustos y
arboles.

Géneros: Comprende unos 17 géneros; los mas importantes son: Fuchsia, Oenothera,
Circacea, Epilobium, Ludwigra, Boisduvallia, Gayophytum, Stenosiphon,
Calylophus, Xylonagra, Camissonia, Hauya, Chamerion, Hemifuchsia, Heterogaura,
Clarkia, Zauschneria, Gongylocarpus, Lopezia, Eucharidium, Gaura (UNNE, 2011 y

Smithsonian Nacional Museum of Natural History, 2011).
Caracteristicas de la familia:

Las hojas son simples, alternas u opuestas, sin estipulas, el tallo es generalmente
herbéceo, sin embargo también existen especies lefiosas como las especies del género
Fuchsia. Las flores son regulares, generalmente en racimos o solitarias; el caliz con 4
sépalos libres, la corola con 4 pétalos libres, 8 estambres, el ovario es infero y estigma

cuadrilobulado. El fruto es generalmente una cépsula (Patzelt, 2004).
2.1.1. Importanciay Distribucion Geografica
Importancia

Segiin UNNE (2011) y Alvarez (2011), diversas especies de Clarkia y Oenothera se
cultivan como ornamentales en jardines, mientras algunos del género Fuchsia se
cultivan como arbustos de interior. Especies de Ludwigia se cultivan como acuaticas
en invernaderos. Fuchsia boliviana posee flores muy vistosas, que se agrupan en
racimos pendulares de color rojo, por lo que es muy utilizada como ornamental,
ademas sus frutos pueden comerse frescos, ya que son dulces, agradables y aptos para

la elaboracion de mermeladas.



Distribucion Geografica

Segln la Universidad Nacional del Nordeste (2011), la familia Onagraceae esta
constituida por alrededor de 17 géneros y mas de 675 especies a nivel mundial,
especialmente en las regiones templadas o subtropicales, principalmente del Nuevo
Mundo, siendo abundantes en el Oeste de EE.UU. Muchas especies se cultivan con
fines ornamentales (F. hybrida), s6lo Fuchsia tiene una distribucion altitudinal entre
los 1000 a 4000msnm ubicandose en todo el callejon interandino, especialmente en
remanentes de bosgues pie montanos hasta montano alto, ademas se puede encontrar
en las estribaciones tanto de la cordillera occidental como la oriental. Se le puede
observar en filo de carreteras entre mezclados con especies como Bomarea multiflora,
Centropogon spp, Brachyotum ledifolium, principalmente, y depende del éarea

geografica para que estén entre mezclados con otras especies (Sierra, 1999).
2.1.2. Géneros de Onagraceae en Ecuador

En el Ecuador existe alrededor de 273 familias reportadas, de las cuales 254 son
nativas. El mayor nimero de especies se encuentra en las Orchidaceae, seguido de las
Asteraceae, Melastomataceae, Rubiaceae, Poaceae, Bromeliaceae, Piperaceae,
Araceae, Solanaceae y Dryopteridaceae, Mientras que la familia Onagraceae, posee
alrededor de 53 especies, de las cuales 13 son endémicas, con una porcentaje de
endemismo de 24.5% (anexo 1) (Ledn-Yanez, 1995).

Segun Ulloa (2008) y Gentry (1993), la familia Onagraceae en Ecuador constituye
principalmente hierbas y arbustos, distribuidos en las regiones templada y tropical;

consta de 53 generos y 675 especies; de los cuales 4 géneros nativos y 45 especies.

En el Ecuador el género Fuchsia consta de 30 especies, de las cuales 12 son
endémicas, sin embargo, estas son desconocidas en el pais, pese a su enorme
potencial ornamental, lo lamentable es que varias especies de Fuchsia cuyo uso es

ornamental pero estés son introducidas (Caranqui, 2008).
2.1.3. Especies de Fuchsia en Ecuador

Segun Berry (1982), el género Fuchsia corresponde a arbustos, pequefios arboles y
trepadores. Posee hojas opuestas, alternas o verticiladas, enteras o aserradas,



nervacion pinnada; estipulas pequefias, usualmente caducas. Inflorescencia
paniculada o flores solitarias axilares. Flores bisexuales, rojas, anaranjadas o rosadas;
hipanto® prolongado sobre el ovario; 4 sépalos lobulados, pétalos 4 o ausentes;
estambres 8; ovario infero, 4-carpelos, numerosos Ovulos en placentas axilar

parietales, estilo filiforme y estigma -lobulado. Fruto una baya.

Segln Caranqui (2008) y Ulloa (1995), el género Fuchsia consta de 100 especies
distribuidas en las zonas montafiosas desde Meéxico hasta Tierra del Fuego, en Nueva
Zelanda y Tahiti. En el Ecuador estan representadas unas 30 especies andinas; muy
pocas se distribuyen a 1000 msnm. El género es extremadamente diverso y se
encuentra hasta los subparamos; 22 especies se han registrado en los bosques andinos
y subparamos: Fuchsia ampliata, F. ayavacensis, F. boliviana, F. cinerea, F.
corollata, F. dependens, F. glaberrima, F. harlingii, F. lehmannii, F. loxensis, F.
macrostigma, F. orientalis, F. pallescens, F. pilaloensis, F. polyantha, F.
scabriuscula, F. scherffiana, F. sessilifolia, F. steyermarkii, F. sylvatica y F.

vulcanica. Fuchsia hybrida y F. magellanica son cultivadas por sus vistosas flores.
2.1.3.1. Fuchsia hybrida

Segun Hidalgo (2009), Caranqui (2008) y Pereira (2007), el nombre cientifico es
“Fuchsia hybrida” (Cuadro 1) en América es mas popular como Aretillo y en Europa
como Fuchsia, Pendientes de la reina y Fuchsia hybrida. Su origen es Centro y
Sudamérica y pertenece a la familia Onagraceae. Es un arbusto caducifolio. La
mayoria de las especies de Fuchsia son arbustos de 0.2-4m de talla, las hojas de
Fuchsia son opuestas en grupos de 3-5, lanceoladas simples, con el borde dentado de
1-25cm de longitud, y hoja perenne. Posee diversos colores: las hay con caliz desde
blanco a fucsia intenso. Las flores son colgantes, de pedunculos largos que las hacen
mirar hacia abajo. El caliz es cilindrico, con cuatro I6bulos y corola de cuatro pétalos.
Tienen forma de pendientes, tienen cuatro sépalos alargados y estrechos, y cuatro
pétalos cortos y anchos; en muchas especies los sépalos son de color rojo brillante, y
los pétalos de color pdrpura (combinacion de colores que atrae a los colibries que las
polinizan), pero los colores pueden variar de blanco a rojo oscuro, azul parpura, y

naranja. Unas pocas especies tienen tonos amarillos.

2 Es el receptaculo concavo de las flores con ovario infero sobre el cual aparentemente nacen el céliz,
la corola y los estambres.
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El fruto en baya pequefia (5-25mm) rojo-verdosa oscura a rojo intensa, es comestible
y presenta numerosas semillas pequefias en su interior. Es una especie que tolera las
bajas temperaturas y la media sombra. Prefiere los ambientes humedos, el suelo muy

drenado, con tendencia acida.

Cuadro 1: Descripcion taxonémica de Fuchsia hybrida

Reino Plantae

Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Mortales
Familia Onagraceae
Nombre Cientifico Fuchsia hybrida
Descriptor Charles Plumier

Fuente: Caranqui, 2008.

Cuadro 2: Descripcion taxonémica de Fuchsia pilaloensis.

Reino Plantae

Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Mortales

Familia Onagraceae
Nombre Cientifico Fuchsia pilaloensis
Descriptor P.E. Berry

Fuente: UICN, 1997.
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Cuadro 3: Informacion de la evolucién, distribucion geografica, habitat y ecologia,

amenazas Yy acciones de conservacion de F. pilaloensis.

Informacion de la Evaluacion

Categoria de

la lista rojay | Vulnerable D2
criterios
Afode = o504
publicacion
Asesor Ledn-Yanez, S. & Pitman, N.
: Valencia, R., Pitman, N., Ledn-Yénez, S. & Jgrgensen, PM
Publicador

(Plantas Ecuador Autoridad de la Lista Roja)

Justificacion

Fuchsia pilaloensis es endémica de los Andes
ecuatorianos. Conocida por una sola poblacion. Descrito como
localmente rara®. Clasificada en peligro por la Lista Roja de 1997
de Plantas Amenazadas®. La destruccion del hébitat es la Gnica
amenaza conocida

Historia 1997- En peligro (Walter y Gillet 1998)
Distribucion Geografica
Descripcion Endémic_a de Los_ Andes ecuatc_)[ianos _(en, la _pr,ovincia dfe
rango ’ Cotopaxi). Se localiza en la poblacion de Pilalé- Pujili- Cotopaxi,
a lo largo de la carretera Latacunga-Quevedo.
Paises Nativo: Ecuador
Habitat y Ecologia
Arbusto que se encuentra en el bosque alto andino (2,000-
Habitat y 3,500m). Ademés de ser epifita® es lefiosa y desarrolla tallos
Ecologia trepadores.
Sistema Terrestre y aéreo
Amenazas
Causa de la Destruccidn del habitat.
Amenaza
Acciones de conservacion
Acciones de

conservacion

No se sabe si se encuentra como area protegida de Ecuador

Fuente: UICN, 1997.

Descripcion Botanica de Fuchsia pilaloensis segun P. Berry (1982)

F. pilaloensis es un arbusto que se encuentra en el bosque alto andino/nublado
(2,000-3,500msnm). El tallo es lefioso, mide 4m de largo, posee una raiz pivotante

(predomina una raiz principal que se ramifica en raices secundarias), las hojas son

% P. Moreno, com. Pers.
* Walter y Gillett, 1998
® Berry 1982.



alternas, opuestas, membranosa, estrechamente ovadas, 40-120mm de longitud, 25-
54cm de ancho, a menudo desiguales a cada lado del margen, apice acuminado, base
aguda a redondeada, poseen vellosidades a lo largo de los nervios y margenes;
margen dentado, venas secundarias 6-9 en cada lado de la vena central. Peciolos
pubescentes, 15-38mm de largo, las flores son colgantes de largos célices, de color
rosado de 15-22cm de largo; poseen ovario cilindrico de 5-7cm de largo, 2cm de
ancho; los sépalos blanquecino a rosado palido, anteras oblongas, amarillas, 3-4cm de
largo, 2.5-3cm de ancho, estilo de color rosa palido, el fruto en baya de 5-25mm, es

de color rojo. Epoca de floracion corresponde desde Junio a Octubre.
2.2. Especies en extincion

Debido a la gran variedad de ambientes altitudinales y ecoldgicos en las diversas
regiones del Ecuador, la flora es extremadamente diversa y rica. Esta variabilidad, se
debe a que al ecosistema tropical se afiade el efecto de la cordillera de los Andes, que
crea fajas o pisos altitudinales, que a su vez dan lugar a la més variada gama de

climas, ecologias y formaciones vegetales (Jaramillo, 2011).

Aungue ain no se ha estudiado en profundidad, se ha calculado que existen entre
22.000 y 25.000 especies de plantas, de las cuales mas de 2.000 corresponden a
especies arbdreas y mas de 3.000 son orquideas. La diversidad es tal que en algunas
regiones de la selva himeda ecuatoriana se han encontrado mas de 200 especies de
arboles por hectarea, casi 10 veces mas que los mas ricos bosques templados de
Norteamérica (ESPOL, 2010).

La tasa de endemismo es muy alta por la gran cantidad de barreras geogréaficas que
han favorecido la aparicion de especies de distribucién restringida. Se ha elaborado
una lista de 40 especies prioritarias de conservacion entre las que se encuentran el
maiz, la zanahoria blanca, achira, yuca, miso, jicama, mani de arbol, achogcha,

especies del género Fuchsia y varios frutos nativos (Alvarez, 2011).

Segun Vargas y Gonzalez (2011), Pabdon y Sanchez (2010), Zamudio (2005), Pefafiel
(2003) y la Unién Mundial para la Naturaleza (2000), el Ecuador es uno de los paises
con mayor riqueza en flora silvestre, pero muchos de ellos estan en un serio peligro

por factores como:
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1. La destruccién de los bosques naturales, entre los que constan, los manglares, los
bosques tropicales, los bosques secos de la costa y la vegetacion de la region
interandina. Los manglares han servido desde la época prehispanica para la
extraccion de madera, la obtencién de la lefia o carbdn; pero desgraciadamente en
la actualidad el manglar es destruido para crear piscinas camaroneras, lo que
motiva constantes protestas por parte de las comunidades vecinas a los manglares,
ya gue estos bosques representan fuente de alimentacion y negocio por abundancia
de peces, moluscos y crustaceos. Los bosques tropicales, de una gran extension de
la costa, han sido sometidos a una enorme explotacion maderera, y reemplazados
por tierras agricolas, o se han convertido en terrenos desérticos. Los bosques de la
Amazonia y los bosques de las estribaciones andinas han sido, en parte,
deforestados para dar paso a tierras para pasto y agricultura, lo mismo sucedié con

los bosques interandinos.

2. La sobreexplotacion de plantas, como la extraccién de madera ha causado una gran
disminucion de vegetacion y la pérdida de muchisimos animales. Muchas especies

vegetales y animales se encuentran en proceso de extincion.

3. La contaminacion del agua, suelo y aire, con toda clase de degradantes como
plaguicidas, fertilizantes, productos agroindustriales de desecho, productos de la

actividad petrolera, ha provocado un deterioro de la biodiversidad.

Existe una gran lista que enumera los cientos de especies amenazadas y que estan
catalogadas como en peligro critico®, en peligro’ y vulnerables®, por la Lista Roja de
la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN, 1997).

2.2.1. Especies endémicas y su importancia en el ecosistema

Se considera que una especie es endémica cuando se conoce Unicamente de un solo
lugar, ya sea pais o region, y no existe en ningln otro. A medida que se avanza en el
conocimiento de la biodiversidad, especies que eran consideradas endémicas dejan de
serlo en el momento en que se encuentran en otro pais o region (Instituto Nacional de
Biodiversidad Costa Rica, 2010).

® Enfrenta un riesgo extremadamente alto de extincién en estado silvestre.

" Todos los miembros vivos de dicho taxén estan en peligro de desaparecer.

® Presenta una alta probabilidad de convertirse en "Especie en peligro de extincion”
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La mayoria de las especies nativas del Ecuador también existen en otros paises como
Colombia y Peri o pueden alcanzar Centroamérica o Bolivia, o incluso otros
continentes. Pero aproximadamente una de cada cuatro especies ecuatorianas es
endémica, es decir, se encuentra exclusivamente en el Ecuador. Actualmente se
conocen 4.143 especies endémicas (27% de las 15.306 registradas). Se estima que de
cada dos especies nuevas que se descubren en el pais, una resulta ser endémica. Con
frecuencia el numero de estas puede disminuir si se encuentran en zonas aun
inexploradas de otros paises (especialmente en los paises vecinos) o puede aumentar
si se encuentran nuevas endémicas en areas inexploradas del Ecuador (Vargas y
Gonzalez, 2011).

En cuanto a regiones naturales, la mas diversa es la regién andina, a pesar de que ha
sido la més deforestada del pais. De cada 100 especies ecuatorianas 64 son andinas.
Muchas se encuentran compartidas entre las regiones; asi, por ejemplo, en la Costa se
encuentran 1.956 especies que alcanzan estribaciones de los Andes hasta la Sierray a
su vez, en la Amazonia existen 1.803 especies también crecen en la Sierra
(Zamudio, 2005).

Segin Alvarez (2011) y Pérez (2011), la importancia de conservar las especies
endémicas radica precisamente en que su representacion esta limitada al lugar que
habitan, y en que su desaparicion significaria la pérdida de una parte singular de la
biodiversidad. Las areas ricas en endemismos y especialmente si son pequefias en
extension, son las mas importantes para la conservacion, pues la pérdida de estas
areas traeria consigo la extincion de un gran nimero de especies. Simplemente, una
especie endémica extinguida no podra ser recuperada nunca mas, con lo que eso
significa en cuanto al estudio de la biologia evolutiva, a la pérdida de diversidad
genética, a las posibles conexiones de caracter tréfico y a los beneficios que el

hombre puede obtener de ella.
2.2.2. Especies en peligro de extincién en el Ecuador

La primera vez que las plantas fueron incluidas en la Lista Roja de la UICN (Unién
Mundial para la Naturaleza) fue durante 1997. Ese afio, las cifras revelaron que cerca
de 380 especies se habian extinguido en estado silvestre y casi 370 fueron

consideradas como amenazadas. Sin embargo, sélo era una primera aproximacion, ya
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que esta lista incluy6 solamente plantas vasculares (helechos, coniferas y plantas que
producen flores). Segun la Lista Roja 2007 de la UICN, de las 12.043 plantas
clasificadas, 8.447 estan consideradas como especies amenazadas. En sectores como
América Central y del Sur, Africa Central y Occidental y el Sudeste Asiatico, los

organismos vegetales endémicos estan declinando a una velocidad inesperada.
2.3. Propagacion de Fuchsia

Segun Banda (1998), en el estudio “Arbustos Ornamentales; Fuchsia;
propagacion vegetativa; propagacion por esqueje; micropropagacion; cultivo in
Vvitro; enraizamiento; esquejes; reguladores de crecimiento; medio de cultivo”, se
han hecho ensayos en el Campus Experimental San Bernardo y los laboratorios de
cultivo de tejidos de la Universidad Santo Tomas. En lo referente al cultivo in vitro se
evaluaron distintos medios de cultivo (agar base, MS, MS 1/2, WPM, WPM 1/2) (ver
anexo 2 y 3) en las cuatro estaciones del afio (invierno, primavera, verano u otofio)
con adicion de distintos reguladores de crecimiento (ANA, AIB, BAP, Zea y AG3).
Todos los medios fueron gelificados con agar en una concentracion de 6g/L™ y el pH
fue ajustado a 5,8 con KOH previa esterilizacion en autoclave. Finalmente, los
medios de cultivos fueron mantenidos en una cdmara de crecimiento a una
temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 16 horas luz, suministrado por tubos

fluorescentes.

Los resultados se analizaron estadisticamente por medio del analisis de varianza, y las
diferencias entre los promedios fueron establecidas mediante la prueba de rango
multiple de Duncan con un nivel de significacion del 5%, utilizando 3 repeticiones
para cada tratamiento. En cultivo in vitro utilizando el medio MS 1/2 se obtuvo un
84% de microestacas enraizadas durante el invierno, en primavera un 20%, en verano
1% y durante el otofio un 40%. Con los otros medios probados (MS, WPM, WPM 1/2
y agar base) no se obtuvo respuesta. Tampoco se observo una respuesta frente al uso
de reguladores de crecimiento, pero encontrandose un efecto del pH con valor 5,
aumentando el numero de microestacas enraizadas (45% de enraizamiento) durante el
otofio, lo que indicaria que este factor es de importancia para futuras investigaciones.
De acuerdo a los antecedentes, se postuldo que uno de los principales factores que
influye en la capacidad regenerativa de la especie son las condiciones climaticas y la

influencia del pH del suelo de la planta original o planta madre.
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2.4. Cultivo de tejidos

Segln Riviero (2011), Suérez (2011) y Olmos et al. (2005), el descubrimiento de la
totipotencia® de las células vegetales y la posibilidad de desarrollar plantas normales y
completas a partir de diferentes explantes, ha derivado en diferentes estrategias para
la conservacion de germoplasma utilizando el cultivo de tejidos. Para ello se
requieren condiciones especificas referidas al medio del cultivo, relaciones
hormonales, temperatura, fotoperiodo (luz), etc. Periodicamente se debe hacer cambio
de medios de cultivo (refrescamiento) después de cada divisién para suministrar
constantemente condiciones nutricionales Optimas. La tasa de multiplicacion es muy
importante en términos de eficiencia, como en el nimero de explantes, la rapidez en
el crecimiento en brotes formados a partir del explante inicial. La desdiferenciacion
consiste en la transformacion y pérdida de las caracteristicas de especializacion de un
tipo celular para dar lugar a células de tipo meristemético’®. El siguiente paso
involucrado en la regeneracion de una planta es la redifereciacion de las células
previamente desdiferenciadas. Todo proceso de diferenciacion estd regulado por el
balance entre diferentes tipos de reguladores del crecimiento, fundamentalmente de
auxinas y citocininas. EI mantenimiento de los recursos fitogenéticos™* mediante los
métodos de cultivo in vitro se logra generando cambios en el ambiente de cultivo que
permita desacelerar el crecimiento de las células y los tejidos, con esto se pretende
aumentar el periodo de transferencia del cultivo. Este método cubre un amplio
espectro de técnicas que implican el cultivo bajo condiciones de asepsia, de 6rganos o
fragmentos de 6rganos (meristemas, semillas, embriones sométicos?, embriones
cigoticos™®, hojas, tallos, raices, yemas, polen, anteras, callos** o protoplastos), en un
medio de cultivo artificial definido, bajo condiciones ambientales controladas. El
cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro, es una técnica de produccion en
condiciones totalmente asepticas, en la que a partir de un pequefio segmento inicial de

tejido es posible regenerar en poco tiempo miles y millones de plantas genéticamente

° Es la capacidad de regeneracion de una planta entera a partir de una célula o grupo de células.
% Son células morfolégicamente indiferenciadas, pero especializadas en la funcién de dividirse
ordenadamente.
! Material hereditario con valor econémico, cientifico o social contenido en las especies.
12 Formacién de un embrién a partir de una célula somatica, sin la necesidad de la fusién de gametos
3 Formacién de un embrién a partir de una células haploides para en lo posterior pasar a semilla
¥ Acumulacién de células sin diferenciacion.
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iguales a la planta madre cuando a este tejido le es aplicado un estimulo por medio de
variables fisicas o quimicas controladas en un medio de cultivo (Segretin, 2006).

Para introducir especies en cultivo in vitro, se toma en consideracion criterios como:
especies que presentan problemas para ser regeneradas in vivo, es decir, bajo
porcentaje de germinacion (Pelargonium peltatum); especies que tienen valor
comercial (llex aquifolium y F. hybrida como ornamental); especies lefiosas en
peligro de extincion y cuyo objetivo sea su conservacion (F. pilaloensis)
(Estopa, 2005).

Existen especies lefiosas de interés agricola en especial las especies fruticolas como la
pera, la manzana, el mango, los citricos y especies lefiosas forestales como el
eucalipto, coniferas, la teca, especies de Fuchsia, entre otras. Tradicionalmente, las
especies forestales fueron propagadas vegetativamente mediante el enraizamiento de
estacas. Sin embargo, para la mayoria de los arboles propagados por estacas se
observa una rapida pérdida de capacidad de rizogénesis al aumentar la edad de la
planta donante de las estacas (Jaramillo, 2008). La primera especie lefiosa regenerada
mediante el cultivo de tejidos fue Populus tremuloides a partir de callos; la primera
gimnosperma fue Pinus palustris a partir de embriones; hasta la fecha 57 especies
maderables a partir de las cuales se han podido regenerar plantas completas in vitro
(Mroginski, 1991).

En los dltimos afios ha nacido el interés por especies lefiosas amenazadas o en via de
extincion, un claro ejemplo es la especie del género Fuchsia como es el caso de F.
pilaloensis, cuya propagacion mediante técnicas de cultivo in vitro, no ha se realizado
ni estudiado a profundidad, mientras que en el caso de F. hybrida se han realizado
ensayos de cultivo in vitro, obteniendo yemas axilares (Kevers et al., 1983 y Marin,
1997).

2.4.1. Medios de cultivo

Los componentes de los medios de cultivo han sido objeto de estudio; se agrupan en
cinco clases de compuestos: a) macro y microelementos; b) fuentes de carbono,
generalmente sacarosa; c) vitaminas; d) nitrogeno reducido, y e) reguladores de

crecimiento. El regulador de crecimiento mas importante para la formacién de brotes
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es la cinetina; sin embargo, las auxinas en bajas concentraciones son efectivas en

algunas especies (Riviero, 2011 y Mroginski, 1991).

Segun Cardenas (2011), Lozano (2011), Ponce et al. (2009), Chinchilla (2008),
Matos-Escudero (2007), Cadavid (2006), Mufidz (2006), Jorge (2005) y Gonzales et
al. (2003), los medios basales mas empleados en todas las especies, son el MS
formulado por Murashige & Skoog (1962), diluido a la mitad o a un cuarto de su
formulacion original o el Woody Plant Medium (WPM), formulado por Lloyd &
McCown (1981). Los cultivos in vitro no son autotrofos por lo que es necesario
agregar una fuente de carbono, asi la sacarosa al 2% a 5% es el azucar utilizado, se
puede utilizar también glucosa o fructosa. Los reguladores de crecimiento mas
utilizados son el Acido Naftalenacético (ANA) y la Benciladenina (BA). También
han sido efectivas auxinas como el Acido Indolbutirico (IBA) y el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y citocininas como la 2- Isopentil Amino Purina (2iP),
Cinetina (CIN), Zeatina (2Z) y Tidiazuron (TDZ).

En general, los cultivos se incuban a 27+2° C con 16 horas de fotoperiodo e

intensidades luminicas moderadas (Olmos, 2005).
2.4.1.1. Composicion de los Medios de Cultivo

Segln Lozano (2011), Segretin (2006), Olmos et al. (2005) y Erston (1998), el
contenido quimico del medio de cultivo debe satisfacer las necesidades para
garantizar el crecimiento de la planta, estos componentes estan clasificados en macro
y micronutrientes ademas de fitohormonas, vitaminas, agente gelificante y fuentes de

carbono.

Macroelementos.- Los macroelementos subdividen en: primarios que los constituyen

el Nitrogeno, Fosforo y Potasio; secundarios Azufre, Calcio y Magnesio.
Microelementos.- Boro, Zinc, Manganeso, Cobre, Molibdeno, Hierro, Cloro.

Vitaminas.- Las vitaminas son compuestos organicos necesarios para la realizacion
del metabolismo normal de ciertos organismos vivos, asemejandose a las enzimas u
hormonas que el organismo necesita en cantidades relativamente minimas para su

normal crecimiento y desarrollo. Las vitaminas como Tiamina (B1), Biotina, Acido
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Nicotinico, Piridoxina, Glicina, Mioinositol, participan en la nutricion y la
asimilacion, aumentando la cantidad de protoplasma, pero no afectan a la estructura

de la planta.

Agente gelificante.- Uno de los mejores agentes gelificantes de que se dispone para
realizar cultivos in vitro de tejidos vegetales es el agar, también conocido como agar-
agar. Los gelificantes deben cumplir con los siguientes requisitos: no ser asimilado
por el explante, lo que haria que al consumirse el medio retornase a su estadio
liquido, no interferir en la absorcion de los nutrientes del medio de cultivo, y
permanecer estable durante el tiempo de cultivo. En los medios semisélidos se
adiciona agar (0.6% a 1.0%), uno de los agentes gelificantes usados en cultivo in vitro
es phytagel. Los explantes cultivados en medios con phytagel absorben los nutrientes
con mucha facilidad, lo que permite un crecimiento mas rapido, sin embargo la
velocidad de absorcion puede ser excesiva, no pudiendo incorporarse a sus estructuras
y compuestos sino que quedarian en solucién dentro del explante, causando el
problema conocido tipicamente como hiperhidricidad, frecuente en cultivos de tipo

lefioso.

Reguladores de crecimiento.- Son compuestos organicos de bajo peso molecular
que coordinan el crecimiento y desarrollo de las plantas. En algunos casos no son
necesarios, pero en otros casos se debe afiadir al medio sustancias reguladoras de
crecimiento como auxinas. Segun la Universidad Politécnica de Valencia (2003), se

clasifican en: Auxinas, Citoquinina, Giberelinas, Acido abscisico y Etileno.
v Auxinas

Las auxinas generalmente producen elongacion celular, expansion de los tejidos,
division celular (formacion del callo), formacion de raices adventicias, inhibicién de
la formacion de vastagos axilares, adventicios y frecuentemente embriogénesis en los
cultivos en suspension (Serrani, 2008). En cuanto al mecanismo de accion de las
auxinas, se conoce que ellas aumentan la plasticidad de la pared celular, lo que

permite la expansion de la célula (Abel, 1996).

La elongacién inducida por auxinas se inicia al unirse esta hormona al receptor,
probablemente localizado en la cara externa de la membrana plasmatica, lo que

desencadena una cascada de eventos que determinan la secrecion de protones por la
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célula. Como resultado de esta acidificacion, se activan proteinas que rompen los
enlaces cruzados entre las moléculas de celulosa y permiten la elongacion cuando
aumenta la presion de turgencia. Durante este proceso se han detectado cambios en
las concentraciones del trifosfato de inositol y del calcio idnico citoplasmatico, los
que actuarian como segundos mensajeros (Cleland, 1995). Las principales auxinas
son: Acido Indolacético (AIA), la misma que se afiade en concentraciones de 0.01-
10mg.I", y 2,4-D, ANA, e IBA que se utilizan en concentraciones 0.001-10mg.I™
(Olmos et al., 2005).

v’ Citoquininas

Son hormonas vegetales naturales que estimulan la division celular en tejidos no
meristematicos. Son producidas en las zonas de crecimiento, como los meristemas en
la punta de las raices. Las mayores concentraciones de citogquininas se encuentran en
embriones y frutas jovenes en desarrollo. La presencia de altos niveles de
citoquininas puede facilitar su habilidad de actuar como una fuente demandante de
nutrientes. Las citoquininas también se forman en las raices y son translocadas a
través del xilema hasta el brote. Sin embargo, cuando los compuestos se encuentran
en las hojas son relativamente inmdviles. Se encuentran en forma natural y sintética,
las més conocidas son: zeatina, kinetina y 6- bencilaminopurina (BAP) (Lagoultte,
2009 y Lluna, 2006).

v' Giberelinas

Son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en las puntas de las raices y
en semillas en desarrollo. Sus funciones principales son: incrementar la tasa de
division celular (mitosis), regular los procesos del crecimiento y desarrollo como la
germinacion de semillas, la elongacion de tallos, desarrollar raices y floracion,
actuando sinérgicamente con las auxinas. Ademas de ser encontradas en el floema, las
giberelinas tambien han sido aisladas de exudados del xilema, lo que sugiere un
movimiento bidireccional de la molecula en la planta. ElI acido giberélico es la
hormona mas conocida de esta clase de compuestos Acido Giberélico (GA)
(Contreras, 2001).
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v Acido Abscisico

Esta fitohormona tiene funcion antagonica a otras hormonas; es inhibidora del
crecimiento de la plantula, la germinacion de las semillas, estimula la senescencia de
las hojas, el ABA (Acido Abcisico) es importante en la aclimatacion de las plantas a
condiciones de sequia, frio y salinidad, y en el desarrollo de la latencia e inhibicion de
la germinacion de semillas; regula el balance de agua en plantas en condiciones de
estres: con el cierre estomatico y con la manutencion de absorcién de agua por la raiz

(Roncancio, 2009 y Universidad Politécnica de Valencia, 2003).

v’ Etileno
Es una fitohormona que estimula el crecimiento transverso en las células de la planta;
estimula la maduracion de los frutos, el envejecimiento de las flores e inhibe el

crecimiento de las semillas (Saavedra, 2008).

Fuentes de Carbono.- Tiene amplia disponibilidad, es asimilada con facilidad y es
relativamente estable (Slater, 2008). Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos, razén
por la cual se le agregan fuentes de carbono, como la sacarosa (2-5%), siendo la mas
utilizada; sin embargo puede ser remplazada por glucosa y en menor medida por
fructosa. La maltosa y la sacarosa son menos efectivas. En general, el incremento de
los niveles de sacarosa favorece el crecimiento y la formacidn de productos, pero
valores superiores al 10 % (p/v) pueden producir represion por catabolitos. Estos
actuan como fuente energética y de carbono e incrementan el potencial osmoético del
medio. (Mroginski, 1991).

2.4.2. Fases para cultivo in vitro
2.4.2.1. Preparacion del material vegetal

Segun Cérdenas (2011) y Olmos et al. (2005), para establecer el cultivo en
condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un nivel nutricional y un
grado de desarrollo adecuado. Para lo cual se mantienen las plantas madre, durante un
periodo que puede oscilar entre unas semanas 0 varios meses en un invernadero bajo
condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en condiciones
sanitarias optimas y con un control de la nutricion y riego adecuados para permitir un
crecimiento vigoroso y libre de enfermedades. Los factores que influyen sobre la
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calidad del explante son: 1) El tipo de drgano que sirve como explante, 2) la edad
ontogénica Y fisioldgica del mismo, 3) la estacion en la cual se colecta el material
vegetal, 4) el tamafio y 5) el estado sanitario general de la planta donante. En especies
lefiosas se utiliza como pre tratamiento la inmersion de los explantes primarios en
soluciones con citoquininas a fin de inducir el brote de las yemas. Dentro de esta
etapa se establece cultivos viables y asépticos™:; para lo cual, la edad de la planta
donante, la edad fisiologica, el estado de desarrollo y el tamafio del explante son de
gran importancia dentro del cultivo in vitro. En esta etapa se controla: la seleccién, el

aislamiento y la esterilizacion de los explantes.

Los materiales que tienen mayor capacidad regenerativa son los tejidos
meristematicos jovenes, sean yemas axilares o adventicias, embriones o semillas en
plantas herbaceas y aquellos tejidos meristematicos que determinan el crecimiento en

grosor, como el cambium en las plantas lefiosas (Marin, 1997).
2.4.2.2. Protocolo de desinfeccion

El proceso de desinfeccion, consiste en eliminar los microorganismos, sin causar
dafio al explante, los contaminantes mas comunes son los hongos y las bacterias que
habitan en forma natural en el ambiente. Una vez desinfectado el material vegetal, se

debe mantener en condiciones de asepsia (Abdelnour, 1994).

Segun Flores (2009), Barbon et al. (2006), Suarez (2006), para el protocolo de
desinfeccion en especies lefiosas, los brotes se separan de la estaca, se lavan con agua
y jabon durante 5 minutos y se enjuagan con agua destilada. Se realiza una primera
desinfeccion utilizando una mezcla de Carbendazim 5g.I" y Benomil 5g.1", durante
un periodo de una hora en agitador orbital. Luego se aplica tres lavados con agua
destilada estéril (ADE) dentro de la camara de flujo laminar. Se realiza una segunda
desinfeccion con Hipoclorito de Sodio (NaOCI) al 3,5%, a una dosis del 50% (v/v)
del producto comercial, durante 8 minutos, y nuevamente tres enjuagues con agua
destilada estéril. Por ultimo, se eliminan las bracteas de los brotes en camara de flujo

laminar.

15 Libre de contaminante
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La desinfeccion del material vegetal consiste en la obtencion de yemas, trozos de
hojas, porciones de raices o semillas, a los cuales se les somete a desinfeccion
superficial, la misma que incluye varios pasos: a) lavado de los explantes con agua
corriente, b) empleo de etanol al 70% por 1 minuto, seguido de concentraciones
variables de hipoclorito de sodio (0,5 a 1,5% de cloro activo) con unas gotas de
tensoactivos para favorecer su penetracion y actividad como Tween 20 o Tween 80 al
1%. Los explantes deben ser enjuagados al menos tres veces con agua destilada
estéril. Algunos patdgenos permanecen latentes y se expresan cuando son transferidos
a un medio de cultivo nuevo. En general, estos patdgenos incluyen los patégenos
superficiales del material vegetal, los patdgenos enddgenos y los patdgenos propios
del manejo en laboratorio. Pueden observarse infecciones por bacterias y hongos que
sobreviven a los tratamientos de esterilizacion. Los patdgenos enddgenos latentes
dentro del sistema vascular, podrian manejarse mediante el empleo de
bacteriostaticos'® o antibiéticos'’ en el medio de cultivo (Abello, 2006 y Acosta,
2002).

2.4.2.3. Reactivos usados para la desinfeccidon de explantes

Jabén liquido: Los jabones son sustancias que alteran la tension superficial
(disminuyen la atraccién de las moléculas de agua entre si en la superficie) de los
liquidos, especialmente el agua. Los jabones se utilizan como agentes limpiadores

debido a la estructura singular de estos iones organicos especiales. (Jover, 2004).

Tween 20: Los surfactantes tween son tensoactivos. Estos son agentes quimicos que
disminuyen la tension superficial del agua mejorando la humectacion (Fernandez et
al., 2004).

Carbendazim: Segun Gepp (2010), el Carbendazim es un fungicida que interfiere en
algunas funciones celulares, como la division de las células y los mecanismos de

transporte intracelulares.

16 Sustancia que no permiten la reproduccion de microorganismos.
YSustancia quimica producida por un ser vivo o derivada sintética de ella que mata o impide el
crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles, generalmente bacterias.
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Benomil: Segun Biesterfeld (2009) y RAP- AL (2008), es un fungicida foliar

sistémico toxico para los microorganismos y los invertebrados.

Solucién lodada como bactericida: La solucion lodada es desinfectante bactericida
y fungicida, es letal para las bacterias, hongos, virus, protozoos, quistes amebas y

esporas (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 1994).

Alcohol al 70%: Los alcoholes (etanol o alcohol etilico, alcohol isopropilico) son

compuestos organicos del agua, poseen actividad antimicrobiana (Sanchez, 2005).

Hipoclorito: Sales como el Hipoclorito de Sodio o de Calcio; son buenas
desinfectantes, debido a que su accién estd determinada por el Cloro libre que actla
cuando se encuentra en dilucion durante 15 a 20min y que ademas tiene la ventaja de

una accién instantanea a concentraciones bajas ( Asamoah, 2005 y Alfaro, 2000).
2.4.2.4. Introduccién del material vegetal in vitro

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo del
material seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un periodo de una
semana o quince dias, comienza el proceso de germinacion o regeneracion de nuevos

tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro (Flores, 2009).
2.4.2.5. Multiplicacién de los brotes

Segun Flores (2009) y Olmos et al. (2005), el objetivo de esta etapa es mantener y
aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de multiplicacion sucesivos y
poder destinar parte de ellos a la siguiente etapa de produccion. Se debe evitar la
formacion de callo para disminuir el riesgo de variacién somaclonal®.

En esta etapa, los medios de cultivo, los reguladores de crecimiento como auxinas,
citocininas, acido giberélico y las condiciones de crecimiento juegan un papel critico

sobre la multiplicacion clonal de los explantos (Jhaesen, 1999).

Se multiplica nuevos brotes en un nuevo medio, mediante resiembras en tubos de

ensayo; manteniendo las condiciones de asepsia en una camara de flujo laminar. El

'® Asociacion de Plaguicidas y sus Alternativas de América Latina
YFenémeno natural que ocurre en los procedimientos de cultivo de tejidos, a través del cual pueden
recuperarse mutantes con o sin ventajas adaptativas
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numero de plantas que se obtiene dependeréa de la especie vegetal y de las condiciones
del medio de cultivo, y ademas, permite alcanzar incrementos exponenciales,
considerando que todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido

optimizados (Jardin Botanico de Cordoba, 2007).

Segln Castillo (1992), la multiplicacion comprende dos periodos, la fase de

induccion y la fase de multiplicacién propiamente dicha.

La primera implica, el empleo de concentraciones elevadas de reguladores de
crecimiento Acido Naftalenacético (ANA), Acido Indolbutirico (AIB), Bencil Amino
Purina (BAP), Acido Giberélico (AG3); en un medio basico de Murashige & Skoog
para favorecer la desdiferenciacion® (Universidad Politécnica de Valencia, 2003 y
Olmos et al., 2005).

La segunda etapa requiere del empleo de un balance hormonal adecuado para
favorecer los procesos de diferenciacién y multiplicacion celular. Los tipos de
auxinas (a) y citocininas (b) y los rangos de concentracion mas empleados se
mencionan a continuacion: a) IBA (&cido 3-indolbutirico): 0,1-2 mM; 2,4-D (&cido
2,4- diclorofenoxiacético): 4-35 mM; AIA (acido 3- indolacético): 0,1-2 mM; ANA
(&cido naftalenacético): 1-5 mM; picloram: 1-10 mM; BAP: 1-. uM; y AG3: 1-3 uM
b) BA (N6-benciladenina): 1-20 mM; CIN (cinetina): 0,1-1 mM; ZEA (zeatina): 1-10
mM; 2ip (isopentiladenina): 1-5 mM; y, TDZ (tidizuron): 0,01-1 mM (OIlmos et al.,
2005).

2.4.2.6. Fase de enraizamiento

En esta fase los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion crecen hasta
formar plantas completas y desarrollan un sistema radical que les permite ser
trasplantadas a un sustrato, pero no siempre esta fase es llevada a cabo en condiciones
"in vitro", existiendo la posibilidad de hacerlo en recipientes con sustratos como:
humus, piedra pémez, cascarilla, turba, sumergiendo los brotes antes del trasplante en
una solucion enraizadora. En las especies lefiosas, es dificil por su limitada capacidad

rizogénica (Jaramillo, 2008).

2 Diferenciacion celular
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En la etapa de enraizamiento las plantulas deben crecer, desarrollar un pseudotallo o
tallo con las primeras hojas y formar raices, ya que constituye una etapa de
preparacion y endurecimiento de los brotes para ser transferidos al suelo e

incrementar la supervivencia (Criollo, 2011).

Para enraizar los explantes se utilizan principalmente medios para plantas lefiosas
como Woody Plant Medium (WPM) con auxinas a concentraciones de 0,5- 1mg.I™*

que impulsen su crecimiento (Olmos, 2005).

Existen muchos factores quimicos y fisicos que favorecen el enraizamiento in vitro.
El estrés hidrico, la alta temperatura, la baja intensidad de luz y el uso de carbon
activado son factores fisicos que estimulan el enraizamiento. Mientras que un
ambiente quimico favorable al desarrollo de raices puede lograrse mediante la
reduccion en la concentracion de sales minerales del medio de cultivo, o bien,
mediante el incremento de ciertos elementos menores (Bromo, Calcio y Manganeso)
0 por la adicién de algunos fenoles y vitamina D. Asi mismo, se requiere un balance

hormonal adecuado dirigido al aumento en auxinas exdgenas (Recalde, 2007).
2.4.2.7. Aclimatacion de los explantes enraizados

Segun Flores (2009) y Gilsanz (2007), en esta etapa las plantas sufren cambios que
permiten la adaptacion de las mismas a vivir en condiciones ambientales. En el
momento en que se extraen los explantes de los frascos, deben ser aclimatados a las
condiciones de humedad del invernadero disminuyendo progresivamente la humedad

relativa e incrementando progresivamente la intensidad de luz.
Sustratos usados para el desarrollo de las plantulas del genero Fuchsia

Turba.- Es un material organico compacto, de color pardo oscuro y rico en carbono,
formado por una masa esponjosa y ligera en la que se aprecian los componentes

vegetales que la originaron (Cuadro 4).
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Cuadro 4: Componentes de la turba.

COMPOSICION
Carbono 59%
Hidrégeno 6%
Oxigeno 33%
Nitrogeno 2%
Materias volatiles 60%

Fuente: Ibafez, 2006.

Posee sustancias activas como el acido beta-indol-acético, que puede tener un efecto
positivo sobre el enraizamiento; la foliculina®, de efecto estimulador sobre el

crecimiento de los vegetales (Alecoconsult Internacional, 2009).
Propiedades nutricionales

Las turbas rubias tienen un buen nivel de retencion de agua y de aireacion, pero son
muy variables en cuanto a su composicion ya que depende de su origen; se la aplica al
género Fuchsia por retener agua, y aumentar la aireacion para el crecimiento y
formacion de raices. La turbia rubia es una turba menos degradada por lo que consta
de maltiples filamentos que contribuyen a dar un mayor volumen de aire al substrato,

algo esencial (Hidalgo, 2009).
Preparacion de sustratos con turba

En la fase de aclimatacion se pretende que las plantas que han crecido in vitro y por
lo tanto s6lo han estado expuestas a un microambiente escogido por ofrecer unas
condiciones minimas de estrés y casi Optimas condiciones para la multiplicacion de
las plantas, se adapten a condiciones ex vitro donde las condiciones no son asépticas,
ni la luz, temperatura y humedad estan controladas, y donde el crecimiento es
autotr6fico?? y no heterotréfico como in vitro. Es necesario reconstruir y desarrollar
los sistemas que por adaptacién a la condiciones in vitro, es el caso de la
lignificacién, cubiertas cuticulares, estomas y estructuras fotosintéticas
(Lopez, 2008).

2! Hormona producida por los foliculos de los ovarios
%2 Organismo capaz de sintetizar sus metabolitos esenciales a partir de sustancias inorganicas.
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La turba, se coloca en cajas de plastico con la solucién madre, posteriormente se
coloca un vaso plastico para adaptar a la plantula a las nuevas condiciones del
invernadero. Previo a la colocacion de las plantulas obtenidas in vitro al sustrato, se
lavan las raices, limpiandolas por completo y eliminando las particulas de medio de
cultivo (Chavez, 2000).

Piedra POmez

Segun Bedoya (2010), la piedra pomez es unaroca volcanica vitrea, con baja
densidad (flota en el agua) y muy porosa, de color blanco o gris. Posee una retencion
de agua de un 38%, posee una buena estabilidad fisica y durabilidad, desde el punto

de vista bioldgico es completamente libre de microorganismos.
Suelo

Segln Alvarado (2007), el suelo es la capa mas superficial de la corteza terrestre, que
resulta de la descomposicion de las rocas por los cambios bruscos de temperatura y
por la accién del agua, del viento y de los seres vivos. Es un elemento de enlace entre
los factores bioticos y abidticos y se le considera un habitat para el desarrollo de las

plantas.
El suelo se encuentra constituido por compuestos como:
- Inorganicos, como la arena, la arcilla, el agua y el aire

- Organicos, como los restos de plantas y animales. Uno de los componentes

organicos de los suelos es el humus.

- Humus se encuentra en las capas superiores de los suelos y constituye el producto

final de la descomposicion de los restos de plantas y animales

Ademas, segun Alvarado (2007) y Rodriguez (2007), el suelo consta de propiedades

fisicas como:

1. Textura: Depende de la proporcion de particulas minerales de diverso tamafio

presentes en el suelo. Para el caso de Fuchsia se utiliza suelos con arcilla.
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- Arcilla: diametro inferior a 0,002mm. Al ser humedecida es plastica y

pegajosa; cuando seca forma terrones duros.
2. Estructura: Las particulas del suelo se unen para formar agregados.

3. Densidad: Peso por volumen del suelo, esta en relacion a la porosidad. Para la
multiplicacion de Fuchsia se utiliza un suelo abonado mayor contenido de materia

organica, para hacer que el suelo sea mas poroso y menos denso.

4. Permeabilidad: Transmite agua y aire. Mientras méas permeable es el suelo, mayor

es la filtracion, y permitiendo el desarrollo de las raices de la Fuchsia

5. Aireacion: Abastecimiento de Oxigeno, Nitrégeno y Didxido de Carbono en el

suelo.

6. Temperatura: Determina la distribucion de la planta e influye en los procesos
biodticos y quimicos. Para el desarrollo de Fuchsia la temperatura oscila entre 18-
21°C

7. Color: Depende de sus componentes; cuanto mas negro es un suelo, mas

productivo serd, por los beneficios de la materia orgéanica.
Entre las propiedades quimicas se destacan:

- Acidez: En Fuchsia, se utiliza neutros.

- pH: En Fuchsia es de 6.5-7

Segun Chavez (2000), el suelo proporciona al género Fuchsia, elementos
nutricionales tales como macro y micronutrientes, esenciales para su crecimiento y

desarrollo; estos compuestos son:

Macronutrientes

Estos los toma en grandes cantidades, sobre todo los 3 primeros.
- Nitrégeno (N) - Potasio (K)

- Fésforo (P) - Calcio (Ca)
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- Magnesio (Mg) - Azufre(S)
Musgo

Esta compuesto por fibras de hasta 100mm de musgo deshidratado. Su porcentaje de
materia organica es de entre el 95 y 98%. Rango de pH entre 3.5 y 4.5. El musgo
tiene una excelente capacidad de retencion de agua y ayuda a reducir la frecuencia de
riego. Este musgo se expande hasta 20 veces su volumen cuando se moja. Ideal para
germinar cierto tipo de semillas y para plantas de semillero. Puede ser agregado a
cualquier sustrato o bien colocarlo en la superficie, asi evitara la evaporacion del
sustrato (Valdés, 2012 y Martinez et al., 2004).

Debido a la longitud de sus fibras ahueca la tierra de modo que ofrece una
oxigenacion Optima a la planta. Induce la aparicion de brotes de raices en cortes de
plantas lefiosas. Es esencial en la produccion de acodos aéreos. EI musgo es amarrado
o0 envuelto en plastico alrededor de los tallos de una planta para mantener la humedad,
estimulando el desarrollo de raices adventicias. Este tipo de relleno es 6ptimo para
injertar arboles frutales. Plantas de Begonia y Fuchsia brotan y florecen mas si sus
macetas tienen una capa de musgo para separar la tierra de arriba rica en humus, de la

del fondo del macetero (Rodriguez, 2007).
2.4.3. Factores que afectan el cultivo de tejidos

El crecimiento y desarrollo in vitro de una planta esta determinado por el material
vegetal y las condiciones fisicas y quimicas que se crean in vitro (Pierik, 1990). En el
caso del material vegetal, influye la constitucion genética de la planta, la edad de la
planta, la edad del 6rgano o tejido, el estado fisioldgico, el estado sanitario, asi como
la posicién del explante dentro de la planta, el tamafio de la planta, el ambiente y las
condiciones en el que se ha desarrollado la planta madre, el tipo de corte que se
realice en el explante y la forma en la que se coloque el explante en el medio (Gémez,
2002).

Los factores fisicos en los que desarrolla la planta son principalmente la luz
(intensidad y fotoperiodo), la temperatura, el pH, la humedad relativa y la

concentracion de O2 y CO2. Las condiciones de luz y temperatura que se eligen para
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el cultivo in vitro generalmente son las que constituyen un éptimo para el crecimiento
y el desarrollo del material experimental in vivo. La humedad relativa en el interior de
los recipientes de cultivo es alta como se desprende de la condensacion que se
produce en las paredes. La influencia de la humedad relativa de la camara influye
sobre todo en la pérdida de agua en los tubos y se ha demostrado que un valor
elevado de humedad relativa aumenta las posibilidades de infecciones. La
disponibilidad de agua se puede controlar mediante la modificacion de la
concentracién del agar y puede influir en la hiperhidricidad®® de los explantes
(Sanchez- Cuevas, 2004).

Las condiciones quimicas estan establecidas por los componentes nutritivos del
medio de cultivo, agua, azUcar, macro y microelementos, reguladores de crecimiento,
vitaminas y agar. Uno de los temas mas importantes en la investigacion en cultivo in
vitro consiste en la optimizacion del medio de nutricion para una determinada planta
y determinar cudndo y como se debe aplicar el medio a los explantes y plantulas in
vitro (Alonso, 2002).

2.4.3.1. Contaminacioén

Segun Mroginski (2010), Salas (2010), Sanchez- Cuevas (2004) y Cassell (1991), la
contaminacion puede causar pérdidas econdmicas muy importantes en la

micropropagacion.

La mayor parte de los contaminantes, en el cultivo de tejidos, proceden de la planta
donadora. Al establecer los cultivos y dependiendo del explante utilizado, se pueden
transmitir microorganismos de la superficie del explante o de su interior. Con el
cultivo de meristemos y dependiendo del tamafio del mismo, se pueden eliminar la
mayoria de los organismos pero, en el caso de hojas, peciolos y tallos casi todos los
microorganismos en el tejido pueden transmitirse. Por lo tanto, es conveniente
analizar las plantas de las que proceden los explantes en busqueda de individuos

limpios y rechazando aquellos que estan contaminados fuertemente.

2 Trastorno fisiologico que se produce en cultivos de tejidos de plantas caracterizado por alta retencion
de agua a causa de condiciones adversas de los cultivos
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Los principales microorganismos asociados a las superficies de las plantas son
hongos, levaduras y bacterias. Muchos de estos microorganismos se pueden eliminar

mediante esterilizacion superficial (Gamboa, 2006).

Segln Pérez (2009) y Gonzéles (2003), los microorganismos endofitos que se pueden
desarrollar en las plantas son virus, viroides, bacterias, micoplasmas y hongos y
pueden afectar de forma inter o intracelular. Los microorganismos intercelulares son
generalmente transmitidos mediante vectores o mediante el contacto entre plantas
sanas e infectadas. Los microorganismos endogenos tanto intercelulares como
intracelulares no se pueden eliminar mediante esterilizaciones y pueden desarrollarse
en el medio de cultivo de las plantas aunque el crecimiento de algunos puede ser
inhibido mediante altas concentraciones de sal o azlcar y el pH. Algunos de estos
microorganismos se expresan con rapidez y son faciles de detectar mediante
inspecciones rutinarias pero otros permanecen latentes hasta que las condiciones sean
favorables como la transferencia de los explantes a un medio nuevo especialmente
cuando se reduce la concentracion de sales y de azlcar en el medio. Se puede detectar
la presencia de organismos cultivables mediante uso de medios especificos para

hongos y bacterias.

Segln Garcia et al. (2011), Gaviria (2010) y Hernandez (2010), las bacterias son los
contaminantes in vitro mas comunes y ocasionan serios problemas, porque pueden ser
sistémicas, asi como dificiles de detectar y eliminar, su distribucion puede ser
localizada o sistémica por xilema o floema. Estos contaminantes no se manifiestan en
los primeros subcultivos, ya que la alta presién osmotica, el pH y ciertas hormonas de
los medios de cultivo pueden inhibir su crecimiento. Debido a este efecto inhibitorio,
muchos microorganismos requieren un periodo de adaptacion a las nuevas
condiciones antes de manifestar su presencia; esto ocurre por lo general en la fase de

multiplicacion.

Segun Criollo (2010), Castro et al. (2006) y Acosta (2002), las plantas contaminadas
pueden tratarse mediante termoterapia y/o cultivo de meristemos o también aplicando
productos antifungicos, antibidticos y antiviricos a las plantas madre durante su

crecimiento, aungue en ocasiones estos compuestos quimicos pueden tener efectos
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bioestaticos** més que biocidas®. La contaminacién por la técnica o procedimiento de
cultivo procede del instrumental utilizado como levaduras que pueden sobrevivir la
esterilizacion mediante alcohol, esporas de bacterias resistentes al calor como
Bacillus que pueden sobrevivir altas temperaturas. Los microorganismos pueden
proceder también de un fallo en la campana de flujo laminar y de una esterilizacion

insuficiente del medio de cultivo o del equipo.
- Contaminacién exogena

La contaminacién que el explante lleva en su superficie se puede eliminar mediante
un eficiente protocolo de desinfeccion, generalmente se hace uso de soluciones de
Hipoclorito de Sodio (NaOCI) en concentraciones de 1 a 3%, es una de las
preparaciones mas Utiles como germicida, se lo ha utilizado durante muchos afios
como esterilizante superficial en los tejidos, siempre y cuando no se produzcan
lesiones debido a su accion blanqueadora. Como esterilizante superficial también se
utiliza la solucion de Bicloruro de Mercurio (HgCI2), sin embargo es altamente
toxico y se debe utilizar con cautela en una solucién acuosa entre 0.1 a 1.5% (p/v) por
3 a 10 minutos. También se puede hacer uso de desinfectantes como el lodo,

fungicidas, y otros bactericidas de naturaleza quimica (Roca y Mroginski, 1991).
- Contaminacion endogena

Esta se produce cuando los contaminantes se encuentran dentro del tejido y por ende
son dificiles de eliminar. En este caso puede ser util la inclusion de fungistaticos o
bacteriostaticos en el medio de cultivo; el sulfato de gentamicina, la penicilina y el
sulfato de estreptomicina (10 a 50 mg.I™), son algunos de los productos de amplio
espectro que se pueden utilizar (Roca y Mroginski, 1991). El cultivo de tejidos
incrementa el promedio de multiplicacion normal de las plantas y puede considerarse
como una fuente de material limpio, ya que esta libre de bacterias y otras
enfermedades como la antracnosis, decadencia, mancha de la hoja y nudo de raiz
(Salgado, 2007).

2 Detiene el crecimiento o la multiplicacién de los organismos vivos.
% Son aquellos destinados a destruir, neutralizar, impedir la accién o ejercer control de otro tipo sobre
cualquier microorganismo dafiino por medios quimicos o biolégicos.
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2.4.3.2. Accion del medio sobre el explante

El agua debe ser destilada y si es posible estéril; para el cultivo de protoplastos,
células o meristemos se debe utilizar agua bidestilada. El azucar se utiliza en el
cultivo in vitro como fuente de carbono para facilitar la fotosintesis in vitro,
generalmente se utiliza sacarosa. La nutricion mineral estd compuesta de macro y
micronutrientes. Se han formulado muchas soluciones nutritivas. La més utilizada es
la formulacion MS (Murashige y Skoog, 1962), que es una revision del medio MS
donde se modifica la composicién de las vitaminas, WPM (Lloyd y McCown, 1980)

para el cultivo de plantas lefiosas (Trigiano y Gray, 1996).

La eleccidn de una de las distintas soluciones nutritivas depende de la planta con la
que se trabaja y de la etapa de micropropagacion. El pH suele estar entre 5,0 y 6,5 ya
que pH mas bajos o mas altos frenan el crecimiento y desarrollo in vitro. Los
reguladores de crecimiento pueden dividirse en hormonas (compuestos organicos
sintetizados por las plantas superiores) y otros productos sintéticos que actlan de
forma semejante. Los reguladores de crecimiento son responsables de la distribucion
de los compuestos que la planta biosintetiza y que determinan el crecimiento relativo
de todos los 6rganos de la planta, influyen en los genes que controlan la
diferenciacion de tejidos a partir de callo controlando actividades tan variadas como
el crecimiento, el control del ciclo celular y la reproduccién. Los principales
reguladores son las auxinas, las citocininas, las giberelinas y otros reguladores como
las oligosacarinas?®®, el 4cido abcisico y el etileno. Las auxinas generalmente producen
elongacion celular y expansion de los tejidos, division celular (formacion de callo),
formacion de raices adventicias, inhiben la formacion de los vastagos axilares y
adventicios, y frecuentemente promocionan la embriogénesis en los cultivos en
suspension. Las citocininas se utilizan para estimular el crecimiento y el desarrollo,
disminuyen la dominancia apical por lo que promueven la formacion de brotes
axilares, retardan el envejecimiento y, en concentraciones elevadas, pueden inducir la
formacion de brotes adventicios e inhibir la formacién de raices. La giberelina mas
utilizada es el Acido Giberélico (AG3); induce la elongacion de los entrenudos y el

crecimiento de los meristemos 0 yemas in vitro, puede romper la dormiciéon de

%30n hidratos de carbono complejos que provienen de la degradacion de compuestos de la pared
celular, como pectinas o xiloglucanos.
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embriones aislados y de brotes e inhibe la formacidn de raices y véastagos adventicios.
(Pierik, 1988).

2.4.3.3. Vitrificacion

Segun Rojas (2007), Sanchez-Cuevas (2004), George (1996) y Reuther (1988), la
hiperhidricidad se denomina también vitrificacion, translucidez, transformacion
hiperhidrica, glaucosidad y vitrosidad. Produce la aparicidn de caracteristicas atipicas
en las plantas cultivadas in vitro a nivel anatdmico, morfoldgico y fisioldgico. Las
caracteristicas de plantas vitrificadas son una enorme cantidad de agua en los tejidos
de las hojas y tallos, una reduccion en la produccién de las ceras epicuticulares?’
combinado con una gran pérdida de agua, una distorsion del movimiento de los
estomas y una anatomia anormal de hojas, tallos y raices. La baja tasa de
supervivencia de las plantas vitrificadas se debe a una inestabilidad de los tallos,

hojas clordticas y retorcidas y una incontrolada pérdida de agua.

Segln Garcia (1999), los brotes afectados presentan entrenudos cortos y los brotes
apicales aparecen con fasciaciones?®. Normalmente los brotes aparecen hinchados, de
color verde claro y las hojas son traslucidas o acuosas o bien de un color verde mas
0scuro y mas gruesas. Se puede producir también una reduccion de la dominancia
apical produciéndose grupos de brotes atrofiados. Las plantas afectadas no suelen
sobrevivir ex vitro. La saturacion de vapor de agua y la acumulacion de etileno y CO2
en recipientes de cultivo sellados se considera que tienen un efecto en el grado de
vitrificacion. Sin embargo, la composicién y la consistencia del medio también
influyen en las propiedades estructurales: un alto contenido en citocininas y un bajo
contenido en agar en el medio s6lido o el crecimiento en medio liquido contribuyen al

deterioro.

Una de las posibles causas de la hiperhidricidad es el fallo de la biosintesis de lignina.
Para mejorar la tasa de supervivencia de las plantas después de su traspaso a
condiciones de invernadero, se han hecho varios intentos con el fin de cambiar la

composicién del medio y los tipos y sellado de contenedores.

?"Dep6sitos de cera sobre la cuticula de las hojas.
%Crecimiento de una planta en la cual el meristema apical, que normalmente se concentra alrededor de
un s6lo punto y produce tejido mas o menos cilindrico.
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2.4.3.4. Edad del explante

Segln Borrero (2007), gran parte del éxito de cultivo de tejidos, est4 en la edad del
explante que va a ser utilizado para los trabajos. La edad de la planta y el grado de
diferenciacion del tejido, muchas veces estan interrelacionados, y pueden producir

efectos interactivos cuando se cultiva in vitro.

Segun Echenique et al. (2010), la edad del explante puede clasificarse en cuatro

clases:

- Edad del 6rgano o de la planta desde que ha sido extraida.- Es la edad bioldgica
de la planta, es el tiempo que ha transcurrido desde que la planta comenz6 como

retofio o como embridn.
- Edad fisioldgica, ontogenética o fase de crecimiento.- Joven y adulto.

- El grado de diferenciacion.- Las partes mas jovenes de la planta son células
meristematicas no diferenciadas. Tedricamente se dice que algunas plantas poseen
las células meristematicas siempre en estado juvenil y que podrian vivir para

siempre.
- Periodo de cultivo.- Es el tiempo desde gue recién se instala el cultivo.
2.4.3.5. Ciclo de crecimiento

Segln Villalobos (2006) y Mroginski (1991), el crecimiento de los callos y de las
células en suspension, presenta una serie de fases de crecimiento que se caracterizan
por tener naturaleza sigmoidal, cada fase se diferencia a la otra, por que presenta
cambios en el peso seco, 0 en él nimero de células, en funcion al tiempo. Estas fases

son:

- Fase de latencia.- Esta fase se inicia cuando la célula es transferida al medio en que
se va a cultivar. Esta célula inicia los procesos metabolicos de division celular, es
decir, mitosis. Hay una gran produccién de NAD (P) Hy ATP?, es decir, el sistema
energético de la célula se activa, las rutas glicoliticas y pentosas fosfatos producen

poder reductor.

2 Adenosin Trifosfato
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- Fase de division celular.- Una vez que la célula ha sido inducida a la division
celular, esta ocurrird hasta que uno o0 mas nutrientes comiencen a ser limitante. El
aumento en el namero de células precede generalmente al incremento del peso

fresco debido al retraso del aumento del tamafio de la célula.

- Fase estacionaria.- Esta fase se caracteriza por una disminucion en la division
celular, actividad respiratoria, sintesis de RNA y proteinas y por un aumento de la
proporcion de células vacuoladas. Asi también disminuye la actividad de enzimas

claves del ciclo de las pentosas fosfatos.

En algunas especies cultivadas, en especial las Solanaceae, la diferenciacion
bioquimica puede estar acompafiada por una diferenciacion estructural limitada,
especialmente si no hay un aporte de peso fresco, que favorezca a la diferenciacion

celular.
2.4.3.6. Pérdida de la habilidad de regeneracion

Ciertos tejidos de callos mantienen la capacidad de regenerar retofios en respuesta a
algin estimulo favorable, incluso por periodos largos. Stimart (1980) obtuvo

regeneracion de callos, luego de haber mantenido en cultivo en tres afios.

Segun Vidales (2002), en la actualidad aun no se conoce con exactitud la razon por la
cual una célula puede terminar su capacidad de regeneracion, pero existen las

siguientes posibles causas:

- Variacion genética en la poblacién celular.- Las células con las cuales se piensa
trabajar, deben tener toda la habilidad de proliferar en un medio favorable de
cultivo, muchas veces dichas celulas no presentan la habilidad de sufrir

morfogénesis.

- Existencia de sustancias promotoras de morfogénesis.- Sustancias presentes en
el aislamiento de explantes y que poco a poco van disminuyendo a medida que la

planta crezca in vitro.

- Cambios epigenéticos en el cultivo de células.- El genotipo de la célula es

conservado fielmente, pero hay mecanismos reguladores de la informacion genética

35



que causan que la morfogénesis sea inactiva y se pierda por completo durante el

subcultivo.
2.4.3.7. Control de la temperatura

Segun Radice (2010), Castillo (2010), Olmos et al. (2005) y Vidales (2002), la
temperatura de la camara de crecimiento, se ve afectada por la temperatura del
ambiente y la luz que generan las lamparas de luz. El control de la temperatura a la
que se desarrolla el cultivo in vitro se efectia mediante un sistema de refrigeracion-
calefaccion, el cual debe estar direccionado de tal modo que la temperatura de la zona

de cultivo se mantenga dentro de los limites deseados.
2.4.3.8. Luz

Segun Radice (2010), Castillo (2010), Olmos et al. (2005) y Vidales (2002), la luz es
uno de los factores principales que determinan el desarrollo de los organismos
autétrofos. Existen factores relacionados con la luz que son de importancia en cultivo

in vitro como:

- Radiacion.- La cantidad de luz que incide sobre las superficies fotosintéticas de las

plantas determinara en gran medida la capacidad fotosintética de éstas.
v’ Expresandola en lux;

v' Las necesidades de luz de los cultivos in vitro son inferiores a las de la planta in
vivo, dado que el medio de cultivo contiene cantidades importantes de sacarosa,

los cultivos in vitro se comportan s6lo parcialmente de forma autotrofica.

v’ La irradiacion habitual en el campo (a plena insolacién puede llegar a 450Wm) es

nociva en condiciones in vitro.

- Fotoperiodo.- El fotoperiodo (horas de luz diarias que recibe un cultivo) es otro de
los factores que se deben controlar, generalmente esto se puede conseguir mediante
el uso de un programador conectado al circuito de iluminacion. Para especies

lefiosas, el cultivo debe encontrarse a 16 horas/luz.
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2.4.3.9. Fenolizacién

La Fenolizacion es el pardeamiento que se presenta con mayor frecuencia en
explantes de especies lefiosas, se relaciona con la liberacién al medio y oxidacién de
polifenoles, es producido por accion de enzimas oxidasas que contienen Cobre, como
las polifenoloxidasas y las tirosinasas que se liberan al herirse los tejidos, dando como
resultado compuestos quindnicos altamente activos y toxicos para el explante
(Radice, 2010).

2.4.3.10. Ambiente

Segln Radice (2010), Vidales (2002) y Levitus (1991), la mayoria de los
microorganismos contaminantes son organismos patogénicos a plantas in vitro pero
no patogénicos a plantas crecidas en campo. Algunos son conocidos como saprofitos
en la superficie de las plantas, pero una gran cantidad forma parte de la microflora
normal de las partes aéreas de la superficie de las plantas, los cuales son normalmente
los tejidos que méas se toman como explantes. Estos organismos generalmente se
convierten en patdgenos en el cultivo de tejidos porque las condiciones ambientales y
la fisiologia de las plantas son diferentes in vitro. Los medios de cultivo de tejidos
contienen todos los nutrientes minerales esenciales para las plantas en
concentraciones que son de 3 a 20 veces superiores a las encontradas en los medios

usados para cultivo en hidroponicos in vivo.

Estos medios también contienen altas concentraciones de azucar y otros nutrientes
organicos; el azlcar es adicionado para permitir un rapido crecimiento heterotrofico
de las plantas ya que la generacion de energia y carbohidratos por fotosintesis, es muy
baja en la mayoria de las cdmaras de crecimiento. En la superficie de las plantas in
vivoy en los hidropdnicos, el crecimiento de todos los microorganismos
heterotréficos es pobre, debido a la disponibilidad limitada de mono y oligosacaridos

y acidos organicos.

A causa de la respiracion de las plantas y la evaporacion del medio, la humedad
relativa dentro de los frascos de cultivo es aproximadamente 95 %. Esto resulta
favorable para el desarrollo de muchos hongos, levaduras y bacterias, y es muy
diferente a la situacion en el campo y en las casas solares, donde la humedad relativa

es muy variable y sélo permite un cierto rango de microorganismos en la superficie
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de las plantas. Producto de la alta humedad en la mayoria de los frascos de cultivo,
los estomas permanecen abiertos y hay una constante presencia de agua en la

superficie de las plantas (Levitus, 1991).

Segun Mroginski (1991), la alta humedad relativa puede ser la causa de la falta de
ciertos caracteres fisiologicos que proporcionan el crecimiento de los tejidos mas
viejos en el campo con resistencia pasiva u horizontal al ataque por microorganismos.
En estudios realizados, la mayoria de las especies de plantas, han mostrado muy poca
lignificacién y muy poco o ningun desarrollo de la cera subcuticular comparada con

el crecimiento de las plantas en invernaderos o en las camaras de crecimiento.

Segun Radice (2010) y Olmos et al. (2005), la alta humedad y la ausencia de
lignificacién y capa de cera muestran que el crecimiento de plantas en campo o casa
de cristal es méas susceptible al ataque microbiano. Y esto se extrapola en el sentido
de sugerir que las plantas de cultivo de tejidos son mas susceptibles a patégenos. Sin
embargo, esto no es totalmente cierto, pues existen evidencias crecientes de que al
menos algunas especies de plantas tienen un mecanismo in vitro de resistencia

adicional o maés activa.
2.4.3.11. Dioxido de Carbono (CO,)

La concentracion de didxido de carbono (CO,) en la atmdsfera gaseosa in vitro varia
segun la respiracion y la actividad fotosintética de las plantas. En condiciones de
oscuridad, el CO, se incrementa mientras que, en condiciones de luz disminuye. En
trabajos realizados con Ficus lyrata se han encontrado concentraciones variables que
van del 0,5 al 8,5 %, segun el tipo de sello o tapa empleados. Estas concentraciones
superiores a 1 %, generalmente toxicas para las condiciones in vivo, probablemente

no son limitantes para la actividad fotosintética (Radice, 2010).
2.4.3.12. pH

El pH es un factor limitante para el crecimiento y desarrollo de explantes in vitro, de
forma general se recomienda ajustar el pH entre 5.5 y 5.8 ya que un pH mas bajo
suele producir inestabilidad de AIA, giberelinas, vitamina Bl y &cido pantoténico.
Ademas favorece la precipitacion de sales de fosfato y sales férricas, por lo que un pH
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de 5.7 a 5.8 es adecuado para mantener todas las sales en forma soluble (Murashige y
Skoog, 1962).

2.4.3.13. Oxigeno (O,)

La composicion y concentracion de ciertos compuestos gaseosos (oxigeno, didxido de
carbono y etileno, entre otros) en el medio de cultivo, es determinante en el
crecimiento celular y la sintesis de metabolitos secundarios; estas concentraciones
dependen de varios factores, como la temperatura, la presion, el flujo de aireacion y la
composicion de los gases de alimentacion. El papel de la aireacién en un cultivo
celular puede entonces entenderse desde tres perspectivas: en primer lugar se encarga
de suplementar el oxigeno necesario, en segundo lugar incrementa la homogenizacion
del medio de cultivo y finalmente es responsable de la desorcién de metabolitos
volatiles como el CO, y el etileno. El oxigeno favorece el crecimiento celular hasta
cierto valor de concentracion, después del cual tiene efectos inhibitorios debido al
estrés oxidativo; sin embargo, en algunos casos este efecto ha favorecido la

acumulacién de metabolitos secundarios (George, 1996).
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CAPITULO I
3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacion Geogréfica de Fuchsia pilaloensis y Fuchsia hybrida

Las muestras de Fuchsia hybrida y Fuchsia pilaloensis fueron recolectadas en una
hacienda privada ubicada en la Provincia de Pichincha, canton Quito, parroquia
Cutuglagua; Km 2 de la via Panamericana al Sur de la ciudad; con una temperatura
media de 12°C, humedad relativa de 79%, con precipitaciones anuales de 1500mm y
a una altura de 2800msnm, cuyas coordenadas fueron 78° 33'W y 00°22°S. De
acuerdo a las zonas donde se recolectaron las muestras de F. pilaloensis fueron

etiquetadas como planta 1, planta 2 y planta 3.

Los ensayos in vitro y de aclimatacion se desarrollaron en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal, del Centro de Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad
(CIVABI) de la Universidad Politécnica Salesiana- Sede Quito, Campus Girén, en el
cuarto de crecimiento e incubacion cuyas condiciones fueron: temperatura promedio

de 25°C y humedad relativa promedio de 60%.
3.2. Materiales, Reactivos y Equipos
3.2.1. Campo

El material de campo que se utiliz6 fue: GPS, fundas plasticas, papel periodico, tijeras

para podar y maletin de transporte.
3.2.2. Cultivo in vitro

Para el cultivo in vitro, los materiales que se utilizaron fueron: equipo de diseccion
(bisturi mango N° 4, pinzas), lamparas de alcohol, probetas, tubos de ensayo,
servilletas estériles, papel bond estéril, tapas para tubos de ensayo, rollo pack,
fosforos, rociador de alcohol, magneto, cajas petri estériles, guantes estériles. Los
reactivos fueron: jabon liquido, fungicidas (Carbendazim y Benomilo), bactericidas
(Ampicilina y solucion lodada), Tween 20, Agua destilada, Alcohol al 70%,
Hipoclorito de Sodio (NACIO) al 3%, Carbon activado, Phitagel, Vitaminas,
Sacarosa, Acido Naftalenacetico (ANA), Hidroxido de Sodio (NaOH) 1N, Acido
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Clorhidrico (HCI) 1N. Los equipos usados fueron: plancha de calentamiento, plancha
de agitacion, autoclave, microondas, balanza analitica, potenciémetro, camara de

flujo laminar, cdmara de crecimiento.
3.2.3. Aclimatacion

Entre los materiales y reactivos que se utilizaron en la fase de aclimatacion fueron:
vasos pléasticos de polietileno de 8 onzas (0z) previamente desinfectados con cloro 3%

y alcohol 96%, cascarilla, piedra pémez, musgo, suelo.
3.3. Desinfeccion de brotes de F. hybrida y F. pilaloensis
3.3.1. Toma de la muestra en campo para ambas especies

La toma de las muestras de las tres plantas de F. pilaloensis y una muestra de planta

de F. hybrida se realizé de la siguiente manera:

1. Se tomaron seis varetas compuestas de yemas apicales y axilares de las plantas
madres, con tijeras de podar, de aproximadamente 35-40cm de largo, cada rama
conté con un promedio de 10 yemas. Para realizar los cortes de las yemas se

utilizo bisturi.

2. Las varetas fueron colocadas en papel periddico y rociadas con alcohol al 70%, se
colocaron en fundas de polietileno sin anudar, para que no aumente la temperatura
y evitar que las muestras se deshidraten. Antes de cerrar la bolsa plastica se saco el

aire, de tal modo que la solucion no se evapore.

3. Las muestras fueron etiquetadas con: namero de coleccién, colector, lugar de

coleccidn y se realizé la descripcion botanica, en el cuaderno de campo.

4. Finalmente, las muestras fueron refrigeradas para evitar la deshidratacion de los

tejidos, durante 24 horas.
3.3.2. Microorganismos endofitos

Debido a la elevada contaminacion encontrada mediante ensayos previos, se realizé

analisis de microorganismos endofitos.
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3.3.2.1. Aislamiento del hongo endofito

Los hongos endofitos (Abello, 2006) se aislaron en Agar Papa Dextrosa (PDA) a
partir de trozos de hojas y esquejes sanos de la planta F. pilaloensis, previamente
desinfectados por inmersién en NaOCI al 3% v/v, los cuales fueron sometidos a
diferentes tiempos de exposicion por 30 y 60 segundos, y enjuagados una vez con
agua estéril, segin lo recomendado por Agrios (1995). En la caja petri fueron
sembrados tres explantes, dos de hoja y una de yema. Todo el material se incub6 en
una caja de espuma flex durante 72 horas en oscuridad, se realizé un repique en nueva
caja petri con PDA (Papa Detroxa Agar) para inducir el crecimiento del hongo
(figura 1).

Figura 1: Aislamiento del hongo endofito de F. pilaloensis

Foto tomada por: Nieto y Valdivieso, 2012
3.3.2.2. Aislamiento de las bacterias endofitas

Para el aislamiento de las bacterias presentes en el tejido vegetal (figura 2), se realiz6
una desinfeccion del material, con Hipoclorito de Sodio al 3% v/v durante 30
segundos, se sembrd mediante la técnica de agotamiento por estrias en el medio de
cultivo Trypticase Soja Agar (TSA), para purificar el cultivo, incubandose a 37°C por
24 horas. Las bacterias aisladas fueron tefiidas con la técnica de tincion de Gram para
determinar si son bacterias Gram positivas 0 negativas, descrita por Caldas (2010) y

observadas al microscopio.
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Figura 2: Aislamiento de bacterias enddfitas de F. pilaloensis, a partir de segmentos.

Foto tomada por: Nieto y Valdivieso, 2012

Procedimiento para tincion de Gram

Para realizar la tincion de Gram, se tomé la muestra realizando un extendido en
espiral sobre el portaobjetos, dejando secar a temperatura ambiente, luego fueron
fijadas con metanol durante 1 minuto flameandolas 3 veces aproximadamente. Se
agreg0 azul violeta (cristal violeta o violeta de genciana) durante un 1min, lugol por
1min, alcohol-cetona por 4 segundos y safranina por 2min, cabe mencionar, que
después de cada reactivo aplicado se lavd por 3 veces. Las bacterias Gram (-) se

tifieron de color rosado a rojizo y las Gram (+) de color violeta.
3.3.3. Protocolo de Desinfeccion

Posterior al andlisis de microorganismos enddfitos se evaluaron tres protocolos de
desinfeccion (cuadro 5), para evitar la contaminacién del explante, en el desarrollo

del cultivo in vitro de F. hybrida y F. pilaloensis.
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Cuadro 5: Protocolos de desinfeccidn aplicados para ambas especies.

Protocolos
de

Desinfeccién

Descripcion

Los explantes fueron lavados en agua corriente por 2 min,
colocados en jabdn liquido en agitacion durante 30 min, lavados con
ADE® (3 veces), adicion de fungicidas (Carbendazim y Benomil
29.1") por 45 min en agitacién, después lavado en ADE, se
aplicaron bactericidas (Ampicilina y solucién de lodo 1ml.I™) por
45 min en agitacion constante, luego se lavaron con ADE. En
camara de flujo laminar los explantes desinfectados, se colocaron en
alcohol al 96% por 1 min, posteriormente lavados con ADE, fueron
colocados en Hipoclorito de Sodio al 2% durante 20 minutos,

finalmente enjuagados con ADE.

Los explantes fueron lavados en agua corriente por 5 min,
colocados en jabon liquido en agitacion durante 30 min, lavados con
ADE (3 veces), adicion de fungicidas (Carbendazim y Benomil 2g.I
1) por 20 min en agitacion, después lavado en ADE, se aplicaron
bactericidas (Ampicilina y solucién de lodo 1ml.I™) por 20 min en
agitacion constante, luego se lavaron con ADE. En camara de flujo
laminar los explantes desinfectados, se colocaron en alcohol al 70%
por 1 min, posteriormente lavados con ADE, fueron colocados en
Hipoclorito de Sodio al 3% durante 20 minutos, finalmente lavados
con ADE. Antes de la siembra en el medio de cultivo, se elimind el
tejido necrosado y luego fue sumergido durante 10 segundos en una

solucion de ampicilina.

Los explantes fueron lavados en agua corriente por 10 min,
colocados en jabdon liquido en agitacion con Tween 20 (2

gotas/100ml), durante 25 min, lavados con ADE (3 veces), se

% Agua destilada estéril
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aplicaron fungicidas ((Carbendazim y Benomil 2g.I"") y bactericidas
(Ampicilina y solucién de lodo 1ml.I") por 30 min con 2 gotas de
Tween 20, luego se lavaron con ADE. En cdmara de flujo laminar
los explantes desinfectados, se colocaron en alcohol al 70% por 1
min, posteriormente lavados con ADE, fueron colocados en
Hipoclorito de Sodio al 3% durante 20 min con Tween 20,

finalmente lavados con ADE (figura 3).

Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Figura 3: Desinfeccién de brotes de F. pilaloensis: a) Lavado con agua, jabon

liquido (fuera de camara), b) Agua, jabon liquido y Tween 20 al 1%, c) Lavado de los

explantes con alcohol (dentro de cdmara).

Foto tomada por: Nieto y Valdivieso, 2012

Unidad Experimental.- Cada unidad experimental estuvo constituida por un tubo de
ensayo con 7cm® de medio de cultivo, donde se colocé un brote, obteniendo un total
de 389 tubos sembrados, que correspondieron al primer tratamiento de desinfeccion;
en el segundo tratamiento de desinfeccion aplicado, se sembraron 214 tubos, mientras
que en el ultimo tratamiento aplicado se sembraron 331 tubos. Las repeticiones
realizadas por cada tratamiento son diferentes, debido a la cantidad de material
vegetal disponible, en cada etapa de corte. Se establecié un disefio completamente al
azar de 85 datos por tratamiento para homogenizar los resultados.

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de contaminacién flngica, porcentaje de
contaminacion bacteriana, porcentaje de oxidacion fendlica y porcentaje de

mortalidad.
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Porcentajes de contaminacion fangica (%): Esta variable fue medida mediante la
relacion de las plantas contaminadas con hongos y el nimero total de plantas
sembradas multiplicado por 100, durante 2 semanas de su introduccion al medio de

cultivo, cada 7 dias.

Porcentajes de contaminacion bacteriana (%): Esta variable fue medida mediante
la relacion de las plantas contaminadas con bacterias y el nimero total de plantas
sembradas multiplicado por 100, durante 2 semanas de su introduccion al medio de

cultivo, cada 7 dias.

Porcentaje de oxidacion fendlica (%): Esta variable fue medida mediante la
relacion de las plantas fenolizadas y el nimero total de plantas sembradas
multiplicado por 100, durante 2 semanas de su introduccién al medio de cultivo, cada
7 dias.

Porcentaje de mortalidad (%0): Esta variable fue evaluada mediante, la relacion de
la mortalidad del explante y el total de explantes segmentados obtenidos de las ramas

recolectadas, multiplicado por 100, durante el tiempo de desinfeccion.

Para la evaluacion de las variables del porcentaje de contaminacion flngica,
bacteriana y porcentaje de fenolizacién, se realiz6 una escala numérica de 0 a 1; en

donde 0 corresponde a la ausencia y 1 a presencia.
3.4. Establecimiento de cultivo in vitro de F. hybrida y F. pilaloensis
3.4.1. Medios de Cultivo

En este ensayo se evaluo el medio de cultivo para la introduccion in vitro de Fuchsia
pilaloensis y F. hybrida, en donde se probaron cinco tratamientos: Knudson (T1),
Knudson “C” (T2), Phytamax (T3), WPM (T4) y WPM+ Auxinas (ANA 0,5mg.I"™)
(T5). Los medios fueron adicionados con carbdn activado (2g/l), y su pH fue
determinado mediante previo analisis de suelo (anexo 5), realizados con muestras de
suelo del lugar de recoleccion de F. pilaloensis, de esta forma se estableciéo como pH
Optimo 6.7. Los explantes fueron sembrados en condiciones estériles, y puestos en

una camara de crecimiento a 16 horas/luz, y una temperatura de 24 °C, el tiempo de
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incubacién vario entre 1 y 7 meses, debido a la diferencia de respuesta de cada

especie investigada.
3.4.2. Introduccion del material vegetal in vitro

La desinfeccion del material vegetal con alcohol al 70% e hipoclorito al 3% fue
realizada en cdmara de flujo laminar (figura 4), posteriormente se realizaron cortes
para obtener segmentos nodales que contengan de 2 a 3 yemas cada uno, cada
explante fue colocado sobre una servilleta y papel estéril para cortar los extremos
necrosados y la capa superficial del tejido. Las yemas fueron sembradas en el medio
de cultivo estéril, para evitar la contaminacion se flameo la tapa del frasco, se sellé y
etiquetd, para finalmente, ser incubados en la cémara de crecimiento a una
temperatura promedio de 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas/luz, evaludndose

hasta 7 meses.

Figura 4: Siembra de Fuchsia en camara de flujo laminar.

Fotos tomadas por: Nieto y Valdivieso, 2012.

Disefio y unidad experimental.- Cada unidad experimental estuvo constituida por un
tubo de ensayo con 7ml de medio de cultivo, donde se colocd un brote de F. hybrida
o F. pilaloensis por cada tubo de ensayo, para determinar el crecimiento, se realiz6 un
disefio experimental de blogues completamente al azar. Ademas, para el analisis de
datos se utilizé la prueba de signos al 5% con un total de 85 repeticiones por

tratamiento para homogenizar los datos.

Se evaluaron variables como: formacion de callos, longitud del tallo, porcentaje de

enraizamiento y porcentaje de mortalidad,

Formacion de callos: Esta variable fue evaluada de manera visual, se observd una

acumulacién de células alrededor del explante, que fueron analizadas a través del
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microscopio (extrayendo el callo formado y realizando un frotis en un porta objetos),
mediante la escala de presencia y ausencia, semanalmente hasta 7 meses desde la
siembra (Cadavid et al., 2006).

Longitud del tallo (cm): En esta variable se midié la longitud del explante en
centimetros con el calibrador, una vez al final de la fase, para F. pilaloensis a los 7
meses, y para F. hybrida a los 2 meses.

Porcentaje de enraizamiento (%): Cada explante fue considerado como enraizado
si presentd al menos una raiz de 0.5 cm. Se contd el nimero de explantes que
iniciaron la fase y se establecio una relacion con el total de explantes enraizados

expresados en porcentaje.

Porcentaje de mortalidad (%): Esta variable fue evaluada mediante, la relacion de
la mortalidad del explante y el total de tubos de ensayos sembrados in vitro, de los
explantes de F. pilaloensis y F. hybrida multiplicado por 100, semanalmente hasta 7
meses desde la siembra.

3.5. Aclimatacion de F. hybrida

Debido a la presencia de microorganismos enddéfitos y mortalidad que mostrd F.
pilaloensis, no pudo llegar a la fase de aclimatacion. Sin embargo, en esta fase se
evaluaron los explantes sembrados de F. hybrida en los sustratos durante 15 dias.

3.5.1. Fase de aclimatacion en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal

1. Las plantulas de F. hybrida con un promedio de un mes en condiciones de
laboratorio (cuadro 6), fueron seleccionadas a una altura aproximada de 6.5cm y

con raices bien desarrolladas para ser transferidas a sustrato (figura 5).

2. Las plantulas fueron sacadas del tubo de ensayo y previamente lavadas con ADE
para eliminar el exceso de agar que se encuentra en las raices, para en lo posterior

ser plantadas en los envases plasticos con sustrato (figura 5).

3. Las plantulas fueron cubiertas con otro envase del mismo tamafio, después de dos

semanas los recipientes fueron gradualmente abiertos mediante agujeros hasta
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dejar la planta completamente expuesta al ambiente natural a una temperatura

promedio de 25°C (figura 5).

4. Se realizé un solo riego diario por la mafiana, manteniendo el sustrato himedo

durante las dos semanas.

En esta fase se evaluaron dos sustratos, en interaccion con los medios usados en la

fase in vitro (cuadro 6).

Cuadro 6: Tratamientos evaluados en la fase de aclimatacion para F. hybrida

NUMERO DE
TRATAMIENTO

NUMERO DE SUSTRATOS

MEDIO DE CULTIVO

T1 S1(Turba + cascarilla) Knudson

T2 S1(Turba + cascarilla) Knudson C modified
T3 S1(Turba + cascarilla) Phytamax

T4 S1(Turba + cascarilla) WPM+ Carbon activado
T5 S1(Turba + cascarilla) WP%;%;bsé? AaNci\\;adm
T6 S2(Musgo+ piedra pémez+ tierra) Knudson

T7 S2(Musgo+ piedra pémez+ tierra) Knudson C modified
T8 S2(Musgo+ piedra pomez+ tierra) Phytamax

T9 S2(Musgo+ piedra pdmez+ tierra) | WPM+ Carbon activado
T10 S2(Musgo+ piedra pémez+ tierra) WPM+ Carbon activado+

Auxinas (ANA)

Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Los sustratos utilizados para la fase de aclimatacion fueron dos: Turba+ cascarilla

(S1) y Musgo+ piedra pomez+ tierra (S2) (cuadro 6 y figura 5).
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Figura 5: Fase de aclimatacién F. hybrida, a) Mini cdmara de invernadero,
b) Seleccion de plantulas jovenes con una altura promedio de 6.5cm y con raices de 5
cm, ¢) S1, d) S2, e) contenedores con sustratos, f) Plantula fuera del tubo de ensayo,

g) Plantulas con raices lavadas, h) fase de aclimatacion.

Fotos tomadas por: Nieto y Valdivieso, 2012.

Unidad y disefio experimental: Cada unidad experimental estuvo constituida por
envases plasticos con 2509 de sustrato (S1 y S2) con 3 repeticiones por cada
tratamiento, donde se coloc6 una plantula de F. hybrida. El disefio experimental fue
blogues completamente al azar. Ademas, para el analisis de datos se utilizé la prueba

de signos al 5% con 30 repeticiones por tratamiento para homogenizar los datos.
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Las variables que se evaluaron en cada tratamiento fueron: porcentaje de

sobrevivencia y longitud del explante.

Porcentaje de sobrevivencia (%): Esta variable fue medida mediante la relacion de
las plantas vivas y el numero total de plantas aclimatadas, multiplicado por 100

después de 2 semanas en relacién al tratamiento de aclimatacion.

Longitud del explante (cm): Se midio la altura de la planta en centimetros desde la

base hasta su extremo apical, con el calibrador en centimetros después de 2 semanas.

Las variables medidas en todas las fases de la investigacion, fueron analizadas

mediante la prueba de signos para datos no paramétricos.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Desinfeccidn para brotes de F. pilaloensis y F. hybrida

En esta fase se evaluaron tres protocolos de desinfeccion, en donde la contaminacion
fangica present6 diferencias significativas para los tratamientos, se determiné como
mejor tratamiento de desinfeccion el tratamiento tres (T3), con una contaminacion
fangica de 1,18%, mientras T1 y T2 presentaron un alto porcentaje de contaminacion
fangica con 89,41% Yy 65,88%, respectivamente (figura 6). Segun Pierik (1990), para
evitar la contaminacién en el cultivo de tejidos (eliminar los microorganismos), se
debe utilizar sustancias quimicas como Alcohol (etanol) al 70% para el material
vegetal, Hipoclorito de sodio; en una concentracion de 5.25% de ingrediente activo,
Tween 20 o 80; agente mojante que disminuye la tensién superficial para un mejor
contacto superficial del explante con la solucidn desinfectante, lo que concuerda con
los reactivos usados en el tercer tratamiento (T3).

Figura 6: Porcentajes de contaminacion fngica para ambas especies de Fuchsia.

Comparacion de la contaminacion fungica
(explantes contaminados) vs explantes limpios con
los tres Protocolos evaluados
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.
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En el primer tratamiento de desinfeccion (T1), se utilizé: jabon liquido (45 min)+
ADE*'+ fungicidas (45 min)+ADE+ bactericidas (45 min)+ ADE+ alcohol 96% (1
min)+ Hipoclorito de Sodio 3% (20 min)+ADE, con este protocolo se obtuvo un
porcentaje de explantes limpios de 11% en F pilaloensis y en F hybrida del 30%.
Para el segundo tratamiento de desinfeccion (T2) se utilizo: jabdn liquido (20
min)+ADE + fungicidas (20 min)+ ADE+ bactericidas (20 min)+ ADE+ alcohol 70%
(1 min)+ ADE+ hipoclorito de Sodio 3% (20 min)+ ADE+ ampicilina (10seg), este
protocolo (T2) present6 un porcentaje de explantes limpios de 34% en F pilaloensis y
en F hybrida del 20%. Mientras para el tercer protocolo de desinfeccion (T3) se
utilizé: Jabon liquido (30 min)+ ADE con Tween 20 (25 min) + ADE+ fungicidas (30
min)+ ADE+ bactericidas (30 min)+ Tween 20 + ADE+ alcohol 70% (1 min) +
ADE+ hipoclorito de Sodio 3% (20 min)+ Tween 20+ ADE, con un porcentaje de
explantes limpios de 99% en F pilaloensis y en F hybrida del 96% para el tercer

protocolo de desinfeccion, siendo T3 seleccionado como el mejor protocolo.

Segln la investigacion realizada por Trujillo (2008) sobre “Cultivo in vitro de
mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)”, en la desinfeccion de los segmentos de
tallos, no se encontré un protocolo que permita erradicar totalmente la contaminacion
de los tallos que se introdujeron in vitro, el protocolo consistié en cloro al 2.5% vy
1.5% en tiempos de 10-12 min; obteniendo un porcentaje de contaminacion de hasta
el 40%, utilizando explantes de plantas mantenidas en un espacio abierto ya que los
explantes de mortifio se obtuvieron de plantas silvestres creciendo en su habitat
natural, lo cual podria explicar el alto porcentaje de contaminacion que se observé en
mortifio (Trujillo,2008) y en el presente estudio, en los protocolos uno (T1) y dos
(T2).

Segun la investigacion realizada por Sosa-Rodriguez et al. (2009) sobre
“Propagacion in vitro de Heliconia standley Macbride en Cuba” para la
desinfeccion del material vegetal utilizaron Hipoclorito de sodio al 2% por 20
minutos méas Tween 20, con lo cual se obtuvo un porcentaje de contaminacion in
vitro, por debajo del 5 %. La disminucion en el porcentaje de contaminacion, se le

atribuye a la actividad detergente que posee el tween 20 y al poder oxidante del

%1 Agua destilada estéril
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Hipoclorito de Sodio que elimind una gran cantidad de microorganismos presentes en
el tejido (Pérez, 1998), estos resultados son similares a los encontrados en el presente
estudio, ya que los porcentajes de contaminacion fungica mas bajos se encontraron en
el protocolo T3 con 1%, y los estudios realizados por Jacome (2011), quién utilizo
detergente mas Tween 20 por 20 minutos, alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al
3% con Tween 20 obteniendo un porcentaje de contaminacion por debajo del 3%.

La contaminacién bacteriana no presento diferencias significativas con la prueba de
signos para datos no paramétricos. Sin embargo, en el tercer protocolo (T3) evaluado,
se pudo eliminar por completo la contaminacion bacteriana, obteniendo 0% de
contaminacion, mientras, para el primer protocolo (T1) presentd el promedio mas alto

con 9,41% de contaminacion bacteriana (figura 7).

Figura 7: Porcentajes de contaminacion bacteriana para ambas especies de Fuchsia.

Comparacion de la contaminaciéon bacteriana con los
tres Protocolos evaluados
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Segun Vidales (2012), el mejor método de desinfeccion donde se obtuvo una
contaminacion debajo del 4% se obtuvo al lavar los explantes con detergente y
cepillo; cortar en segmentos de yemas axilares; tratar con fungicidas (2g/l, durante 15
a 20 minutos); enjuagar con agua destilada esteril; tratamiento con hipoclorito de
sodio + tween 20 (2 gotas/l) durante 15 a 20 minutos; y por ultimo, practicar tres
enjuagues con agua destilada estéril en campana de flujo laminar, evaluando el
tiempo de exposicion y la concentracion de acuerdo a la madurez del tejido, lo que
concuerda con los tratamientos de desinfeccion aplicados, sin embargo, cabe
mencionar que el autor utilizo bactericidas.
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Los porcentajes de fenolizacion no presentaron diferencias significativas con la
prueba de signos para datos no paramétricos, obteniéndose para F. pilaloensis en el
primer protocolo (T1) 2%, el segundo protocolo 5% y para el Gltimo protocolo 2%;

mientras que para F hybrida fue de: 6% para T1, 3% en T2y 2% en T3 (figura 8).

Figura 8: Porcentaje de Fenolizacion para F. pilaloensis y F. hybrida
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Para el porcentaje de mortalidad, se encontrd diferencias significativas, segun la
prueba de signos, el porcentaje méas bajo encontrado fue 83% de explantes muertos
en el tercer protocolo (T3) para F. pilaloensis (figura 9), mientras que para F. hybrida
se obtuvo un porcentaje de mortalidad del 20% para el tercer protocolo (T3).

Figura 9: Mortalidad de los explantes en la desinfeccion.
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.
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Los altos indices de mortalidad presentados en esta fase, se deben, probablemente a
las concentraciones de fungidas y bactericidas empleados en el protocolo de
desinfeccion (T3), ademas del tipo de explante que se utilizo (Recalde, 2007),
obteniéndo porcentajes muy bajos para F. pilaloensis de 83% para el tercer protocolo,
mientras que para F. hybrida, sus porcentajes fueron del 20% (figura 13), puesto que

esta especie no presentd problemas de contaminacion con microorganismos endofitos.

La contaminacion por microorganismos Y la capacidad de la especie para adaptarse al
medio, son los principales obstaculos dentro del cultivo in vitro, provocando altos
indices de mortalidad para la especie de F. pilaloensis. La diferencia que se encontré
entre los tratamientos obedeci6 al incremento de las concentraciones de fungicidas y
bactericidas en el protocolo de desinfeccidn, el tiempo de exposicion, el incremento
del pH ( debido a la contaminacion) y la adaptacion de la especie al medio (debido a

su variacion genética) (Castro, 2006).

Ademas el etanol como agente desinfectante tiene un gran poder de penetracion, lo
que facilita una correcta desinfeccién de los explantes, se recomienda su uso en
concentraciones del 70%, ya que el alcohol al 90% deshidrata al explante. Unos
cuantos segundos de alcohol no son suficientes para matar a todos los
microorganismos, por lo que generalmente se combina esta desinfeccion con el
tratamiento con Hipoclorito (sodio o calcio) (Recalde, 2007). Esto explica la alta

mortalidad en T1, por el uso de alcohol al 90%.
4.2. Microorganismos Endofitos

Debido a la elevada contaminacion presentada en ensayos de desinfeccion, se realizo

analisis de microorganismos endéfitos, cuyos resultados se presentan a continuacion:
4.2.1. Aislamiento del Hongo Enddfito

El hongo aislado a partir de brotes de F. pilaloensis (figura 10), se describe a
continuacion: la vista frontal del hongo es de color blanco y apariencia esponjosa y, la
vista posterior es de color café oscuro, y presenta una estructura de forma concéntrica
(figura 11).
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Figura 10: Hongo en la fase in vitro (brote de F. pilaloensis).

Foto tomada por: Nieto y Valdivieso, 2012.

Figura 11: Hongo endofito de F. pilaloensis: a) Vista frontal, b) Vista posterior,
c) Vista microscopica a 40X.
a) b) C)

Fotos tomadas por: Nieto y Valdivieso, 2012.

Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas, la superficie y la rizosfera estan
habitadas por microorganismos que pueden entrar al tejido a través de aberturas
naturales, heridas y llegan a colonizar los tejidos vegetales, lo que causa la
contaminacion en el medio de cultivo. Los contaminantes fungosos no son dificiles de
detectar en el medio de cultivo pues su crecimiento es visible en forma de colonias
aisladas o alrededor de los explantes, como se pudo observar en los resultados
presentados (figura 11) (Debut, 2004)

Los microorganismos fungosos més comunmente encontrados como contaminantes
en el cultivo de tejidos son los géneros Cladosporium, Aspergillus, Penicillium,

Curvularia y Fusarium. Se ha detectado la presencia de hongos contaminantes en
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apices de plantas adultas de Annona muricata, los cuales correspondieron a los
géneros Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Botryodiplodia, Curvularia y
Helmithosporium. Otros identificaron los géneros Alternaria, Cladosporium,
Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Penicillium, Trichoderma y Aspergillus,
durante el establecimiento in vitro de Psidium guajava. En el cultivo in vitro de
yemas apicales de mango (Mangifera indica L.), se identificaron como géneros de
hongos contaminantes a Fusarium sp., Botryodiplodia sp., Alternaria sp. y
Aspergillus sp; en segmentos nodales se han identificado los géneros Alternaria sp. y
Curvularia sp, siendo este Gltimo el que mayor nimero de explantes contaminados
presentd, sefialandose que las diferencias con respecto al resultado anterior puede
atribuirse al procedimiento de desinfeccion, el explante seleccionado y la época del

afio, entre otras causas (Hernandez, 2010).
4.2.2. Aislamiento e Identificacion de Bacterias Enddfitas

En el aislamiento bacteriano a partir de hojas y brotes de F. pilaloensis (figura 12), se
aislaron tres bacterias endofitas, mediante la tinciébn de Gram, observacion al
microscopio y comparacion con literatura, se determind un Coco Gram Negativo (B3)

y dos Bacilos Gram Negativos (B1 y B2) (figura 13).

Figura 12: Aislamiento de bacterias endéfitas de F. pilaloensis, a) Vista posterior de
las tres bacterias endofitas en el medio de cultivo, b) Vista frontal las tres bacterias
enddfitas en el medio de cultivo, ¢) Vista posterior B1 Bacilo largo, d) Vista frontal
B1 Bacilo largo, e) Vista posterior B2 Bacilo largo, f) Vista frontal B2 Bacilo largo,
g) Vista posterior B3 Coco, h) Vista frontal B3 Coco.
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Fotos tomadas por: Nieto y Valdivieso, 2012.

La bacteria 1 (B1) tiene un crecimiento de 4 ufc® después de 24 horas de siembra, es
de color amarillo opaco, no presenta viscosidad, posee bordes regulares (figura 12 a),
es una bacteria Gram negativa (identificada por su color rosado en tincion de Gram),
mediante observacion microscopica y comparacion con literatura, se pudo determinar

que corresponde a un Bacilo largo (figura 13a).

La bacteria 2 (B2) tiene un crecimiento de 6 ufc moderado despuées de 24 horas de
siembra, es de color blanco opaco, no posee viscosidad, tiene bordes regulares (figura
12e), mediante observacion microscopica y comparacién con literatura, se pudo
determinar que corresponde a un Bacilo largo, y al realizar la técnica de tincion de
Gram, se determind que son bacilos Gram negativos (figura 13b). B2 posee un
crecimiento mayor que B1, por presentar 6 ufc

La bacteria 3 (B3) posee un crecimiento de 5 ufc después de 24 horas de siembra, es
de color naranja, no tiene viscosidad, tiene bordes irregulares (figural2g), mediante
observacién microscopica y comparacion con literatura, se pudo determinar que
corresponde a Cocos Gram negativos (identificada mediante tincion de Gram)
(figura 13c).

%2 Unidades formadoras de colonia
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Figura 13: Tincién de Gram de bacterias aisladas de F. pilaloensis (vista
microscépica): a) Bacilo Gram negativo (B1l), b) Bacilo Gram negativo (B2),

c) Cocos Gram negativo (B3).

a) b) c)

Fotos tomadas por: Nieto y Valdivieso, 2012.

Las bacterias endofitas son encontradas principalmente en los espacios intercelulares
de los tejidos y, con menor frecuencia, intracelularmente y en tejidos vasculares, sin
causar sintomas de enfermedad. La penetracién en la planta puede ocurrir por
estomas, heridas, areas de emergencia de raices laterales. Bacterias endofitas se
pueden tornar patdgenas en ciertas condiciones, e inclusive en funcién del genotipo
de la planta hospedera (Pérez, 2009), razon por la cual pudieron verse afectados los

explantes en la presente investigacion.

La existencia de poblaciones bacterianas enddgenas en las plantas es un hecho real y
estd considerado el factor mas importante, responsable de las mayores pérdidas del
cultivo in vitro. Las mismas pueden aparecer en cualquier fase del cultivo y su
deteccion es dificil de realizar, pues la mayoria de estas bacterias normalmente crecen
muy poco en los medios de cultivo o crecen solo después de largos periodos de
incubacion (Recalde, 2007).

Hernandez (2010), dice: “la contaminacién microbiana es uno de los problemas mas
graves en la micropropagacion de especies vegetales a nivel mundial; los
contaminantes mas frecuentes en condiciones in vitro son los hongos, bacterias y
levaduras, denominados "vitropatdgenos"; siendo organismos que no son
necesariamente patdgenos para las plantas en el campo, pero si son perjudiciales para
células, tejidos u 6rganos cultivados in vitro, ya que compiten con el explante por los
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nutrientes del medio y les producen dafios directos e indirectos por la colonizacion de
sus tejidos o liberacion al medio de metabolitos toxicos”, esto permite explicar la
razon por la cual muchos explantes no respondieron adecuadamente al cultivo in

vitro.

Ademas, en un estudio realizado se encontrd que la inoculacién de plantas in vitro de
Hemerocallis con la bacteria no patdgena Lactobacillus platarum, un contaminante
frecuente del cultivo de tejidos, causa disminucion del coeficiente de multiplicacion,
seguido de un rapido deterioro de los cultivos, incrementa el nimero de bacterias y
concentracion de acido lactico en el medio de cultivo (Hernandez, 2010). Como
contaminantes in vitro de plantas, se han aislado especies de bacterias pertenecientes
a los géneros: Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus, Mycobacterium, Pseudomonas,
Enterobacter, Acinetobacter, Xanthomonas, Lactobacillus, Erwinia, Agrobacterium,
Corynebacterium, Methylobacterium, entre otros (Castro, 2006).

También se demostrd que la cafia de azicar puede ser colonizada endofiticamente por
bacterias de los géneros Acetobacter, Herbaspirillum y Azospirillum, que se
encuentran en la parte aérea de la planta, incluido el apice (Castro, 2006).

4.3. Establecimiento in vitro de F. pilaloensis y F. hybrida

Cada tratamiento contd con 85 repeticiones, donde se evaluaron cinco medios de
cultivo distribuidos en los tratamientos T1 (Knudson), T2 (Knudson C), T3
(Phytamax), T4 (WPM) y T5 (WPM+ Aux). En F. pilaloensis, se obtuvieron los
siguientes resultados: los medios T4 y T5 obtuvieron un porcentaje de formacién de
callos de 33,33% y 16,66%, respectivamente (figura 14). F. hybrida, no presentd

formacién de callos.
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Figura 14: Porcentaje de formacion de callos en el medio de cultivo para F.
pilaloensis y F. hybrida.
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

La produccién de callos permite obtener una variedad genética, el cultivo de callos
organogénicos como fuente de variabilidad genética y la posterior regeneracion de
plantas se ha utilizado con fines de mejoramiento genético (Pedranzani, 2004).

Las plantas obtenidas in vitro presentan, segun la especie, diferencias fenotipicas,
morfoldgicas o bioquimicas en comparacion con el fenotipo de las plantas donadoras
de los explantes. Larkin y Scowcroft (1981), distinguieron claramente dos tipos de
causas: la variacion epigenética® transitoria, debida probablemente a las condiciones
de estrés generadas por las condiciones propias del cultivo de tejidos, células in vitro
y las variaciones genéticas, producto de mutaciones (Patifio, 2010), lo que explica la

razon por la que cada especie responde de manera diferente.

Segun Gomez (1995), la induccion de callos de platano se ha realizado a partir de
multiples partes de la planta: de embriones de semillas diploides en especies
silvestres; de secciones de inflorescencias (ovarios, flores femeninas y masculinas,

pistilos y anteras); de secciones de fruto; de apices florales y de la base de las hojas.

Los callos empleados para el establecimiento de éstas fueron obtenidos de la base de

¥ Factores no genéticos que intervienen en la determinacién de la ontogenia o desarrollo de un
organismo
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las hojas de plantas cultivadas in vitro y plantas de campo, utilizando el medio WPM,
modificado (Ponce, 2009).

Para la variable longitud del tallo de F. pilaloensis se evalud desde que empez0 hasta
los 7 meses después de ser cultivada in vitro, mientras que F. hybrida, fue evaluada
durante dos meses, debido a su rapido crecimiento, razén por la cual se presentan

resultados por separado.

La variable de la longitud del tallo de F. hybrida fue evaluada en centimetros, para
determinar cual es el medio mas adecuado para el crecimiento in vitro de esta especie
(figura 15). La mayor longitud del tallo se obtuvo con T4, es decir, el medio WPM

con un promedio de 7,42 cm.

Figura 15: Promedio (cm) de la longitud del crecimiento del tallo desde que empez6

hasta los 2 meses de siembra
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

La longitud depende del medio de cultivo, concentracion de sales, y la facilidad del
explante para adaptarse al medio (Recalde, 2007). En el analisis estadistico realizado,
no se muestran diferencias significativas por la longitud promedio del tallo, sin
embargo, T4 (WPM) presenta la mayor longitud del tallo, esto se debe a la menor
concentracion de sales que este medio posee en comparacion con los otros medios

evaluados.

Segun Ocampo (2007) y Pérez et al. (2001) el medio de cultivo WPM permite

desarrollar el mayor namero de brotes a los 30 dias posteriores a la introduccion in
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vitro. Esto sugiere que el tipo de sales del medio basal tiene una influencia directa en
la longitud de brotes. WPM es adecuado para cultivo in vitro de especies lefiosas.

Para F. pilaloensis se obtuvo una longitud promedio de tallo de 1 cmen T2, 1,5 cm
en T4y 1,2 en T5 a los 7 meses, debido que en los meses anteriores no presentd
brotacion, siendo el mejor tratamiento para el desarrollo del tallo de la mencionada
especie, T4 (WPM) (figura 16). Segun Ponce (2009), al probar el medio WPM para el
cultivo in vitro del almendro, obtuvo un crecimiento de los brotes por encima del

44,1%, con una longitud de 1,4 cm al término del segundo mes.

Figura 16: Porcentaje de crecimiento del brote de F. pilaloensis a los 7 meses
después de la siembra.
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Segun Pierik (1990) el estado fisiologico tiene efecto sobre la divisién celular y la
regeneracion in vitro. En general los fragmentos de plantas en estado vegetativo,
regeneran in vitro con mas facilidad que los fragmentos de plantas en estado
generativo; dentro de este caso, las yemas (especialmente de arboles y arbustos), que
se encuentran todavia en estado de reposo (final de verano o principio del invierno),
son mas dificiles de cultivar in vitro que las que proceden de plantas que ya no estan

durmientes.

El grado de inhibicién del crecimiento en el explante es muy dependiente del
genotipo y fenotipo de la especie. Esto es especialmente cierto en aquellos géneros de
plantas lefiosas (por ejemplo: Castanea, Juglans, Quercus, Paeonia, Rhododendro, y

64



muchas coniferas) que naturalmente contienen altos niveles de taninos u otros
hidroxifenoles, y que presentan mayor tendencia a que los tejidos cultivados in vitro
se oxiden. Muchas veces se encuentran diferencias entre especies del mismo género e
incluso cultivares de una misma especie, en condiciones de asepsia (cultivo in vitro).
Tal es el caso de Anigozanthos sp, Aconitum napellus y A. noveboracense, Sorghum
bicolor y de variedades de uva (Azofeifa, 2009).

El crecimiento de F. pilaloensis fue lento, puesto que al ser una especie lefiosa,
presenta dificultad de adaptacion al cultivo in vitro o al medio de cultivo, presentando

irregularidad en la obtencion de plantulas para formar una poblacion homogénea.

En una investigacion realizada sobre “Métodos de micropropagacion aplicable a
genotipos selectos de Cedrela odorata, fases de desarrollo y enraizamiento”,
expresa que las bajas concentraciones de sales del medio WPM, favorecieron la altura
del brote (Pérez, 2009), lo que concuerda con los resultados obtenidos en la presente

investigacion.

Ademas, la variacion de pH se debié a la presencia de hongos y bacterias que
cambian el pH del medio de cultivo determinando la disponibilidad de los
compuestos osmoticos y regulando las reacciones bioquimicas que tienen lugar en las
células vegetales en cultivo (Recalde, 2007). Segun los anélisis de suelo realizados
previamente, se regulé el pH del medio de cultivo a 6.7, a pesar de esta modificacion
del pH los explantes pudieron verse afectados por la presencia del hongo y de las

bacterias lo que explicaria el déficit de crecimiento de los brotes de F. plilaloensis.

Ademas F. pilaloensis presentd crecimiento de 9 brotes en medio (T5), y 18 brotes en
los medios (T2) y (T4). Sin embargo, todos los brotes que crecieron, se secaron a los

15 dias después de su brotacion (figura 17).
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Figura 17: Introduccion de F. pilaloensis: a) Brotes a los cinco meses, b) crecimiento
del brote a los 7 meses.

Fotos tomadas por: Nieto y Valdivieso, 2012.

Las especies del género Fuchsia, muestran diferencias significativas entre si, segln
los lugares donde se encuentran distribuidas, puesto que deben adaptarse a cambios
climaticos bruscos; razén por la cual, existen diferencias en el desarrollo in vitro de
ambas especies en estudio, puesto que se encuentran sometidas a cambios, donde las
condiciones de crecimiento deben ser estériles (Dominguez, 2010). Segin Darwin
(1958), las especies del mismo género, pueden presentar diferencias genéticas, segun
los lugares donde se encuentran distribuidas, para poder adaptarse y crecer en un

determinado lugar.

Se evalué el porcentaje de enraizamiento de F. hybrida (figura 18) y F. pilaloensis,
esta variable no presentd diferencias significativas entre tratamientos. F. hybrida en
los tratamientos 1, 2 ,3 ,4 present6 un 100% de enraizamiento, mientras T5 presento
el 97% (figura 19). En cambio, F. pilaloensis, tuvo un porcentaje de enraizamiento

entre 3y 7,5%, presentando el mayor porcentaje T1.

Segun el analisis estadistico de la prueba de signos, el cultivo de tejido in vitro
presenta diferencias significativas segun las especies de Fuchsia. F. pilaloensis bajos
porcentajes de enraizamiento en relacion a F. hybrida, esto debido a los altos
porcentajes de contaminacion y mortalidad de la especie en el medio de cultivo, lo
que concuerda con los resultados obtenidos por Dominguez (2010), que indica que
existen diferencias en el desarrollo in vitro segun la especie cultivada, puesto que se

encuentran sometidas a cambios, donde las condiciones de crecimiento deben ser
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estériles, ademas del lugar donde fueron recolectadas, las condiciones ambientales,
fisicas y quimicas del suelo.

Figura 18: Porcentaje de enraizamiento de F. hybrida y F. pilaloensis
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Figura 19: Explantes in vitro de F. hybrida dos meses después de la introduccion.

Foto tomada por: Nieto y Valdivieso, 2012.

Un estudio realizado en el Campus Experimental San Bernardo en los laboratorios de
cultivo de tejidos de la Universidad de Santo Tomas de Chile, evalud medios de
cultivo WPM, WPM 1/2, en Fuchsia magellanica, donde se observé resultados
positivos con WPM, favoreciendo al enraizamiento espontaneo de los explantes
(Banda, 1998).
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Los resultados obtenidos en F. hybrida, demuestran que todos los medios de cultivo
utilizados favorecieron el enraizamiento, ya que no muestran diferencias
significativas. Este resultado se debe a sus bajas concentraciones de sales, son
similares en su composicion, en términos de nutrientes, fuerza ionica, tipo y
concentracion de reguladores de crecimiento, con el estado fisiologico del explante
podria explicar los resultados mostrados en las diferentes condiciones de cultivo
ensayadas. Ademas, la discordancia entre resultados para las especies podria estar
influenciada por la variaciones en el genotipo incluso entre individuos de la misma
especie (Pierik, 1990).

Se realiz6 una investigacion en la Universidad Santo Tomas, con el objetivo de
estandarizar un protocolo de propagacion in vitro para especies nativas Fuchsia.
magellanica Lam. variedades Magellanica y Eburnea, en los medios de cultivo
WPM. Los resultados para F. magellanica Lam. variedades Magellanica y Eburnea
correspondieron a un alto porcentaje de enraizamiento (76% y 55% respectivamente)
en el medio WPM (Chavez, 2000).

En los porcentajes de mortalidad en cultivo in vitro para F. pilaloensis, el valor mas
bajo corresponden al 50% en T5 (WPM+ Aux), mientras que, para F. hybrida los
porcentajes son 7,1% para T1 (Knudson), 5% para T2 (Knudson “C”), 5,3% para T3
(Phytamax), 3,95% para T4 (WPM) y 3,6% para T5 (WPM+ Aux). Siendo T4y T5

los que menor porcentaje de mortalidad presentaron, inferior al 4% (figura 20).

Figura 20: Porcentaje de mortalidad de los explantes de F. pilaloensis sembrados in

vitro.
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Segn Mroginski (1998) en relacion con la especie vegetal utilizada, es importante
tener en cuenta la variabilidad asociada al genotipo de las plantas. Es muy frecuente
que, en idénticas condiciones de medio y ambiente, las respuestas in vitro de cultivo
de un determinado explante de una especie, difieran con el cultivar empleado,
informacion que concuerda con los resultados obtenidos para la mortalidad de F.
hybrida y F. pilaloensis, con una mortalidad del 100% en T1y T3 para F. pilaloensis,
y7,1% T1 para F. hybrida.

Segan Trujillo (2008), el fenotipo y genotipo de las plantas lefiosas, favorece o
empeora el estado fisiolégico de ciertas especies, después de su cultivo in vitro o
durante el mismo; lo que concuerda con el analisis realizado por Darwin (1958),
donde expresa que las especies del mismo género, pueden presentar diferencias
genéticas y diferentes indices de mortalidad, ya que depende del lugar donde se
encuentran distribuidas, puesto que deben adaptarse y crecer en un determinado lugar,
razon por la cual se presentan anormalidades como hiperhidricidad o necrosis apical,

como resultado de someter a la especie a condiciones de asepsia en el cultivo in vitro.

Segun Azofeifa (2005), se ha encontrado que el medio de cultivo para plantas lefiosas
Woody Plants Medium (WPM) desarrollado por Lloyd y McCown (1981) reduce el
oscurecimiento de los explantes disminuyendo de esta manera la tasa de mortalidad,
comparado a otros medios; lo que concuerda con los resultados obtenidos en el
presente estudio, ya que WPM presentd un porcentaje de mortalidad menor al 4%

para F. hybrida y mayor al 50% en F. pilaloensis.
4.4. Aclimatacion de F. hybrida

La variable porcentaje de sobrevivencia de F. hybrida, presenté un 87% de

sobrevivencia para cada sustrato (S1y S2) (figura 21).

El proceso de aclimatacion de plantulas obtenidas in vitro es muy complejo, sobre
todo en especies lefiosas, por lo que el control de las condiciones ambientales durante

esta fase es determinante en un sistema de micropropagacion (Martinez, 2005).
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Figura 21: Sobrevivencia de F. hybrida en la fase de aclimatacion
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Segun Eskibias (2008), el proceso de aclimatacion de las plantas del género Fuchsia
obtenidas mediante cultivo in vitro, usando turba rubia a un pH mayor a 6,7 y con un

grado de fertilizacion medio, se obtuvo un porcentaje de aclimatacion del 90%.

De igual manera, se realizd una investigacion en la Universidad Santo Tomas, en la
Escuela de Agronomia, (Chavez, 2000), se llevd a cabo la aclimatacion de plantas de
F. magellanica Lam. var. magellanica, en turba (38%), el porcentaje restante
constituia tierra. Los resultados fueron el crecimiento de F. magellanica Lam. var.

magellanica con 25 cm al término de la segunda semana.

INIAP (2009), utiliza turba, tierra arenosa y piedra pémez para la adaptacién al medio

de especies lefiosas, obteniendo buenos resultados en el crecimiento.

Los cinco tratamientos evaluados en la fase de cultivo in vitro, fueron adaptados al
medio (aclimatacion), donde el mayor porcentaje de sobrevivencia presenté T4, con

el 100%, que consiste en el medio WPM probado en la fase in vitro (figura 22).

70



Figura 22: Porcentajes de supervivencia y mortalidad para F. hybrida en la fase de

aclimatacion.
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Las plantas regeneradas (30 por tratamiento) fueron evaluadas por su porcentaje de
sobrevivencia y mortalidad, obteniéndose un porcentaje de sobrevivencia del 100%
en las interacciones de sustrato y medio evaluado en in vitro: S1+T1, S1+T3, S1+T5,
S2+T1, S2+T3, S2+T4 (figura 23).

Figura 23: Sobrevivencia de F. hybrida en sustratos.

Porcentaje de sobrevivencia entre tratamientos

90 [ ] N
= - -
2 80
g — +—
= 70 = = =
2 — — — —— — — S — A
= 60
o 50 | | 1og 100 100 | | doo oo | |
- — 3 — _— —_— 1 — — —
2 40
= —87— —— 71 97—
= 30
23
e . Il N BN =N =B B .
= 20
[ - I S = = = == .

10

0 — EmtPen e et i

S1+T1 S1+T2 S1+T3 S1+T4 S1+T5 S2+T1 S2+T2 S2+T3 S2+T4 S2+T5
Sustratos

Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

La transicion entre el ambiente in vitro, con un 100% de humedad relativa, a un
ambiente ex vitro con un porcentaje de humedad menor, es un factor critico para la

sobrevivencia de las plantulas. Ademas las plantulas in vitro viven en un ambiente
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heter6trofo, donde el medio de cultivo suple los azlcares y otros nutrientes para su
desarrollo. Las hojas de éstas plantulas, a pesar de ser verdes, probablemente no son
completamente activas para fotosintetizar, no poseen capa cerosa, ni cuticula, lo que
las hace mas susceptibles su aclimatacion a sustrato (Recalde, 2007). Después de
transferir las plantas al ambiente ex vitro, las plantas tienen que corregir todas esas
anormalidades para aclimatarse al nuevo ambiente, ya sea en invernadero o campo.
Por otra parte, la anatomia de la hoja es influenciada por la luz y la humedad,

diferenciandose anatdmicamente de las originadas in vivo (Brained, 1981).

Debido a esto, la aclimatacion es un factor importante en la posterior supervivencia
de la planta, ya que es una etapa critica dentro del proceso, en la que se produce la
mayor peérdida. En ella se debe comenzar reduciendo gradualmente la humedad
relativa, para permitir con esto ademas del cierre estomatico, una mejor formacién de
cuticula y disminuir la pérdida de agua. Por otra parte, para tener mejores resultados
en el establecimiento in vivo es necesario el desarrollo radicular in vitro (Pierik,
1990). Lo que evidencia en la presente investigacion, ya que el desarrollo in vitro del

sistema radicular, permiti6 el 100% de adaptacion a ambas sustratos.

En esta fase de enraizamiento de las plantulas, el porcentaje de sobrevivencia es
mayor al 90%, lo cual indica que las condiciones asépticas fueron optimas y también
que las vitroplantas se adaptaron de forma idénea a las nuevas condiciones de sustrato
(Pierik, 1990).

Sin embargo, el estrés asociado a la evapotranspiracion acelerada de las plantas
durante las etapas iniciales del trasplante puede reducir considerablemente la tasa de
supervivencia. Por ello, es conveniente contar con instalaciones de invernadero o
camaras de crecimiento adecuadas para brindar temperatura y humedad relativa
moderadas, que permitan lograr la rusticacién de las plantas en forma progresiva
(Jacome, 2011).

Segun Trujillo (2008), en la investigacion de Cultivo in vitro del mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth) la aclimatacion tuvo una duracion de mes y medio hasta tres
meses. Durante este tiempo, muchas plantas murieron porque se secaron y otras por
contaminacion de la tierra al hacer huecos en el plastico, esta contaminacion afect6 a

varias plantas que tenian buen aspecto durante el proceso de aclimatacion. Las que
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sobrevivieron el proceso de aclimatacion, al pasarlas a fundas plasticas con tierra
murieron en seguida o sobrevivieron hasta los 30 dias después. Es posible que los
resultados del cultivo in vitro no fueron los adecuados ya que las plantas obtenidas no
se pudieron aclimatar, eran muy delgadas y con hojas pequefias, estas plantas tienen
una mala conductividad hidrica de las raices ya que no hay conexiones adecuadas
entre la raiz y el tallo. EI mal transporte de agua, junto a una mala retencion de agua

de las hojas, puede llevar a que estas se sequen rapidamente.

F. hybrida, fue evaluada a la segunda semana de su aclimatacion al sustrato (figura
24), presentandose una longitud promedio del tallo de 9,7 y 10cm para sustratos S1
(Turba + cascarilla) y S2 (Musgo+ piedra pdmez+ tierra), respectivamente.

Figura 24: Longitud promedio del tallo de F. hybrida en relacion a los sustratos

Longitud promedio (cm) del tallo de F. hybrida en
relacion a los sustratos
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

F. hybrida, presentdé una longitud promedio del tallo de 10cm en los medios T3
(Phytamax) y T5 (WPM+ Aux), el medio T1 (Knudson) presenté un promedio de
9,5cm, el medio T2 (Knudson C modified) tuvo un promedio de 9,6cm y el medio T4

(WPM) present6 un promedio de 9,9cm (figura 25).
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Figura 25: Longitud promedio del tallo de F. hybrida en relacion a los medios de

cultivo.
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

En la etapa de adaptacion de F. hybrida, se evalud la longitud de tallo para la
interaccion de sustratos y medio in vitro, no reportd diferencias significativas, siendo
los 6ptimos para el desarrollo de F. hybrida: S1+T1y S2+T4 con 10,2 cm y S1+T3,
S1+T5 y S2+T2, con 10,1 cm (figura 26). Sin embargo los demas tratamientos

presentaron un rango de longitud de tallo entre 9,2 y 9,9.

Figura 26: Longitud promedio (cm) del tallo de F. hybrida.
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Fuente: Nieto y Valdivieso, 2012.

Se obtuvieron plantas con una altura promedio de 10,2 a 9,2cm que se caracterizaron
por ser plantas compactas, con entrenudos cortos, hojas grandes y con mayor ndmero
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de brotes, para el desarrollo u crecimiento de las plantulas en la fase de aclimatacion,
es necesario que se obtenga un buen sistema radicular in vitro, y controlar
gradualmente la humedad relativa, para permitir con esto ademas del cierre
estomatico, una mejor formacion de cuticula y disminuir la péerdida de agua (Pierik,
1990).

F. hybrida obtuvo una buena adaptacion al medio, puesto que se simularon las
condiciones de pH y sales provistas por el medio en in vitro, favoreciendo el

desarrollo de la especie.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 El tratamiento de desinfeccion seleccionado como dptimo para ambas especies de
Fuchsia fue T3 que consistio en la aplicacion de fungicidas (Carbendazim y
Benomil a 2g.I"Y) y bactericidas (Ampicilina y solucién lodada 1ml.I?),
combinados con Tween 20 al 1% por 30min; ya que, disminuy6
significativamente los porcentajes de contaminacién fungica hasta 1% en F.
pilaloensis y 4% para F. hybrida, y los porcentajes de contaminacion bacteriana
disminuy6 hasta 0% en F. pilaloensis y 5% para F. hybrida. Ademas, T3
presentd el menor indice de mortalidad en los explantes de F. pilaloensis en la
desinfeccion, que fue del 83% mientras que para F. hybrida con un porcentaje de

mortalidad del 20%, respondiendo de mejor manera.

Se recomienda utilizar T3 como el tratamiento de desinfeccion adecuado para
Fuchsia hybrida, para la obtencion del menor porcentaje de contaminacion y
mortalidad.

5.2. En el establecimiento in vitro de Fuchsia pilaloensis y F. hybrida se pudo
determinar como medio 6ptimo a T4 que es el Woody Plant Medium (WPM),
con un promedio de longitud de tallo de 7,42 cm en F. hybrida y en F.
pilaloensis se obtuvo una longitud promedio de 1,5 cm. Siendo T4 (WPM) el

mejor tratamiento para el desarrollo del tallo de Fuchsia hybrida.

F. hybrida, no present6 formacion de callos, sin embargo F. pilaloensis, presento

formacion de callos en los medios T4 con 33,33% y T5 con 16,66%.

Los medios de cultivos utilizados permitieron el enraizamiento de F. hybrida,
mostrando porcentajes altos de hasta el 100% para los tratamientos T1, T2, T3y T4.
Mientras que para F. pilaloensis se obtuvo el porcentaje mas alto de enraizamiento de
7,5%enT1.

La variable porcentaje de mortalidad en cultivo in vitro para F. pilaloensis presentd
porcentajes superiores al 50% para todos los medios de cultivo, mientras que, para F.

hybrida se obtuvieron porcentajes menores al 4%, en T4 con 3,95% y T5 con 3,6%.
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Se recomienda utilizar el medio WPM (T4) para el desarrollo in vitro de la especie de
Fuchsia hybrida, mientras que para F. pilaloensis se recomienda realizar nuevos

estudios que permitan su desarrollo in vitro.

5.3. En la fase de aclimatacion de las plantulas de F. hybrida se determin6 que los dos
sustratos presentaron valores altos en relacion a la longitud del tallo que consistio
en: S1 (Turba+ cascarilla de arroz) y S2 (musgo, piedra pdmez y tierra) con una

longitud promedio entre 10,2 y 9,2cm respectivamente.

Se recomienda los sustratos S1 (Turba+ cascarilla de arroz) y S2 (musgo, piedra
pomez y tierra) para la aclimatacion de Fuchsia hybrida.
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ANEXOS

Anexo 1: Familias nativas del Ecuador enumeradas en orden descendente segun su

numero de especies, con el porcentaje de especies endémicas.

. Numero de %

Familia Numerp de % especies especies especies

especies endémicas endémicas

Orchidaceae 2999 19.6 1300 43.3
Asteraceae 863 5.6 370 42.9
Melastomataceae 553 3.6 199 36.0
Rubiaceae 493 3.2 100 20.3
Poaceae 451 2.9 65 14.4
Bromeliaceae 440 2.9 151 34.3
Piperaceae 438 2.9 134 30.6
Araceae 397 2.6 189 47.6
Solanaceae 338 2.2 78 23.1
Dryopteridaceae 309 2.0 81 26.2
Fabaceae 259 1.7 32 124
Gesneriaceae 239 1.6 77 32.2
Euphorbiaceae 225 15 45 20.0
Ericaceae 224 15 113 50.4
Cyperaceae 211 14 14 6.6
Polypodiaceae 199 1.3 25 12.6
Mimosaceae 178 1.2 19 10.7
Lauraceae 167 1.1 25 15.0
Campanulaceae 155 1.0 95 61.3
Acanthaceae 144 0.9 44 30.6
Verbenaceae 133 0.9 27 20.3
Pteridaceae 130 0.8 3 2.3
Sapindaceae 130 0.8 8 6.2
Schrophulariaceae 127 0.8 45 35.4
Clusiaceae 124 0.8 15 12.1
Arecaceae 123 0.8 15 12.2
Moraceae 120 0.8 5 4.2
Lamiaceae 119 0.8 33 21.7
Thelypteridaceae 108 0.7 17 15.7
Annonaceae 105 0.7 20 19.0
Bignoniaceae 98 0.6 0 0.0
Hymenophyllaceae 98 0.6 15 15.3
Caesalpiniaceae 97 0.6 10 10.3
Malvaceae 95 0.6 10 105
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Marantaceae 92 0.6 31 33.7
Apocynaceae 91 0.6 9 9.9
Malpighiaceae 90 0.6 7 7.8
Passifloraceae 90 0.6 29 32.2

Convolvulaceae 86 0.6 3 35
Asclepiadaceae 85 0.6 41 48.2
Urticaceae 84 0.5 12 14.3
Myrtaceae 83 0.5 9 10.8

Boraginaceae 82 0.5 19 23.2
Lycopodiaceae 78 0.5 17 21.8
Aspleniaceae 70 0.5 7 10.0
Cucurbitaceae 70 0.5 3 4.3

Rosaceae 70 0.5 17 24.3
Amaranthaceae 69 0.5 21 30.4

Myrsinaceae 69 0.5 14 20.3
Gentianaceae 65 0.4 35 53.8
Cyclanthaceae 61 0.4 24 39.3

Cyatheaceae 60 0.4 7 11.7

Meliaceae 59 0.4 4 6.8

Begoniaceae 58 0.4 33 56.9
Cecropiaceae 57 0.4 8 14.0
Flacourtiaceae 57 0.4 3 5.3
Heliconiaceae 57 0.4 18 31.6

Selaginellaceae 56 0.4 3 54
Chrysobalanaceae 55 0.4 9 16.4
Apiaceae 54 0.4 7 13.0
Avraliaceae 54 0.4 13 24.1

Onagraceae 53 0.3 13 24.5
Polygalaceae 53 0.3 16 30.2

Oxalidaceae 50 0.3 5 10.0
Sterculiaceae 49 0.3 9 18.4

Viscaceae 49 0.3 20 40.8
Sapotaceae 48 0.3 5 10.4
Bombacaceae 47 0.3 7 14.9
Cactaceae 47 0.3 19 40.4
Dennstaedtiaceae 47 0.3 2 4.3
Myristicaceae 47 0.3 1 2.1
Menispermaceae 45 0.3 3 6.7
Brassicaceae 44 0.3 18 40.9
Caryophyllaceae 44 0.3 4 9.1
Burseraceae 40 0.3 1 2.5
Violaceae 40 0.3 5 125
Blechnaceae 39 0.3 9 23.1
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Lecythidaceae 39 0.3 2 5.1
Monimiaceae 39 0.3 8 20.5
Alstroemeriaceae 37 0.2 17 45.9
Capparaceae 35 0.2 7 20.0
Valerianaceae 35 0.2 9 25.7
Dioscoreaceae 33 0.2 4 121
Rutaceae 33 0.2 2 6.1
Aquifoliaceae 32 0.2 0 0.0
Loranthaceae 32 0.2 6 18.8
Polygonaceae 31 0.2 2 6.5
Amaryllidaceae 30 0.2 12 40.0
Berberidaceae 30 0.2 16 53.3
Hippocrateaceae 30 0.2 0 0.0
Commelinaceae 28 0.2 3.6
Nyctaginaceae 27 0.2 7.4
Symplocaceae 27 0.2 13 48.1
Cunoniaceae 26 0.2 2 7.7
Loasaceae 26 0.2 13 50.0
Loganiaceae 26 0.2 0 0.0
Marcgraviaceae 26 0.2 5 19.2
Zingiberaceae 25 0.2 4 16.0
Geraniaceae 24 0.2 8 33.3
Tropaeolaceae 23 0.2 9 39.1
Actinidiaceae 22 0.1 15 68.2
Juncaceae 22 0.1 1 4.5
Combretaceae 21 0.1 0 0.0
Tiliaceae 21 0.1 0 0.0
Vitaceae 21 0.1 0 0.0
Elaeocarpaceae 20 0.1 1 5.0
Ranunculaceae 20 0.1 1 5.0
Caprifoliaceae 18 0.1 1 5.6
Celastraceae 18 0.1 4 22.2
Costaceae 18 0.1 2 11.1
Sabiaceae 18 0.1 1 5.6
Vittariaceae 18 0.1 2 11.1
Phytolaccaceae 17 0.1 0 0.0
Proteaceae 17 0.1 4 23.5
Rhamnaceae 17 0.1 0 0.0
Theaceae 17 0.1 2 11.8
Avristolochiaceae 16 0.1 0 0.0
Chloranthaceae 16 0.1 1 6.3
Dichapetalaceae 16 0.1 4 25.0
Gleicheniaceae 16 0.1 0 0.0
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Iridaceae 16 0.1 1 6.3
Lythraceae 16 0.1 0 0.0
Caricaceae 15 0.1 4 26.7

Schizaeaceae 15 0.1 0 0.0
Simaroubaceae 15 0.1 0 0.0
Buddlejaceae 14 0.1 5 35.7
Cypripediaceae 14 0.1 3 21.4
Dilleniaceae 14 0.1 0 0.0
Anacardiaceae 13 0.1 1 7.7
Brunelliaceae 13 0.1 5 38.5
Erythroxylaceae 13 0.1 1 7.7
Olacaceae 13 0.1 2 154
Theophrastaceae 13 0.1 5 38.5
Alismataceae 12 0.1 1 8.3
Burmanniaceae 12 0.1 1 8.3
Eriocaulaceae 12 0.1 2 16.7
Lemnaceae 12 0.1 1 8.3
Portulacaceae 12 0.1 2 16.7
Quiinaceae 12 0.1 0 0.0
Cuscutaceae 11 0.1 4 36.4
Lentibulariaceae 11 0.1 0 0.0
Ochnaceae 11 0.1 1 9.1
Clethraceae 10 0.1 2 20.0
Grossulariaceae 10 0.1 1 10.0
Marattiaceae 10 0.1 0 0.0
Mendonciaceae 10 0.1 0 0.0
Pontederiaceae 10 0.1 0 0.0
Smilacaceae 10 0.1 0 0.0
Thymelaeaceae 10 0.1 5 50.0
Ulmaceae 10 0.1 1 10.0
Connaraceae 9 0.1 1 11.1
Icacinaceae 9 0.1 0 0.0
Vochysiaceae 9 0.1 0 0.0
Balanophoraceae 8 0.1 0 0.0
Ophioglossaceae 8 0.1 0 0.0
Polemoniaceae 8 0.1 2 25.0
Styracaceae 8 0.1 0 0.0
Basellaceae 7 0.0 0 0.0
Davalliaceae 7 0.0 0 0.0
Gunneraceae 7 0.0 1 14.3
Isoetaceae 7 0.0 1 14.3
Molluginaceae 7 0.0 4 57.1
Podocarpaceae 7 0.0 0 0.0
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Plantaginaceae 7 0.0 1 14.3
Potamogetonaceae 7 0.0 0 0.0
Agavaceae 6 0.0 0 0.0
Caryocaraceae 6 0.0 0 0.0
Hydrangeaceae 6 0.0 0 0.0
Magnoliaceae 6 0.0 2 33.3
Nymphaeaceae 6 0.0 0 0.0
Primulaceae 6 0.0 0 0.0
Salviniaceae 6 0.0 0 0.0
Bixaceae 5 0.0 0 0.0
Chenopodiaceae 5 0.0 0 0.0
Cannaceae 5 0.0 0 0.0
Ebenaceae 5 0.0 0 0.0
Humiriaceae 5 0.0 0 0.0
Lacistemataceae 5 0.0 0 0.0
Turneraceae 5 0.0 1 20.0
Anthericaceae 4 0.0 1 25.0
Crassulaceae 4 0.0 0 0.0
Equisetaceae 4 0.0 0 0.0
Hydrocharitaceae 4 0.0 0 0.0
Hernandiaceae 4 0.0 1 25.0
Hydrophyllaceae 4 0.0 0 0.0
Linaceae 4 0.0 2 50.0
Najadaceae 4 0.0 0 0.0
Zamiaceae 4 0.0 1 25.0
Aizoaceae 3 0.0 0 0.0
Buxaceae 3 0.0 1 33.3
Columelliaceae 3 0.0 0 0.0
Limnocharitaceae 3 0.0 0 0.0
Marsileaceae 3 0.0 0 0.0
Oleaceae 3 0.0 1 33.3
Rhizophoraceae 3 0.0 0 0.0
Rapateaceae 3 0.0 0 0.0
Salicaceae 3 0.0 0 0.0
Santalaceae 3 0.0 1 33.3
Staphyleaceae 3 0.0 0 0.0
Xyridaceae 3 0.0 1 33.3
Achatocarpaceae 2 0.0 0 0.0
Cabombaceae 2 0.0 0 0.0
Callitrichaceae 2 0.0 0 0.0
Ceratophyllaceae 2 0.0 0 0.0
Cupressaceae 2 0.0 0 0.0
Dicksoniaceae 2 0.0 0 0.0
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Elatinaceae 2 0.0 0 0.0
Ephedraceae 2 0.0 0 0.0
Eremolepidaceae 2 0.0 0 0.0
Haloragaceae 2 0.0 0 0.0
Hypoxidaceae 2 0.0 0 0.0
Hugoniaceae 2 0.0 0 0.0
Mayacaceae 2 0.0 0 0.0
Melanthiaceae 2 0.0 0 0.0
Myricaceae 2 0.0 0 0.0
Opiliaceae 2 0.0 0 0.0
Osmundaceae 2 0.0 0 0.0
Papaveraceae 2 0.0 0 0.0
Plagiogyriaceae 2 0.0 0 0.0
Plumbaginaceae 2 0.0 0 0.0
Saxifragaceae 2 0.0 1 50.0
Typhaceae 2 0.0 0 0.0
Zygophyllaceae 2 0.0 1 50.0
Alliaceae 1 0.0 0 0.0
Aspodelaceae 1 0.0 0 0.0
Bataceae 1 0.0 0 0.0
Betulaceae 1 0.0 0 0.0
Coriariaceae 1 0.0 0 0.0
Cornaceae 1 0.0 0 0.0
Cyrillaceae 1 0.0 0 0.0
Dracaenaceae 1 0.0 0 0.0
Droseraceae 1 0.0 0 0.0
Gnetaceae 1 0.0 0 0.0
Goodeniaceae 1 0.0 0 0.0
Haemodoraceae 1 0.0 0 0.0
Hippocastanaceae 1 0.0 0 0.0
Juglandaceae 1 0.0 0 0.0
Juncaginaceae 1 0.0 0 0.0
Krameriaceae 1 0.0 0 0.0
Lophosoriaceae 1 0.0 0 0.0
Loxsomataceae 1 0.0 0 0.0
Menyanthaceae 1 0.0 0 0.0
Metaxyaceae 1 0.0 0 0.0
Nolanaceae 1 0.0 1 100.0
Podostemaceae 1 0.0 0 0.0
Pellicieraceae 1 0.0 0 0.0
Phormiaceae 1 0.0 0 0.0
Psilotaceae 1 0.0 0 0.0
Rafflesiaceae 1 0.0 0 0.0
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Strelitziaceae 1 0.0 0 0.0

Tovariaceae 1 0.0 0 0.0
Triuridaceae 1 0.0 0 0.0
Taxodiaceae 1 0.0 0 0.0
Winteraceae 1 0.0 0 0.0
Grand Total 15306 100.0 4173 -

Fuente: Le6n-Yanez, 1995
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Anexo 2: Muestras Herbario Nacional del Ecuador (referencia para la identificacion
de la especie F. pilaloensis)

1. F. pilaloensis
Numero de Coleccion: 11298.
Determinado: P. Berry 1989.
Provincia: Cotopaxi (Carretera Latacunga- Zumbahua- Pilald).
Colector: Walter Palacios y David Neill 1988.
2. F. pilaloensis
Numero de Coleccion: 70444,
Determinado: D, Green, 1993.
Provincia: Cotopaxi (Km 81 via Pujili- Pilalo).
Colector: D, Green, y Efrain Freire 1993.

Muestras Missouri Botanical Garden (referencia para la identificacion de la
especie F. pilaloensis)

1. F. pilaloensis
Familia: Onagraceae.
Namero de Coleccion: 1479.

Determinado: Linda K. Albert de Escobar & E. Escobar U.
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Provincia: Cotopaxi (Km 7 cerca de Pilal6).

Colector: Linda K. Albert de Escobar & E. Escobar U.
2. F.pilaloensis

Familia: Onagraceae.

Numero de Coleccion: 1547.

Determinado: P. Berry, 1981.

Coordenadas: 00°57'S 079°02'W (-0.9500000, -79.0333300).
Elevacion: 2400 m.

Provincia: Cotopaxi (Pilal0).

Colector: L.B. Holm-Nielsen & S. Jeppesen.

3. F. pilaloensis

Familia: Onagraceae.

Numero de Coleccion: 1479.

Elevacion: 2500-3500 m.

Descripcién: Flores de color rosa. Cerca de Pilald, carretera Quevedo- Latacunga. Es

una epifita, se encuentra en el bosque nublado.
Provincia: Cotopaxi (Pilalo).

Colector: Escobar.

4. F. pilaloensis

Familia: Onagraceae.

Numero de Coleccion: 1021.
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Elevacion: 2695 m.

Descripcion: Subarbusto de 0,75m de alto.

Provincia: Cotopaxi (a 81 km en la carretera Pujili- Pilalo).
Colector: Green.

5. F. pilaloensis

Familia: Onagraceae.

Numero de Coleccion: 2527.

Determinado: P. Berry, 1989.

Coordenadas: 00°58'S 078°53'W (-0.9666600, -78.8833300).
Elevacion: 2800 - 3100 m.

Descripcién: Planta herbacea en lugar muy himedo. Flores rosadas con los l6bulos

verdosos.

Localidad: Carretera Latacunga-Zumbahua-Pilal6. Bosque himedo Montano. Bosque

primario sobre suelos de origen volcénico

Provincia: Cotopaxi (Pilalo).

Colector: Walter A. Palacios, David A. Neill & Carlos E. Ceron.

6. F. pilaloensis

Familia: Onagraceae.

Numero de Coleccion: 10144.

Determinado: P. Silverstone- Sopkin, 2003.

Coordenadas: 00°4923"S 079°02'02"W (-0.8230500, -79.0338800).

Elevacion: 2990 m.
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Localidad: Reserva Ecoldgica Los llinizas, Sector Tilipulo, Cordillera Tilinche,
Cordillera Occidental, vertiente occidental, bosque nublado primario y secundario

perturbado dominado por Weinmannia.
Provincia: Cotopaxi (Pujili).

Colector: Silverstone.

7. F. pilaloensis

Familia: Onagraceae.

Numero de Coleccion: 2548.
Determinado: Paul E. Berry.
Elevacion: 3150 m.

Descripcion: Epifita con tallos lefiosos. Las flores, tallos y brotes pubescentes. El
tubo floral tubo de color rosa, sépalo puntas verdes. Los frutos en angulo recto,

pUrpura.

Localidad: a 10km cerca de Pilalo, en la carretera Quevedo-Latacunga.
Provincia: Cotopaxi (Pujili).

Colector: Paul E. Berry.

8. F. pilaloensis

Familia: Onagraceae.

Numero de Coleccion: 24634.

Determinado: Berry, P. (MO), 1992.

Elevacion: 3150 m.

Coordenadas: 00°58'S 078°58'W (-0.9666600, -78.9666600)
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Descripcion: Epifitas. Tubo de la flor de color rosa con venas mas oscuras, de color
amarillo parte libre. Flor blanca por dentro. Estambres verdosos. Las anteras amarillo.

Estilo de color rosa, estigma de color verde.

Localidad: Carretera Pilalo- Zumbahua, a 10km cerca de Pilalo
Provincia: Cotopaxi.

Colector: Paul E. Berry.

Grafico 1: Fuchsia pilaloensis, P. Berry (1989)

Fuente: Palacios, 1988
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Anexo 3: Formulacién de Medio MS para 1 litro

Solucién stock | Componentes Concentrat_:lon Gramos / Cantidad para preparar 1
litro litro
NH;NO; 1,650¢
Stock | KNO, 1,99 20 ml
Mg SO,. 7H,0 0,181g
Mn SO,. H,0O 0,017g
Stock 11 Zn SO,. TH,0 8,69 10 mi
Cu SQO,. 5H,0 0.0025g
CaCl,. 2H,0 0,332g
Stock 111 Kl 0.083g 10 mi
Co Cl,. 6H,0 0.0025g
Stock IV 33 0.62g 10 ml
Na,MoOQO.,. 0025
2H,0 0239
Fe SO,. 7TH,0 2.784g
Stock V Na, EDTA 3.724g 10 mi
Acido nicotinico 0.05 5ml
Piridoxina 0.05 5ml
Vitaminas Tiamina 0.1 1ml
Glicina 0.2 20 ml
Mioinositol 2.5 10 ml
Fuente de C Sacarosa 309
Gelatinizador Agar (Phytagel) 8 ¢
Acido clorhidrico 1%
Hidroéxido de sodio 1%
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Anexo 4: Formulacion de Medio Woody Plants Medium (WPM) establecido como

T4

Formulacion de Sal Inorganica

Macronutrientes (g/l) Micronutrientes (g/l)
Nitrato de Amonio 400 mg/I Acido Boérico 6,2 mg/I
Cloruro de Calcio 96 mg/I Na2EDTA*2H20 37,2 mg/l
Sulfato de Magnesio 370 mg/l Sulfato Cuprico 0,25 mg/l
Sulfato de Potasio 170 mg/l Sulfato Ferroso 27,8 mg/l
Nitrato de Calcio 556 mg/I Sulfato de Magnesio 8,6 mg/l
Sulfato de Zinc 8,6 mg/l

Molibdanato de Sodio 0,25 mg/I

Compuestos Orgéanicos

Mioinositol 100mg/I Acido Nicotinico 0,5mg/l
Piridoxina*HCL 0,5mg/l Tiamina*HCI 1,0 mg/l
Glicina 2,0 mg/I Agar 6,0 g/l
Sucrosa 20 /1

Fuente: Trujillo, 2009
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Anexo 5: Formulacién de Medio de Kundson, Knudson “C” y Phytamax

Knudson C Knudson C orchid
Comporertemg | (TOE | e mere gy | PV
T1 T2
Nitrato de Amonio 500,00 825,00
Sulfato de Amonio 500,00 500,00
Acido Borico 0,06 3,10
Cloruro de Calcio Anhidro 166,00
Nitrato de Calcio 694,40 347,20
Cloruro de Cobalto. 6H20 0,0125
Sulfato Culprico. 5H20 0,0624 0,0125
Na2-EDTA 37,24
Sulfato Ferroso.7H20 25,00 25,00 27,85
Sulfato de Magnesio 122,125 122,125 90,35
Sulfato de Manganeso.H20 5,682 5,682 8,45
Tridxido de Molibdeno 0,016
Molibdanato de Sodio 0,125
Cloruro de Potasio 250,00
loduro de Potasio 0,415
Nitrato de Potasio 950,00
Fosfato de Potasio 250,00 250,00 85,00
Sulfato de Zinc. 7TH20 0,331 5,30
6-Benzilaminopurina 2,00
Myo-Inositol 100,00
Acido Naftalenacetico 0,50
Acido Nicotinico 0,50
Peptona 2000,00 2000,00 2000,00
Piridoxina.HCI 0,50
Sucrosa 20,00 20,00 20,00
Tiamina.HCI 10,00

Fuente: Sigma, 2009
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