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RESUMEN

Geranium chilloense Willd. ex Kunth conocida con el nombre de geranio de los Chillos,
es una planta ornamental, nativa de Los Andes que se encuentra de manera silvestre en
las quebradas del Distrito Metropolitano de Quito (Jaramillo, 2013, p. 86) y, forma parte
de la historia de la flora nativa de Quito, ya que ha sido descrita desde la expedicién de
Alexander Humboldt y Aimé Bonpland en 1802 (Ruales & Guevara, 2010, pp. B54-
B63). Lupinus pubescens Benth, conocida también con el nombre de Ashpa chocho o
Allpa chocho, es una planta herbacea, nativa y ornamental debido a la belleza de sus
flores, declarada como una de las siete especies emblema de la flora quitefia (USFQ,
2012).

El presente estudio se realizd con el proposito de desarrollar un protocolo de
propagacion in vitro de Geranium chilloense Willd. ex Kunth.y Lupinus pubescens
Benth., para la obtencion de plantas completas. En geranio de los Chillos, la mejor
escarificacion consistié en tres dias de hidratacion, seguida de una inmersion de dos
horas en una solucién de acido acético al 10 % + 90% de agua destilada estéril,
obteniendo un mayor porcentaje de germinacion (31%). Para la desinfeccion se
determiné, que el protocolo P1, que se basa en sumergir en alcohol al 96% (10 seg),
luego hipoclorito de sodio 50% v/v (3% p.a), al lograr un cero de contaminacion
bacteriana, y el protocolo P3 que se basa en sumergir en etanol al 70% (1 min), luego en
hipoclorito de sodio al 20% v/v (1,2 p.a) mas tween (20 min), al obtener baja
contaminacion fangica (3%), siendo ambos protocolos favorables para la desinfeccion.
Mientras que en la etapa de introduccion el medio MS reducido a 25% de la
concentracion de sus sales obtuvo mayor porcentaje de germinacién (41%). En la
multiplicacién se logr6 mayor nimero de brotes (3,88) con el tratamiento T2 que
consistio en 0 ppm de BAP y 0,5 ppm de AIA. Y finalmente en la fase adaptacion al

sustrato la turba estéril dio los mejores resultados para variable prendimiento (81%).

Para el chocho, se logré una desinfeccion optima al utilizar el tratamiento P1, con
alcohol etilico al 96% (10 seg), seguido de hipoclorito de sodio al 50% v/v (10 min),

obteniendo bajo porcentaje de contaminacion bacteriana (2%) y fangica (5%); en cuanto



a la introduccion al medio de cultivo, se escogi6 el medio MS reducido a la mitad de su
concentracion, ya que presentd el 100% de germinacion. En la multiplicacion, el
tratamiento T5 con 1 ppm BAP y 0,5 ppm AIA, logr6 un mayor promedio de indice de
multiplicaciéon (3,22). En la fase de enraizamiento se obtuvo mayor porcentaje de
presencia de raices (64%) con 1 ppm de ANA combinado con 1000 mg de carbdn
activado y finalmente en la fase de adaptacion al sustrato la fibra de coco mostré los

mayores porcentajes de prendimiento (71%) y sobrevivencia (79%).

Palabras clave: cultivo in vitro, propagacion, Geranium chilloense, Lupinus pubescens



ABSTRACT

Geranium chilloense Willd. ex Kunth known as geranio de los Chillos, is an ornamental
plant, native of Los Andes it can be found in a wild way in the ravines of the
Metropolitan District of Quito and it is part of the history of the native flora of Quito
since has been described from the Alexander Humboldt and Aimé Bonpland expedition
in 1802. Lupinus pubescens Benth, also known as Ashpa chocho or Allpa chocho, is an
herbaceous, native and ornamental plant due to the beauty of his flowers, declared as

one of the Seven Species emblem of the flora of Quito.

The present study was realized by the intention of developing a protocol for the
propagation in vitro of Geranium chilloense and Lupinus pubescens to obtain complete
plants. In Geranium chilloense, the best scarification consisted of three days of
hydration followed by a two-hour immersion in a solution of acetic acid 10% + 90 %
sterile distilled water, obtaining a higher germination percentage (31%). It was
determined that P1 protocol that is based on immersed in alcohol at 96% (10 sec), then
in hypochlorite sodium at 50% v/v (3% p.a), to achieve a zero of bacterial contamination
and P3 protocol that is based on immersed in ethanol 70% (1 min), then in hypochlorite
sodium at 20% (1,2 p.a) plus tween (20 min), obtaining low fungal contamination (3%),
both being favorable for disinfection protocols. In the stage of introducing the MS
medium reduced to 25 % of the concentration of salts obtained higher germination
percentage (41%). For multiplication was greater number of shoots (3,38) with T2
treatment which consisted of 0 ppm 0,5 ppm of 1AA and BAP. And finally during the

adaptation to the substrate the best results for variable grafting (81 %).

For chocho, an ideal disinfection was achieved on having used the treatment P1, with
ethyl alcohol at 96 % (10 sec), followed by sodium hypochlorite at 50 % v/v (10 min),
obtaining low percentage of bacterial contamination (2%) and fungal (5%); as for the
introduction to the culture medium, the MS diminished to the half of his concentration
was chosen on having reached 100 % of germination. In multiplication, the treatment T5

with 1 ppm BAP and 0,5 ppm AIA, achieved a higher average rate of multiplication



(3,22). In the rooting phase higher percentage of presence of roots (64%) was obtained
with 1 ppm of ANA combined with 1000 mg of activated charcoal and finally at the
stage of adaptation coconut fiber substrate showed higher percentage of grafting (71%)

and adaptability (79%).

Key Words: In vitro culture, propagation, Geranium chilloense, Lupinus pubescens



INTRODUCCION

El Distrito Metropolitano de Quito estd ubicado en una hoya, atravesada por rios. Estos
causes crean una gran cantidad de quebradas, denominadas también “Huayco” sindbnimo
de vida (Jaramillo, 2014, pag. 2).

Las quebradas ademas de constituirse como refugios de vida natural, en la antigiiedad
eran consideradas, como sitios sagrados, pues en su interior corria agua que era utilizada
para realizar ritos ancestrales. Actualmente, el 50% de especies de plantas y animales
nativos de la ciudad se encuentra en las quebradas de Quito (ElI Telégrafo, 2014).
Lamentablemente, hoy por hoy los mismos habitantes han ocasionado la destruccion del
patrimonio vegetal de la ciudad al rellenar quebradas, construir parques lineales y
promover la siembra de especies exoticas, totalmente ajenas al paisaje, incluso creyendo

por desconocimiento que se tratan de especies nativas (Bustamante M. , 2012).

En la actualidad el Municipio del Distrito Metropolitano de Quito, a través de diferentes
proyectos busca garantizar la proteccién de las laderas méas extensas en el eje
longitudinal de Quito, con este motivo el Municipio crea la resolucién histérica C350
(Anexo 1), en donde se resuelve “Declarar Patrimonio Natural, Historico, Cultural y
Paisajistico al sistema de Quebradas del Distrito Metropolitano de Quito” (Consejo
Metropolitano de Quito, 2012), impulsando la restauracién, conservacion y proteccion
del suelo, flora, fauna, recursos hidricos y funciones naturales ligadas a las quebradas
del Distrito Metropolitano de Quito (Mosquera G. , 2014). Los ecosistemas nativos de la
sierra ecuatoriana reunen una alta biodiversidad poco conocida, asi como elevados
niveles de endemismo y por ello son prioridad para investigacién y conservacion
(Bustamante M. , 2012). Entre los proyectos de conservacién y restauracion de
quebradas se contemplan dos grandes representantes de numerosas especies
patrimoniales de Quito, como son el geranio de los Chillos y el chocho silvestre o Ashpa

chocho.

Geranium chilloense Willd. ex Kunth, conocida con el nombre de geranio de los Chillos,

es una planta ornamental, nativa de Los Andes, se la encuentra de manera silvestre en las



quebradas del DMQ (Jaramillo, 2013, p. 86) y, forma parte de la historia de la flora
nativa de Quito ya que ha sido descrita desde la expedicion de Alexander Humboldt
(Ruales & Guevara, 2010, pp. B54-B63). Lupinus pubescens Benth, conocida también
con el nombre de Ashpa chocho o Allpa chocho, es una planta herbacea, nativa y
ornamental debido a la belleza de sus flores, declarada como una de las siete especies
emblema de la flora quitefia (USFQ, 2012). Tanto el geranio de los Chillos como el
chocho silvestre, son consideradas especies con un alto potencial para utilizarse en la
primera etapa de restauracion en las quebradas de Quito, mientras que en los espacios
publicos y parques deberian ser integradas como componentes del nuevo paisajismo de
Quito (Jaramillo, 2013, pag. 4).

Para la reforestacion y ornamentacion del Distrito Metropolitano de Quito, el Municipio
cuenta con viveros donde propagan especies nativas y exoéticas por métodos
convencionales, tales como siembra de semillas y cultivo de estacas, alrededor de
300000 plantas por afio, cantidad que no abastece la demanda (EI Comercio, 2009). Por
ello se ha visto la necesidad de implementar otras metodologias de produccion de
plantulas, mediante el desarrollo de un protocolo in vitro de propagacion de Geranium
chilloense Willd. ex Kunth. (Geranio de los Chillos) y Lupinus pubescens Benth (Ashpa

chocho), para la obtencion de plantas completas.

Es importante recalcar que la propagacion de las dos especies nativas mencionadas,
contribuirdn a la restauracion y conservacion de la flora propia de las quebradas de
Distrito Metropolitano de Quito y de sus zonas aledafas, para que en un futuro cercano
las quebradas retornen a ser nichos de vida natural, por lo tanto, un manejo integral de
las laderas contemplara también oportunidades sanas de educacion, recreacion y
contacto directo con el ecosistema, influyendo en la valoracion por parte de los
ciudadanos con la naturaleza propia de Quito y sus alrededores, contribuyendo a la
disminucion en la introduccion de especies foraneas que afectan altamente el desarrollo

y continuidad de nuestra flora y fauna nativa (FAO, 2013).



Hipotesis

Hipdtesis Nula (HO)

La propagacion in vitro es una técnica que no permite obtener plantas completas

de Geranium chilloense Willd. ex Kunth ni de chocho Lupinus pubescens Benth.

Hipotesis Alternativa (HA)

La propagacion in vitro es una técnica que permite obtener plantas completas de

Geranium chilloense Willd. ex Kunth y chocho Lupinus pubescens Benth.
Objetivos
Objetivo general:

Desarrollo de un protocolo de propagacion in vitro de Geranium chilloense Willd.
ex Kunth y Lupinus pubescens Benth., para la obtencion de plantas completas,

para la primera etapa de restauracion de las quebradas de Quito.
Obijetivos especificos:

e Seleccionar un protocolo 6ptimo de desinfeccién de explantes de Geranium
chilloense Willd. ex Kunth. y Lupinus pubescens Benth mediante la evaluacion

de tres tratamientos, para la introduccion al medio de cultivo.

e Evaluar tres concentraciones de sales Murashige & Skoog (MS) en la fase de
introduccion al medio de cultivo, con la finalidad de obtener el mayor porcentaje

de explantes adaptados posibles.

e Determinar la concentracion optima de acido indolacético (AlA) y bencil amino
purina (BAP) en el medio de cultivo, mediante la evaluacién de tres niveles, con

la finalidad de obtener el mayor numero de brotes en la fase de multiplicacion.



Establecer la interaccion optima de carbdn activado (CA) y acido naftalenaceético
(ANA), mediante la evaluacién de dos dosis para cada uno, con la finalidad de

obtener el mayor porcentaje de enraizamiento in vitro.

Elegir el sustrato 6ptimo durante la fase de aclimatacion mediante la evaluacion
de turba y fibra de coco, con la finalidad de obtener el mayor porcentaje de

adaptacion ex vitro.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1 Flora nativa del Ecuador

1.1.1 Generalidades

Multiples especies de plantas del Ecuador fueron recolectadas y estudiadas de manera
cientifica hace méas de 200 afios por el gedlogo y naturalista Alexander von Humboldt y
el botanico francés Aimé Bonpland. En 1804, los cientificos se instalan en Paris, donde
inician la descripcion y nombramiento de cada especie nueva recolectada.
Posteriormente, publican el catalogo ‘Flora Quitensis’ editado en latin por Humboldt,
Bonpland & Kunth., el cual tiene como introduccion el recorrido de los viajeros en
Quito y zonas aledafas. EI catalogo inicia con localidades de las actuales provincias de
Carchi e Imbabura, luego contintan citando localidades de Quito y sus alrededores que
incluyen a zonas actuales de la provincia de Pichincha y Napo (Ruales & Guevara, 2010,
p. 54;55).

Los hechos anteriormente mencionados dan un valor histérico y cultural a la flora
ecuatoriana, sin embargo parte de este valor viene dado desde los pueblos ancestrales
que desarrollaron conocimientos sobre las utilidades curativas, nutritivas y constructivas
de nuestra flora nativa, que ha sido transmitida de generacion en generacion,

enriqueciendo de alguna manera la sabiduria popular (Martinez, 2013, p. 1).
1.1.2 Disminucion en la poblacién de flora nativa en el Ecuador

Ecuador presenta una inmensa variedad de flora, sin embargo se estima que entre 19 y
46 especies de plantas, se han extinguido en el pais en los ultimos 250 afios como
respuesta a la pérdida de habitat (Ruales, 2007, pag. 1), que en gran medida se debe a
que Ecuador, al ser el pais mas densamente poblado del continente sudamericano ejerce
una terrible presidon sobre los bosques primarios, secundarios y chaparrales, que son
destruidos, deforestados e incendiados para ampliar las zonas agricolas y urbanas del
pais (Vargas, 2006, pp. 13 - 14).



Adicionalmente, se conoce que 282 especies, es decir alrededor del 7% de la flora
endémica del Ecuador, esta calificada como criticamente amenazada, existen también
indicadores de inminentes extinciones de gran escala en el pais, tanto en la costa como
en Los Andes. Por lo que se cree que a largo plazo no se podra preservar méas del 5 6
10% de las especies silvestres remanentes, teniendo en cuenta la frenética expansion y

destruccion humanas (Ruales, 2007, p. 1).

1.1.2.1 Causas de disminucion de la Flora en Ecuador

e La segregacion urbana producto de la expansion periférica, ha ocupado areas
protegidas, suelos agricolas y recursos naturales, lo cual ha ocasionado mayores
dificultades para mantener la proteccion de suelos con riqueza patrimonial
(Villafuerte, 2014, pag. 18).

e "Introduccion permanente de especies exoticas o domesticadas, que compiten o

extinguen a las plantas nativas" (Ruales, 2007, p. 3).

e "Tala indiscriminada de bosques nativos, por la expansion de la frontera agricola

para monocultivos"” (Burbano & Herdoiza, 2009, p. 4).

e Baja investigacién en areas urbanas, menos del 6% de las publicaciones sobre
conservacion de la biodiversidad se refieren a investigaciones en dichas areas, lo

cual implica poco interés en el poblado (Ruales, 2007, p. 3).

e En un gran porcentaje las plantas nativas son hierbas, plantas pequefias y arbustos,
que usualmente no caben dentro de nuestros parametros actuales de estética,
disminuyendo la siembra y utilizacion de plantas nativas en el ornamento de la
ciudad (Martinez, 2013, p. 2).



1.1.3 Flora patrimonial de Quito

En 1736, época de la Mision Geodésica Francesa en Quito, empiezan las relaciones
entre  personajes  de la  historia 'y  nuestras  plantas: Charles-
Marie de La Condamine y la Quina de Loja, Antonio de Ulloa y las plantas del
paramo, Joseph de Jussieu y decenas de plantas de la Audiencia de Quito, nombradas
principalmente por los botanicos Philip Miller, Jean Baptiste de Lamarck, Louis
Desrousseaux, Antoine Laurent de Jussieu, Christian Persoon y Alexandre de Cassini.
Maés tarde en el afio 1802 Alexander von Humboldt y Aimé Bonpland, quienes
residieron alrededor de seis meses en Quito y en el valle de los Chillos, aportaron con
mas de cien especies de plantas patrimoniales de la ciudad y su entorno, siendo este el
comienzo del que puede denominarse el siglo del conocimiento de la flora de Quito
(Jaramillo, 2013, pag. 5).

Las plantas patrimoniales en la zona de Quito y su periferia, estan ligadas a procesos
historicos-culturales, pero que a su vez tienen profundas implicaciones ecoldgicas,
hecho por el cual se han realizado investigaciones acerca de la flora de Quito, con el
objetivo de obtener un mayor conocimiento de la historia botanica de la ciudad y de sus
zonas aledafias, generar informacién que pueda ser usada en estudios de impacto
ambiental que a su vez creen programas de restauracion de paisajes y finalmente, alertar
a los habitantes de zonas geograficas muy urbanizadas, sobre la riqueza de especies
patrimoniales de las que son duefios y que de manera inconsciente se las destruye
(Ruales & Guevara, 2010, pag. 56).

1.1.3.1 Criterios utilizados para la aceptacién de una especie vegetal

como planta patrimonial de Quito.

Para tomar a una especie como planta patrimonial de Quito segin Ruales & Guevara
(2010), en su articulo acerca de "La flora patrimonial de Quito descubierta por la
expedicion de Humboldt y Bonpland en el afio de 1802", debe cumplir los tres criterios

descritos a continuacion:



e Si la especie fue colectada por primera vez en Quito o zonas aledafas.

e Si esta coleccion fue la que se utilizé para nombrar y describir especies.

e Si la especie nativa, estd presente en Los Andes u otras regiones americanas,

pero la coleccion de la planta fue hecha en Quito o zonas aledanas.

Dentro de este articulo también se ha tomado en cuenta las plantas patrimoniales de
Quito, que presentan vulnerabilidad o riesgo de extincion, las cuales deben cumplir los

siguientes parametros:

e Si la especie es endémica de Los Andes ecuatorianos, puede estar presente en
otras regiones, pero su descripcion se hizo en base a un espécimen recolectado en

Quito y zonas adyacentes.

e Si ésta es endémica y conocida solo a partir del espécimen tipo colectado en la

zona de Quito.

e Silaespecie es considerada como endémica y esta restringida en 30 0 mas afos a

partir de su descubrimiento.

e Si las poblaciones registradas en zonas cercanas a Quito, sus valles y zonas
adyacentes no se encuentran en dareas protegidas, se hallan en peligro o
probablemente estan extintas.

Si una especie cumple con uno 0 mas parametros anteriormente descritos, en especial los
relacionados al endemismo, conocimiento a partir de solamente el espécimen tipo, la no
existencia de nuevas colecciones y su probabilidad de extincidn; se determina como
especie prioritaria y en riesgo; siendo necesario identificar mecanismos para la
busqueda, rescate y de ser el caso, conservacion ex-situ o in-situ de las especies

patrimoniales de Quito.



1.1.3.2 El Municipio del Distrito Metropolitano de Quito y sus
acciones para el rescate de plantas nativas

En el Distrito Metropolitano de Quito y en sus parroquias aledafias, el municipio

mantiene cinco Areas de Proteccion Ecoldgica, denominadas:

a) Proteccion de quebradas

b) Bosques protectores

c) Bloques de proteccion de la Ciudad de Quito
d) Bosques y mantenimiento de cobertura vegetal

e) Reservas.

El Departamento de Parques y Jardines perteneciente a la Empresa Metropolitana de
Obras Publicas entidad del Municipio de Quito, maneja el “Sistemas de areas verdes y
espacios publicos de esparcimiento, recreacion y deportes”. Este Departamento maneja
diez parques en la ciudad de Quito, de los cuales, no solo en dos parques (La Alameda y
El Ejido) se menciona sobre la presencia de especies de plantas nativas(Ruales, 2007, p.
3). Indicando un alto indice de siembra de especies introducidas en la mayoria de
parques de DMQ vy sus alrededores, significando una disminucion en la poblacion de

especies nativas.

La corporacion Vida para Quito creada por el Municipio y la Empresa Metropolitana de
Alcantarillado y Agua Potable, realiza obras que mejoren la salud ambiental y calidad de
vida de la ciudad y la de sus habitantes, dicha corporacion también administra los
proyectos “Areas Verdes” y “Reforestacion”. En cuanto al primer proyecto maneja doce
parques y una ruta ecoldgica, mientras que el segundo proyecto se encarga de la

Reforestacion del Distrito Metropolitano de Quito (Vasquez, 2008).

De los doce parques anteriormente mencionados del proyecto “Areas Verdes”, el mas
grande es el Parque Metropolitano, del cual se menciona “El parque debe considerar y
expresar en su vegetacion y fauna, elementos propios de su naturaleza, lo que conlleva a

un proceso progresivo de sustitucion del eucalipto por especies nativas; lo que a su vez
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permitira la regeneracion de la fauna propia de la serrania” (Ruales, 2007, pag. 4), sin
embargo no cita un cronograma para el proceso, asi como tampoco menciona qué
especies nativas se incorporardn para reemplazar al eucalipto. También, se sefiala que
ese proceso permitird la regeneracion de la fauna propia de la serrania, fauna que
tampoco se describe. Mientras que en otro de los parques manejado por la corporacion,
el Parque Itchimbia se reporta como obra ejecutada “la siembra de arboles de varias
especies (arrayan, quishuar, pumamaqui, alamo y capuli)”’, mencionando
especificamente la siembra de cinco especies nativas. Para el caso del parque Las
Cuadras en el sector de Chillogallo, al suroccidente de Quito en 2005, la corporacion
inicia la rehabilitacion del antiguo vivero ,en la actualidad el vivero Las Cuadras, un
espacio de 4 hectareas que aprovisiona al menos 1000000 de plantas, de 17 variedades
de arboles entre nativos y exéticos, como: pumamaqui, cholan, cepillo, alamo, cucarda,
tilo, yaloman, pusopato, fresno, arupos, acacias, entre otras especies para la arborizacion
del Distrito Metropolitano de Quito (\Vasquez, 2008), que a la vez servira también como
un centro didactico para el conocimiento y aprendizaje sobre la produccion de semillas,
cultivo de plantas y, conocimiento de la flora propia de Quito en un “espacio natural”,
significando que éste sera el parque mas importante para la multiplicacion de especies
nativas, que serviran al proyecto de reforestacion y como un futuro centro de

capacitacion sobre la flora nativa de Quito (Ruales, 2007, pag. 4).

Pese a que El Departamento de Parques y Jardines y la corporacion Vida para Quito,
entidades adscritas al municipio del Distrito Metropolitano de Quito, manejan criterios
ambientales, se denota una baja prioridad para la recuperacion de la flora nativa y la
reconciliacion ecoldgica, es decir, La Corporaciéon Vida para Quito informa, e incluso
ilustra con fotografias sobre la utilizacion especies nativas para la reforestacion, sin
embargo aun se consideran la multiplicacion y siembra de especies exoticas como parte
del plan de reforestacion con plantas nativas (Vasquez, 2008). Evidenciando que no
existe una total claridad del significado de la flora patrimonial de Quito, se sigue
presentado confusion al referirse a plantas exéticas como plantas nativas, lo cual sugiere

una falta de investigacion en el tema, a este hecho se suma también que a nivel privado
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tampoco se conoce de arquitectos paisajistas o productores de plantas para jardineria que
manejen la propagacion y disefio de jardines con flora nativa, peor aun el tema de

reconciliacion ecologica (Ruales, 2007, pag. 5).

1.1.4 Proteccion de laderas (quebradas) del Distrito Metropolitano de
Quito.

Las quebradas son componentes esenciales del sistema hidrogréfico local, se trata de
aberturas naturales, estrechas y alargadas de distintas profundidades, ubicadas en las
laderas de las montafas, a través de las cuales fluyen las aguas lluvia al producirse
fuertes precipitaciones. Las quebradas surcan la ciudad en trayectos que van de 5 a 100
m, y a una profundidad de 3 a 70 m, la principal importancia de las quebradas radica en
que sus paredes son propicias para germinar enredaderas, arbustos, arboles y albergar
mamiferos, reptiles, insectos y aves, son refugios donde permanece la biodiversidad
nativa (Villafuerte, 2014, pag. 18).

El paisaje quebrado fue siempre una caracteristica del Distrito metropolitano de Quito, el
cual cuenta con cuatro tipos de quebradas: las de paramo, de ambiente seco, bosque
andino y himedo. Esta clasificacion conforma mas de 240 quebradas. Donde se alberga
el 50% de plantas y animales nativos de la ciudad. Los wuaycus (su nombre quichua)
son considerados como los Ultimos reductos de vida silvestre de la ciudad. Hecho que
reafirma la Secretaria Metropolitana de Ambiente resaltando que hay una enorme
riqueza bioldgica en las quebradas, sin embargo es poco conocida. También sefiala que
esta riqueza es altamente endémica. “Se estima que cerca del 25% de la flora de Quito es
endémica y que el 20% de ésta se conoce de especimenes Unicos colectados a fines del
siglo XIX e inicios del siglo XX en los alrededores de Quito, principalmente en las

estribaciones del volcan Pichincha y zonas adyacentes” (El Telégrafo, 2014).
Lastimosamente a traves del tiempo se ha generalizado la idea de que en las quebradas
viven personajes mitolégicos, malignos y que, las marafias de su vegetacion solo

albergan molestias. Estas creencias poco a poco se convirtieron en verdad, pues los
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mismos habitantes se han encargado de gestionarlas quebradas inadecuadamente,
convirtiéndolas en desages, refugios de maleantes y botaderos de basura. También, esta
el hecho de que en un gran porcentaje las quebradas quitefias, con un afan de
modernizarnos han sido rellenadas para obtener una ciudad més plana, es por eso que
gran parte de nuestra ciudad ahora se edifica sobre quebradas rellenas, especialmente en
el centro de la ciudad (Bustamante M. , 2012).

En el reportaje realizado por el comunicador Freddy Ehlers, quien dirige la Secretaria
del Buen vivir acerca de "Quebrada, Tesoro de la ciudad”, entrevistd al arquitecto
Alfonso Ortiz Crespo, quien menciona que a partir de la época de 1980, recién en la
planificacion municipal se busca no rellenar quebradas por proteccion ambiental,
tomando en cuenta también la flora y fauna nativa, la creacion de areas verdes y el
permitir un mejor escorrentia del agua lluvia. Para el naturalista Juan del Hierro
participe también del reportaje comenta que, con la intervencion del hombre debido al
crecimiento de la ciudad, se ha perdido el 90% de las quebradas, pero no es su forma
fisica como tal, sino en el contenido de biodiversidad, porque la gente ha tomado a las

quebradas como botaderos de basura y en otros casos las han rellenado.

El desarrollo de las ciudades y el crecimiento poblacional en algunas localidades de
manera desordenada son los principales causantes del deterioro ambiental y paisajistico
de las quebradas. Las laderas del Distrito Metropolitano de Quito, han sido afectadas por
la construccion de infraestructura vial, viviendas, el uso de estos espacios como un
basural, escombrera y relleno para construir asentamientos ilegales en estos ecosistemas

fragiles siendo un riesgo para la poblacion (Villafuerte, 2014).

La Gestion Ambiental del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ) se ha consolidado
durante los ultimos veinte afos, contemplado dentro de sus Politicas la Proteccion del
Patrimonio Natural y el establecimiento del subsistema de Areas Naturales Protegidas
del DMQ. Donde promueve la integracién, conectividad, mantenimiento, recuperacion y

rehabilitacion de espacios naturales priorizados segun seguridad ambiental del Distrito”,
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cuyo objetivo especifico se enfoca a disminuir la afectacion antrépica progresiva a
ecosistemas y espacios naturales de conservacion del Distrito (Arguello, Arboleda,
Menoscal, Maldonado, & Urresta, 2012, pag. 42).

1.1.4.1 Marco legal: Politicas de proteccion de espacios naturales del

Distrito Metropolitano de Quito

Seccion segunda - Ambiente sano

e Se declara de interés publico la preservacion del ambiente, la
conservacion de los ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del
patrimonio genético del pais, la prevencion del dafio ambiental y la

recuperacion de los espacios naturales degradados.
Seccidn tercera - Patrimonio natural y ecosistemas

e Art. 404.- El patrimonio natural del Ecuador Unico e invaluable
comprende, entre otras, las formaciones fisicas, bioldgicas Yy
geoldgicas cuyo valor desde el punto de vista ambiental, cientifico,
cultural o paisajistico exige su proteccion, conservacion,
recuperacion y promocion (Constitucion RepuUblica del Ecuador,
2008).

Seccion Segunda - Bienes de los Gobiernos Autdnomos Descentralizados

Articulo 417.- Bienes de uso publico.- Son bienes de uso publico
aquellos cuyo uso por los particulares es directo y general, en forma

gratuita. Constituyen bienes de uso publico:

- d) Las quebradas con sus taludes y franjas de proteccion; los esteros
y los rios con sus lechos y sus zonas de remanso y proteccion,
siempre que no sean de propiedad privada, de conformidad con la ley

y las ordenanzas.
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- e) Las superficies obtenidas por rellenos de quebradas con sus
taludes (COOTAD, 2010).

Ordenanza metropolitana 172, régimen administrativo del suelo en el
Distrito Metropolitano de Quito: derogatoria de las ordenanzas
metropolitanas No. 3746, 0031 y 255 (Consejo Metropolitano de
Quito, 2011).

Seccidn 111 Prevencion, Proteccion e Implementacion
Paragrafo 1ro. Del Paisaje, Proteccion de Taludes y Quebradas

e Articulo 117.- Areas de proteccion de quebradas.- En quebradas se
observaran las siguientes areas de proteccion y condiciones: Los
bordes superiores de las quebradas, depresiones y taludes seran
determinados y certificados por el organismo administrativo
responsable del catastro metropolitano, en base al analisis

fotogramétrico y de la cartografia disponible en sus archivos.

Resolucion No. C350 - Declarar patrimonio natural, histérico, cultural y
paisajistico al sistema de quebradas del Distrito Metropolitano de Quito

(Secretaria General del Consejo Metropolitano de Quito, 2012)

e Atrticulo 1.- Declaratoria.- Declarese al Sistema de Quebradas del
Distrito Metropolitano de Quito, como Patrimonio Natural,
Histdrico, Cultural y Paisajistico, y establecer como prioritario su
cuidado, rehabilitacion integral y mantenimiento a fin de prevenir los
riesgos inherentes y brindar a la ciudadania lugares de alta calidad

ambiental, recreacion, esparcimiento y cultura.

e Articulo 2.- Caracterizacion.- Las quebradas se caracterizan por
poseer pendientes en diferentes grados, con presencia de remanentes

de vegetacion natural andina; ademas, constituyen cauces naturales y
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microcuencas que, en muchas ocasiones, atraviesan la estructura
urbana de Quito, siendo en muchos casos sujetas a usos

socioecondmicos diversos, de caracter rural y urbano.

Articulo 3.- Objeto.- La presente declaratoria de las quebradas como
patrimonio natural, historico, cultural y paisajistico, tiene por objeto
proteger, conservar y recuperar las funciones naturales de las
mismas, permitiendo una fusion urbano y rural que promueva el
mejoramiento de la calidad de vida de los habitantes del Distrito y la
seguridad ante posibles riesgos, ademas de brindar a los y las
habitantes de la ciudad, lugares de calidad ambiental, recreacion y

esparcimiento

Articulo 4.- Fines.- Los fines especificos de la presente declaratoria
son los establecidos en las Ordenanzas Metropolitanas Nos. 171, 172

y 213, considerando ademas los siguientes:

a) La proteccion del suelo, su flora, fauna, recursos hidricos y

recursos naturales existentes

b) El rol de conectores ecoldgicos del Subsistema Metropolitano de
Areas Naturales Protegidas del Distrito Metropolitano de Quito y de
la Red Verde Urbana; y,

c) Permitir el fortalecimiento de la identidad y convivencia surgida

alrededor de las quebradas.

Articulo 5.- Manejo, Conservacion y Coordinacion.- La secretaria
encargada del ambiente en el Distrito Metropolitano de Quito, en
coordinacion con las secretarias encargadas de la seguridad y
gobernabilidad, ordenamiento territorial y la Empresa Publica

Metropolitana de Agua Potable y Saneamiento, promoveran y
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normaran las actividades de manejo de los recursos naturales que se
desarrollen en las quebradas, en los términos y con las limitaciones
que se establezcan en las ordenanzas y sus reglamentos, asi como su
extension y las condiciones para su conservacion, uso, recuperacion

y restauracion.

La secretaria encargada del ambiente, en coordinacion con las demas
dependencias metropolitanas, organismos de derecho publico,
privado y las universidades de la ciudad, emprenderan acciones
urgentes tendientes a fomentar la recuperacion de las quebradas del
Distrito.

Hasta la fecha, aunque se han consolidado politicas ambientales favorables a la
proteccion y restauracion de las quebradas, hay escasos proyectos realizados sobre la
recuperacion de las quebradas de Quito. En un estudio realizado por Argulello, y
otros(2012), a cerca de un monitoreo de la reforestacion de las quebradas de Quito
donde la empresa Servicios Forestales Serviforest S.A., se comprometio a la siembra de
37152 plantas en 43 hectéreas, distribuidas de acuerdo a las caracteristicas de las
quebradas (San Antonio, Chita Huaico, Grande, Rancho, Laime, Almeida, Rio Villorita,
Santa Rosa de Singuna, Rumihurco, El Tejar y Alugulld), el proyecto se llevoa través de
la siembra en los bordes de especies forestales, arbustivas y herbaceas nativas. Tales
como: Guanto, Ashpa chocho, Higuero, Arrayan, Polylepis, Nispero, Acacia, Guabo,
Aliso, Molle, Acacia mimosa. Al realizarse el monitoreo, se obtuvieron resultados bajos,
debido al poco cuidado por parte de la poblacion, el depdsito de basura, escombros,
descarga de aguas residuales, construcciones en los bordes de los taludes, invasiones, en
algunos casos presencia de ganado. Ademas, se evidencid que la empresa Serviforest

S.A. no habia ejecutado la siembra encontrandose Unicamente eucalipto (pags 42-63).
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1.1.5 Género Geranium
1.1.5.1 Generalidades

Geranium comprende 450 especies distribuidas en casi todo el mundo, excepto en las
zonas tropicales de tierras bajas. Este género, es uno de los mas representativos de la
familia Geraniaceae. A nivel de Sudamérica, Perl cuenta con 34 especies nativas
(ninguna introducida), Colombia posee 20 especies y en Ecuador existen 25 especies
que se hallan a lo largo de Los Andes, entre los 2000 y 4000 msnm. Estas plantas crecen
en los bordes de las carreteras, entre las rocas, zonas humedas, prados, laderas cubiertas

de arbustos y bosques himedos montanos (Aedo, 2012, pag. 1).

1.1.5.2 Clasificacion taxondémica del género Geranium

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Geranium

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Orden Geraniales
Familia Geraniaceae
Género Geranium

Nota:(Tropicos.org. Missouri Botanical Garden, 2015);(Stevens, 2001)
1.1.5.3 Morfologia

Se caracterizan por ser herbéaceas anuales, bienales o perennes, rara vez arbustivas de
pequefio tamafio o acolchadas. Presentan tallos aéreos de 20 a 80 cm de altura. Hojas
simples, generalmente palmato-lobuladas o palmati-sectas, escasamente digitadas,
tridentadas o enteras; estipuladas - libre o soldada-, papiraceas, pecioladas. Las hojas
basales forman generalmente una roseta, hojas caulinares dispuestas de manera alterna u
opuesta. Inflorescencia terminal o axilar, cimosa bracteada. Flores generalmente en
cimula bifloras, actinomorfas, raramente zigomorfas. Sépalos 5, imbricados, de apice
obtuso, mucronados. Pétalos 5, simétricos, libres, frecuentemente emarginados, a veces
unguiculados. Estambres 10, en 2 verticilos: el exterior es opositipétalo y el interior
alternipétalo, todos con anteras rara vez los 5 internos, filamentos libres. Nectarios 5,

que alternan con los pétalos (Pender & Szczgs$niak, 2011, p. 138).
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Posee ovario 5 locular, con 2 primordios seminales superpuestos en cada loculo y estilo
con 5 ramas. El fruto en esquizocarpo, con un largo rostro; en la madurez se divide en 5
mericarpos de semilla solitaria, que son eyectadas al secarse el fruto; pueden o no
presentar endospermo y poseen un embrion con cotiledones de margen entero o hendido
y plegados (Aedo, 2005, pp. 1-3).

1.1.5.4 Importancia

Geranium se ha convertido en un género de gran importancia a nivel investigativo
medicinal y en biorremediacion. Se examind la actividad antiprotozoaria del extracto de
diclorometano (MeOH), fracciones y compuestos puros de las raices de Geranium
mexicanum en Entamoeba histolytica y Giardia lamblia, se descubri6 que el extracto, la
fraccion organica y un flavonoide puro se activa para estas dos especies. EI compuesto
activo principal fue la epicatequina, el cual sirve para el tratamiento de la diarrea,
disenteria y enfermedades causadas en algunos casos por protozoos entéricos (Calzada,
Cervantes, & Yépez, 2005, pags. 191-193). En otro estudio analizado, se establecio que
un extracto rico en polifenoles de la planta medicinal Geranium sanguineum L. posee
una fuerte actividad anti-viral contra la influenza, el extracto contiene antioxidantes y
alta capacidad de barrido en radicales (Sokmen, et al, 2005, pags. 2981-2993). Geranium
robertianum fue utilizado como indicador en la absorcion de fosforo y la disminucién
de infeccion por micorrizas vesiculo- arbusculares (VAM), mediante colémbolos
Folsomia candida (Harris & Boerner, 1990, pags. 204, 205).

1.1.6 Geranio de los Chillos (Geranium chilloense Willd. ex Kunth)
1.1.6.1 Origeny distribucion

Humboldt y Bonpland el 1802recolectaron 37 especies, en los alrededores de lo que en
ese tiempo era la hacienda Chillo, siendo la especie mas representativa de las varias
colectadas el Geranium chilloense, nombrada posteriormente por el botanico aleman
Carl Ludwig Willdenow (Ruales & Guevara, 2010, pp. B54-B63). "Se encuentra
distribuido en Colombia, Ecuador y Perd. En nuestro pais se halla a lo largo de Los

Andes, entre los 2000 y 4000 msnm" (Jaramillo, 2013, pag. 86), "Geranium chilloense
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se desarrolla en los bordes de las carreteras, entre rocas, zonas himedas, prados, laderas
cubiertas de arbustos y bosques himedos montanos"(Aedo, 2012, p. 300).

1.1.6.2 Morfologia

El geranio de los Chillos es una hierba perenne de 26 a 100 cm de alto.
Su rizoma de 6,5 a 9,8 mm de didmetro, + vertical, napiforme. Tallo
ascendente o trepador, ramificado, con pelos eglandulares y glandulares
patentes. Hojas basales en roseta <+ persistente, cordadas,
palmatolobuladas, no coriaceas, pilosas, con pelos eglandulares adpresos,
a veces pelos glandulares en ambos lados; posee 5 segmentos, en un solo
plano, el segmento medio va de robmbico a obtriangular, presenta3 a 5
I6bulos en el &pice; sus hojas caulinares son opuestas; los peciolos
alcanzan 31 cm de largo, sin zona de abscision, con pelos eglandulares
patentes y usualmente también pelos glandulares patentes; las estipulas
son ampliamente lanceoladas parecidas al papel de color rojizo, con pelos
eglandulares en el envés y margen, adaxialmente pelos diminutos. La
inflorescencia es una cima unipara o monocasio, una sola flor, solitaria,
pedicelos 6,5 a 47 mm de largo, con pelos eglandulares y glandulares.
Sépalos de 4,3-7 mm de largo, 1,7 - 3,1 mm de ancho, lanceolados,
suaves, no acrescentes, con mucron, con pelos eglandulares erecto -
patentes y pelos glandulares abaxialmente y glabros adaxialmente. Sus
pétalos miden 6,5 a 7,9 mm de largo, 1,7 a 4,4 mm de ancho, erectos —
patentes,enteros o ligeramente entallado con leves hendiduras, sin garra,
glabros o ciliados en el margen basal (con pelos), de color blanco. Posen
10estambres en dos verticilos; filamentos de 2,2 a 3,5 mm de largo,
lanceolados, con pelos eglandulares en el envés y en el margen; anteras
0,5-0,8 mm de largo, de color amarillento. Nectarios seminales 5,
hemisféricos, glabros. Gineceo de 2,4 a 44 mm de largo, de color
amarillento. Sus frutos miden 17-21 mm de largo, erectos, descarga: tipo
eyeccién; mericarpios de 2,3-3,8 mm de largo, callo basal, parduzco con

pelos eglandulares erecto-patentes y pelos glandulares patentes, restos
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estigmaticos con 5 lébulos glabros. Las semillas varian de 2-2,9 mm de
largo, 1 -1,9 mm de ancho, finamente reticuladas, glabras, de color
marron a café; con cotiledones enteros (Figura 1) (Aedo, 2012, pags. 299-
300).

Estructura morfoldgica de Geranium chilloense.

Figura 1.Morfologia de G. chilloense, a. y b. Habito; c. y d.
Hojas, lado adaxial; e. Flores, sépalos y pétalos removidos; f.
Sépalos; g. Pétalos; h. Filamentos estaminales; i. Fruto; j.
Mericarpio; k. Semillas.

Fuente: (Aedo, 2012, p. 301)

1.1.6.3 Usos populares

Esta especie fue utilizada para detener hemorragias sobre todo en la época colonial
durante las batallas (Batancourt & Oliva, 2012, p. 18).
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1.1.6.4 Importancia de Geranium chilloense

Geranium chilloense, es parte historica de la flora patrimonial de Quito, descubierta en
la expediciéon de Alexander von Humboldt y Aimé Bonpland en el afio 1802, cuando
residieron en Quito y en el valle de los Chillos (Ruales & Guevara, 2010, pp. B54, B63).
La investigacion de la especie mencionada representa el fortalecimiento del proceso de
apropiacion y valoracion del patrimonio natural de Quito, actualmente ha tomado gran
interés en la restauracion de quebradas de la ciudad, mientras que en los espacios
publicos y parques, el geranio de los Chillos es integrada como componente del nuevo

paisajismo de Quito (Jaramillo, 2013, pég. 86).
1.1.7 Género Lupinus
1.1.7.1 Generalidades

El género Lupinus perteneciente a la familia de las fabaceas (papilionaceas), esta
representado por méas de 300 especies. Esta distribuido principalmente en dos grandes
areas: el area mediterranea y el continente americano, siendo este Gltimo el que presenta
mayor numero de especies, debido a la facilidad de hibridizacion interespecifica que

tienen las especies americanas (Swoboda, 1998, p. 12).

1.1.7.2 Clasificacion taxondémica del género Lupinus

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de Lupinus

Reino Plantae
Division Espermatofita
Clase Dicotileddneas
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Género Lupinus

Nota: (Caicedo, Peralta, & Rivera, 2001); (Stevens, 2001)

1.1.7.3 Morfologia

"Lupinus se caracteriza por ser una planta herbacea anual o perenne, algunas especies
son arbustivas. Su altura esta determinada por el eje principal que varia entre 0,5a2 m"

(Santa Cruz E. , 2001, p. 1). "Su raiz es pivotante, robusta, profunda, forma abundantes
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nodulos fijadores de nitrogeno de 1 a 3 cm de diametro, se localizan principalmente en
la raiz primaria e incluso en las raices secundarias” (Proafio, 2011, p. 19). Posee un tallo
lefioso, ramificado de color verde oscuro a castafio, en las especies silvestres es rojizo a
morado oscuro, el numero de ramas varia desde unas pocas hasta 52 ramas. Sus hojas
son digitadas y pubescentes; estdn compuestas de 5 a 12 foliolos de forma ovalada a
lanceolada, el peciolo varia de verde a morado, segun el contenido de antocianinas en las
plantas (Caicedo, Peralta, & Rivera, 2001, pp. 2, 3).

Posee flores papilionaceas, pentdmeras, comunmente azules o violaceas, raramente
blancas o amarillas, dispersas o0 en verticilos, su céliz posee 5 sépalos fusionados en un
tubo, la corola esta conformada por 1 estandarte, 2 alas y 1 quilla que envuelve al pistilo
y a los 10 estambres monoadelfos. Los frutos son legumbres, pubescentes,

transversalmente tabicadas, de varias semillas generalmente aplanadas (Swoboda, 1998,
p. 12).

1.1.7.4 Importancia

En el cultivo de Lupinus no se requiere un suelo muy feértil, ya que es capaz de crecer en
suelos desgastados, donde otras especies no se desarrollarian, lo cual lo hace un cultivo
rentable y sustentable (Swoboda, 1998, pp. 13-14). El desarrollo de la especie en suelos
no muy favorables se debe a su gran capacidad en la fijacion de nitrégeno atmosférico al
suelo, debido a que en la raiz se desarrolla un proceso de simbiosis con bacterias
nitrificantes, lo que convierte a Lupinus en un cultivo mejorador de suelos. Por lo tanto,
su importancia también radica en que ayuda a recuperar la fertilidad de los suelos y

controla la erosion de los mismos (Swoboda, 1998, pp. 13-14).

"Ademas los alcaloides (esparteina, lupinina, lupanidina, entre otros) presentes en
Lupinus, se emplean para controlar ectoparasitos y parasitos intestinales de los animales”
(Proafio, 2011, p. 23)
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1.1.8 Ashpa chocho de Rumipamba (Lupinus pubescens Benth).

1.1.8.1 Origen y Distribucién
Especie herbacea nativa de la ciudad de Quito conocida con el nombre de ashpa chocho
o allpa chocho. Fue nombrada para la ciencia en 1846 como Lupinus pubescens por el
boténico inglés George Bentham. Fue recolectada por primera vez por el boténico
aleman Karl Theodor Hartweg en la zona rural de Rumipamba (Jaramillo, 2013, p. 22).

"Esta especie esta distribuida en Venezuela, Ecuador y Colombia. En nuestro pais se ha
reportado hasta la provincia de Azuay, desde los 2000 hasta los 4000 msnm™ (Jaramillo,
2013, p. 22). "Segun Mc Bride (1957), en Los Andes se pueden diferenciar 83 especies
del género Lupinus. El tarwi o chocho, se debe haber originado probablemente de una

mutacion espontanea de una o varias especies” (Proafio, 2011, p. 17).
1.1.8.2 Morfologia

Lupinus pubescens es una hierba terrestre o subarbusto, perenne, de hasta
80 cm de alto, pubescente, raiz pivotante y robusta, tallo vigoroso,
ramificado en forma de V, las hojas son digitadas y compuestas en grupos
de hasta 9 foliolos, oblongos-lanceolados, presentan estipulas en la base
del peciolo, su color va de verde a morado. La inflorescencia es racimosa
y axilar, flores de color violeta intenso con blanco, con forma de

mariposa, en racimos axilares (Aguilar, Ulloa, & Hidalgo, 2001, pag. 47).

Poseen una bractéola corta, labio superior emarginado, inferior entero,
corola formada por cinco pétalos: 1 estandarte, 2 quillas, 2 alas, es glabra.
El fruto es una legumbre verde, pubescente. Las semillas son usualmente
aplanadas y cubiertas total o parcialmente con excrecencias de color café

claro a negro (Jaramillo, 2013, p. 22).
1.1.8.3 Usos populares

Las hojas del Ashpa chocho han sido utilizadas en emplasto, para curar el sarpullido, sus
frutos y semillas sirven como alimento para los animales, las semillas tienen alcohol

triterpénico llamado lupinol de propiedades insecticidas (Aguilar, Ulloa, & Hidalgo,
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2001, p. 47). Esta especie caracterizada por la belleza de sus flores, es usada como
planta ornamental para la decoracion, también se usa como abono verde para enriquecer

los suelos de parques, jardines y zonas de produccion agricola (Jaramillo, 2013, p. 22).

1.1.8.4 Importancia de Lupinus pubescens

Ashpa chocho, dentro de la flora quitefia estd considerada una de las siete especies de
flora patrimonial y emblematica del Distrito Metropolitano de Quito (Figura 2) (Anexo
2), debido a su importancia bioldgica, cultural y la relacion cotidiana con los habitantes
del DMQ (USFQ, 2012). En cuanto a quebradas del Distrito metropolitano de Quito, es
empleada en la restauracion de los bordes por su alto contenido de nitrégeno (Arguello,
Arboleda, Menoscal, Maldonado, & Urresta, 2012).

Flor de Lupinus pubescens

Figura 2. Lupinus pubescens planta emblematica y
patrimonial de Quito
Fuente: (USFQ, 2012)

1.2 Cultivo in vitro de tejidos

1.2.1 Concepto

Ball, fue el pionero de la multiplicacion vegetativa in vitro o micropropagacion, en 1946
obtuvo el desarrollo in vitro de plantas enteras a partir de meristemos apicales de
vastagos de Tropaeolum majus y de Lupinus albus L. EI material a cultivar requiere
pasar por un protocolo de desinfeccion y ser cultivado en un medio nutritivo estéril,

constituido principalmente por sales minerales de macronutrientes y micronutrientes,
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vitaminas, hormonas vegetales, azlcar, entre otros. Estos pueden estar en estado liquido

o solidificarse con agar, en base al tipo de cultivo in vitro (Proafio, 2011, p. 23).

1.2.2 Fundamentos del cultivo de tejidos

El cultivo in vitro de tejidos vegetales, es un conjunto de técnicas experimentales de
reproduccion en condiciones controladas de laboratorio, es decir totalmente asépticas,
en las cuales a partir de pocas células individuales, un pequefio segmento inicial de
tejido, llamado explante o incluso un 6rgano completo, puede regenerar en corto tiempo
un gran numero de plantas genéticamente iguales a la planta madre de la célula, explante
u 6rgano. Todas las técnicas fundamentadas en cultivo in vitro de células, 6rganos o

tejidos vegetales se basan en la totipotencia celular (Segui, 2010, pag. 289).

1.2.3 Totipotencilidad celular

El fundamento tedrico del cultivo in vitro es el concepto de la totipotencialidad celular,
que es la capacidad que tiene una célula somatica para regenerar una planta completa e
igual a la planta madre, esto se debe a que cada célula posee en su material genético,
toda la informacion necesaria para especificar cualquier rasgo morfoldgico, quimico o
funcional de la célula, el tejido y la planta, durante su ciclo vital (Calva & Pérez, 2005,
p. 3).

Estas células expuestas a ciertas condiciones, desarrollan tipos de organogénesis. El
término de toti-potencia celular se le atribuye a Morgan (1901), quién dijo que una
célula es capaz de desarrollarse hasta formar un organismo completo, si las condiciones
ambientales le son favorables y si se le aplican los estimulos adecuados (Ayala A. ,
2011, p. 24). Este principio ha permitido crear, desarrollar y producir plantas completas

a partir de tejidos vegetales especificos (Mosquera N. , 2007).
1.2.4 Factores que influyen el cultivo in vitro

1.2.4.1 Material vegetal

El estado fisiologico de la planta madre influye en su capacidad morfogénica, ya que la

totipotencialidad disminuye con la edad, por lo tanto mientras el tejido sea mas joven y
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menos diferenciado (meristemos, explantes jovenes no lefiosos en estado vegetativo y de
mayor tamafio), sera mejor la respuesta in vitro, también se debe tomar en cuenta otros
factores como que el material experimental sea sano, puesto que esto repercute sobre el
porcentaje de infeccion después del aislamiento; y el tamafio del explante, puesto que la
dificultad para iniciar un cultivo in vitro aumenta con la disminucion del mismo (Coba,
2009, pp. 21-22).

1.2.4.2 Factores Fisicos

Los factores fisicos tales como la temperatura, luz y pH, juegan un papel
muy importante dentro del proceso del cultivo de tejidos vegetales
(Cérdenas, 2011, pp. 20-21).

- Temperatura de incubacion: Para los explantes in vitro debe fluctuar
entre 24 — 28 °C, temperaturas mayores a estas degeneran
rdpidamente explantes y, temperaturas inferiores evitan la activacion

de los proceso de iniciacion de division celular (Arcos, 2010, p. 34).

- Luz: Es un factor fundamental en el proceso de morfogénesis, puesto
que involucra varios componentes como la intensidad y el
fotoperiodo, se debe tomar como espectro til para el desarrollo de

las plantulas de 400 a 700 nanémetros (Santamaria, 2012, p. 18).

- pH: También denominado grado de acidez o alcalinidad, éste debe
mantenerse en un rango de 5,2 — 5,9 con el fin de mantener un
desarrollo vegetativo éptimo, sin embargo es especifico para cada
especie vegetal (Ayala A. , 2011, p. 36).

- Humedad relativa (HR): La humedad relativa en cultivo in vitro es
alta, de 70 a 80 % HR, puesto que por las paredes de vidrio y la
cubierta plastica crean un efecto igual al de invernadero, una

humedad menor a 50% provoca pérdidas de agua causando mayor
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concentracion de sales en el medio, lo cual puede resultar toxico para
los explantes, mientras que una elevada humedad relativa produce

una mayor cantidad de infecciones (Albarracin, 2012, p. 27).

- Concentracion de O, y CO,: Se proporciona aireacion a un cultivo
liquido cuando se lo coloca en agitacion. La concentracion de CO,
dentro de cualquier recipiente de cultivo bien sellado es casi siempre
muy alta, por lo que el suministro de este gas tiene muy poco interés
en el cultivo in vitro (Coba, 2009, p. 22).

1.2.4.3 Factores Quimicos

1.2.4.3.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo es un factor esencial, ya que en él juegan un papel vital los
requerimientos nutricionales y hormonales, el medio de cultivo es una combinacion
solida o liquida de agua, macro y micro nutrientes, carbohidratos, vitaminas y
aminoacidos, que en ocasiones se puede combinar con reguladores de crecimiento,
dependiendo del objetivo que se persiga, puesto que éste debe ser semejante a la

condicion natural de la planta (Proafio, 2011, p. 27).

1.2.43.2  Sales Inorgéanicas

Macronutrientes: Son elementos esenciales para el desarrollo de las plantas entre los

cuales tenemos: Nitrogeno (N), Fosforo (P), Potasio (K), Azufre (S), Calcio (Ca),
Magnesio (Mg) y Hierro (Fe) (Pavén, 2002, p. 28).

Micronutrientes: Son elementos esenciales que se requieren en cantidades pequefias

entre los cuales tenemos: Boro (B), Molibdeno (Mo), Manganeso (Mn), Cobalto (Co),
Zinc (Zn), Cobre (Cu), Cloro (Cl) y Yodo (1) (Pavon, 2002, p. 28).
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1.2.4.3.3  Compuestos organicos

e Carbohidratos: Generalmente se usa sacarosa como fuente de
carbono para el desarrollo de los explantes, debido a que las plantas
que estan en un sistema in vitro presentan tejidos no autotrofos y la
fotosintesis no siempre puede realizarse, especialmente si el cultivo
se encuentra en la oscuridad, por lo tanto el explante no puede
fabricar el azucar requerida para su desarrollo. El contenido de
sacarosa se encuentra generalmente en concentraciones del 1% al
5%, dependiendo del requerimiento de la especie y la edad fisiologica
de la misma (Albarracin, 2012, p. 21).

e Hormonas: También llamadas reguladores de crecimiento se

clasifican en:

Auxinas: Promueven la elongacion y el agrandamiento celular, la
formacion de raices laterales, inhiben la formacion de brotes axilares y
adventicios, retardan la abscision de hojas y frutos, las auxinas se
sintetizan principalmente en los apices de los tallos y desde alli se

desplazan hacia la base (Vallejo, 2012, p. 13). Estas son:

Acido indol-3-acético (AlA): "Es la principal auxina endégena en la mayoria de las
plantas y actlia a nivel de los apices, en los que hay tejidos meristematicos, los cuales

son indiferenciados" (Cruz, Melgarejo, & Romero, 2010, péag. 41).

La concentracién 6ptima en el medio de cultivo de esta auxina puede
estar entre 0,1 y 1 mg.L™, sin embargo esta concentracién depende del
tipo de explante, ademas de la concentracion endogena de la auxina en la
planta; por lo que pueden utilizar concentraciones de 0,001- 10mg.L™
(Arcos, 2010, p. 31).
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- Acido a-naftalenacético (ANA): Es una auxina sintética, se usa
normalmente para inducir la formacion de raices adventicias, reducir
la caida de algunos frutos, la division celular en el cambium vascular
y diferenciacion del xilema secundario, aumentar el crecimiento de

los tallos y promover la sintesis de etileno (Proafio, 2011, pp. 30-31).

- Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D): "Es un herbicida hormonal, fenoxi derivado,
utilizado como herbicida sistémico y selectivo para el control de malezas, sin embargo
es toxico a concentraciones elevadas" (Tarragd, Fernandez, Marinich, & Lilles, 2005,
pag. 1). "El 2,4-D se utiliza para inducir y mantener la formacion de callos puesto que
promueve una division acelerada de células, se utiliza en concentraciones de 0,1 a

10mg.L'y entre 0,1 a 5 mg.L*como concentracién éptima” (Arcos, 2010, p. 31).

Citoguininas: _Son derivados purinicos, similares principalmente a la

adenina, promueven la division celular, regulan el crecimiento y el
desarrollo de los tejidos vegetales. Se sintetizan principalmente en tejidos
en division activa como en semillas, frutos, raices y en regiones
meristematicas, las citoquininas son empleadas generalmente en
concentraciones de 1 a 10 mg.L™ (Albarracin, 2012, p. 23). Se clasifican

en:

- Benzilaminopurina (BAP): Es una citoquinina, que se sintetiza en
los meristemos apicales de las raices, aunque también se producen en
los tejidos embrionarios y en las frutas. En su forma pura, es una
sustancia cristalina y blanca, en grado industrial, es blanca o
ligeramente amarillenta y sin olor. Se solubiliza mejor en una
solucion &cida, la hormona Benzilaminopurina, es absorbida a través
de las semillas germinadas, raices, hojas y ramas tiernas. Y entre sus
funciones, estan las de promover la division, el crecimiento y la
elongacion de las células, la germinacion de semillas, formacion de

botones florales y la floracion. Regula el crecimiento de las raices e
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inhibe el proceso de envejecimiento de las hojas (Proafio, 2011, pag.
30).

- Kinetina (KIN): La KIN o 6-furfurilaminopurina es un compuesto
que fue obtenido por Miller en 1955 y se ubica dentro del grupo de
las citoquininas. Esta hormona tiene varios efectos en diversos
sistemas de crecimiento vegetal, ya que parece afectar la
translocacion de compuestos solubles nitrogenados. Entre sus efectos
fisiologicos, estan la habilidad de promover la divisién y elongacién

celular, ademas de romper la dormancia (Aguirre, 2008, pag. 15).

- Zeatina (ZEA): Estimula la division celular en callo, promueve la
formacion de las yemas o raices a partir de tejido calloso, promueve
la expansion de los cotiledones en dicotiledoneas, retrasa la
senescencia de hojas, su estructura molecular es similar a la kinetina
y su presencia es predominante en plantas superiores (Zeiger & Taiz,
2006, pp. 948-949).

Giberelinas (GA): Las giberelinas son un grupo de reguladores del

crecimiento, formadas de diterpenos aisladas a partir del hongo
Gibberella fujikuroi. Se utilizan raramente en el cultivo de tejidos, debido
a que la mayoria de los explantes sintetizan cantidades suficientes de este
grupo de hormonas. Sin embargo la mas utilizada es la giberelina GA;
(Recalde, 2007, pag. 38).

Acido abscisico (ABA): El 4cido abscisico en la mayor parte de los casos

produce un efecto negativo en los cultivos in vitro, pero en determinados
casos promueve la maduracion de embriones, y en cultivos de células en
suspension facilita la sincronizacion de la division celular (Recalde, 2007,
pag. 39).
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e Vitaminas: La vitaminas favorecen el crecimiento de los tejidos en
cultivos in vitro y la falta de algunas de ellas puede ser un factor
limitante en la organogénesis o embriogénesis, entre las mas usada
estan la tiamina, biotina, acido nicotinico, piridoxina, pantolenato,
riboflavina, sin embargo hay que tener en cuenta su condicion de
termolabiles, para evitar su degradacion en el medio de cultivo
(Jacome, 2012, p. 27).

e Aminoéacidos: Los aminoacidos deben ser utilizados con cautela, ya
que un mal manejo podria ocasionar problemas en la nutricion, los
mas comunes en la utilizacion de cultivo in vitro son: L-arginina,
acido aspartico, L-glutamina, L-tirosina, una mezcla de aminoécidos
es beneficiosa para estimular la formacién de vastagos (Armendatris,
2014, p. 20).

1.2.4.4 Materiales Inertes

e "Geles Humedos: Actlan como agentes de soporte, y son agar, gelrite y fitagel.
e Carbon Activado: En dosis bajas contrarresta los efectos negativos de los fenoles"
(Esquivel & Escalant, 1994, pag. 10).

1.2.5 Etapas del cultivo in vitro

1.2.5.1 Seleccion del material vegetal

Esta etapa se ided inicialmente como una forma de prevenir y reducir los problemas de
contaminacion microbiana, que de forma natural se encuentran en la superficie de la
planta (Recalde, 2007, pag. 26).

Siendo de vital importancia conocer las condiciones en las que se encuentra o se ha
mantenido la planta madre, de la cual se obtendra en material vegetal para el cultivo in
vitro previo a la desinfeccion (Gorddn, 2012, p. 38). Por lo tanto se debe observar si la

planta madre es saludable, si esta fuera del estado de senescencia y libre de enfermedad
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por patdgenos, pese a que los explantes puede obtenerse de varias partes de la planta
madre (yemas, hojas, porciones de raices, semillas, entre otras), de preferencia se debe
tomar plantas en estado juvenil puesto que hay mayor proporcion de células en division,
el material vegetal mantendra la edad y las caracteristicas fisiologicas de la planta madre
(Albarracin, 2012, pp. 39-40).

En explantes que provienen a partir de semillas, en ciertos casos es necesario realizar un
tratamiento pre-germinativo, debido a que la semilla puede encontrarse en latencia. En
condiciones naturales esa latencia, tiene como propdésito asegurar la sobrevivencia de las
especies bajo condiciones desfavorables para el desarrollo de las plantulas. Las causas
mas comunes de latencia son la presencia de altos niveles de inhibidores de crecimiento
que bloquean las sustancias estimulantes y la presencia de una cuticula impermeable al
agua y al oxigeno, el proposito de la escarificacion es disminuir la dureza de las semillas
y acelerar el proceso de germinacion (Sanabria, Silva, Oliveros, & Barrios, 2001, pag.
117).

Existen dos tipos de escarificacién quimica y mecanica

e Escarificacion quimica: Se lleva a cabo utilizando productos
quimicos, este tipo de escarificacion, ademas de debilitar la capa
externa de la semilla, favorece a la descontaminacion de las mismas.
Entre los productos que més se utiliza esta el acido sulfarico, acido
clorhidrico y acidos organicos (Manotoa, 2012, pag. 12).

e "Escarificacién mecéanica: Consiste en raspar la cubierta de las semillas con lijas,
limas o hacerles un ligero corte en la punta de la semillas" (Ramirez, 2012, pag.
26).

1.2.5.2 Establecimiento del cultivo aséptico

Esta etapa consiste en la seleccion del explante y la asepsia del mismo para iniciar el
cultivo. El objetivo es establecer cultivos asépticos y viables. La principal dificultad que

surge en esta etapa son la contaminacion, tanto endégena como exogena y, la oxidacion
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fendlica. El cultivo se considera establecido cuando el explante y/o tejido estan vivos y
aparentemente libre de contaminacion en el medio de cultivo (Recalde, 2007, pag. 26).

1.2.5.3 Multiplicacién

Una vez que el explante se ha adaptado a las condiciones del laboratorio, sin presentar
ningun tipo de contaminacion enddgena o exdgena, es transferido a un nuevo medio de
cultivo, con adicion de algunos reguladores de crecimiento. A medida que el explante
comienza a crecer y multiplicarse es subdividido y cada nuevo explante es sub cultivado

individualmente en un nuevo medio de cultivo (Suarez, 2011, pag. 18).

El objetivo en esta fase es lograr el mayor numero de plantas posibles, en menor

tiempo, a partir de las vitroplantas establecidas (Recalde, 2007, pag. 27).
1.2.5.4 Enraizamiento

En esta etapa las plantulas deben 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 exitosamente al sustrato e incrementar la sobrevivencia
(Vallejo, 2012, pag. 17).

"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 carbo6n activado”
(Recalde, 2007, pag. 28).

1.2.5.5 Adaptacion al sustrato

Los explantes recien enraizados son bastante sensibles a cambios ambientales, por lo que
el éxito o el fracaso del proceso dependen de la aclimatacion. En esta etapa las plantas
sufren cambios que permiten la adaptacion de las mismas a vivir en condiciones de

invernadero o campo (Vallejo, 2012, pag. 18).
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Las plantas enraizadas in vitro presentan algunas caracteristicas peculiares que dificultan
su adaptacion al medio externo, una vez terminado el periodo de cultivo in vitro. Estas
caracteristicas son: alta humedad relativa dentro de los recipientes, que provoca que las
plantas obtenidas in vitro carezcan de algunos de los sistemas normales para evitar la
pérdida de agua (la cuticula esta poco desarrollada y el mecanismo de cierre de los
estomas estd atrofiado). Las plantas obtenidas no realizan una fotosintesis normal,
debido a que sus requerimientos de carbono son satisfechos por el medio de cultivo, por
lo que son plantas méas delgadas y con menor contenido de clorofila (Recalde, 2007, pag.
29).

1.2.6 Tipos de crecimiento in vitro

1.2.6.1 Crecimiento organizado

Cultivos que inician de una parte organizada de la planta (apices caulinares, radiculares,
primordios foliares, semillas, entre otros), la cual crece in vitro manteniendo sus
caracteristicas estructurales, este tipo de crecimiento se da también cuando hay
desarrollo a partir de una estructura de tejido desorganizado (organogénesis indirecta)
(Esquivel & Escalant, 1994, p. 1). El cultivo de tejido organizado tiene como finalidad
producir plantas que no se desvien del genotipo materno, con el proposito de producir
plantas libres de virus a partir de cultivos infectados, mantener plantas para la
trasferencia de materiales genéticos, producir plantas para realizar pruebas de resistencia
y seleccidn, entre otros (Estrada, 2000, p. 121).

1.26.1.1 Cultivo de estructuras organizadas.

e Tejido meristematico: Obtencion de células a partir de yemas, apices y
meristemos de las primeras hojas bajo la yema apical; se utilizan para estimular
la formacidn de ramas axilares que puedan separarse y posteriormente enraizar,
esta técnica tiene como ventaja que los individuos regenerados presenta gran
estabilidad genética, impidiendo la generacion de variacion somaclonal (Roca &
Mroginski, 1993, p. 133). Las ventajas que se obtiene a partir de este tipo de

cultivo son la regeneracion de plantulas en menor tiempo libres de
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contaminacion y que mantienen el genotipo y fenotipo de la especie elite
(Lozada, 2010, p. 20).

Embriones cigéticos: Se puede utilizar como explante semillas o aislar
embriones en estado temprano de desarrollo (corazon), tiene como objetivo
romper la dormancia en las semillas sin previo tratamiento de pregerminacion,
acelerando el proceso germinativo y el posterior desarrollo de las plantulas. Las
ventajas que presenta este tipo de cultivo son recuperar hibridos incompatibles,
disminuir el riesgo de contaminacién por patégenos, y servir como fuente de
explantes totipotentes, obtencién de hibridos interespecificos (Catillo, et al.,
2010, pp. 1-2).

1.2.6.2 Crecimiento desorganizado

Se forma cuando hay fragmentacién o corte de drganos y tejidos diferenciados, lo cual

dara como resultado el desarrollo de una estructura desorganizada y no definida, Ilamado

callo, que surge sobre heridas causadas por la fragmentacion del tejido (Pavon, 2002, p.

7). El tejido desorganizado o callo, puede ser mantenido en medio de cultivo liquido o

solido durante varios meses o afios, se puede utilizar en suspension de células y

protoplastos (Esquivel & Escalant, 1994, p. 1).

1.26.2.1 Cultivo de estructuras no organizadas.

Callos: Conjunto de células procedentes de la desorganizacion de un tejido o de
una suspension de células, éste presenta células no diferenciadas que conserva el
poder de dividirse (Esquivel & Escalant, 1994, p. 1). En general, los callos
derivados de embriones y plantulas tienen un mayor potencial para la
morfogenesis. Sin embargo también es importante el estado fisiologico y la edad
de la planta donadora de callo, siendo recomendable utilizar plantas jovenes y
con crecimiento activo (Pavon, 2002, p. 7).

Suspensiones celulares: Contienen células libres y microagregados de células en
medio liquido en movimiento, los mismos que pueden ser permanentes mediante

el suministro continuo de nutrientes. Esta técnica permite regenerar plantas
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mediante organogénesis indirecta y embriogenesis indirecta y directa (Ayala A. ,
2011, p. 34).

e Protoplastos: Cultivo de células libres de pectoceluldsica, rodeado Unicamente de
la membrana citoplasmatica, que se aislan por métodos mecénicos (choque
0smotico) o enzimaticos (mezcla de enzimas degradadoras) y pueden ser aislados
de varias partes de la planta (frutos, hojas, apices de raices, callos, suspensiones
celulares, entre otras), el tejido de mayor uso sin embargo es el procedente de
material foliar, este tipo de cultivo es adecuado para la manipulacion genética o
hibridacion somatica (Arcos, 2010, p. 24).

La respuesta de los explantes a cultivar in vitro depende del estado de desarrollo y edad
ontogénica, es decir que las células sean capaces de dividirse (Hortmamn & Kester,
1968, p. 644)

1.2.7 Técnicas de micropropagacion

1.2.7.1 Induccion de organogénesis

Induccion de brotes adventicios o meristemas radicales mediante organogénesis, es
decir, la induccion a partir de los explantes directamente o a partir del callo por la
desdiferenciacion de células del explante (Segui, 2010, p. 297) la diferenciaciéon de
brotes se da cuando el medio tiene alta relacion citoquininas: auxinas, y de raices cuando

esta relacion es baja (Pavon, 2002, p. 9).
1.2.7.2 Embriogénesis somética

Desarrollo de un embridon completo a partir de células sométicas provenientes de tejido
vegetal, el cual esta perfectamente capacitado para germinar y dar lugar a una nueva
planta, genéticamente idéntica al donante. Se realiza mediante la induccion directa o

indirecta, a partir de callo embriogénico originado del explante (Segui, 2010, p. 297).
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1.2.7.3 Microinjertos

Una porcion de tejidos de una planta (injerto), se une sobre otra ya asentada (patrén), de
modo que el conjunto de ambos crezca como un solo organismo. A nivel de cultivo in
vitro esta técnica se realiza en condiciones asépticas, colocando una pua miniatura sobre
un pie establecido in vitro. El resultado de éste, es que luego puede ser propagado y
climatizado (Alvardo, 2012).

1.2.7.4 Cultivo de embriones

El cultivo de embriones, es una técnica utilizada cuando ciertos embriones no germinan,
porque dependen de fuentes externas de nutrimentos o cuando hay sintesis de
inhibidores de las semillas, lo que hace que germine después de un periodo de latencia.
Este cultivo se realiza mediante una escision o un corte longitudinal del embrion
(escarificacion), el cual se debe pasar a un medio de cultivo aséptico; mediante esta
técnica se puede realizar rescate de embriones vegetales (Roca & Mroginski, 1993, p.
134).

1.2.8 Importancia, ventajas y aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales
El cultivo de tejidos tiene numerosas ventajas y aplicaciones y éstas son:

e Permite la propagacion de grandes volimenes de plantas en espacios reducidos,

en menor tiempo comparadas con las técnicas tradicionales de cultivo.
e Obtencidn de plantas libres de patdgenos.
e Se producen plantas 100% homocigotas.

e Facilitan la preservacion de especies en peligro de extincion y recursos

filogenéticos.

e Favorece a la produccion de individuos fértiles modificados genéticamente.
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Se usa para la creacion de modelos experimentales de plantas, para estudios

béasicos en el campo de biologia y fisiologia vegetal.

Permite el estudio de varios aspectos de biologia celular, citogenética, fisiologia,

metabolismo primario y secundario, morfogénesis y patologia vegetal.

La ingenieria metabdlica usa el cultivo in vitro, para la obtencién de productos

naturales y metabolitos secundarios.

Permite obtener una planta completa mediante el cultivo de diferentes explantes

(tallo, hoja, semilla, embridn, cotileddn, raiz, entre otros).

Ayuda en la conservacion e intercambio de germoplasma en base a tres

enfoques:

Almacenamiento a baja temperatura sin congelacion(1-9 °C), en nevera, lo cual

ralentiza su crecimiento y no compromete su viabilidad

La criopreservacion para mantener a largo plazo suspensiones celulares, apices

caulinares, embriones sexuales e incluso plantulas jovenes.

Mantenimiento de explantes en cultivos in vitro a los que se les afade

compuestos que retrasan el crecimiento.

Propagacion clonal, la cual permite una obtencion rapida, econémica y en poco
espacio de una gran cantidad de individuos. Ademas, estas plantas al ser clonicas

garantizan uniformidad en tamafio, forma, estructura, calidad, entre otras.

Fitorremediacion que se define como un conjunto de tecnologias que usan plantas
para inmovilizar, destruir o extraer contaminantes en suelos, sedimentos y aguas
subterraneas (Segui, 2010, pp. 291-300).
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e Mejoramiento genético, Las diferentes técnicas biotecnoldgicas como cultivo de
células en suspension, fusion de protoplastos, cultivo de anteras, entre otras; son
herramientas de gran utilidad para el mejoramiento genético de plantas
alimenticias y no alimenticias, principalmente de aquellas en las que es dificil su
propagacion por semilla. Los avances de la biotecnologia en algunos cultivos han
sido muy rapidos, ya que en poco tiempo se puede causar mutacion, fusionar o
transformar cualquier célula y, de entre miles de celulas tratadas, hacer seleccion
de aquellas que tengan posibilidades de regenerar plantas nuevas con las

caracteristicas deseadas (Castanon, 2002, pag. 4).

e Variabilidad genética, El cultivo in vitro es una herramienta muy util en la
generacion de variabilidad genética mediante procesos como el de la variacion
somaclonal inducida, entre otros, cuando los cultivos se someten a algin tipo de
estrés tanto abiotico como bidtico. La variacion es impredecible y puede ser
heredable (genética) o no heredable (epigenética) y el desarrollo de la variacion
esta asociado a mutaciones puntuales, reordenamiento y recombinacion
cromosomica, metilacion del DNA, alteracion en el nimero de secuencias, etc. y
parece estar influenciada por el genotipo, el tipo de explante, el medio de cultivo,
la edad de la planta de donde se iniciaron los cultivos, entre otros. Condicién
indispensable para beneficiarse de la variacion somaclonal es la necesidad de
disponer de un sistema in vitro que sea eficaz y capaz de regenerar una planta
completa a partir, normalmente, de cultivos de tejidos no diferenciados (Couselo,
Corredoira, Vieitez, & Ballester, 2010, pags. 77-87).

1.2.9 Problemas in vitro

Los problemas que mas afectan al cultivo in vitro son la contaminacion de los explantes

y oxidacion fenolica

Contaminacion: La mayor parte de los contaminantes, en el cultivo de
tejidos, proceden de la planta donadora. Al establecer los cultivos y

dependiendo del explante que se use, se pueden transmitir
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microorganismos de la superficie del explante o de su interior. Por lo
tanto, es conveniente analizar las plantas de las que proceden los
explantes en busqueda de individuos limpios y rechazando aquellos que
estdn contaminados fuertemente. La busqueda de contaminaciones debe
incluir analisis de los organismos que pueden crecer en el medio de
cultivo y por otra parte los patdgenos que infectan de forma especifica al
cultivo. Los principales microorganismos asociados a las superficies de
las plantas son hongos, levaduras y bacterias. Muchos de estos
microorganismos se pueden eliminar mediante esterilizaciones
superficiales. 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 (Alonso, 2002, pag. 32).

Oxidacion fendlica: La oxidacion u oscurecimiento de tejidos cultivados
in vitro, es la oxidacion por radicales libres de diferentes componentes
celulares, asi como, la oxidacion de compuestos fendlicos catalizado por
la enzima polifenol oxidasa (PPO) para producir quinonas, las cuales son
especies quimicas muy reactivas, generando incluso muerte
celular(Azofeifa, 2009, pag. 153).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion

La investigacion se desarrolld en el laboratorio del Jardin Botanico de Quito, ubicado en
Pasaje N34, Rumipamba E6-264 y Avenida de los Shyris. Distrito Metropolitano de
Quito. N 0° 48’ 50°’; E 78°30” 51°” a 2820 msnm.

o Las condiciones experimentales especificas del cuarto de incubacion fueron:

Temperatura 18-24°C y Humedad relativa 60%.

La recoleccion de semillas se realizé en el Jardin Botanico de Quito y en el Parque
metropolitano Metro Sur, éste ultimo ubicado en el sector de El Troje, entre la Av.
Simon Bolivar y el Valle de los Chillos.

2.2 Material vegetal

o Se utilizaron semillas de geranio de los chillos (Geranium chilloense Willd. ex
Kunth) y semillas de chocho (Lupinus pubescens Benth.)

2.3 Materiales

Fase 0: Escarificacion

Agua destilada estéril, vinagre, frascos de 100 ml, parafilm, ligas.

Fase 1: Protocolo de desinfeccién e introduccion al medio de cultivo

Hipoclorito de sodio (6% p.a.), alcohol (70% y 96%), agua destilada estéril, Tween 20,
medio de cultivo MS marca Sigma, agua de coco, glucosa, agar, hidroxido de sodio
(NaOH;[0,1 NJ), frascos de 250 ml, parafilm, mascarilla, ligas y papel toalla.
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Fase I1: Fase de multiplicacion (in vitro)

Se utilizaron medio MS marca Sigma, agua de coco, glucosa, agar, (NaOH; [0,1 NJ),
acido indolacético (AlA), benzil amino purina (BAP), alcohol (70% y 96%), parafilm,
frascos de 250 ml, mascarilla, ligas, papel toalla, papel milimetrado estéril.

Fase Il1: Enraizamiento (in vitro)

Se utilizaron, medio MS marca Sigma, agua de coco, glucosa, agar, (NaOH; [0,1 NJ),
acido naftalenacético (ANA), carbén activado, alcohol (70% y 96%), parafilm, frascos

de 250 ml, mascarilla, ligas, papel toalla, papel milimetrado estéril.
Fase IV: Adaptacion al sustrato (ex vitro)

Cubetas de 48 alveolos con una longitud de 60 cm, turba estéril, fibra de coco estéril,

agua destilada, fundas plésticas resistentes a altas temperaturas.
2.4 Equipos, instrumental y cristaleria

Los equipos utilizados fueron: Auto-clave, pH-metro, balanza analitica, agitador
magnético, estufa, refrigeradora, cdmara de fotos, computadora, cdmara de flujo laminar

horizontal.

Los instrumentos de laboratorio que se utilizaron fueron: pinzas anatomicas, mecheros
de alcohol, probetas, goteros, matraces erlenmeyer, vasos de precipitacion, bisturies y

mango.

2.5  Metodologia

2.5.1 Geranium chilloense

El presente estudio se realizé en cuatro etapas, cada fase tuvo una repeticion en el

tiempo.
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25.1.1 FASE O0: Escarificacion de las semillas de Geranium

chilloense.

Se recolectd el material vegetal (216 semillas), en el Jardin Botanico de Quito y del
parque metropolitano Metro Sur (Figura 3). Para esta fase se evalud la escarificacion,
con variacion en el nimero de dias de hidratacién y el tiempo de exposiciéon en la

dilucion de &cido acético para la segunda repeticion en el tiempo descrito en la tabla 1.

Recoleccion del material vegetal de Geranium chilloense

| [Lais

Figura 3. a) Seleccion de la planta madre, b) Recoleccién de frutos, ¢) Fruto y semillas de G.

chilloense.

Elaborado por: Benavides & Cdrdova, 2015

25111 Factores en estudio

a) Dias de hidratacién 3y 5 dias de inmersion.

b)  Tiempo de inmersidn en una dilucién de acido acético al 10%.

Tabla 3. Tratamientos de escarificacién utilizados en las semillas de Geranium

chilloense.
Trat | Hidratacion T.1 Modificado de
(Kyanko, Russo, Fernandez, & Pose, 2010, p. 126).
T1 3 dias 2 horas (Aguayo, et al., 2012, p. 61)
(Jiménez, Tiburzi, Salsi, Moguilevsky, & Pirovani, 2008, pp. 90-
91)
T2 5 dias 4 horas (Ortiz, 2003, p. 16)
(Manotoa, 2012, p. 11)

T.1= Tiempo de inmersion
Nota: Benavides & Cordova, 2015
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25.1.1.2 Unidad experimental

Se utiliz6 un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, con 35 ml de medio de cultivo

MS, suplementado con 1 semillas de Geranium chilloense por frasco.
25.1.13 Disefio

Disefio completamente al azar (DCA) con 23 repeticiones por tratamiento.
2.5.1.1.4  Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron

diferencias significativas, empleando el software InfoStat.

25.1.15 Escarificacion 1

Se colocaron 117 semillas de geranio de los Chillos en tres frascos de vidrio estériles
(39 semillas por frasco), con 50 ml de agua destilada estéril, se cerrd con parafilm, y se
dejo reposar durante tres dias a temperatura ambiente con un cambio de agua en el dia
namero 2. A continuacion se sumergieron las semillas en una dilucion de 90 % de agua
destilada estéril y 10 % de &cido acético, durante dos horas previo a la desinfeccién e

introduccién al medio de cultivo (Figura 4).

25.1.1.6 Escarificacion 2
Se colocaron 99 semillas de geranio de los Chillos en tres frascos de vidrio estériles (33
por cada frasco), con 50 ml de agua destilada estéril, se cerrd con parafilm y se dejo
reposar durante cinco dias, con un cambio de agua destilada estéril en el dia 2 y 4, se
mantuvo a temperatura ambiente, a continuacién fueron sumergidas en una dilucion de
90 % de agua destilada estéril y 10 % de acido acético, durante cuatro horas previo a la

desinfeccion e introduccion al medio de cultivo.

25.1.1.7 Variables evaluadas durante la fase de

escarificacion en Geranium chilloense:

e Porcentaje de contaminacion: Se realizd la observacion de la presencia de
colonias bacterianas o fungicas en el medio de cultivo y/o explante. Se evalud

con cero “0” ausencia 'y uno “1” presencia de microorganismos.
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] .. 2 Explantescontaminados
% Contaminacioén * 100
totaldeexplantes

Ecuacion 1. Porcentaje de contaminacion

e Porcentaje de fenolizacion del explante: Mediante la observacion, se evalud la
fenolizacion del explante, con valores de cero "0" ausencia y uno "1" presencia
de oxidacion.

Explantes fenolizados
X Exp f z £ 100

% Fenolizacion del explante
totaldeexplantes

Ecuacion 2. Porcentaje de fenolizacion del explante

e Porcentaje de fenolizacion del medio de cultivo:Mediante la observacion, se
evaluo la fenolizacién del medio de cultivo, con valores de cero "0" ausencia y
uno "1" presencia de oxidacion.

Y. Medio fenolizado

% Fenolizacion del medio - - x 100
total de frascos intrroducidos

Ecuacion 3. Porcentaje de fenolizacién del medio de cultivo.

e Porcentaje de germinacion: Se determin6 como el ndmero de semillas
germinadas sobre el total de semillas introducidas, dando valores de cero “0”
para semillas no germinados y uno “1” para semillas con surgimiento del
hipocétilo (Ecuacion 3).

) . Y Explantesgerminados
% Germinacion + 100
totaldeexplantes

Ecuacion 4. Porcentaje de germinacion

e Porcentaje de sobrevivencia: Se tomd en cuenta el nimero de explantes vivos
hasta el final de la fase I, sobre el total de semillas, se dio valores cero “0”
muerto y uno “1” vivo (Ecuacion 4).

. _ Y. Explantesvivos
% Sobrevivencia * 100
totaldeexplantes

Ecuacion 5. Porcentaje de sobrevivencia
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Escarificacion de Geranium chilloense y Lupinus pubescens.

Figura 4. a) Semillas remojadas sumergidas en una solucion
90% agua estéril y 10 % Acido acético.
Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015

25.1.2 FASE I. Protocolo de desinfeccién e introduccion al medio de

cultivo

25121 Tratamientos de desinfeccion de las semillas de

Geranium chilloense.

Se distribuyeron equitativamente las semillas de Geranium chilloense previamente
escarificadas, en frascos estériles de 250 ml para el proceso de desinfeccion, evaluando
diferentes concentraciones y tiempos de inmersion de: hipoclorito de sodio, alcohol y
Tween 20 (Tabla 2).

25.1.22 Factores en estudio
a) Concentracion

b) Tiempo de inmersion.

Tabla 4. Protocolos de desinfeccion usados en las semillas de Geranium chilloense

Solucion 1 Solucion 2
Trat Alcohol NaOCI Tween 20 Referencia
% TI % TI
PL | 9 | 10seg | 50w | 10min - (B E 1'\2) ; 2001, pag.
i i . (Severin, C. et al., 2002, pags.
P2 50 viv 15 min 1 gota 70-71)
P3 70 1 min 20 viv 20 min 1 gota (Alonso, 2004)

TI=Tiempo de inmersion
Nota: Benavides & Cordova, 2015
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2.5.1.2.3  Descripcion de los protocolos de desinfeccion

P1: Inmersion de las semillas en alcohol etilico al 96% durante 10 segundos,
posteriormente se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 50%
viv (3% p.a) durante 10 minutos, seguido de tres enjuagues con agua destilada

estéril.

P2: Se sumergieron las semillas en una solucion de hipoclorito de sodio al 3 %
v/v mas una gota de Tween 20 durante 15 minutos, seguido de 3 enjuagues con
agua destilada esterilizada.

P3: Las semillas fueron sumergidas por 1 minuto en etanol al 70% vy
posteriormente se agitd durante 20 minutos en una solucién al 20% v/v (1,2%
p.a) de hipoclorito de sodio con una gota de Tween 20. Se realizaron cuatro

lavados en agua destilada estéril.

2.5.1.24  Variables evaluadas en los protocolos de

desinfeccion

Porcentaje de contaminacion: Se realizd la observacion de presencia de colonias
bacterianas o fungicas en el medio de cultivo y/o explante. Se evalu6 con cero

“0” ausencia y uno “1” presencia de microorganismos (Ecuacion 1).

Porcentaje de fenolizacion del explante: Mediante la observacion, se evalu6 la
fenolizacion del explante, con valores de cero "0" ausencia y uno "1" presencia

de oxidacion (Ecuacion 2).

Porcentaje de fenolizacion del medio: Mediante la observacion, se evaluo la
fenolizacion del medio, con valores de cero "0" ausencia y uno "1" presencia de

oxidacion (Ecuacion 3).

Porcentaje de germinacion: Se determind como el numero de semillas

germinadas sobre el total de semillas introducidas, dando valores de cero “0”
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para semillas no germinadas y uno “1” para semillas con surgimiento del

hipocétilo (Ecuacion 4).

o Porcentaje de sobrevivencia: Se contabilizaron los explantes vivos hasta el final
de la fase | sobre el total de semillas, con respecto a los protocolos de
desinfeccion probados en la Fase I, se dio valores cero “0” muerto y uno “1”

vivo (Ecuacion 5).

25.1.25 Introduccion al medio de cultivo de Geranium

chilloense.

En camara de flujo laminar, las semillas desinfectadas fueron escarificadas mediante un
corte de un extremo aproximadamente de un milimetro de manera transversal (Figura 5).
Estas fueron introducidas en el medio de cultivo MS (Anexo 3), suplementado con
sacarosa 30g, agua de coco 150 ml, 4,89 de agar y pH ajustado de 5,75 a 5,8 con
hidroxido de sodio (NaOH; [0,1 NJ). Posteriormente los explantes fueron incubados en
el cuarto de incubacion a una temperatura de 15-24°C y una humedad relativa del 60%,

durante 30 dias.

Tabla 5. Composicion de los medios de cultivo utilizados en la fase de introduccion de

Geranium chilloense

Trat. | Porcentaje de sales MS | Peso (g) de sales MS Referencias bibliograficas
T1 100% 4,33 (Alonso, 2004)
T2 50% 2,16 (Ayala A. , 2011, pags. 50-51)
T3 25% 1,82 (Proafio, 2011, pag. 42)

Nota: Benavides & Cérdova, 2015

25.1.2.6 Unidad experimental

Se utiliz6 un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, con 35 ml de medio de cultivo MS

suplementado, con 1 semillas de Geranium chilloense por frasco.
25.1.2.7 Disefio

Disefio completamente al azar (DCA) con 23 repeticiones por tratamiento.
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25.1.2.8 Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron

diferencias significativas, empleando el software InfoStat.

Introduccion al medio de cultivo de las semillas de Geranium chilloense y Lupinus pubescens

Figura 5. a) Lavado y preparacion de semillas, b) Corte transversal de semillas, ¢) Siembra de semillas en
medio MS, d) Frascos cultivados en el cuarto de incubacion

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015

2.5.1.2.9  Variables valoradas para la introducciéon al medio

de cultivo
o Porcentaje de germinacion: Se determind6 como el nimero de semillas
germinadas sobre el total de introducidas, en cada medio de cultivo, dando
valores de cero “0” para semillas no germinados y uno “1” semillas germinadas

(Ecuacion 4).

o Porcentaje de sobrevivencia: Evaluada como durabilidad de los explantes sobre
el total de semillas introducidas con respecto a la concentracion de sales MS

usadas en la Fase 1, se dio valores cero “0” muerto y uno “1” vivo (Ecuacién 5).

o Porcentaje de presencia de raices: Determinada mediante la observacién de cada

explante, otorgando valores de cero “0” ausenciay uno “1” presencia de raiz.
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] ) Y. Explantesconraices
%Presencia de raices * 100
totaldeexplantes

Ecuacion 6. Presencia de raices

o Promedio de longitud: Se evalud a través de la medicidn en centimetros (cm),

desde la base del explante hasta el apice del mismo.

Y. longitud de explantes

P dio longitud
romedio longitu total de explantes

Ecuacion 7. Promedio de longitud

o Promedio ndmero hojas: Valoradas mediante la observacion y conteo por
explante en cada frasco.

Y. No.hojas
total de explantes

Promedio No. hojas

Ecuacion 8. Promedio nimero hojas

o Color del explante: Evaluada mediante una escala colorimétrica (Figura 6),a cada
color se le otorgd un codigo de acuerdo a la tabla de colores, siendo 5 = verde
oscuro (cod. 702), 4 = verde claro (cod. 907), 3 = amarillo (c6d. 472), 2 = café

oscuro (cod. 829), 1 = café claro (c6d. 832), 0 = blanco o crema.

msnam ms =1 — = =, - 1 P

Figura 6. Esquema de colores para la evaluacion de los explantes de Geranium chilloense y
Lupinus pubescens (Colores HTLM, 2012).

Y. No.de color por explante

Color del explant
olor ael explante total de explantes

Ecuacion 9. Color del explante
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o Porcentaje de contaminacion: Se realizd la observacion de presencia de colonias
bacterianas o fangicas en el medio de cultivo o/y explante, con respecto a la
concentracion de sales MS. Se evaluo con cero “0” ausencia y uno “1” presencia

de microorganismos (Ecuacion 1).

o Porcentaje de fenolizacion del explante: Mediante la observacion, se evaluo la
fenolizacion del explante, con valores de cero "0" ausencia y uno "1" presencia

de oxidacion (Ecuacion 2).

o Porcentaje de fenolizacion del medio: Mediante la observacion, se evalu6 la
fenolizacion del medio, con valores de cero "0" ausencia y uno "1" presencia de

oxidacion (Ecuacion 3).

Las presentes variables tanto para el protocolo de desinfeccién como en la introduccién
al medio de cultivo durante la primera fase, fueron evaluadas durante 60 dias, haciendo

observaciones cada 7 dias.

2.5.1.3 FASE Il. Concentracién éptima de reguladores de crecimiento

para la fase de multiplicacién en Geranium chilloense.

Los explantes provenientes de la fase I, se pasaron al medio de multiplicacion, sales de
MS al 25 % (1/4 MS), el cual fue suplementado con 30 g de sacarosa, 150 ml de agua de
coco, 4,8 gramos de agar y pH de 5,75 a 5,80. En esta fase se evaluaron 3
concentraciones de bencil amino purina (BAP) y 3 dosis de acido indolacético (AlA),
descritas en la tabla 4.Para la siembra en el medio de multiplicacion, se eliminé el

material oxidado y necrosado de cada explante (Figura 7).
2.5.1.3.1 Factores en estudio

a) Concentracion de BAP (0; 0,5y 1 ppm)
b) Concentracion de AIA (0; 0,5y 1 ppm)
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Tabla 6. Interaccion de bencil amino purina (BAP) y de acido indolacético (AlA),
utilizados en la fase multiplicacion en Medio MS en G. chilloense.

Trat. [BAP] (ppm) [AIA] (ppm) Referencias bibliograficas
T1 0 0 (Ruiz G., 2013, p. 39)
T2 0 0,5 (Lozada, 2010, p. 50)
T3 0 1 (Lozada, 2010, p. 50)
T4 1 0 (Ruiz G. , 2013, p. 39)
T5 1 0,5 (Lozada, 2010, p. 50)
T6 1 1 (Lozada, 2010, p. 50)

Nota: Benavides & Cérdova, 2015

2.5.1.3.2 Unidad experimental

Un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, con 35 ml de medio de cultivo MS

suplementado, con 1 explante de Geranium chilloense.

2.5.1.3.3 Disefio
Disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial 3x2, con 9 repeticiones.

25134 Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron

diferencias significativas, empleando el software InfoStat.

Fase de multiplicacion de Geranium chilloense

Figura 7. a) Explante obtenido de la Fase I;

b) Siembra en el medio de multiplicacion.

Elaborado por: Benavides &Cérdova, 2015.
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Promedio No. brotes

2.5.1.3.5  Variables evaluadas en la fase de multiplicacion
Promedio numero de brotes: Evaluada por explante mediante un conteo de
brotes.

Y No. brotes
total de explantes

Ecuacion 10. Promedio nimero de brotes

% Formacion de callo

Promedio numero de hojas: “Valorados a través de un conteo del total de hojas

por explante sin distincion del tamafio (Ecuacion 8).

Promedio de longitud: Se realiz6 a través de una medicion en centimetros (cm)

desde la base del explante hasta el apice del mismo (Ecuacion 7).

Porcentaje presencia de raices: Variable descrita mediante la observacion dando

valores de "0" ausencia y "1" presencia de raices (Ecuacion 6).

Porcentaje formacion de callo: Definida a través de la observacion con valores
de "0" ausencia y "1" presencia de callos.

Y. No.explantes con callo

total de explantes

Ecuacion 11. Porcentaje de formacion de callo

Color del explante: Evaluadas mediante una escala colorimétrica (Figura 6), con
valores de 5 = verde oscuro, 4 = verde claro, 3 = amarillo, 2 = café oscuro, 1 =

café claro, 0 = blanco (Ecuacion 9).

Porcentaje de sobrevivencia: Se evalu6 el nimero de los explantes vivos, sobre el
total de introducidos hasta la culminacion de la Fase 1, con valores de cero “0”

muerto y uno “1” vivo (Ecuacion 5).
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o Porcentaje de marchitez: Observacion de la péerdida de turgencia y color, dando
valores de cero “0” ausencia y uno “1” presencia de marchitez.

Y. No.explantes marchitos
k

% Marchitez 100

total de explantes
Ecuacion 12. Porcentaje de marchitez
Cada variable, fue evaluada cada 7 dias durante la fase de multiplicacion (30 dias).
2.5.1.4 Fase Ill: Adaptacion al sustrato de Geranium chilloense

En esta ultima parte de la investigacidn se evaluaron dos tipos de sustratos, fibra de coco
y turba (tabla 5). Los sustratos fueron remojados en agua destilada para su hidratacion
(fibra de coco 3 dias, y turba 3 horas), posteriormente se esterilizaron en autoclave a 121
°C durante 25 minutos, cada sustrato fue colocado en una bandeja de germinacion,
misma que posterior a la siembra fue cubierta con parafilm, obteniendo un ambiente

similar a in vitro (Figura 8).

La cubierta se mantuvo durante 20 dias, con un cambio de plastico por semana, durante
la segunda semana el plastico fue perforado con agujeros separados de aproximadamente
0,5 cm para la adaptacion paulatina de las plantulas, desde el dia 16 hasta 22 se
incremento el diametro de los agujeros hasta 1,5 cm con poca distancia entre ellos, y
desde el dia 23 hasta el 30 se retir6 completamente el plastico (Figura 8).

Adaptacién al sustrato de Geranium chilloense y Lupinus pubescens

Figura 8.3) Sustratos utilizados paré laF

c) Sefializacion de plantulas por sustrato; d) Adaptacion de explantes a los sustratos en el cuarto de incubacion.
Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015
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25.14.1 Factores en estudio
a) Sustratos (Fibra de coco y Turba estéril)

Tabla 7. Sustratos utilizados para la fase de adaptacion en Geranium chilloense.

Sustrato Referencias bibliograficas
Trat
T1 Fibra de coco (Proafio, 2011, p. 41)
T2 Turba estéril (Andrade, 2014)

Nota: Benavides & Cordova, 2015.
2.5.1.4.2 Unidad experimental

Se utiliz6 una bandeja de germinacién de 48 alveolos, con una pléntula por alveolo, 24
plantas por tratamiento.

2.5.1.4.3 Disefio
Disefio completamente al azar (DCA), con 21 repeticiones por tratamiento.

25.14.4 Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron
diferencias significativas, empleando el software InfoStat.

25.145 Variables valoradas durante las Fase Il en

Geranium chilloense.

e Porcentaje de marchitez: Valorada mediante la observacion de la pérdida de
turgencia y color en los 6rganos de la plantula (tallo y hojas), se otorg6 valores

de “0” ausencia y uno “1” presencia de marchitez (Ecuacion 12).

e Porcentaje de pudricion: Se evalué mediante la observacion del reblandecimiento
y necrosamiento de la plantula, dando valores de “0” ausencia y uno “1”

presencia.
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Y. No.plantulas con pudrimiento

% Pudricion x 100

total de plantulas

Ecuacion 13. Porcentaje de pudricion

% Prendimiento

Porcentaje de prendimiento: Se midié a través del arraigamiento o la dificultad
de desprendimiento del explante del sustrato, dando wvalores de “0’° no

prendido;“1’’ prendido.

Y. No.plantulas prendidas
* 100
total de plantulas

Ecuacion 14. Porcentaje de prendimiento

Promedio nimero de hojas: Variable evaluada mediante un conteo numérico

sobre el total de hojas por explante (Ecuacion 8).

Promedio numero de brotes totales: Se evalud por cada explante a través de un

conteo numérico de cada brote axilar (Ecuacion 10).

Promedio longitud: Valorada mediante la medicion en cm desde la base hasta el

apice de cada explante (Ecuacion 7).

Color del explante: Se evalué a través de la observacién del color (Figura 6),
cada explante y se compar6 con una escala colorimétrica dando valores de 5 =
verde oscuro, 4 = verde claro, 3 = amarillo, 2 = café oscuro, 1 = café claro, 0 =

blanco (Ecuacién 9).

Porcentaje de sobrevivencia: Se evalu6 mediante la observacion y conteo de los
explantes vivos, sobre el total de introducidos hasta el final de la Fase IlI, con

valores de cero “0” muerto y uno “1” vivo (Ecuacion 5).
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2.5.2 Lupinus pubescens.
El presente estudio se realizo en cuatro fases.

2.5.2.1 Escarificacion de las semillas de Lupinus pubescens.
Se colocaron 252 semillas de Lupinus pubescens provenientes del Jardin Botanico de
Quito y del parque metropolitano Metro Sur (Figura 9), en tres frascos de vidrio estériles
(84 semillas por frasco), con 50 ml de agua destilada estéril, se cerrd con parafilm, y se
dejo reposar durante tres dias a temperatura ambiente con un cambio de agua al segundo
dia. A continuacion se sumergieron las semillas en una dilucién de 90 % de agua
destilada estéril y 10 % de &cido acético, durante dos horas previo a la desinfeccion e

introduccién al medio de cultivo (Figura 4).

Recoleccidén del material vegetal de Lupinus pubescens

) QR | p
x’ - n V n
> . &

F:igura 9.a) Selecc

i6n de la planta madre, b) Corte de vainas, ¢) Semillas de L. pubescens.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015.

25.2.2 FASE |I. Protocolo de desinfeccién e introduccion al medio de

cultivo

25221 Protocolos de desinfeccion de las semillas de

Lupinus pubescens.

Se distribuyeron equitativamente las semillas de Lupinus pubescens provenientes de la

fase de escarificacion, en frascos estériles de 250 ml para el proceso de desinfeccion,

57



evaluando diferentes concentraciones y tiempos de inmersion, de hipoclorito de sodio,
alcohol y Tween 20 (Tabla 6).

25222 Factores en estudio
a) Concentracion

b) Tiempo de inmersion.

Tabla 8.Tratamientos de desinfeccion usados en las semillas de Lupinus pubescens

Solucion 1 Solucién 2
Trat Alcohol NaOCl Referencia
Tween 20
% T.1 % T.1
P1 96 10 seg 50 viv 10 min - (Santa Cruz M. , 2001, pag. 11)
P2 - - 50 viv 15 min 1gota |(Severin, C.etal., 2002, pags. 70-71)
P3 70 1 min 20 viv 20 min 1 gota (Alonso, 2004, pag. 21)

T.1=Tiempo de inmersion; L.A.E=Lavados en agua estéril
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

2.5.2.2.3 Descripcion de los tratamientos de desinfeccion

v P1: Inmersion de las semillas en alcohol etilico al 96% durante 10 segundos,
posteriormente se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio al 50%
v/v (3% p.a.) durante 10 minutos, seguido de tres enjuagues con agua destilada

estéril.

v P2: Se sumergieron las semillas en una solucion de hipoclorito de sodio al 3 %
v/v méas una gota de Tween 20 durante 15 minutos, seguido de tres enjuagues con

agua destilada esterilizada.

v P3: 1 minuto en etanol al 70% y posteriormente se agité durante 20 minutos en
una solucion al 20% v/v (1,2% p.a) de hipoclorito de sodio con una gota de

Tween 20. Se realizaron cuatro lavados en agua destilada estéril.
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2.5.2.24  Variables evaluadas en los protocolos de

desinfeccion

o Porcentaje de contaminacion: Se realizé la observacion de presencia de colonias
bacterianas o fungicas en el medio de cultivo o/y explante. Se evalué con cero

“0” ausencia y uno “1” presencia de microorganismos (Ecuacion 1).

o Porcentaje de sobrevivencia: Se tomaron en cuenta los explantes vivos hasta el
final de la fase I, sobre el total de semillas con respecto a los protocolos de
desinfeccion evaluados en la Fase I, se dieron valores cero “0” muerto y uno

“1” vivo (Ecuacion 5).

2.5.2.25 Introduccién al medio de cultivo de Lupinus
pubescens.

En camara de flujo laminar, las semillas previamente desinfectadas, fueron cortadas
transversalmente de manera que se elimine el hilo de la semilla (Figura 5).
Posteriormente las semillas fueron introducidas en el medio de cultivo MS (Anexo 3), el
cual fue suplementado con sacarosa 30g, agua de coco 150 ml, 5,8 g de agar y pH
ajustado a 5,75 - 5,8 con hidréxido de sodio (NaOH;[0,1N]), detallado en la tabla
7.Posteriormente los explantes fueron incubados en el cuarto de incubacion a una

temperatura de 15-24°C y una humedad relativa del 60%, durante 30 dias.

Tabla 9. Composicién de sales MS evaluadas en la fase de introduccion al medio cultivo

de Lupinus pubescens.

Trat. | Porcentaje de sales MS | Peso (g) de sales MS Referencias bibliogréaficas
T1 100% 4,33 (Alonso, 2004)
™ 50% 2,16 (Ayala A., 2011, pags. 50-51)
T3 25% 1,08 (Proafio, 2011, pag. 42)

Nota: Benavides & Cordova, 2015

25.2.2.6 Unidad experimental
Se utiliz6 un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, con 35 ml de medio de cultivo MS

suplementado, con 2 semillas de Lupinus pubescens.
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25227 Disefio

Disefio completamente al azar (DCA) con 11 repeticiones por tratamiento.

25228 Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron

diferencias significativas, empleando el software InfoStat.

2.5.2.2.9  Variables valoradas para la introduccion al medio
de cultivo

o Porcentaje de germinacion: Se determind como el nimero de germinados sobre
el total de semillas introducidas, en cada medio de cultivo, dando valores de cero

“0” para semillas no germinadas y uno “1” semillas germinadas (Ecuacion 4).

o Porcentaje de sobrevivencia: Evaluada como durabilidad de los explantes sobre
el total de semillas introducidas con respecto a la concentracion de sales MS
usadas en la Fase I, se dio valores cero “0” muerto y uno “1” vivos (Ecuacion

o 5).

o Porcentaje de presencia de raices: Determinada mediante la observacién de cada
explante, otorgando valores de cero “0” ausencia y uno “1” presencia de raiz

(Ecuacion 6).

o Porcentaje de cotiledones abiertos: Examinada a través de la observacion con
valores de cero “0” cotiledones cerrados y uno “1” cotiledones abiertos.
Y. No.Explantescon cotiledones abiertos

% Cotiledones abiertos * 100
totaldeexplantes

Ecuacion 15. Porcentaje de cotiledones abiertos

o Promedio de longitud: Se evalu6 a través de la medicion en centimetros (cm),

desde la base del explante hasta el apice del mismo (Ecuacion 7).

60



o Promedio ndmero hojas: Valoradas mediante la observacion y conteo por

explante en cada frasco (Ecuacion 8).

o Color del explante: Evaluada mediante una escala colorimétrica (Figura 6),a cada
color se le otorgd un codigo de acuerdo a la tabla de colores, siendo 5 = verde
oscuro (cod. 702), 4 = verde claro (cod. 907), 3 = amarillo (cod. 472), 2 = café
oscuro (cod. 829), 1 = café claro (c6d. 832), 0 = blanco o crema (Ecuacién 9).

o Porcentaje de contaminacion: Se realizd la observacion de presencia de colonias
bacterianas o fangicas en el medio de cultivo y/o explante, con respecto a la
concentracion de sales MS. Se evalud con cero “0” ausencia 'y uno “1” presencia

de microorganismos (Ecuacion 1).

Las presentes variables tanto para el protocolo de desinfeccion como para la
introduccién al medio de cultivo durante la primera fase, fueron evaluadas durante 15

dias, haciendo observaciones cada 7 dias.

2.5.2.3 FASE Il. Concentracién éptima de reguladores de crecimiento
para la fase de multiplicacion en Lupinus pubescens.

Todos los explantes obtenidos de la fase I, se pasaron a un medio de multiplicacion al
50% de la solucién MS, suplementados con 30 g de sacarosa, 150 ml de agua de coco,
5,8 de agar y pH de 5,75 a 5,80. En esta fase se evaluaron 3 diferentes concentraciones
de bencil amino purina (BAP) y tres de acido indolacético (AlA), que se describen a
continuacion en la tabla 8.Para el cambio de fase de la especie en mencion, se elimind el
material oxidado, necrosado y los cotiledones muy grandes en los explantes con
presencia de primordios foliares, ademéas se cortd en secciones de 3 cm de longitud
tomando Unicamente las secciones que tenian yemas axilares, eliminando raices y
entrenudos, consecuentemente fue introducido en el medio de multiplicacién (Figura
10).
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Multiplicacion de Lupinus pubescens

Figura 10. a) Eliminacion de material oxidado y raices en el explante, b) Explante de 3 cm
explante, ¢) Siembra del explante en medio MS para multiplicacion.
Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.

2.5.2.3.1 Factores en estudio
a) Concentracion de BAP (0; 0,5y 1 ppm)
b) Concentracién de AIA (0; 0,5y 1 ppm)

Tabla 10. Interaccion de las concentraciones de bencil amino purina (BAP) y é&cido
indolacético (AlA), en la fase multiplicacion de Lupinus pubescens.

Trat. [BAP] (ppm) [AIA] (ppm) Referencias
bibliogréaficas
T1 0 0 (Ruiz G. , 2013, p. 39)
T2 0 0,5 (Paucar, 2011, p. 25)
T3 0 1 (Suarez, 2011, p. 27)
T4 1 0 (Ruiz G., 2013, p. 39)
T5 1 0,5 (Paucar, 2011, p. 25)
T6 1 1 (Suarez, 2011, p. 27)

Nota: Benavides & Coérdova, 2015

2.5.2.3.2 Unidad experimental

Un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, con 35 ml de medio de cultivo MS

suplementado con 1 explante de Lupinus pubescens.
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2.5.2.3.3 Disefio
Disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial 3x2, con 30 repeticiones.

25234 Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron

diferencias significativas, empleando el software InfoStat.
2.5.2.3.5  Variables evaluadas en la fase de multiplicacion

o indice de multiplicacion: Apreciada como la sumatoria total de nudos sobre el
total de explantes por tratamiento.

> No.nudos
total de explantes

ndice de multiplicacion

Ecuacion 16. Iindice de multiplicacion
o Promedio numero de hojas: Valorados a través de un conteo del total de hojas

por explante sin distincion del tamafio (Ecuacion 8).

o Promedio de longitud: Se realiz6 a través de una medicién en centimetros (cm)

desde la base del explante hasta el apice del mismo (Ecuacion 7).

o Porcentaje presencia de raices: Variable descrita mediante la observacion dando

valores de "0" ausencia y "1" presencia de raices (Ecuacion 6).

o Porcentaje formacion de callo: Definida a través de la observacién con valores

de "0" si hay ausencia y "1" presencia de callo (Ecuacion 11).

o Color del explante: Evaluadas mediante una escala colorimétrica (Figura 6), con
valores de 5 = verde oscuro, 4 = verde claro, 3 = amarillo, 2 = café oscuro, 1 =

café claro, 0 = blanco (Ecuacion 9).
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o Porcentaje de sobrevivencia: Se evaluo el nimero de los explantes vivos, sobre el
total de introducidos hasta la culminacion de la Fase |1, se evalué con valores de

cero “0” muerto y uno “1” vivo (Ecuacion 5).

o Porcentaje de marchitez: Apariencia vigoroso del explante (color y firmeza),
dando valores de cero “0” ausencia y uno “1” presencia de marchitez (Ecuacion
12).

Cada variable, fue evaluada cada 7 dias durante la fase de multiplicacion (30 dias).

2.5.2.4 FASE Ill: Enraizamiento in vitro

Para la presente fase se cultivaron los explantes de L. pubescens, obtenidos en la fase de
multiplicacién. Se evaluaron concentraciones de carbon activado y &cido naftalacético

se presentan en la Tabla 9.

25.24.1 Factores en estudio
a) Concentracion de ANA (0 y 1 ppm)
b) Concentracién de carbon activado (0 y 1000 ppm)

Tabla 11. Concentraciones de acido naftalacético y carbén activado, utilizados en la
fase de enraizamiento in vitro de L. pubescens, en medio MS al 50 %.

Trat. ANA (ppm) Carbén activado (ppm) Referencias Bibliograficas

1 0 0 (Soto, Ferreira, Delgado, &
Enriquez, 2013, p. 35)
2 1 1000 (Proafio, 2011, p. 42)

Nota: Benavides & Cordova, 2015

2.5.2.4.2 Unidad experimental

Un frasco de vidrio de 250 ml de capacidad, con 35 ml de medio de cultivo MS

suplementado, con 2 explantes de Lupinus pubescens.

25243 Disefio

Disefio completamente al azar (DCA), con 30 repeticiones.
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25244 Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron

diferencias significativas, empleando el software InfoStat.

La evaluacion de L. pubescens en fase de enraizamiento in vitro se realizé cada 7 dias

durante 3 semanas.

25.245 Variables evaluadas durante la fase de

enraizamiento in vitro de Lupinus pubescens.

o Porcentaje  presencia de raices: Variable que fue evaluada mediante la
observacién dando valores de "0" ausencia y "1" presencia de raices (Ecuacion
6).

o Porcentaje formacion de callo: Valorada a través de la observacion con valores

"0" ausencia y "1" presencia de callo (Ecuacion 11).

o Promedio nimero de hojas: Evaluada mediante un conteo por explante sin

distincion del tamarfio de los foliolos de las hojas (Ecuacién 8).

o Promedio de longitud: Medida en centimetros (cm) tomada desde la base del

explante hasta el apice del mismo (Ecuacion 7).

o Color del explante: Evaluadas mediante una escala colorimétrica (Figura 6), con
valores de 5 = verde oscuro, 4 = verde claro, 3 = amarillo, 2 = café oscuro, 1 =

café claro, 0 = blanco (Ecuacion 9).
o Porcentaje de sobrevivencia: Se evalud el nimero de explantes vivos sobre el

total de introducidos hasta el final de la Fase III, con valores de cero “0” muerto

y uno “1”” vivo (Ecuacion 5).
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o Porcentaje de contaminacion: Se realizo la observacion de presencia de colonias
bacterianas o fungicas en el medio de cultivo y/o explante. Se evalu6 con cero

“0” ausencia 'y uno “1” presencia de microorganismos (Ecuacion 1).

o Porcentaje de Marchitez: Valorada a traves de la observacion del explante,
tomando en cuenta la perdida de turgencia y color, se dio valores de “0” muerto

y “1” vivo (Ecuacion 12).
2.5.2.5 Fase IV: Adaptacion al sustrato de Lupinus pubescens.

Se evaluaron dos tipos de sustratos descrito en la tabla 10, los sustratos fueron
remojados en agua destilada para su hidratacion (fibra de coco 3 dias, y turba 3 horas),
posteriormente se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 25 minutos, cada sustrato
fue colocado en una bandeja de germinacion, misma que posterior a la siembra fue

cubierta con parafilm, obteniendo un ambiente similar a in vitro (Figura 8).

La cubierta se mantuvo durante 20 dias, con un cambio de plastico por semana, durante
la segunda semana el plastico fue perforado con agujeros separados de aproximadamente
0,5 cm para la adaptacion paulatina de las plantulas, desde el dia 16 hasta 22 se
incremento el diametro de los agujeros hasta 1,5 cm con poca distancia entre ellos, y

desde el dia 23 hasta el 30 se retir6 completamente el plastico.
25.25.1 Factores en estudio
a) Sustratos (Fibra de coco y Turba estéril)

Tabla 12. Sustratos utilizados para la fase de adaptacion en Lupinus pubescens.

Trat | Sustratos Referencias bibliograficas
T1 Fibra de coco (Proafio, 2011, pag. 41)
T2 Turba estéril (Andrade, 2014)

Nota: Benavides & Cordova, 2015

25.25.2 Unidad experimental

Se utiliz6 una bandeja de germinacion de 48 alveolos, con una pléantula por alveolo, 24

plantas por tratamiento.

66



2.5.25.3 Disefio
Disefio completamente al azar (DCA), con 24 repeticiones por tratamiento.
2.5.25.4  Andlisis Funcional

Prueba de significancia de Duncan al 5%, para los factores en estudio que presentaron

diferencias significativas, empleando el software InfoStat.

2.5.25.5  Variables valoradas durante las Fase IV en Lupinus

pubescens

e Porcentaje de marchitez: Valorada mediante la observacion de la pérdida de
turgencia y color en los 6rganos de la plantula (tallo y hojas), se otorgd valores

de “0” ausencia y uno “1” presencia de marchitez (Ecuacion 12).

e Porcentaje de pudricion: Se evalué mediante la observacion del reblandecimiento
y necrosamiento de la plantula, dando valores de “0” ausencia y uno “1”

presencia (Ecuacion 13).

e Porcentaje de prendimiento: Se midi6 a través del arraigamiento o la dificultad
de desprendimiento del explante del sustrato, dando valores de “0’” no prendido;

“1”” prendido (Ecuacion 14).

e Promedio nimero de hojas: Variable evaluada mediante de un conteo numérico

sobre el total de hojas por explante (Ecuacion 8).

e Promedio nimero de brotes: Se evalud por cada explante a través de un conteo

numérico de cada brote axila (Ecuacion 10).

e Promedio longitud: Valorada mediante la medicion en cm desde la base hasta el

apice de cada explante (Ecuacion 7).
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e Color del explante: Se evalud a través de la observacion del color (Figura 6),
cada explante y se compar6 con una escala colorimétrica dando valores de 5 =
verde oscuro, 4 = verde claro, 3 = amarillo, 2 = café oscuro, 1 = café claro, 0 =

blanco (Ecuaciéon 9).

e Porcentaje de sobrevivencia: Se evalu6 mediante la observacion y conteo de los
explantes vivos, sobre el total de introducidos hasta el final de la Fase 1V, con

valores de cero “0” muerto y uno “1” vivo (Ecuacion 5).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Geranium chilloense
3.1.1 FASE 0: Escarificacion de las semillas de Geranium chilloense

En esta fase, mediante un andlisis estadistico ADEVA vy la prueba de Duncan, se
evaluaron dos tratamientos de escarificacion, valorando contaminacién microbiana,
fenolizacion, sobrevivencia y germinacion con respecto a los dias de hidratacion y el

tiempo de inmersion en una dilucién de &cido acético.

Tabla 13. ADEVA para las variables de contaminacion bacteriana, contaminacion
fangica, fenolizacién del medio de cultivo, fenolizacion del explante, sobrevivencia y
germinacion evaluadas en la fase de escarificacion en las semillas de Geranium

chilloense.

% C.B % C.F % F.M % F.E %S %G
Fv (oL |cm| p |em| p [eM| p |cM| p |[cm| p M| »p

Trat | 1 | 0,18 |0,0379| 0,03 (0,277| 0,48 | 0,0449 | 3,32 |0,001| 0,01 | 0,7869 | 0,10 | 0,4786

Error | 210 | 0,04 0,03 0,12 0,21 0,20 0,21

Total | 211

C.B=Contaminacion bacteriana; C.F=Contaminacion fungica; F.M=Fenolizacion del medio
F.E=Fenolizacion al explante; S=Sobrevivencia; G=Germinacion; GL=Grados de libertad; CM= Media
cuadratica; p=valor de alfa.

Nota: Benavides & Cdérdova, 2015

Acorde a la tabla 11, se registraron diferencias estadisticamente significativas para
ambos tratamientos (p<0,05), para las variables contaminacion bacteriana, fenolizacion
del medio de cultivo y explante; mientras que, para las variables contaminacion fangica,
sobrevivencia y germinacion no se encontraron diferencias significativas para los

tratamientos.
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Tabla 14. Promedios y pruebas de significacion para los porcentajes de contaminacion
bacteriana y contaminacion fangica, fenolizacidon del medio de cultivo, fenolizacion del
explante, germinacién y sobrevivencia para la evaluacion de la escarificacion en

Geranium chilloense, evaluados a los 60 dias.

Trat|Hidratacion| T.1 %CB | %CF | %FM | %F.E % G %S

T1 3dias |2 horas|1+0,02a |2 +0,02a |18 £0,03b|22 +0,04a| 31+0,04a|29+0,04a

T2 5dias |4 horas| 7+0,02b | 4 £0,02a | 8 +0,04a |47 +0,05b| 26+0,05a|27+0,05a

T.I=Tiempo de inmersion; C.B=Contaminacion bacteriana; C.F=Contaminacion fangica;
F.M=Fenolizacion del medio de cultivo; F.E=Fenolizacién del explante: G=Germinacion;
S=Sobrevivencia.

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)

Nota: Benavides & Cérdova, 2015

3.1.1.1 Porcentaje de contaminacion bacteriana

En la tabla 12, se observa el mayor porcentaje de contaminacion bacteriana en T2 (5
dias de hidratacion + 4 horas de inmersion en la dilucion de vinagre), con el 7%,
mientras que el tratamiento T1 (3 dias de hidratacién + 2 horas en inmersién en la
solucion de vinagre) presento el 1%, indicando que favorecid en la disminucion de

contaminacioén bacteriana.
3.1.1.2 Porcentaje de contaminacion fungica

La presente variable no present6 diferencias estadisticamente significativas (Tabla 12),
sin embargo, el valor mas bajo lo present6 el T1 con un 2%, mientras que T2 presento

un 4% de contaminacion fungica.
3.1.1.3 Porcentaje de fenolizacion del medio de cultivo

Los resultados de la tabla 12, muestran que el tratamiento T1 obtuvo mayor porcentaje
de fenolizacion del medio de cultivo, con un 18%; mientras que, T2 presentd un menor
porcentaje de fenolizacion con el 8%, lo que demuestra que la oxidacion del medio de
cultivo disminuye al aumentar los dias de hidratacion y el nimero de horas de inmersion

en la dilucién de &cido acético.

72



3.1.1.4 Porcentaje de fenolizacion del explante

Para la variable fenolizacién al explante se evidencia que el mayor porcentaje de
oxidacion presentd el tratamiento T1 con un 22%, frente al tratamiento T2 que presento
una fenolizacion del 47%, lo que hace presumir que el aumento de dias de remojo y
horas de inmersion aumenta la fenolizacion de las semillas y su explante, incidiendo

negativamente en la germinacion.
3.1.1.5 Porcentaje de germinacion

La variable porcentaje de germinacion no presentd diferencias significativas para los
tratamientos; sin embargo, T1 (3dias de remojo y 2 horas en 45 ml agua estéril destilada
+ 5 ml de acido acético) obtuvo el mayor porcentaje de germinacion con un 31%, frente

al T2 que present6 26%.
3.1.1.6 Porcentaje de Sobrevivencia

A través de la prueba de Duncan se determind que para la variable porcentaje de
sobrevivencia, no hubo diferencias estadisticamente significativas, sin embargo T1
obtuvo un mayor porcentaje de sobrevivencia con el 29%, mientras que T2 presento
27%.

Variables evaluadas en la fase de escarificacion de Geranium chilloense

50 - 47

45 -

40 A m Cont. Bacteriana
@ 35 1 31 29 m Cont. Fingica
g 30 - 6 27
§ 55 | vy m Fenol. Medio
S
£ 20 - m Fenol. Explante
S 15 - = Germinacion

7

10 = Sobrevivencia

5 ¢ 12

0

Tratamiento

Figura 11. Porcentajes de contaminacion bacteriana y fungica; fenolizacion al medio de
cultivo y al explante, germinacién y sobrevivencia con respecto a los tratamientos de
escarificacion realizados en Geranium chilloense a los 60 dias.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015
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De acuerdo la figura 11, se escogi0 al tratamiento T1 como Optimo para la escarificacion
de las semillas en Geranium chilloense, puesto que presenta los menores porcentajes de
contaminacion bacteriana, contaminacion fangica y fenolizacion del explante,

permitiendo la continuidad de la investigacion.

Wright, Sumner, Hackney, Pierson, & Zoecklein (2000, p. 123), demostraron que si
sumergian manzanas inoculadas con Escherichia coli O157:H7 durante dos minutos en
una solucion al 5% de acido aceético se lograba una disminucion de 59,04% en la carga
superficial de esta bacteria. Garmendia & Vero (2006, p. 6), indican que los acidos
organicos son muy utilizados para prevenir el desarrollo microbiano, su uso se basa en
lograr un bajo pH que impida la proliferacion de microorganismos no deseados. Sin

embargo también tienen accidn antimicrobiana por si misma.

Kyanko, Russo, Fernandez, & Pose (2010, p, 55), usaron acido peracético al
0,3%durante 30 min, para reducir la carga de esporas de mohos micotoxicogénicos,
causantes de pudricién de frutas y hortalizas, obteniendo una reduccién de 79,02%, en
A. alternata, F. graminearum y A. ochraceus, e indican que al contener una
combinacion de peroxido de hidrogeno y acido aceético, el acido peracético es un eficaz
desinfectante puesto que posee un mayor espectro de accion, siendo efectivo en

presencia de materia organica y de aguas duras.

Manotoa (2012, pp. 25-28), evaluo tres formas de escarificacion mecéanica (corte en el
endocarpio), en semillas de Olea europea, los cortes fueron de un lado, de ambos lados
y totalmente, reportando un mayor porcentaje de germinacion (36,5%) y de
sobrevivencia (53,24%), con el corte de un solo lado, e indica que los tratamientos pre-
germinativos son efectivos para reducir el tiempo en la germinacion obteniendo un
mayor vigor en la plantula. En cuanto a la escarificacién quimica Sanabria, Silva,
Oliveros, & Barrios (2001, pp. 119-120), evaluaron dos tipos de escarificacion: quimica
y térmica en semillas de Centrosema rotundifolium, en la escarificacion quimica
utilizaron acido sulfarico al 98% en diferentes tiempos (0,2,4,8,16,32 y 64 min),

mientras que en la térmica utilizaron agua a 100 °C y 37°C en varios tiempos (0, 5, 10,
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20, 40, 80 y 160 segundos), evaluando el porcentaje de germinacion y de mortalidad,
para lo cual obtuvo el 98% de sobrevivencia al usar 32 min de inmersion en &cido
sulfurico, mientras que, el tratamiento térmico no fue viable para las dos variables en
estudio, y sostienen que se obtiene mejores resultados con la utilizacion de acidos como
tratamientos pre-germinativos, como en el presente estudio que se utiliz6 acido acético.
Sin embargo Navarro & Gonzalez (2007, pp. 198-199), indican que al evaluar cuatro
tipos de escarificacion: acido sulfdrico, agua a 50°C, &cido giberélico y agua a 4 °C, en
semillas de Ferocactus robustus, no encontraron diferencias significativas, concluyendo

que el tipo de escarificacion no afecto a la germinacion.

3.2 FASE I. Protocolo de desinfeccion e introduccion al medio de cultivo
3.2.1 Protocolo de desinfeccion en las semillas de Geranium chilloense

En la fase I, se evaluaron los tratamientos de desinfeccion para las variables
contaminacion bacteriana, contaminacion flangica, fenolizacion del medio de cultivo,
fenolizacion del explante y sobrevivencia, todas las variables fueron evaluadas a los 60

dias.

Tabla 15. ADEVA para las variables de porcentaje de contaminacion bacteriana y
fangica; fenolizacion del medio de cultivo y del explante, sobrevivencia y germinacion,

evaluadas en desinfeccion de Geranium chilloense.

% C.B % C.F % F.M % F.E % S % G

FV |6L CM p CM p CM p CM p CM p CM p

Trat| 2 | 0,18 0,0121| 0,06 |0,1281| 0,20 |0,1844| 0,41 |0,1603| 0,04 |0,8202| 0,10 |0,6236

Error|209| 0,04 0,03 0,12 0,22 0,21 0,21

Total [211

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadrética; p= valor de alfa C.B= Contaminacion bacteriana; C.F=
Contaminacion fangica; F.M=Fenolizacién al medio; F.E=Fenolizacion al explante; S= Sobrevivencia,
G=Germinacién

Nota: Benavides & Cérdova, 2015.

Segun la tabla 13, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
variables de contaminacion fangica, fenolizacion del medio de cultivo, fenolizacién del
explante, sobrevivencia y germinacion, indicando que los protocolos de desinfeccion

utilizados no influenciaron a las variables mencionadas, mientras que, la variable
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contaminacion bacteriana mostro diferencias significativas con un alfa menor al 0,05
(p=0,0121).

Tabla 16. Promedios y pruebas de significancia para el porcentaje de contaminacion
bacteriana y fungica; fenolizacion del medio y del explante y sobrevivencia evaluadas

en los protocolo de desinfeccién de Geranium chilloense, a los 60 dias de evaluacion.

Solucion 1 Solucion 2
Trat| Alcohol NaOCl Tween %CB | %CF| %FM | %FE %S %G
% | T.I % T.1
P1 |96 |10seg|50v/v|10min| - |0+0,02a|6x 0,02a[20 £+ 0,04a37 + 0,06a|31 + 0,05a| 32+0,05?
P2 | - - |50 v/v|15 min| 1 gota |10 + 0,02b|0+ 0,02a|10+ 0,04a(39 + 0,06a/26 + 0,05a| 25+0,052
P3 [70| 1 min {20 v/v|20 min| 1 gota | 3 + 0,02a |3+ 0,02a|12+ 0,04a|25 + 0,06a/28 + 0,05a 29+0,05?
T.I=Tiempo de inmersion; C.B=Contaminaciéon bacteriana; C.F=Contaminacién fungica;
F.M=Fenolizacion al medio de cultivo; F.E=Fenolizacion al explante; S= Sobrevivencia;
G=Germinacion.
Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015.

3.2.1.1 Porcentaje de contaminacion bacteriana

En la tabla 14, se determino a través de una prueba de Duncan, que existe diferencias
significativas para la variable contaminacion bacteriana. Los tratamientos P1 y P3,
presentaron menor porcentaje de contaminacion, con el 0% y 3%, respectivamente.
Mientras que, el tratamiento P2 indica una mayor contaminacion con un 10 %,
determinado que la inmersion en alcohol en combinacion con el hipoclorito de sodio, es

favorable para obtener la menor contaminacion bacteriana.
3.2.1.2 Porcentaje de contaminacién fungica

Para esta variable se observd que los tres tratamientos no presentan diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 14). Sin embargo, se evidencia que hay mayor
porcentaje de contaminacion flangica en el tratamiento P1 con 6%, seguido del

tratamiento P3 con un 3% y finalmente el P2 el cual no presenta contaminacion (0%).
3.2.1.3 Porcentaje de fenolizacion del medio de cultivo

Se determind que los tres tratamientos evaluados no presentaron diferencias
significativas. El tratamiento P1 presentd 20% de fenolizacion al medio de cultivo,

seguido del tratamiento P3 con un 12% y P2 con el 10%.
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3.2.1.4 Porcentaje de fenolizacion del explante

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante la prueba de Duncan, no hay diferencias
estadisticamente significativas para los tres tratamientos (p > 0,05). No obstante el
tratamiento P3 es el de menor porcentaje de fenolizacion con un 25%, seguido de P1

con 37% y finalmente P2 con el 39%.
3.2.1.5 Porcentaje de sobrevivencia

Para esta variable se observo que no existe relacion con respecto a los protocolos de
desinfeccion utilizados ya que no se registraron diferencias estadisticamente
significativas, el menor porcentaje de sobrevivencia presento, el tratamiento P2 con un
26%, seguido de P3 con el 28% y P1 con un 31%.

3.2.1.6 Porcentaje de germinacion

De acuerdo a la tabla 14, se determin6 que no existen diferencias significativas entre
tratamientos, para la variable porcentaje de germinacion. Sin embargo el tratamiento P1
presentd 32%, seguido de P3 con el 29%, y finalmente P2 con un 25%.

Variables evaluadas en la fase de desinfeccién de Geranium chilloense

309
40 ~ 37
35 1 132
o 307 26 4 m Cont. Bacteriana
= 25 25 Cont. Finai
J - _
£ 25 20 ont. Flngica
g 20 - ® Fenol. Medio
o
J m Fenol. Explante
¥ 15 10 10 12 - p !
10 - 6 m Sobrevivencia
5 - = Germinacion
0 0
0 r : :
P1 P2 P3
Tratamiento

Figura 12. Porcentajes de contaminacion bacteriana, flngica, fenolizacion del medio,
fenolizacion del explante, sobrevivencia y germinacion evaluados en la desinfeccion de
Geranium chilloense, a los 60 dias.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.
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En base a lo observado en la figura 12, se escogieron a los tratamientos P1 y P3 como
favorables para la desinfeccion de Geranium chilloense, los cuales contienen: P1, etanol
al 96% durante 10 segundos, seguido de hipoclorito de sodio al 50% por 10 minutos, y
P3 etanol al 70% durante 1 minuto, seguido de hipoclorito de sodio al 20% mas una gota
de Tween por 20 minutos (Tabla 14). A pesar que el protocolo P2 mostro los porcentajes
méas bajos de contaminacion fungica y fenolizacion del medio de cultivo, no fue
escogido por presentar el mayor porcentaje de contaminacion bacteriana, fenolizacién
del explante y menor valor de sobrevivencia y germinacion (Figura 12). Esto hace
presumir que exposiciones prolongadas de altos porcentajes de hipoclorito de sodio
aumentan la fenolizacion y disminuyen la sobrevivencia del explante, mientras que la
combinacion de etanol en intervalos cortos, con hipoclorito de sodio favorece la

descontaminacién microbiana y aumentan la sobrevivencia del explante.

Los tratamientos escogidos concuerdan con lo encontrado por Coba (2009, pag. 40), que
al evaluar diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio con respecto a la
desinfeccion en meristemos en Fragaria chiloensis, obtuvo mejores resultados de
descontaminacién (0%), al utilizar concentraciones iguales o mayores a 2,5% en
periodos superiores a los 10 minutos, sin embargo altas concentracién de cloro fueron
causantes de necrosis paulatina en los explantes, mientras que al utilizar hipoclorito de
sodio 20%, durante 20 min, obtuvo 80% de descontaminacion y el 73.33% de
sobrevivencia, Ayala J. (2012, pag. 30), presentd resultados parecidos al anterior estudio
puesto que presentd menor contaminacion (45%) y mayor porcentaje de sobrevivencia
(97%), en hojas de Gerbera jamesonii al utilizar 1% de hipoclorito durante 20 minutos

de inmersion.

Ayala A. (2011, pag. 62), mostrd que al usar 2 % de hipoclorito de sodio durante 20
minutos en yemas axilares de Schinus molle, se alcanzan bajos porcentajes de
contaminacion (18,33%), mientras que, la sobrevivencia se ve afectada (30%), por lo
que manifiesta que altas concentraciones de hipoclorito de sodio provocan dafios en el

explante. Norofia (2010, pags. 42-43), evalud nueve tratamientos de desinfeccién en
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Myrciaria dubia, siendo las mejores concentraciones de hipoclorito de sodio 1% y 2%
durante 15 y 10 minutos respectivamente, obteniendo 0% de contaminacion bacteriana y
fangica en ambos casos, mientras que en la sobrevivencia obtuvo 100% en el primer
tratamiento y 88% para el segundo, al igual que un alto indice de brotacion 68% y 60%
respectivamente para cada caso, indicando que la sobrevivencia y brotacion de los
explantes, disminuyen a medida que se aumentaba la concentracion y el tiempo de

exposicion de hipoclorito de sodio en los tratamientos.

El tener un 0% de contaminacion no implica necesariamente el éxito del desarrollo del
cultivo, ya que se deben evaluar en conjunto todos los factores como sobrevivencia,

contaminacion y fenolizacion.

Resultados de los protocolos de desinfeccion utilizados en la fase de

desinfeccion de G. chilloense a las 21 dias.

Figura 13. a) Contaminacion bacteriana utilizando el protocolo P2;
b) Contaminacion fangica presenta en protocolo P1; c) Fenolizacion
al medio del protocolo P1; d) Fenolizacion del explante utilizando
el protocolo P1.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015
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3.2.2 Introduccién al medio de cultivo en sales MS

En la fase I, se evalud la concentracion de sales MS, para las variables germinacion,
presencia de raices, niumero de hojas, longitud, color y sobrevivencia, a los 60 dias de

introducidos al medio.

Tabla 17. ADEVA para las variables de porcentaje de germinacion, porcentaje de
presencia de raices, promedio del nimero de hojas, promedio de longitud, color y
porcentaje sobrevivencia en la fase de introduccion al medio de cultivo en Geranium

chilloense.

% _ % . % Presencia No. de hojas Longitud
FV |GL |Germinacion |Sobrevivencia Raices ' (cm)
CM p CM p CM p CM p | CM p CM p
Trat| 2 | 0,98 (0,0079| 0,97 10,0082 1,31 | 0,0005 |13,46(0,015|31,79(0,0143| 1,59 | 0,1717
Error|209| 0,2 0,20 0,17 3,14 7,33 0,86
Total|211
GL=Grados de libertad; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

Color

Acorde a la tabla 15, se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las
variables porcentaje de germinacion, porcentaje de presencia de raices, promedio de
namero de hojas y promedio de longitud y sobrevivencia debido a que presentan valores
de p < 0,05, indicando que la concentracién de sales MS estan relacionada con los
resultados de las variables evaluadas, mientras que color no presenta diferencias

significativas.

Tabla 18. Promedios y pruebas de significancia para el porcentaje de germinacion,
porcentaje de presencia de raices, promedio del nimero de hojas, promedio de longitud,
color y porcentaje sobrevivencia, con respecto a la concentracion de sales MS en

Geranium chilloense, evaluados a los 60 dias.

% % %o % Longitud
Trat | sales 7 | Sobreviven | Presencia | No. de hojas g
Germinacion . (cm)

MS cia Raices

Color

T1 | 100 | 18 +0,05a |17+0,05a | 13+0,05a (0,58 +£0,21a (0,98+0,32a |4,22+0,28a

T2 50 | 27+0,05ab |29+0,05ab| 19+0,05a |0,89+0,21ab|1,55+0,32ab (4,02+0,22a

T3 25 41 +0,05b [40+£0,05b |39+0,05b |1,44£021b |232+0,32b |458+0,23a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015.

80



3.2.2.1 Porcentaje de germinacion
De acuerdo a la tabla 16, se determin6 que los tratamiento presentaron diferencias
significativas, T3 presento el 41% (Figura 14), sequido del T2 con el 27% y finalmente
T1 con un 18%, indicando que la reduccion de sales MS (25%), favorece la germinacion

de la especie.

Germinacién en Geranium chilloense en medio MS al 25% de sales

Figura 14. a) Germinacion a los 7 dias; b) Germinacién y formacion

de hojas basales a los 21 dias de siembra.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.

3.2.2.2 Porcentaje de sobrevivencia

A través de la prueba de Duncan, se determind que si hay diferencias significativas, el
tratamiento T1 presento el menor porcentaje de sobrevivencia (17%), mientras que el
tratamiento T3 fue el de mayor valor (40%), sequido del tratamiento T2 con el 29%
(Tabla 16), demostrando que se obtuvo mayor sobrevivencia a un cuarto de

concentracion de sales MS en el medio de cultivo.

3.2.2.3 Porcentaje de presencia de raices

El tratamiento T3 que posee el 25% de concentracion de sales MS, obtuvo un mayor
porcentaje de presencia de raices con el 39% (Figura 15a), seguido de T2 que presento
el 19 % y con el menor porcentaje para la presente variable el T1 con un 13%,
significando que la presencia de raices es dependiente de la concentracion de sales y que
su disminucidn en el medio de cultivo favorece la presencia de raices (Tabla 16).
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Presencia de raices y hojas en Geranium chilloense en
medio MS al 25% de sales evaluados a los 60 dias.

Figura 15. a) Presencia de raices; b) Hojas totales en el explante

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.

3.2.2.4 Promedio de numero de hojas

Al evaluar la relacion de la concentracion de sales con respecto al promedio de nimero
de hojas totales (Tabla 16), se obtuvo que el tratamiento T1 presentd el menor promedio
con 0,58seguido del T2 con 0,89, mientras que tratamiento T3 evidencié el mejor
promedio de los tres tratamiento con 1,44 (Figura 15b), por lo tanto se observa que el

desarrollo de hojas aumenta a medida que se disminuye la concentracién de sales MS.
3.2.2.5 Promedio de longitud

La longitud de los explantes fue mayor a medida que se reducia la concentracion de
sales MS, siendo el tratamiento T3 (25% de sales) el que presenté un mejor promedio de
crecimiento (2,32 cm), mientras que la menor longitud (0,98 cm) obtuvo el tratamiento
T1 con sus sales completas, seguido de T2 (50% de sales) con un promedio medio de
1,55 cm (Tabla 16).

3.2.2.6 Color del explante

En la tabla 16, se determinG que no existen diferencias significativas para la variable
color. Siendo el tratamiento T3 (25% sales) el que present6 color verde oscuro con un
promedio de 4,58, seguido de T1 (100% sales) que present6 un promedio de 4,22 y T2
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(50% de sales) con un promedio de 4,02 cuyos explantes mostraron un color verde
claro. Lo que significa que a mayor concentracion de sales la coloracion de explante
tiende a ser clorética, mientras que si la concentracion de sales disminuye, el color

tiende a ser verde (Figura 16).

Color de explante en Geranium chilloense a los 30 dias

Figura 16. a) Explante verde claro (4), en sales MS al 50%; b)

Explante verde obscuro (5), en sales MS al 25%.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.

Variables evaluadas en la fase de introduccion al medio de cultivo en Geranium chilloense

45

40
2 35
*2 30
77 -
g 25 / Germinacion
S 20 /, Sobrevivencia

15 ~—— Pres. Raices

10

100% MS 50% MS 25% MS
T1 T2 T3

Tratamientos

Figura 17. Porcentajes de germinacion, presencia de raices y sobrevivencia, evaluadas en la fase
de introduccién al medio de cultivo de Geranium chilloense a los 60 dias.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015
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De acuerdo a las figura 17 y 18, se determiné que a medida que se reduce la
concentracion de sales MS, la respuesta obtenida para las variables, porcentajes de:
germinacion, presencia de raices y sobrevivencia, al igual que promedios de numero de
hojas, longitud en (cm), es mayor (Figura 19) siendo el tratamiento T3, con un 25%
(1/4) de sales de MS, dptimo para la introduccion al medio de cultivo en Geranium

chilloense.

Variables evaluadas en la fase de introduccion al medio de cultivo en Geranium

chilloense
3 A 2,32
& 2 1,55 1,44
-] n M No. Hojas
€ 1.7 058 :
o M Longitud
o
0
100%MS 50%MS 25%MS ‘
T Tratzgniento T3

Figura 18. Promedio de nimero de hojas, longitud en (cm) y color evaluadas en la fase
de introduccién al medio de cultivo en Geranium chilloense a los 60 dias.
Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015

Uribe, Delaveau, Garcés, & Escobar (2008, pags. 58-64), indican que el medio MS
presenta un alto contenido de nitrégeno (60 meg/L™), que en consecuencia puede afectar
la sobrevivencia y viabilidad de los explantes, variables que también se pueden ver
afectadas por la alta concentracion salina del medio, y recalcan que medios ricos en
nitrégeno favorecen la necrosis en los tejidos. De esta manera, al diluir la concentracion
de sales en el medio de cultivo se favorece al desarrollo y vigor de los explantes,
obteniendo plantulas mas saludables con hojas mas verdes y expandidas, lo cual
concuerda con el tratamiento escogido en Geranium chilloense, puesto que la reduccién
de sales favorecio a las variables en estudio. Sansberro & Mroginski, (1995 pags. 83-
86), revelaron optimos resultados en la regeneracion de segmentos nodales de Aloysia
polystachia al reducir la concentracion de sales MS al 25%, en ausencia de reguladores
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de crecimiento, aduciendo que concentraciones mayores de MS (100% y 50%),
provocan altos grados de fenolizacion y necrosamiento del material vegetal. Gonzélez
(2002) citado por Norofia (2010, p. 89), evalud cuatro medios de cultivo: a) agua
destilada, b) MS al 100%, c¢) MS al 50% y d) MS al 25% en Myrciaria dubia
obteniendo mayor nimero de hojas y mejor crecimiento en MS al 25%.

Pedroza & Caballero (2009, p. 93), estudiaron en propagulos de Marchantia
polymorpha distintas concentraciones de sales MS (100%; 50% y 25%), obteniendo una
rapida adaptabilidad al medio, buen desarrollo, rapido crecimiento, buen vigor y alto
porcentaje de sobrevivencia, al usar una concentraciéon de 25% de sales MS, indicando
que bajas concentraciones de sales minerales provocan un mayor potencial hidrico, que
favorece el buen desarrollo vegetativo. Mroginski, Rey & Mroginski (2003, pp. 177-
184), trabajaron con segmentos uninodales de Toona ciliata, probaron un %% y Y del
medio basal MS, obtuvieron el mayor porcentaje de regeneracion de vastagos al utilizar
Y4 (de sales MS).
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Tratamientos T1 y T3 en la fase de introduccion al medio de cultivo de Geranium chilloense a los 60
dias de evaluacion.

Figura 19. Explantes introducidos en medio MS al 100%, a) Desinfectado con P1, b) Desinfectado con P2
y c¢) Desinfectado con P3; y explantes introducidos en MS al 25% d) Desinfectados a través de los
protocolos P1, b) Desinfectado con P2 y c) Desinfectado con P3 respectivamente.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015

Tabla 19. ADEVA para porcentajes de contaminacion bacteriana y fangica,
fenolizacion del medio de cultivo de cultivo y del explante, de acuerdo a la
concentracion de sales MS en la Fase | evaluados a los 60 dias.

C.B C.F F.M F.E
Fv GL CM p CM p CM p CM p
Trat 2 0,10 | 0,0088 | 0,04 | 0,2318 | 0,36 | 0,0489 | 0,01 | 0,9641
Error | 209 0,04 0,03 0,12 0,23
Total | 211

GL=Grados de libertad,; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa,
CB=Contaminacion bacteriana; CF=Contaminacién flngica; FM=Fenolizacion al
medio de cultivo; FE=Fenolizacidn al explante.

Nota: Benavides & Cérdova, 2015.
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Segln la tabla 17, no se encontraron diferencias significativas en las variables de
porcentajes de contaminacion fangica y fenolizacion del explante puesto que obtuvieron
un p >0,05, mientras que para las variables contaminacion bacteriana (p = 0,0088) y
fenolizacion del medio de cultivo (p = 0,0489), presentaron diferencias estadisticamente

significativas, demostraron dependencia con respecto a la concentracion de sales MS.

Tabla 20. Promedios y pruebas de significancia para los porcentajes de contaminacion
bacteriana y fungica; fenolizacion del medio de cultivo y del explante, de acuerdo a la

concentracion de sales MS en Geranium chilloense, evaluadas a los 60 dias del ensayo.

Trat % Sales | % Contaminacién % Con}aminacién % Fenoliza_cic’)n % Fenolizacion
MS Bacteriana Fungica del Medio del Explante
T1 100 6 +0,02ab 6+0,02a 19+0,04b 35 +£0,06 a
T2 50 0 £0,02a 1+0,02a 16 +£0,04 ab 33+0,06a
T3 25 7 £0,02b 1+0,02a 6 £0,04a 33+0,06a

*Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015.

3.2.2.7 Porcentaje de contaminacion bacteriana

Al analizar la tabla 18, con respecto a la variable de contaminacion bacteriana se
determind que el tratamiento T3 con el 25% de sales MS, tuvo el mayor porcentaje de
contaminacion bacteriana (7%); mientras que, el tratamientosT1 present6 el 6% y T2 un
0% presentaron baja contaminacién demostrando que porcentajes mayores al 25%

favorecen a la disminucion de contaminacidn bacteriana en los explantes.

3.2.2.8 Porcentaje de contaminacion fungica

Pese a que en esta variable no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos; cabe recalcar que los tratamientos T2 y T3 presentan el mismo
valor de contaminacion (1%) mientras que el tratamiento T1 presentd el 6% de
contaminacion fungica (Tabla 18).

3.2.2.9 Porcentaje de fenolizacion del medio de cultivo

Con respecto a la variable fenolizacion al medio de cultivo, el tratamiento T1 (100%
MS) obtuvo el mayor porcentaje de fenolizacion del medio de cultivo con el 19%; T2
(50% MS) con un 16%, seguido finalmente tratamiento T3 (25%) con 6%. Por lo tanto
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se demuestra que la reduccion de sales permite disminuir la fenolizacion del medio de

cultivo.
3.2.2.10 Porcentaje de fenolizacion del explante

En la tabla 18, se aprecia que no existen diferencias significativas, lo que indica que la
variable no es dependiente de la concentracion de sales MS. Sin embargo, el tratamiento
T1 con el 35% es el de mayor fenolizacién, mientras que el tratamiento T2 y T3

obtuvieron igual porcentaje de fenolizacion (33%).

Variables evaluadas en la fase de introduccion al medio de cultivo en Geranium chilloense

m Cont. Bacteriana

m Cont. Fingica
Fenol. Medio

m Fenol. Explante

% Porcentaje

25%MS |
™

100%MS | 50%MS

T1 | T2
Tratamiento

Figura 20. Porcentajes de contaminacion bacteriana, flngica, fenolizacion del medio y del
explante, evaluadas con respecto al porcentaje de sales MS utilizadas en la fase de

introduccién al medio de cultivo en Geranium chilloense, a los 60 dias de evaluacion.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015

De acuerdo a la figura 20, se determind que para las variables porcentajes de
contaminacion bacteriana y fangica, fenolizacion del medio y del explante, las
concentraciones de sales MS al 25% y 50% presentaron menores porcentajes en el

establecimiento in vitro de Geranium chilloense.

Olivera, Tamariz, & Gutierrez (2010, pp. 120-123), evalué la concentracién de sales MS
(100% y 50%) en yemas de Perezia coerulescenlas, con respecto a la fenolizacion,
encontrando que el medio MS con sales completas presentd problemas de fenolizacion

en aproximadamente un 90%, a diferencia de las yemas sembradas en medio MS a la
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mitad (MS/2) donde no se observé este problema, y explica que esto podria deberse a
que los medios ricos en nitrégeno pueden favorecer la necrosis de los tejidos. Parrefio,
(2012, p. 15), encontro resultados similares, trabajando en brotes de cafia de azucar
(Saccharum officinarum), al diluir la concentracién se sales a mitad para evitar la
fenolizacion, indicando que la fenolizacion es menor en un medio diluido que en uno
alto en sales. Contrario a lo encontrado en este estudio Cérdenas (2011, pag. 110),
observo que la contaminacién microbiana con respecto a la concentracion de sales en el
medio de cultivo, es menor cuando no presenta dilucion de sales, obteniendo 6,63% en
MSVG completo, mientras que en MSVG/2 present6 9,91%, estudio realizado en yemas
axilares de Buddleja incana, expresando que la adicion completa de sales inorganicas en

el medio de cultivo podria disminuir los indices de contaminacion.
3.3 FASE II. Multiplicacion in vitro de los explantes de Geranium chilloense.

Para la etapa de multiplicacion in vitro a partir de explantes obtenidos de la fase
anterior, se evaluaron los promedios de las variables nimero de brotes, nimero de hojas,
longitud del explante y los porcentajes de presencia de raices y sobrevivencia, con
respecto a la interaccién entre BAP y AlA, en tres diferentes concentraciones (0; 0,5y 1

ppm) para ambos, durante 30 dias.

Tabla 21. ADEVA para los promedios de numero de brotes; ndmero de hojas y
longitud, porcentajes de raices y sobrevivencia evaluados en la fase de multiplicacion de

Geranium chilloense, a los 30 dias.

. NUmero de . Presencia %
FV GL NUmero de Brotes hojas Longitud (cm) Raices Sobrevivencia
CM p CM p CM p CM p CM p
Trat 5 4,14 0,4667 | 3,92 | 0,4660 | 3,78 | 0,8115 | 0,26 | 0,3747 | 0,03 | 0,9605
Error 45 4,42 4,18 8,42 0,24 0,16
Total 50

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadrética; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cordova, 2015

Segun la tabla 19, no se encontraron diferencias significativas en todas las variables,
por consiguiente se toman como variables no dependientes de concentracion de BAP y

AlA en el medio de cultivo para la multiplicacion in vitro de la especie.
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Tabla 22. Promedios y pruebas de significancia de las variables evaluadas en la
interaccion de AIA y BAP en la fase de multiplicacién in vitro de Geranium chilloense,

a los 30 dias.
[BAPT| [AIA] No. de brotes | No. de hojas Longitud Presep Cia de % Sobrevivencia

Trat | (ppm) [ (ppm) (cm) raices

T1 0 0 2,0+0,70 a 2,0+0,68a |4,2240,97a | 780,16 a 78 +0,13 a
T2 0 0,5 3,88+0,74a 3,88+0,72a |4,98+£1,03a | 880,17 a 88+0,14 a
T3 0 1 2,88 £0,74a | 2,380,72a 4+1,03a | 630,17 a 88 +0,14 a
T4 1 0 3,78 £0,70a | 3,33+0,68a |4,81+0,97a | 56 0,16 a 890,13 a
T5 1 0,5 3,22+0,70 a 3,22+0,68a |4,76£0,97a | 56 +0,16 a 78 £0,13 a
T6 1 1 3,38+ 0,74a (3,0£0,72a 3,16+1,03a | 380,17 a 75+0,14 a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

3.3.1.1 Promedio ndmero de brotes

En la tabla 20, se puede apreciar que la interaccién de BAP 0,0 ppm y AIA 0,5 ppm
(T2), presentd el mayor promedio de numero de brotes (3,88), mientras que el
tratamiento, T1 en ausencia de reguladores de crecimiento, fue el que menor media
obtuvo (2,0). Sin embargo, cabe mencionar que los tratamientos no presentaron

diferencias significativas.
3.3.1.2 Promedio numero de hojas

Segun la prueba de Duncan se demostr6 que los resultados de la tabla 20, con respecto
al promedio de numero de hojas no presentaron diferencias estadisticamente
significativas para la presente variable. Sin embargo, se observa que el tratamiento T2
obtuvo 3,88, seguido del T4 con 3,33; T5 con 3,22; T6 con 3,0; T3 con 2,38y T1 con
2,0.

3.3.1.3 Promedio de longitud

El tratamiento T2 presentd mayor promedio de crecimiento (4,98 cm) y el menor
promedio de crecimiento fue el tratamiento T6 (3,16 cm) (Tabla 20). Las interacciones

evaluadas para la variable longitud, no demostraron diferencias significativas entre si.
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3.3.1.4 Porcentaje de presencia de raices

De acuerdo a la tabla 20, se evidencio el mayor porcentaje de presencia de raices en el
tratamiento T2 con 88% en ausencia de BAP en el medio de cultivo, seguido por T1
78% y T3 63%. Sin embargo, cabe recalcar que no hay diferencias significativas para

los tratamientos evaluados.
3.3.1.5 Porcentaje de sobrevivencia

La variable sobrevivencia muestra que los resultados obtenidos mediante la prueba de
Duncan no presentan diferencias significativas. A pesar de ello, se observd que los
tratamientos T2 (88%), T3 (88%) y T4 (89%), presentaron los mayores porcentajes.
Mientras que los, tratamientos T1 (78%), T5 (78%) y T6 (75%) son los de menor

porcentaje para esta variable.

De acuerdo a la tabla 20, se puede recomendar la interaccion de 0 ppm BAP y 0,5 ppm
AlA presentes en el tratamiento T2, ya que presentd los mayores valores promedio de
namero de brotes (3,88), nimero de hojas (3,88) y longitud (4,98 cm), al igual que altos
porcentajes de presencia de raices (88%) y sobrevivencia (88%), de entre los seis

tratamientos evaluados en la fase de multiplicacion de Geranium chilloense (Figura 21).

Lozada (2010, pp. 81-83), durante la fase de multiplicacion in vitro de Solanum batacea
evalud tres reguladores de crecimiento: acido indolacético (AlA), bencil amino purina
(BAP), brasinoesteroides (BRA), de manera individual y su interaccion en conjunto. Al
valorar diferentes concentraciones de AIA (0; 0,5; 1 mg /L) obtuvo mayor generacién de
brotes (12,49) al usar 0,5 mg/L; sin embargo, recalca que la interaccion entre BAP y
AlA le proporciond mejores resultados (17,57), no obstante para la variable longitud fue
mejor Unicamente 0,5 mg/L de AIA sin interaccion de las otras hormonas, obteniendo
un promedio de altura de 52,17 mm, resultados similares a los obtenidos en la presente

investigacion.

Lozano (2011, pag. 67), indica que a pesar que el BAP puede tener efectividad para
promover la division celular causa también algunos inconvenientes en el cultivo in

vitro, entre los que se incluye problemas de heterogeneidad en el crecimiento asi como
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también inhibicion en la formacion de raices, es por ello que, es necesario controlar

cuidadosamente la concentracion de esta hormona en el medio de multiplicacion.

Pedroza (2009, pag. 23), afirma que las auxinas o cualquier otro tipo de fitorregulador,
son fisiolégicamente funcionales cuando se encuentran en pequefias cantidades, y que
una alta concentracion de estas sustancias ejercen un efecto negativo sobre las plantas,
porque su exceso en lugar de inducir una respuesta especifica por parte del tejido
vegetal produce toxicidad en el mismo, mostrando que 0,5 mg/L es una concentracion

optima para el desarrollo del explante.

Rozo (2014, pag. 60), obtuvo altos porcentajes de enraizamiento y mayor vigor con 0,5
mg/ L de AIA en explantes de Acacia mangium, indicando que concentraciones
minimas (0,10 mg/L) y maximas (2 mg/L) provocan la caida de hojas y clorosis en los

explantes.
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Interacciones de BAP y AIA evaluadas en la fase de multiplicacion en Geranium chilloense, a los 30

dias.

Figura 21. Interaccion BAP: AlA en ppm de cada tratamiento, a) T1 (0:0), b) T2 (0:0.5), c) T3 (0:1), d)
T4 (1:0), e) T5 (1:0.5), f) T6 (1:1).
Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015

Tabla 23. ADEVA para porcentaje de callo, porcentaje de marchitez y color en la fase

de multiplicacion de Geranium chilloense a los 30 dias.

FVvV GL % Callo % Marchitez Color
CM p CM p CM p
Trat 5 0,11 | 0,4848 0,05 0,8106 0,06 0,3909
Error 45 0,12 0,11 0,05
Total 50

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadréatica; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cordova, 2015.
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Segun la tabla 21, no se encontraron diferencias significativas en las variables
porcentaje de callo, porcentaje de marchitez y color debido a que las tres variables

presentan un p>0,05.

Tabla 24. Promedios y pruebas de significancia para los porcentajes de las variables
presencia de callo, marchitez y color en la fase de multiplicacion de Geranium

chilloense, evaluadas a los 30 dias.

[BAP] [AIA]

Trat (ppm) (ppm) % Callo % Marchitez Color
T1 0 0 0+0,12 a 11 +0,11a 3,86+ 0,09 a
T2 0 0,5 0+0,12a 0+0,12a 4,00+ 0,09 ab
T3 0 1 13+£0,12a 13+0,12 a 4,00+ 0,09 ab
T4 1 0 22+0,12a 11 £0,11a 4,00£0,08 ab
T5 1 0,5 22 £0,12a 11 +0,11a 4,15%0,09 b
T6 1 1 25 £0,12a 25 x0,12a 4,00+ 0,09 ab

*Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

3.3.1.6 Porcentaje de callo

En el caso de callogénesis se pudo observar que el tratamiento T6 presentd un mayor
porcentaje (25%), sequido de T4 y T5 que presentaron un 22%, mientras T3 presentd
13% vy los tratamientos T1 y T2 presentaron ausencia de callo. Sin embargo, dentro de

los tratamientos no hay diferencias significativas para esta variable.
3.3.1.7 Porcentaje de marchitez

Mediante la prueba de Duncan se determind que la variable porcentaje de marchitez, no
presentd diferencias estadisticamente significativas para los tratamientos. No obstante se
enfatiza que el tratamiento T2, no presenté marchitez en sus explantes, mientras que el

tratamiento T6 obtuvo el mayor porcentaje de marchitez con un 25%.
3.3.1.8 Color del explante

Los resultados de la tabla 22, no se encontraron diferencias significativas para los
tratamientos. Los tratamientos T2 (4,00), T3 (4,00), T4 (4,00), T5 (4,15) y T6 (4,00) son
los que presentaron color verde claro. Mientras que, T1 (3,86) presento un valor mas
bajo entre amarillo y verde claro. Sin embargo cabe recalcar que la evaluacién de la

presente variable fue calificada con valores de 0 = blanco, 1 = café claro, 2 = café
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oscuro, 3 = amarrillo, 4 = verde claro y 5 = verde oscuro (Figura 6). Por lo tanto se debe
tomar en cuenta que la mayoria de explantes presentaron un color de 3 y 4, motivo por

el cual se obtuvieron los promedios mencionados de color.

Variables evaluadas en la fase de multiplicacion de Geranium chilloense

25 25
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0 BAP 0 BAP 0BAP | 1BAP 1 BAP 1 BAP
0 AIA 0,5 AlA 1AIA 0 AIA 0,5AIA | 1AIA
T1 | T2 | T3 | T4 | T5 T6

Tratamiento

Figura 22. Porcentajes de callo y marchitez evaluados con respecto a la interaccion entre
BAP y AlA en la fase de multiplicacion de G. chilloense, a los 30 dias.
Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015

De acuerdo a las figura 22 y 23, se recomienda como tratamiento al T2 (0,0 ppm BAP y
0,5 ppm AlA), puesto que no presentd presencia de callo y marchitez, y presenta un
color mas cercano a verde oscuro (4), lo cual favorece la continuidad de la investigacion.

Ayala J. (2012, p. 34), explica que en ausencia de reguladores de crecimiento, muy
pocos explantes forman callo, puesto que al usar un medio desprovisto de reguladores de
crecimiento no presentd callo, mientras que al usar 0,5 mg de AIA y 1 mg de BAP
obtuvo un 68% de callo, indica que los explantes jovenes poseen gran cantidad de

auxina enddégena encargada de la formacion de callo.
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Marchitez y formacion de callo, evaluados en la Fase de Multiplicacion de
Geranium chilloense

Figura 23. a) Marchitez T3; b) Marchitez T6; c) Presencia de Callo T4; d)
Presencia de callo T6.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015

3.4 Fase IV. Adaptacion al sustrato de Geranium chilloense

En la fase de adaptacion al sustrato se evalud a partir de vitroplantas, obtenidas de la
fase anterior, se evaluaron las variables promedio nimero de hojas, promedio de
longitud, y los porcentajes de prendimiento y sobrevivencia, con respecto al sustrato
utilizado, evaluados durante 30 dias.
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Tabla 25. ADEVA para el porcentaje de prendimiento, promedio ndmero de hojas,
promedio de longitud, color y porcentaje de sobrevivencia para la fase de adaptacion al

sustrato en Geranium chilloense.

% Prendimiento | % Sobrevivencia | Namero de hojas| Longitud (cm) Color
FV [GL| CM p CM p CM p CM p CM | p
Trat| 1 | 0,38 | 0,1802 0,21 10,3040 | 34,38 | 0,0843 | 23,93 |0,1669 | 3,81 |0,85
Error| 40 | 0,20 0,20 10,97 12,07 4,49
Total | 41

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadrética; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

Segun la tabla 23, no se encontraron diferencias significativas para las variables

evaluadas puesto que presentan valores de p > 0,05.

Tabla 26. Promedios y pruebas de significancia de las variables evaluadas en la fase de

adaptacion al sustrato de Geranium chilloense.

5 ~ -
Trat Sustrato % Prendimiento /.° . Nume:ro de Longitud Color
Sobrevivencia hojas (cm)
T1 | Fibra de Coco 62 a+0,10 67+0,10a 2,95+ 0,72 a |4,74+0,76 a |2,91+0,64a
T2 Turba 81a+0,10 81+0,10a |4,76£0,72a |5,85+0,76a |3,65+0,48a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cordova, 2015.

3.4.1.1 Porcentaje de prendimiento

Se observo que la turba presentd el 81% de prendimiento, mientras que la fibra de coco
presento el 62% (Tabla 24). No obstante no existieron diferencias significativas entre los
dos sustratos evaluados, mostrando que ambos pueden ser favorables para la fase de
adaptacion.

3.4.1.2 Porcentaje de sobrevivencia

Segun la prueba de Duncan los dos tratamientos analizados no presentaron diferencias
significativas con respecto a la variable sobrevivencia (Tabla 24). Sin embargo, el
tratamiento T1 (fibra de coco) presenta un porcentaje del 67% inferior al presentado por

el tratamiento T2 (turba) con un 81%.
3.4.1.3 Promedio numero de hojas

Los datos estadisticos de la variable promedio de numero de hojas obtenidas mediante la

prueba de Duncan, no demuestran diferencias significativas. Sin embargo el tratamiento
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T2 (turba) obtuvo mayor promedio con 4,76, mientras que el tratamiento T1 (fibra de
coco) obtuvo 2,95 (Tabla 24).

3.4.1.4 Promedio de longitud

T2 (Turba) presentd mayor promedio de longitud con un 5,85 cm, con respecto a T1
(Fibra de coco) el cual presentd un promedio inferior de 4,34 cm. Tomado como
resultado favorable a la turba para la evaluacion de la presente variable, a pesar de no

presentar diferencias significativas.

3.4.1.5 Color de la plantula
Referente a la variable color no se encontraron diferencias significativas, el tratamiento
T2 (turba) para la fase de adaptacion al sustrato, mostré un color més cercano al 6ptimo
(5) de 3,65, mientras que, T1 (fibra de coco) presento 2,91. Sin embargo cabe recalcar
que la evaluacion de la presente variable fue calificada con valores de 0 = blanco, 1 =

café claro, 2 = café oscuro, 3 = amarrillo, 4 = verde claro y 5 = verde oscuro (Figura 6).

Variables evaluadas en la fase de adaptacion al sustrato en Geranium chilloense
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Figura 24. Porcentajes de prendimiento y sobrevivencia (Tabla 19), evaluadas en la
fase de adaptacion al sustrato en G. chilloense, a los 30 dias.

Elaborado por Benavides & Cérdova, 2015.

Para la fase de adaptacion al sustrato en Geranium chilloense, a pesar de que no se
encontraron diferencias significativas, se recomienda a la Turba (T2), ya que presento

mayores porcentajes de prendimiento y sobrevivencia (Figura 24), al igual que mejores
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promedios para nimero de hojas, nimero de brotes y longitud (Figura 25), un color mas
cercano al 6ptimo en su follaje, frente a la Fibra de coco (T1) (Figura 26).

Variables evaluadas en la fase de adaptacion al sustrato en Geranium chilloense

6 —
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5 4 - 2,95 3,14 B No. Hojas
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£ 5 | .
Longitud
0
Fibra de coco | Turba |
T1 | T2 |

Tratamiento

Figura 25. Promedios de nimero de hojas, nimero de brotes y longitud, evaluados con
respecto a los tratamientos T1y T2 en la fase de adaptacion al sustrato en G. chilloense.
Elaborado por Benavides & Cordova, 2015

Rozo (2014, pag. 70), evaluo tres combinaciones de sustratos (suelo, cascarilla de arroz,
arena y turba) en diferentes relaciones, obteniendo un mayor porcentaje de
sobrevivencia (80%), debido al alto porcentaje de prendimiento, al combinar
suelo+turba en una relacién 1:1; Debid a que las plantulas tuvieron un porcentaje alto de

prendimiento, en el mencionado sustratos.

Gonzélez (2013, pags. 31-32), analizé dos sustratos (arena: turba y perlita: vermiculita)
para las fases de pre-aclimatacion y aclimatacion en el invernadero, en plantulas de Rosa
canina, obteniendo mayor tasa de sobrevivencia (51%) en el proceso de pre-
aclimatacién y en aclimatacion en el invernadero, alcanzando el 95% de sobrevivencia
con la mezcla turba:arena. Ginderdeuren (2009, pags. 25-26), estudio las variables
numero de hojas, nimero de raices, altura y sobrevivencia en plantulas de Chlorea
virescens, con tres tipos de sustratos turba+ perlita (1:1), turba+arena (1:1) y sphagnum,
para la fase de aclimatacién, evidenciando que el sustrato adecuado fue turba+perlita,
obteniendo los mejores resultados en las variables mencionadas anteriormente. Explica

que la turba, tiene mayor cantidad de nitrogeno, fosforo, calcio, magnesio y azufre
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disponible, comparativamente con otros sustratos, lo cual lo hace un sustrato favorable

para la fase de aclimatacion ya sea solo o en combinacion.

Sustratos evaluados en la fase de adaptacion al sustrato en Geranium chilloense a los 30 dias.

¢) Tercera semana

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.

Tabla 27. ADEVA para porcentaje de marchitez, pudricion y promedio nimero de

brotes en las fase de adaptacion al sustrato de Geranium chilloense.

% Marchitez % Pudricion No. de brotes
FV GL | CM p CM p CM p
Trat 1 0,10 0,4809 0,02 0,3233 44,02 0,0600
Error 40 0,19 0,02 11,75
Total 41

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadrética; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

Segun la tabla 25, no se encuentran diferencias significativas en la variable marchitez
(p=0,4809), pudrimiento (p=0,3233) y sobrevivencia (p=0,0600), indicando que las
variables analizadas en la tabla no son dependientes del sustrato utilizado en la Fase de

adaptacion.

Tabla 28. Promedios y pruebas de significancia para los porcentajes de marchitez y
pudrimiento, el nimero de brotes evaluadas en la fase de adaptacion al sustrato de
Geranium chilloense, a los 30 dias.

Trat. Sustrato % Marchitez % Pudrimiento Promedio No. de brotes
T1 Fibra de Coco 29 +£0,09 a 5 +0,03a 3,14 +0,75a
T2 Turba 19 +£0,09 a 0 +0,03a 519 +0,75a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015
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3.4.1.6 Porcentaje de marchitez

Delos dos tratamientos se establecié que la fibra de coco obtuvo mayor marchitez

(29%), frente a la turba que presenté un 19%.
3.4.1.7 Porcentaje de pudricion

Al evaluar la relacion de pudrimiento con respecto a los dos sustratos se determiné que
la variable no presenta diferencias significativas. No obstante se evidencia que el
tratamiento T1 (fibra de coco) presentd mayor porcentaje de pudrimiento (5%) frente al

tratamiento T2 (turba) el cual presentd el 0% de afectacion por la variable analizada.
3.4.1.8 Promedio numero de brotes.

Con respecto al promedio del nimero de brotes, en turba se observé mayor valor (5,19),
que el obtenido por la fibra de coco (3,14). Cabe recalcar que ambos sustratos para esta

variable no presentaron diferencias significativas.

Variables evaluadas en la fase de aclimatacion de Geranium chilloense
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Figura 27. Porcentajes de marchitez y pudrimiento evaluados con respecto a los
sustrato Fibra de coco y Turba en la fase de aclimatacién en Geranium
chilloense, a los 30 dias

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.

De acuerdo a la figura 27, respecto a los sustratos utilizados en la fase de adaptacion,
determind que el tratamiento T2 (Turba), fue favorable, puesto que tiene menor

incidencia de marchitez y pudrimiento en las plantulas de Geranium chilloense, pese a
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que no se presentaron diferencias significativas. Esto puede deberse al hecho de que la
turba, tiene un buen nivel de retencion de agua y de aireacion, lo cual permite la
hidratacién del explante pero no en exceso, evitando su pudricion. La turba al estar
compuesta por carbono, oxigeno y nitrogeno constituye el sustrato por excelencia para

soportar con alta viabilidad la flora microbiana Nufiez (2009, pags. 26-27).

3.5 Lupinus pubescens
FASE |. Protocolo de desinfeccion e introduccién al medio de cultivo

En la fase I, se evaluaron los resultados en dos partes, en la primera se valoro los
protocolos de desinfeccion para las variables contaminacion bacteriana, contaminacion
fangica, y sobrevivencia, mientras que en la segunda parte se evaluo la concentracion de
sales MS, para las variables germinacion, presencia de raices, cotiledones abiertos,
nimero de hojas, longitud, color y sobrevivencia. Ambas partes de la fase |

mencionadas anteriormente, se evaluaron a los 15 dias.
3.5.1 Protocolo de desinfeccion de Lupinus pubescens

En la fase I, se evaluaron los tratamientos de desinfeccion para las variables
contaminacion bacteriana, contaminacién fungica y sobrevivencia, todas las variables

fueron evaluadas a los 15 dias.

Tabla 29. ADEVA para contaminacion bacteriana y fangica para el protocolo de

desinfeccion de Lupinus pubescens.

FVv GL % CB % CF % S
CM p CM p CM p
Trat 2 1,16 0,0001 0,02 0,7414 2,11 0,0001
Error 249 0,08 0,05 0,11
Total 251

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa; = CB=Contaminacion
bacteriana; CF= Contaminacion flngica; S= Sobrevivencia
Nota: Benavides & Cérdova, 2015.

Segun la Tabla 27, se encontraron diferencias significativas para las variables porcentaje
de contaminacién bacteriana y sobrevivencia; mientras que, para la variable porcentaje

de contaminacion fungica no se encontraron diferencias significativas.
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Tabla 30. Promedios y pruebas de significancia para las variables porcentaje de
contaminacion bacteriana, fangica y sobrevivencia, evaluadas en los tratamientos de

desinfeccion de Lupinus pubescens, a los 15 dias.

Solucion 1 Solucion 2
Trat Alcohol NaOCI Tween % C.B % C.F %S
% TI % TI
P1 96 10seg | 50v/v | 10 min - 2+0,03a| 5+0,03a | 95+0,04b
P2 - - 50v/iv | 15min | 1gota | 5£0,03a | 5+0,03a |67+0,04a
P3 70 1 min 20v/v | 20min | lgota |24+0,03b| 7+0,03a | 93+0,04b

TI=Tiempo de inmersién; CB=Contaminacidn bacteriana; CF=Contaminacion fungica; S=Sobrevivencia
Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

3.5.1.1 Porcentaje de contaminacion bacteriana

Se obtuvieron diferencias significativas para los tratamientos. El protocolo P3 presento
el 24% de contaminacién, utilizando un 70 % de alcohol y un 20% de hipoclorito de
sodio (1,2% p.a). Se observo que el protocolo P1 con el 50% de hipoclorito de sodio
(3% p.a) y 96% de alcohol, obtuvo la menor contaminacion con un 2%; seguido del

protocolo P2 (hipoclorito de sodio al 50%, sin alcohol) con un 5% (Figura 28).

Contaminacion bacteriana en los tres tratamientos de desinfeccion utilizados en Lupinus pubescens

Figura 28. Contaminacion bacteriana en: a) Tratamiento T1; b) Tratamiento T2 c¢) Tratamiento T3.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015.

3.5.1.2 Contaminacién fangica

Para la variable porcentaje de contaminacion fungica no existieron diferencias
significativas. Los porcentajes van en un rango de 5 a 7% lo que demuestra baja

contaminacion (Figura 29).
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Contaminacion fangica en los tres tratamientos de desinfeccion utilizados en Lupinus pubescens

Figura 29.Contaminacién fungica en: a) Tratamiento P1; b) Tratamiento P2; c¢) Tratamiento P3

Elaborado por: Benavides & Cérdova 2015

3.5.1.3 Sobrevivencia

En esta variable se presentaron diferencias significativas en cuanto a los tratamientos de
desinfeccion, se determind que el protocolo P1 fue el que obtuvo el mayor porcentaje
de sobrevivencia con un 95%, seguido del protocolo P3 con un 93% y finalmente el

protocolo P2 con el 67%.
3.5.1.4 Fenolizacion

Se evaluaron las variables de fenolizacion del medio de cultivo y fenolizacion del
explante, ambas presentaron 0%, por lo que no representan variables significativas para

el estudio

Variables evaluadas en la fase de desinfeccién de Lupinus pubescens

100 - - 3

80 67
‘% 60 - B Cont. Bacteriana
[
g 40 - 24 H Cont. Flngica
a I Sobrevivencia
® 207 5,5 55

O T T T
P1 P2 P3
Tratamiento

Figura 30. Porcentajes de contaminacidn bacteriana, fUngica y sobrevivencia con
respecto a los protocolos de desinfeccion evaluados en la fase | en Lupinus

pubescens, a los 15 dias.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015
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Se escogio como protocolo éptimo de desinfeccion al tratamiento P1 (alcohol etilico al
96% durante 10 segundos, seguido de hipoclorito de sodio al 50% (3% p.a) durante 10
minutos), debido a que presentd el menor porcentaje de contaminacion bacteriana y

fangica y alto porcentaje de sobrevivencia (Figura 30).

Suérez, Jarma, & Avila (2006, pags. 55-56), evaluaron tres concentraciones de
hipoclorito de sodio (1%, 2%, 3%) y tres tiempos de inmersion (5, 10, 15 minutos) en
yemas axilares de Roble (Tabebuia rosea Bertol DC), siendo el tratamiento con 3% de
hipoclorito de sodio y 10 minutos de exposicion, el que permitié obtener el mayor
porcentaje de explantes libres de contaminacion (72%), resultados similares a los
obtenidos en la presente investigacion.

Albany, Vilchez, Ledn de Sierralta, Molina, & Chacin (2006, pags. 213-222), estudiaron
tres concentraciones (1%, 2%, 3%) de hipoclorito de sodio para la fase de desinfeccion
en hijuelos de plantas jovenes de Sabila (Aloe vera L.), determinando que a medida que
aumentd la concentracion de hipoclorito de sodio, disminuyé la incidencia de
contaminacion, obteniendo el 9,09% de contaminacion al utilizar el 3% de hipoclorito

de sodio; mientras que, hipoclorito al 1% increment6 la contaminacion al 20%.

Arcos (2010, pags. 129-130), indica que los mejores tratamientos de desinfeccion
estudiados en semillas de trigo (Triticum aestivum), son los que tuvieron una
concentracion de 2,5% de hipoclorito de sodio con 15 minutos de inmersién, previa
inmersion en alcohol al 70% por 5 minutos (contaminacion 5%), recalca que, a mayor
tiempo de contacto de las semillas en hipoclorito de sodio, disminuye la sobrevivencia,
indicando resultados favorables cuando hay exposicion de 5, 10, 15 minutos.

Santamaria (2012, pags. 32-33), probo diferentes concentraciones de alcohol (30%, 70%
y 90% v/v) por 30 segundos en embriones maduros de Cedrela montana, obteniendo
bajos porcentajes de contaminacion al usar el alcohol etilico al 90% y; explica que, el
tiempo de inmersion no debe ser superior a 30 segundos, porque puede causar necrosis
provocando la pérdida del material de estudio. Ruiz B., (2000, pag. 30), afirma que el

alcohol no destruye todos los microorganismos, por ello es necesario tratar los tejidos
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vegetales con una solucion desinfectante, conteniendo hipoclorito de sodio como
ingrediente activo después del tratamiento con alcohol.

3.5.2 Introduccién al medio de cultivo MS

En la fase I, se evalu6 la concentracion de sales MS, para las variables germinacion,
sobrevivencia, presencia de raices, numero de hojas, longitud y color, a los 15 dias de
introducidos al medio.

Tabla 31. ADEVA para germinacion, sobrevivencia, presencia de raices, cotiledones
abiertos, nimero de hojas, longitud y color en la fase de introduccion al medio de
cultivo MS.

% % % Presencia .% . .
FV |GL|Germinacién | Sobrevivencia Raices Cotll_edones No. Hojas Longitud Color
Abiertos
CM p CM p CM p CM p CM p CM p CM p
Trat| 2 | 0,1 |0,0451 | 0,49 | 0,021 | 0,19 |0,0246 |0,54|0,0482 |0,19(0,5152 |148,9|0,0001 | 0,21 |0,3681
Error|184/0,04 0,13 0,05 0,18 0,28 7,27 0,21
Total (213

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

Segin la tabla 29, se encontraron diferencias significativas para las variables
germinacién, sobrevivencia, presencia de raices, cotiledones abiertos y longitud,;
mientras que, para las variables nimero de hojas y color no se encontraron diferencias

significativas.

Tabla 32. Promedios y pruebas de significancia para las variables porcentaje de
germinacién, sobrevivencia, presencia de raices y cotiledones abiertos y promedio de
namero de hojas, longitud y color evaluadas en la introduccién al medio de cultivo en

Lupinus pubescens a los 15 dias.

% 0] [0) 1 [0) 1 %
Trat|sales ./° ., /oSobrevwenc /c>Pre§enC|a Cotiledones | No. Hojas | Longitud Color
Germinacion ia Raices .
MS abiertos
T1 |100| 96 +0,02 ab 90 +0,04b |94+ 0,03ab | 78 +0,05 ab | 0,22+0,06 a | 6,54+0,31 b |4,99+0,05 a
T2 | 50 | 100 +0,02 b 76 +0,04a | 99+0,03b | 86+0,05b | 0,26+0,07a | 7,10+ 0,34 b |4,91+0,06 a
T3 | 25 | 92 +0,02 a 88+0,04b |89+0,03a | 68+0,05a | 0,16+0,06 a | 4,35+ 0,32 a |4,88+0,06 a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015
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3.5.2.1 Porcentaje de germinacion

En cuanto a la concentracion de sales, para la variable porcentaje de germinacion se
encontraron dos grupos diferentes (Tabla 30); evidenciando como tratamiento optimo
alT2 (50% MS) con un 100% de germinacion, seguido por T1 (100%MS) con un 96% y
finalmente T3 (25% MS) con un 92%. Demostrando que altas y bajas concentraciones
de sales MS no son adecuadas para el desarrollo inicial de Lupinus pubescens (Figura
31).

Germinacion en Lupinus pubescens en medio MS al 50% de sales.

Figura 31. a) Germinacion a los dos dias b) Germinacion a los tres dias de
siembra.

Elaborado por: Benavides& Cordova, 2015.

3.5.2.2 Porcentaje de sobrevivencia

De acuerdo a la tabla 30, se observé que el tratamiento T1 obtuvo el mayor porcentaje
de sobrevivencia con un 90%, seguido del T3 con un 88%. El tratamiento obtuvo el
menor porcentaje de sobrevivencia (76%), éste resultado se debe en gran parte a que el

tratamiento T2, fue el que presenté una mayor contaminacion bacteriana (Tabla 32).
3.5.2.3 Porcentaje presencia de raices

Se realiz6 una prueba de Duncan para la variable presencia de raices con respecto a la
concentracion de sales del medio MS, donde se demuestra la existencia de dos rangos
diferentes. EI mayor porcentaje de presencia de raices se da en el T2 con un 99%,
mientras que el tratamiento T1 presenta 94% seguido del tratamiento T3 con el 89%
(Figura 32).
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Presencia de raices en Lupinus pubescens en MS al 50%

Figura 32.Presencia de raices a los 6 dias de evaluacion.

Elaborado por: Benavides& Cérdova, 2015.

3.5.2.4 Porcentaje de cotiledones abiertos

En la tabla 30 se observd, significancia en el tratamiento T3 que present668%, mientras
que el T2 presentd el 86%, seguido del T1 con un 78% (Figura 33).

Presencia de cotiledones abiertos y cerrados en
el medio MS al 50%

Figura 33. a) Cotileddn cerrado; b) Cotiledon
abierto.
Elaborado por: Benavides& Cérdova, 2015.
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3.5.2.5 Promedio numero de hojas

La evaluacion de la variable nimero de hojas mediante la prueba de Duncan (Tabla 30),
no presenta diferencias significativas. Sin embargo, el tratamiento T2 presenta el mayor

promedio con un 0,26; T1 con un 0,22 y el menor promedio fue T3 con el 0,16.
3.5.2.6 Promedio de longitud

La prueba de Duncan para la variable longitud diferencié dos rangos (Tabla 30). El
primer rango lo presenté T2 con 7,10 cm; seguido del T1 con el 6,54 cm y finalmente el
T3 con un 4,35 cm. Evidenciando a T2 (MS 50%) como medio favorable para la

presente variable.
3.5.2.7 Color del explante

En la tabla 30, se determinG que no existen diferencias significativas para la variable
color. Todos los tratamientos presentaron color verde oscuro en la mayoria de sus
explantes (Figura 34); obteniendo mayoritariamente el color verde oscuro en T1 (4,99),
seguido por T2 (4,91) y finalmente T3 (4,88) (Figura 6).

Color del explante en Lupinus pubescens en medio MS al 50%

Figura 34. a) Explante verde claro evaluado a los 7 dias; b) Explante verde
obscuro evaluado a los 7 dias
Elaborado por: Benavides& Coérdova, 2015.
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Variables evaluadas en la fase de introduccion al medio de cultivo de Lupinus pubescens

100
80
60
40
20

0

m Germinacion

m Sobrevivencia

Presencia de raices
100% MS | 50% MS 25% MS m Cotiledones abiertos
T1 | T2 | T3 |

% Porcentaje

Tratamiento

Figura 35. Porcentajes evaluados para las variables germinacién, presencia de raices,
cotiledones abiertos y sobrevivencia en la fase de introduccién al medio de cultivo en
Lupinus pubescens a los 15 dias.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015.

Para la fase de introduccién al medio de cultivo de Lupinus pubescens se tomé como
concentracion éptima el 50% de sales MS presentes en el tratamiento T2 (Figura 35 y
36), pese a que este tratamiento obtuvo el menor porcentaje de sobrevivencia debido a
que la contaminacion bacteriana fue més pronunciada (Tabla 32), fue escogido por
presentar los mayores valores de porcentaje de germinacion, presencia de raices y
cotiledones abiertos; al igual que, altos promedios en numero de hojas y longitud, frente

a los demas tratamientos (Figura 37).

Variables evaluadas en la fase de introduccion al medio de cultivo en Lupinus pubescens

8 - 6,54 71

6 - 4,35
3 4] _
g 2 . 0 22 0,26 0,16 ] NO. HOJa.S
S 0 m | ongitud
o 100%MS | 50%MS 25%MS

T1 T2 T3
Tratamiento

Figura 36. Evaluacion de los promedios en las variables nimero de hojas y longitud
(cm) con respecto a la concentracién de sales MS utilizadas en la fase de introduccion
al medio de cultivo en Lupinus pubescens a los 15 dias.

Elaborado por: Benavides & Cordova, 2015.
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Cérdenas (2011, pag. 110), evalu6 MSVG y MSVG/2 en el establecimiento in vitro de
yemas axilares de quishuar (Buddlejaincana), en cuanto a la longitud de brote obtuvo
mejor promedio con MSVG/2 (11,03mm) en comparacion con el MSVG normal,
indicando que la reduccion de sales inorganicas en el medio de cultivo favorece el

crecimiento vegetativo de los explantes.

Billard, Dalzotto, & Lallana, (2013, pag. 10), durante la fase de introduccion de las
semillas de Bletilla striata (Thunb) ensayaron en dos medios de cultivo (agua destilada
y MS/2) para la valoracion del porcentaje de germinacion y longitud, obteniendo
mayores resultados en el ensayo 50% de sales MS, con un 100% de germinacion y con

el mayor promedio de longitud (12,9 mm).

Cruz, Brenes, Abdelonour, & Alvarenga (2011, pags. 19-29), valoraron concentraciones
de sales MS (100 y 50%), con diferentes concentraciones de sacarosa (30, 40,60 g/L) y
manitol (40 y 60g/L) en microestacas de ufia de gato (Uncaria tomentosa) evaluando
longitud, sobrevivencia, presencia de raices y oxidacion. Obteniendo 3,1 cm de altura;
1,3% de oxidacion y 98,5% de sobrevivencia en el medio MS a la mitad de su
concentracion de sales y 30 g de sacarosa. Indicando que esta concentraciéon permite el
rapido crecimiento longitudinal y desarrollo de raices al igual que altos porcentajes de

sobrevivencia.

Thomas y Ravindra (1997) citado por Ayala A. (2011, pag. 120), indican que se
observo menos exudacion de fenoles en el medio de cultivo Murashige y Skoog, MS
(1962) a mitad de su concentracion en sales por lo que tuvieron explantes con mejor

coloracion y mayor sobrevivencia de explantes.

Chung & Basilio (1998, pag. 68), probaron tres diluciones del medio basal MS (100%,
50% y 25%) en explantes de Salix spp, donde se mostrdé un mejor desarrollo de

explantes en cuanto a elongacion y enraizamiento al utilizar la concentracion del 50%
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Introduccion al medio de cultivo, tratamientos T2 y T3 en Lupinus pubescens

Figura 37.Explantes en sales MS al 50% a) Desinfectado con el protocolo P1, b)

Desinfectado con el protocolo P2, y c) Desinfectado con el protocolo P3, Explantes en sales
MS al 25% d) Desinfectado con el protocolo P1, e) Desinfectado con el protocolo P2 y f)
Desinfectado con el protocolo P3.

Elaborado por: Benavides& Cérdova, 2015.

Tabla 33.ADEVA para contaminacion bacteriana y contaminacion fangica en relacion

con MS sigma
%Contaminacion %Contaminacion
FV GL Bacteriana fangica
CM p CM p
Trat 2 0,49 0,00047 0,02 0,7414
Error 249 0,9 0,05
Total 251

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadrética; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

Segin la tabla 31, se encontraron diferencias significativas para la variable
contaminacion bacteriana; mientras que, para la variable contaminacién fungica no se

encontraron diferencias significativas.
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Tabla 34. Promedios y pruebas de significancia de los porcentajes de contaminacion
bacteriana y fangica relacionado con la concentracion de sales MS a los 15 dias de

evaluacion.
Trat. | %o Sales % Contaminacion % Contaminacion
MS Bacteriana flngica
T1 100 5+0,02a 7 £0,01a
T2 50 19 £0,02b 5+001a
T3 25 7 £0,02a 5+0,0la

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

3.5.2.8 Porcentaje de contaminacion bacteriana

Para conocer el comportamiento de esta variable con respecto a las diferentes
concentraciones de sales MS el resultado determind que existe una diferencia
estadisticamente significativa, siendo el tratamiento T2 el que presentd la media méas
alta de contaminacion con el 19%, seguida por el tratamiento T3 con un 7% yel T1

con un 5% .
3.5.2.9 Porcentaje de contaminacion fungica

En esta variable se puede observar que los tratamientos no presentan diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, los tratamientos T2 y T3 presentaron un

5% de contaminacidn fangica inferior a T1 que present6 un 7 %.

Cérdenas (2011, pag. 110), en su evaluacion en el establecimiento y multiplicacién in
vitro de quishuar (Buddleja incana), a partir de yemas axilares, en dos medios de cultivo
(MSVG y MSVG/2), evidencié que el menor porcentaje de contaminacion lo obtuvo
MSVG (6,63%), mientras que, MSVG/2 obtuvo (9,91%), deduciendo asi que la adicion
completa de sales inorganicas en el medio de cultivo disminuye los indices de

contaminacion similar a lo obtenido con el presente estudio en Lupinus pubescens.
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3.6 FASE Il

multiplicacién in vitro de Lupinus pubescens

Interaccion entre AIA y BAP evaluados en la fase de

Para la etapa de multiplicacion in vitro, se utilizaron los explantes provenientes de la
fase anterior (Fase I: Desinfeccién e introduccién al medio de cultivo). Se evaluaron los
promedios de las variables indice de multiplicacién, nimero de hojas totales, longitud
del explante, color y el porcentaje de sobrevivencia, con respecto a la interaccion entre
BAP y AIA, en tres diferentes concentraciones (0; 0,5y 1 ppm), durante 30 dias.

Tabla 35. ADEVA para indice de multiplicacion, promedio de nimero de hojas,

longitud, color y porcentaje de sobrevivencia en la fase de multiplicacion de Lupinus

pubescens.
in_dic_edg PromeQio No. Longitud Color % .
FV | GL | multiplicacién Hojas Sobrevivencia
CM p CM p CM p CM p CM p
Trat 5 15,22 | 0,0001 | 15,02 | 0,0001 | 34,13 | 0,036 | 1,06 | 00007 | 0,04 |0,8467
Error | 199 | 0,51 2,79 14,03 0,23 0,09
Total | 204

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa.
Nota: Benavides & Cordova, 2015

Segun la tabla 33, se encontraron diferencias significativas en las variables indice de
multiplicacién, promedio del numero de hojas, longitud y color; mientras que, la

variable sobrevivencia no presentd diferencias significativas.

Tabla 36. Promedio y pruebas de significancia para indice de multiplicacion, nimero de
hojas, longitud, color y sobrevivencia, en la fase de multiplicacion de Lupinus

pubescens a los 30 dias.

Indice de
Trat [BAPT | [AIA] multiplicacion No. hojas Longitud (cm) Color B
(ppm) | (ppm) (IM) Sobrevivencia
T1 0 0 1,99 +0,11 b 2,26 +0,26 abc | 8,20 +£0,58 ab |4,51+0,08 bc| 88 +0,05a
T2 0 0,5 2,71 +0,13c 3+0,30 cd 7,78+ 0,67 ab (4,71+0,09¢c | 90+0,05a
T3 0 1 2,14 +0,11b 2,43 +0,25bc [8,92+0,56b [4,31+0,08 ab| 89+ 0,05a
T4 1 0 1,58 +0,13a 1,83+0,31ab |6,53+0,70a (4,36+0,10ab| 86+ 0,06 a
T5 1 0,5 3,22 £0,13d 3,34+0,31d |6,52+0,70a |4,1840,09a | 97 £0,06 a
T6 1 1 1,29 +0,13a 1,43+0,30a |6,99+0,68ab (4,30+0,09ab| 90 +0,06 a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015.
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3.6.1.1 Indice de multiplicacion

Para analizar la interaccion Optima entre las diferentes concentraciones de BAP y AIA
con respecto al indice de multiplicacion, se empled la prueba de Duncan, donde se
observO que existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
(Figura 34). Se diferenciaron cuatro rangos, siendo el mejor el tratamiento T5 con un
promedio de 3,22, seguido de T2 con 2,71; T3 con 2,14; T1 con 1,99; T4 con 1,58 y
finalmente T6 con 1,29. Por lo tanto, se puede evidenciar que la interaccion Optima para
la variable de indice de multiplicacion de AIA:BAP es de 0,5:1 ppm, evaluada en el

tratamiento T5.

Fase de multiplicacion in vitro de Lupinus pubescens

Figura 38. a) Tratamiento 1 blanco, b) Tratamiento 2 (0 BAP y 0,5 AlA, c) Tratamiento
3(0 BAP y 1 AIA), d) Tratamiento 4 (1 BAP y 0 AlA), e) Tratamiento 5 (1 BAP y 0,5
AlA), f) Tratamiento 6 (1 BAP y 1 AlA).

Elaborado por: Benavides & Cérdova 2015
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3.6.1.2 Promedio numero de hojas

Se observa que el tratamiento T5 (1 ppm de BAP y 0,5 ppm de AIA) presentd un
promedio de 3,34 al generar un mayor nimero de hojas por explante; mientras que T6 (1
ppm de BAP y 1 ppm de AIA) con una media de 1,43 gener0 la menor cantidad de hojas

por explante.
3.6.1.3 Promedio de longitud

La tabla 34, sefiala que existen dos rangos para la variable longitud en relacion a la
concentracion optima de BAP y AIA, obteniendo una mayor longitud por explante con
el tratamiento T3 (8,92 cm), seguido de T1 (8,20 cm), T2 (7,78 cm), T6 (6,99 cm), T4
(6,53 cm), y T5 (6,52 cm), demostrando que la ausencia de BAP favorece el

crecimiento en longitud del explante.
3.6.1.4 Color del explante

En la tabla 34, se determiné que existen diferencias significativas para la variable
color. Siendo el tratamiento T1 (4,51) y T2 (4,71) los que presentaron color verde
oscuro. Mientras que, T3 (4,31), T4 (4,36), T5 (4,18) y T6 (4,30) presentaron color

verde claro.
3.6.1.5 Porcentaje de sobrevivencia

La interacciéon del tratamiento T2 mostr6 mayor porcentaje de sobrevivencia (97%),
mientras que el tratamiento T4 (86%) presentd el menor porcentaje de sobrevivencia,
dentro de los seis tratamientos evaluados en la Fase Il. Sin embargo, no presentaron

diferencias significativas.
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Variables evaluadas en la fase de multiplicacion de Lupinus pubescens
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Figura 39. Promedios de indice de multiplicaciéon, nimero de hojas, longitud y color
evaluadas en la fase de multiplicacion in vitro con respecto a las diferentes
concentraciones de BAP y AlA en Lupinus pubescens a los 30 dias.

Elaborado por: Benavides& Coérdova, 2015.

De acuerdo a la tabla 34 y a la figura 39, se determinG como tratamiento 6ptimo a la
interaccion de BAP (1ppm) y AIA (0,5 ppm) presentes en el tratamiento T5, el cual
presenté mayor indice de multiplicacion, promedio de nimero de hojas, al igual que un
alto porcentaje de sobrevivencia de entre los tratamientos utilizados en la fase de

multiplicacién de Lupinus pubescens.

Los resultados del presente estudio se asemejan con Rozo (2014, pags. 55-56), que al
usar una interaccion de 1,5 de BAP y 0,5 de AIA en explantes de Acacia mangium,
mostré mayores resultados para las variables indice de multiplicacién con 3 a 6 brotes

por explante, mayor nimero de hojas, apariencia vigorosa y coloracién verde intensa.

Lozada (2010, p.89), en la fase de multiplicacion en Solanum batacea obtuvo el mejor
resultado para la generacion de brotes al utilizar 2mg/Lde BAP y 0,5mg/L AlA,
afirmando que la interaccion hormonal BAP:AIA estimula tanto la division como la
elongacion celular, obteniendo la formacion de yemas y la diferenciacion de brotes.
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Pefia (2009, pp. 170-171), en la fase de multiplicacion in vitro de Jatropha curcas
establece que se puede lograr un buen porcentaje de induccion de brotes al utilizar
concentraciones de BAP que van de 0,5 a 1 mg/L, en su estudio obtuvo un 63,33% de
brotes en yemas de pifion (Jatropha curcas), e indica que concentraciones muy altas o

nulas de BAP no favorecen la induccién brotes.

Ayala A. (2011, pag. 120), indica que concentraciones de 0,5 a 1 mg/ L de BAP usados
en la fase de multiplicacion de yemas axilares de Schinus molle, fueron éptimas para
obtener el mayor promedio de nuevos brotes y longitud; mientras que, concentraciones
menores 0 mayores a las indicadas causan disminucion en las variables mencionadas.
Contrario a lo encontrado por Recalde (2007, pag. 67),que indica que al usar 2ppm de
BAP combinado con 0,1 ppm de ANA logr6 triplicar la respuesta de brotacion,
explicando que a medida que aumentaba la concentracion de la citoquinina aumentaba el
numero de brotes, sin embargo también recalca que el tamafio de los explantes

disminuia.

Tabla 37. ADEVA para presencia de callo, presencia de raices y fenolizacion del
explante en la fase de multiplicacién de Lupinus pubescens

PV GL % Callo % Raices % Fenolizacidn explante
CM p CM p CM p
Trat 5 2,20 0,0001 2,20 <0,0001 0,06 0,5867
Error 199 0,2 0,17 0,08
Total 204

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cordova, 2015

Segun la tabla 35, se encontraron diferencias significativas en las variables presencia de
callo y raices; mientras que, la variable fenolizacion al explante no presento diferencias

significativas.
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Tabla 38. Promedios y pruebas de significancia para las variables porcentaje de callo,
presencia de raices y fenolizacion del explante con respecto a las diferentes

interacciones entre BAP y AIA en Lupinus pubescens a los 30 dias.

Trat ([E[;A‘nl?)] ([F'?F:Qg % Callo % Raices % Fe:)((arl)llza;]ctlgn del
T1 0 0 31+0,07 ab 57 + 0,06¢ 12 +0,04 a

T2 0 0,5 23+0,08a 65+0,07 ¢ 6+0,05a

T3 0 1 52+ 0,07 b 36+ 0,06 b 9 +0,04 a

T4 1 0 79+ 0,08 ¢ 7 +0,08a 10+£0,05a

T5 1 0,5 79+ 0,08 ¢ 7 £0,08 a 0 £0,05a

T6 1 1 80+ 0,08 ¢ 10+ 0,08 a 10 £0,05a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015

3.6.1.6 Porcentaje de callo

El tratamiento T2 es el que presentd menor formacion de callo (23%) seguido del
tratamiento T1 (31%), el T3 (52) y T4 y T5 con un valor del 79% y finalmente se
encuentra el tratamiento T6 con el 80% (Figura 40).

3.6.1.7 Porcentaje de raices

Para el porcentaje de raices (Tabla 36) se pueden distinguir tres grupos. Siendo el
tratamiento T2 el que presenta mayor porcentaje de raices (65%), seguido del
tratamiento T1 (57%), T3 (36%) y T6 (10%) y finalmente T4 y T5 con 7%. Se puede
mencionar que los explantes que presentaron mayor numero de raices generaron menor

callogenesis (Figura 40).
3.6.1.8 Fenolizacion del explante

En la tabla 36, se observa que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos, ya que todos pertenecen al mismo grupo y sus medias poseen valores

aproximados (Figura 40).
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Variables evaluadas en la fase de multiplicacion de Lupinus pubescens

79 79 80

80
70
60
50 -
40 -
30 -
20
10 +

= Callo

® Raices

Fenol. Explante

% Porcentajes

0BAP | 0BAP | 0 BAP | 1 BAP | 1 BAP |1 BAP
0 AIA |0,5AIA| 1AIA | 0AIA |05 AIA1TAIA

T1|T2|T3|T4|T5|T6|

Tratamiento

Figura 40. Porcentaje de callo, presencia de raices y fenolizacién al explante con
respecto a las diferentes interacciones entre BAP y AlA en Lupinus pubescens a los 30
dias.

Elaborado por: Benavides& Cordova, 2015.

Recalde (2007, pag. 67), resalta que mientras menor sea la concentracion de BAP que
tenga el medio de cultivo mayor presencia de raices se manifestara, como se observa en
la figura 40, los tratamientos T1, T2 y T3 con ausencia de BAP, presentan los mayores
porcentajes de enraizamiento.

Pefia (2009, pags. 170-171), sefiala que a mayor concentracion de BAP utilizada en el
medio, los explantes presentaron una mayor formacion de callo. Lo cual concuerda con
Lee, et al. (2007, pag. 65), sefialando que en la regeneracion in vitro de Laelia anceps
ssp. Dawsonii al utilizar 2mg/L ANA, 2mg/L AlA y 2mg/L BAP se logré un mayor indice

de multiplicacion de los callos embriogénicos en el medio de cultivo MS (Figura 40).

Katil & Garcia (2011, pag. 350), evaluaron tres concentraciones de reguladores de
crecimiento en la fase de multiplicacion in vitro: 1 mg/L BAP:0,5 mg/L AG3 y 1 mg/L
BAP:0,5 mg/L AIA, en su estudio a partir de apices meristematicos de mora de castilla
(Rubus glaucus Benth) obteniendo una fenolizacién baja en la interaccion BAP:AIA

(6.6%), mientras que, en la interaccion BAP:AG3 la fenolizacion fue mayor (16,6%).
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3.7 FASE Ill. Enraizamiento in vitro de Lupinus pubescens

Para esta etapa los explantes obtenidos de la fase de multiplicacién fueron cultivados en

medio de enraizamiento. Se evaluaron los promedios de las variables, niUmero de hojas,

longitud del explante y los porcentajes enraizamiento, callogénesis y sobrevivencia con

respecto a la interaccion ANA y CA en dos concentraciones (Tabla 38), a los 21 dias de

evaluacion.

Tabla 39. ADEVA para enraizamiento, sobrevivencia, callogénesis, nimero de hojas,

longitud y color mediante la evaluacion de un medio con carbén activado combinado

con ANA en Lupinus pubescens.

Y % % . No. Hojas Longitud Color
FV | GL |[Enraizamiento| Sobrevivencia | Callogénesis
CM p CM p CM p CM p CM p CM p
Trat | 1 (3,05| 0,0004 | 1,05 | 0,00084 | 3,53 | 0,001 | 14,32 (0,0811|32,11|0,1208 | 0,04 |0,4706
Error |1790,24 0,15 0,17 4,65 13,22 0,08
Total |180

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa

Nota: Benavides & Cérdova, 2015

Segun la tabla 37, se encontraron diferencias significativas en las variables porcentaje de

enraizamiento, sobrevivencia y callogénesis, mientras que las variables namero de

hojas, longitud y color no presentaron diferencias significativas.

Tabla 40. Promedios y pruebas de significancia para porcentaje de enraizamiento,

sobrevivencia y callogénesis, promedios de nimero de hojas, longitud mediante la

evaluacion de carbén activado combinado con ANA en Lupinus pubescen a los 21 dias.

[0) [0) i
Trat ANA | CA % Enraizamiento A’ . A’ .| No. Hojas Longitud Color
(ppm) [(ppm) Sobrevivencia| Callogénesis (cm)
T1 0 0 38 £0,05a 74 £0,04a | 12+0,04a (2,19+0,23 a 5,11 +£0,38 a |4,03+£0,03 a
T2 1 |1000 64+0,05b 89+0,04b 40 £0,04 b |1,73+0,23 a| 5,96 +0,38a |4,06+0,04a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cordova, 2015

3.7.1.1 Porcentaje de enraizamiento

En la tabla 38, se puede apreciar que la mayor cantidad de raices se obtuvo en el

tratamiento T2 (ANA 1 ppm + CA 1000 ppm) con un 64%, mientras que la menor
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cantidad la obtuvo el tratamiento T1 (Testigo) con un 38%, existiendo diferencias

estadisticamente significativas entre tratamientos (Figura 41y 42).

Fase de Enraizamiento in vitro Lupinus pubescens

Figura 41. Comparacidn entre tratamientos en la fase de
Enraizamiento in vitro a) Explantes obtenidos en el
tratamiento T1, b) Explantes obtenidos en el tratamiento T2.

Elaborado por: Benavides & Cérdova 2015.

3.7.1.2 Porcentaje de sobrevivencia

De acuerdo a la prueba de Duncan en esta variable se observa que existen diferencias
significativas. El tratamiento T1 present6 el 74% de sobrevivencia, mientras que el

tratamiento T2 presento el 89 %(Figura 42).
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3.7.1.3 Porcentaje de callogénesis

Para el porcentaje de callogénesis con respecto a la concentracién de carbén activado y
ANA, se observaron diferencias estadisticamente significativas. La presencia de callos

en el tratamiento T2 es mayor (40%) con respecto a T1 (12%) (Figura 42).

Variables evaluadas en la fase de enraizamiento de Lupinus pubescens

100 - 89
74
80 - 64
2
g 60 M Enraizamiento
(]
g 40 ~ B Sobrevivencia
e 12 , .
X 20 - Callogénesis
0
0ANAO CA | 1ANA1CA |
T1 | T2 |
Tratamiento

Figura 42. Porcentajes de presencia de raices sobrevivencia y callo en la etapa de

enraizamiento in vitro con respecto a la interaccion de ANA y carboén activado en Lupinus

pubescens a los 21 dias.

Elaborado por: Benavides & Cérdova 2015

3.7.1.4 Promedio numero de hojas

Segun la prueba de Duncan se observd que en esta variable no existieron diferencias
significativas para los tratamientos, sin embargo el tratamiento T1 presenté el mayor

promedio de nimero de hojas (2,19).
3.7.1.5 Promedio longitud

En cuanto a la variable longitud, el tratamiento T2 (ANA 1 ppm+ CA 1000ppm)
presentd un mayor promedio de crecimiento (5,96 cm), mientras que T1 (testigo)
presentd menor promedio de crecimiento (5,11 cm). Cabe recalcar que los tratamientos

no presentan diferencias significativas para esta variable.
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3.7.1.6 Color del explante

De acuerdo a la tabla 38, se determin6 que no existen diferencias significativas para la
variable color. Los dos tratamientos presentan color verde claro, tanto T1 (4,03) como
T2 (4,06).

Variables evaluadas en la fase de enraizamiento de Lupinus pubescens

5,11 5,19
6 _ y
5 -
% 4 - 510 m No. Hojas
£ 3 - ! 1,73 ]
5 2 ® Longitud
j—
o 1 -
0
0 ANAOCA | 1 ANA1CA |
T1 | T2 |
Tratamiento

Figura 43. Promedios de nimero de hojas y longitud en la etapa de enraizamiento in
vitro con respecto a la interaccion de ANA y carbdn activado en Lupinus pubescens a
los 21 dias.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015.

De acuerdo a la Figuras 42 y 43 se eligio el tratamiento T2 (ANA 1 ppm + CA 1000
ppm) como éptimo, ya que presentd el mejor porcentaje de enraizamiento (64%), el
mejor porcentaje de sobrevivencia (89%) y mayor promedio en longitud 5,96 cm.

Pedroza (2009, pags. 17-32), encontrd6 que la utilizacion del carbon activado en
concentraciones del 0,5 al 1%, mostraron una tasa media de crecimiento mucho mayor
que en los tratamientos que no tenian carbon activado, ayudando al desarrollo caulinar,
foliar y sobre todo favorece la estimulacion del desarrollo del sistema radicular en
orquideas, aludiendo que el oscurecimiento del medio de cultivo gracias a la accion del

carbdn activado, favorece la formacion de un mayor nimero de raices.

Suéarez, Jarma, & Avila (2006, pags. 55-56), probaron en la fase de enraizamiento in
vitro diferentes concentraciones (0, 0,25, 0,5, 0,75 y 1 mg/L) de Acido naftalacético
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(ANA) en tallos de roble (Tabebuia rosea), durante 4 semanas evaluando el porcentaje
de enraizamiento, el nimero promedio de raices y la longitud de raices. Encontraron que
la presencia de ANA en el medio de cultivo, incrementa el porcentaje de enraizamiento
al compararse con el tratamiento control, obteniendo 6ptimos resultados al incrementar
la concentracion de ANA. Contrario a lo evaluado por Weldt (2008, pag. 45), el cual
obtiene un porcentaje de enraizamiento del 92% con 4,2 raices por planta de Rosa

canina al usar 0,1 ppm de ANA en el medio de cultivo.

Ponce, Guifiazu, Cirrincione, Videla, & Arancibia (2011, pags. 235-243), evaluaron dos
concentraciones de &cido naftalacético (ANA), dos concentraciones de acido indol
butirico (AIB) y un testigo sin auxina con 1 g/L de carbdn activado, en brotes de Mutsia
subspinosa, los resultados obtenidos reflejaron que ANA fue mas efectivo en promover
el enraizamiento que AIB, ya que este Gltimo no se diferencio del testigo. EI mejor
enraizamiento se obtuvo con 0,5 ppm de ANA con un 64%. Explican que la presencia
de carbén activado aumentd el promedio de crecimiento de raices y porcentaje de
enraizamiento, debido a que absorbe las sustancias exudadas del medio, causante en

algunos casos de muerte por oxidacion.

Quintero, Polo, Jarma, & Espitia (2003, pags. 51-56), mostraron el efecto del &cido
naftalacético (ANA) con respecto al enraizamiento en diferentes dosis (0; 0,3; 0,6; 0,9
mg/L), obteniendo el mayor porcentaje de enraizamiento a una concentracion de 0,9
mg/L, aunque también evidenciaron que a esa concentracion de ANA aumentaba la
formacion de callo; por lo que, no es conveniente usar niveles mas altos del regulador de
crecimiento. Contrario a lo encontrado por Mogollon, Diaz, & Hernandez (2004, pags.
15-51), quienes para la fase de enraizamiento en brotes de Ananas comosus obtuvieron
mayor nimero de raices al usar 2mg/L de ANA, mientras que la longitud méxima de

raices tuvo mejores resultados en dosis menores.

Sotolongo, y otros (2003, pags. 245-250), mostraron un alto porcentaje de enraizamiento
en explantes nodales de Psidium salutare al usar 1g/L de carbon activado y un 0,2 mg/L

de &cido naftalacético ANA.
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3.8 FASE IV: Adaptacion al sustrato en Lupinus pubescens

Las vitroplantas obtenidas de la fase de enraizamiento, fueron adaptadas a sustrato. Se
evaluaron los promedios de las variables nimero de hojas totales, nUmero de brotes,
longitud del explante, color y los porcentajes de prendimiento y sobrevivencia, con

respecto a dos sustratos, fibra de coco y turba, evaluados a los 30 dias.

Tabla 41. ADEVA para prendimiento, sobrevivencia, promedio del nimero de hojas
totales, promedio del nimero de brotes, longitud y color para la fase de adaptacion al

sustrato de Lupinus pubescens.

% %Sobreviven

o No. Hojas [ No. de brotes Longitud Color
Prendimiento cia

FV |[GLicM | p |cM| p | c™M p |cM| p | cm p | CM

Trat | 1 |0,19 | 0,376 | 0,33 |0,2123 | 105,02 | 0,0108 |67,69 | 0,0582 | 336,55 | 0,0087 | 0,17 | 0,3759

Error | 46 | 0,23 0,21 14,87 17,93 44,87 0,21

Total | 47

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadratica; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cordova, 2015

Segun la tabla 39, se encontraron diferencias significativas en las variables promedio del
nimero de hojas y longitud, mientras que las variables prendimiento, sobrevivencia

promedio de nimero de brotes y color no presentaron diferencias significativas.

Tabla 42. Promedios y pruebas de significancia para porcentajes de prendimiento y
sobrevivencia y promedios de nimero de hojas, nimero de brotes, longitud y color para

la fase de adaptacion al sustrato en Lupinus pubescens a los 30 dias.

Trat.| Sustrato |[%Prendimiento|%Sobrevivencia| No. hojas [No. de brotes Lo(r;glq';ud Color
T1 |Fibradecoco| 71+0,10a 79+0,09a |554+0,79b| 6,29+0,86a | 9,64+ 1,37 b |4,21+0,10a
T2 Turba 58 +£0,10 a 63 +0,09a |2,58+0,79a|3,92+0,86a |4,34+1,37a|4,07£0,12a

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova, 2015
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3.8.1.1 Porcentaje de prendimiento

En cuanto a la variable prendimiento no se observaron diferencias significativas en
cuanto a los tratamientos, no obstante el tratamiento T1 (fibra de coco) presentd un

porcentaje mayor (71%) con respecto al tratamiento T2 (58%) (Figura 44).
3.8.1.2 Porcentaje de sobrevivencia

En cuanto a la sobrevivencia se pudo evidenciar la inexistencia de diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, la fibra de coco, presenta un mayor valor

con 79%, mientras que, la turba alcanza 63% de sobrevivencia (Figura 44).

Variables evaluadas en la fase de adaptacion al sustrato en Lupinus pubescens

79
80 - /1 63
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s 40 -
o H Prendimiento
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0
Fibra de coco | Turba |
noo o
Tratamiento

Figura 44. Porcentajes de prendimiento y sobrevivencia, con respecto a la fibra de

coco y turba utilizados en la fase de adaptacion al sustrato a los 30 dias.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015

3.8.1.3 Promedio numero de hojas

Segun Duncan se observa que en la variable promedio de hojas existieron diferencias
estadisticamente significativas, el mayor promedio lo obtuvo la fibra de coco con un

5,54; mientras que, la turba obtuvo un promedio inferior de 2,58.
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3.8.1.4 Promedio ndmero de brotes

En cuanto al nudmero de brotes no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo la fibra de coco presenta un promedio superior (6,29) al de la

turba (3,92) (Figura 45).
3.8.1.5 Promedio de longitud

Se evidencio en esta variable la existencia de diferencias estadisticamente significativas.
Presentando la fibra de coco un promedio de longitud de 9,64 cm; mientras que, la turba

presentd el 4,34 cm (Figura 45).
3.8.1.6 Color de la plantula

En la tabla 40, se determinG que no existen diferencias significativas para la variable
color. Las plantulas de los dos sustratos presentaron color verde claro, en la fibra de

coco con un promedio de 4,21 y en la turba con un promedio de 4,07.

Variables evaluadas en la fase de adaptacion al sustrato en Lupinus pubescens
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Figura 45. Promedios de nimero de hojas y longitud con respecto a la fibra de coco y

turba utilizados en la fase de adaptacion al sustrato a los 30 dias.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015
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De acuerdo a la tabla 40 y figuras 44 y 45, se escogi6 para Lupinus pubescens como
sustrato 6ptimo la fibra de coco (T1), al presentar el mayor valor de prendimiento
(71%), sobrevivencia (79%) y el mayor promedio de hojas (5,54), promedio de brotes
(6,29) y longitud (9,64).

Garita & Gomez (2000, pags. 63-73), evaluaron el efecto de tres sustratos :fibra de coco,
suelo y arena (1:1:1), turba sola, turba y fibra de coco (1:1) para las variables
sobrevivencia y longitud, en la fase de adaptacion al sustrato en plantulas de pifa
Champaka F-153, obteniendo mayor sobrevivencia (50%), longitud de raiz (2,06) y
porcentaje de enraizamiento (2,89), al utilizar fibra de coco, sin embargo, recalcan que
para la fase de aclimatacién la sobrevivencia de las plantulas en general depende de la

vigorosidad y tamafio.

Bustamante A. (2014, pags. 6-7), probo cuatro sustratos: oasis (espuma floral), fibra de
coco, cascarilla de arroz y jiffy (discos compactos de turba); obteniendo mayor
porcentaje de sobrevivencia en la fibra de coco (87%), debido a que crea un microclima
ideal para el desarrollo de las raices, mientras que para la variable nimero de raices,

tanto jiffy como fibra de coco fueron favorables.

Cabrera (2011, pags. 62-64), analizo6 el porcentaje de prendimiento, nimero de brotes,
sobrevivencia y longitud en tres sustratos: fibra de coco; fibra de coco y tierra negra
(1:1); y fibra de coco y cascarilla de arroz (1:1) en tres variedades de Hypericum, para lo
cual se obtuvo el 100% de prendimiento, alto promedio de nimero de brotes, mayor
porcentaje de sobrevivencia con fibra de coco, mientras que, un mejor promedio de

longitud se obtuvo con los otros sustratos.

Tabla 43. ADEVA para marchitez, pudricion y contaminacion fangica en la fase de

adaptacion al sustrato en Lupinus pubescens a los 30 dias.

% Marchitez % Pudricién % Contaminacion fungica
FV | GL CM p CM p CM p
Trat 1 0,52 0,0177 0,33 0,0373 0,52 0,0177
Error| 46 0,09 0,07 0,09
Total | 47

GL=Grados de libertad; CM= Media cuadrética; p= valor de alfa
Nota: Benavides & Cérdova
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Segun la tabla 41, se encontraron diferencias significativas para las variables marchitez,

pudricién y contaminacion fungica ya que el valor de p fue menor a 0,05.

Tabla 44. Promedios y pruebas de significancia para porcentaje de marchitez, pudricion
y contaminacion fungica evaluados en la fase de adaptacion al sustrato de Lupinus

pubescens a los 30 dias.

% Contaminacion
Trat Sustrato % Marchitez | % Pudricion flngica
T1 Fibra de coco 21 +£0,06 b 0 £0,05a 0+0,06a
T2 Turba 0 £0,06a 17 £0,05b 21+£0,06b

Medias con letras distintas presentan diferencias significativas (p<0,05)
Nota: Benavides & Cérdova

3.8.1.7 Porcentaje de marchitez

Segun Duncan se observaron diferencias significativas en los tratamientos. La fibra de

coco obtuvo un 21%, mientras que la turba presentd un 0% de marchitez.
3.8.1.8 Porcentaje de pudricion

En cuanto a esta variable se observaron diferencias significativas ya que la fibra de coco

no presentd pudrimiento, mientras que, la turba present6 un 17%.

3.8.1.9 Porcentaje de contaminacion fungica

Se observd en la tabla 42, la existencia de diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a esta variable, obteniendo la turba un mayor porcentaje de contaminacion

fangica (21%) mientras que la fibra de coco obtuvo un valor nulo.
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Variables evaluadas en la fase de adaptacion al sustrato de Lupinus pubescens
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Figura 46. Porcentajes de marchitez, pudricion y contaminacion fingica evaluados en la

fase de adaptacion al sustrato en Lupinus pubescens a los 30 dias.

Elaborado por: Benavides & Cérdova, 2015

De acuerdo a la figura 46, respecto a los sustratos utilizados en la fase de adaptacion, se
determiné que el tratamiento T1 (Fibra de coco), fue favorable, no presenta pudricién ni
contaminacion fangica en las plantulas de Lupinus pubescens. Esto se puede dar debido
a que la fibra de coco es resistente a la degradacion proveniente de microorganismos, es
capaz de retener una gran cantidad de humedad sin llegar a saturarse, drenando los
excesos y manteniendo una adecuada relacion aire- agua. Evita el estrés sobre todo
hidrico Reckmann (2011, pag. 80). Este sustrato permite una alta germinacion,

enraizamiento y un 6ptimo desarrollo de las plantulas Zita (2007, pags. 6-7).
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CONCLUSIONES

Se aprueba la hipoétesis alternativa, puesto que para Geranium chilloense y Lupinus

pubescens se pudo obtener plantas completas a partir del cultivo in vitro.

El mejor tratamiento para la fase de escarificacion en Geranium chilloense, fue T1 que
consistié en tres dias de remojo, inmersion en una solucion de &cido acético (5ml) +
agua destilada (45ml), durante dos horas; presentd un porcentaje de contaminacion
bacteriana del 1% y contaminacion fangica del 2%; el menor porcentaje de fenolizacion
del explante (22%) y los mayores porcentajes de germinacion (31%) y sobrevivencia
(29%).

Los tratamientos de desinfeccion con mejor respuesta para las semillas de Geranium
chilloense fueron el tratamiento P1 (alcohol al 96% (10 seg) + hipoclorito de sodio 50%
viv (3% p.a)), sin contaminacion bacteriana, con una germinacion de 32% y con 31% de
sobrevivencia; y el tratamiento P3 (etanol al 70% (1 min) + hipoclorito de sodio
20%v/iv (1,2 % p.a) y Tween 20 por 20 minutos), obteniendo una contaminacion
bacteriana y fungica del 3% vy, baja fenolizacion del medio (12%), y del explante

(25%), alto porcentaje de sobrevivencia (28%) y 29% de germinacion.

En la fase de introduccion al medio de cultivo en semillas de Geranium chilloense el
tratamiento T3 con el 25% de concentracion de sales MS permitié obtener mayor
porcentaje de germinacion (41%), presencia de raices (39%), sobrevivencia (40%)
mayores promedios en numero de hojas (1,44); longitud (2,32 cm) y color (4,58) entre

verde claro y verde oscuro.

En los ensayos de multiplicacion in vitro de Geranium chilloense el tratamiento T2 (0
ppm BAP y 0,5 ppm AIA) presentd los mejores resultados para las variables nimero de
brotes (3,88); nimero de hojas (3,88); longitud (4,98 cm); y altos porcentajes en

presencia de raices (88%) y sobrevivencia (88%).
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En Geranium chilloense el sustrato turba (T2) presente en el tratamiento T2 obtuvo
mayor porcentaje de prendimiento (81%); sobrevivencia (81%) y mejores promedios de
numero de hojas (4,76); promedio de longitud (5,85 cm) y color (3,65).

El mejor protocolo de desinfeccion en las semillas de Lupinus pubescens fue el
tratamiento P1 (alcohol al 96% por 10 seg + hipoclorito de sodio 50% v/v (3% p.a) por
10 min), que presentd 2% de contaminacion bacteriana ,5% de contaminacion fungica y

una sobrevivencia del 95%.

En la fase de introduccion al medio de cultivo en semillas de Lupinus pubescens el
tratamiento T2 (50% de sales MS) alcanzé los mejores porcentajes de germinacion
(100%); presencia de raices (99%); cotiledones abiertos (86%) y altos promedios de
longitud (7,10cm); numero de hojas (0,26) y porcentaje aceptable de sobrevivencia

(76%). Y el color de sus explantes es verde oscuro (4,91).

La mejor interaccion citoquinina: auxina la presento el tratamiento T5 (1 ppm BAP y
0,5 ppm AIlA), en la fase de multiplicacion in vitro en Lupinus pubescens, con el mayor
indice de multiplicacion (3,22), numero de hojas (3,34), el mayor porcentaje de

sobrevivencia (97%) y un color verde claro en los explantes.

En la fase de enraizamiento el uso de 1 ppm de &cido indolacético (ANA) y 1 g/L de
carbén activado (T2), fue la mejor combinacién para los explantes de Lupinus
pubescens, al presentar el 64% de enraizamiento, 89% de sobrevivencia, el mejor

promedio de longitud (5,96cm) y color verde claro.

Para la fase de adaptacion al sustrato en Lupinus pubescens el tratamiento T1 con fibra
de coco obtuvo mayores porcentajes de prendimiento (71%); sobrevivencia (79%) y
mejores promedios de numero de hojas (5,54); longitud (9,64 cm); promedio de nimero
de brotes (6,29) y color verde claro en sus explantes (4,21).
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RECOMENDACIONES

Para el cultivo de tejidos de Geranium chilloense se recomienda una escarificacion
basada en hidratacién (3 dias) luego una inmersion en una solucién de acido acético
al 10% (2 horas), desinfectar con los tratamientos P1ly P3, en la introduccion al
medio de cultivo utilizar sales de MS al 25%, para la fase de multiplicacion

adicionar 0,5 ppm de AlA y en la fase de adaptacion al sustrato usar turba estéril.

Para la desinfeccion en semillas de Lupinus pubescens se sugiere utilizar el
tratamiento P1, y en la fase de introduccién al medio de cultivo utilizar el
tratamiento T2 (50% de sales MS), en la fase de multiplicacion in vitro usar el
tratamiento T5 (1 ppm BAP- 0,5 AIA), para la fase de enraizamiento el uso de 1
ppm de éacido naftalacético (ANA) y 1 g/L de carbon activado y en la fase de
adaptacion al sustrato se recomienda el uso del tratamiento T1 con fibra de coco.

Se debe adicionar antioxidantes al medio de cultivo para la introduccion en
Geranium chilloense ya que en el presente estudio se obtuvo altos porcentajes de

fenolizacion tanto en el medio de cultivo como el explante.

Evaluar otros reguladores de crecimiento, dosis e interaccion para evitar la

formacion de callos en Lupinus pubescens.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

ANA Acido naftalenacético
ADEVA Anadlisis de varianza

AlA Acido indolacético

BAP 6-Bencilaminopurina

CA Carbdn activado

DCA Disefio completamente al azar
mg/L Miligramo sobre litro

MS Medio Murashige & Skoog
NaClO Hipoclorito de sodio

pH Potencial hidrogeno

Ppm Partes por millon

%v/iv Porcentaje de concentracion volumen/volumen
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ANEXOS

Anexo 1.Resolucion No. 350, Resuelve Declarar Patrimonio Natural, Historico, Cultural

y paisajistico al Sistema de Quebradas del Distrito Metropolitano de Quito

RESOLUCION No. c - 350

En ejercicio de las atribuciones que le otorgan los articulos 7, 57 literal a) y 87 literal a)
del Codigo Organico de Organizacion Territorial, Autonomia y Descentralizacion,

RESUELVE:

DECLARAR PATRIMONIO NATURAL, HISTORICO, CULTURAL Y PAISAJISTICO
AL SISTEMA DE QUEBRADAS DEL DISTRITO METROPOLITANO DE QUITO
SECCION 1
PRINCIPIOS Y DEFINICIONES GENERALES

Articulo 1.- Declaratoria.- Declérese al Sistema de Quebradas del Distrito Metropolitano de
Quito, como Patrimonio Natural, Histérico, Cultural y Paisajistico, y establecer como
prioritario su cuidado, rehabilitacion integral y mantenimiento a fin de prevenir los riesgos
inherentes y brindar a la ciudadania lugares de alta calidad ambiental, recreacion,

esparcimiento y cultura.

Para el efecto, el Municipio del Distrito Metropolitano de Quito, dentro del marco juridico
de sus competencias, promoverd, gestionara y evaluara las politicas y estrategias

destinadas a la recuperacién del sistema de quebradas dentro del territorio del Distrito.

Articulo 2.- Caracterizacién.- Las quebradas se caracterizan por poseer pendientes en
diferentes grados, con presencia de remanentes de vegetacion natural andina; ademas,
constituyen cauces naturales y microcuencas que, en muchas ocasiones, atraviesan la
estructura urbana de Quito, siendo en muchos casos sujetas a usos socioecondmicos

diversos, de caracter rural y urbano.
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Articulo 3 Objeto.- La presente declaratoria de las quebradas como patrimonio natural,
historico, cultural y paisajistico, tiene por objeto proteger, conservar y recuperar las
funciones naturales de las mismas, permitiendo una fusion urbano y rural que promueva el
mejoramiento de la calidad de vida de los habitantes del Distrito y la seguridad ante
posibles riesgos, ademas de brindar a los y las habitantes de la ciudad, lugares de calidad

ambiental, recreacidn y esparcimiento.

Articulo 4.- Fines.- Los fines especificos de la presente declaratoria son los establecidos en
las Ordenanzas Metropolitanas Nos. 171, 172 y 213, considerando ademas los siguientes:

a) La proteccidon del suelo, su flora, fauna, recursos hidricos y recursos naturales

existentes;

b) El rol de conectores ecoldgicos del Subsistema Metropolitano de Areas Naturales
Protegidas del Distrito Metropolitano de Quito y de la Red Verde Urbana; y,

¢) Permitir el fortalecimiento de la identidad y convivencia surgida alrededor de las

quebradas.

Articulo 5.- Manejo, Conservacion y Coordinacién.- La secretaria encargada del ambiente
en el Distrito Metropolitano de Quito, en coordinacion con las secretarias encargadas de la
seguridad y gobernabilidad, ordenamiento territorial y la Empresa Piblica Metropolitana
de Agua Polable y Saneamiento, promoveran y normarén las actividades de manejo de los
recursos naturales que se desarrollen en las quebradas, en los términos y con las
limitaciones que se establezcan en las ordenanzas y sus reglamentos, asi como su extensién

y las condiciones para su conservacion, uso, recuperacion y restauracion.

La secretaria encargada del ambiente, en coordinacion con las demis dependencias
metropolitanas, organismos de derecho piblico, privado y las universidades de la ciudad,
emprenderan acciones urgentes tendientes a fomentar la recuperacion de las quebradas del
Distrito.

Articulo 6.- Control y Seguridad.- La Agencia Metropolitana de Control sancionara las
infracciones que se cometan en las quebradas. El Cuerpo de Bomberos, la Policia
Metropolitana y demas instituciones para la gestion de riesgos y la seguridad ciudadana,

colaboraran para garantizar la seguridad ambiental v ciudadana en las ireas.
Articulo 7.- Gestion Institucional.- El Municipio del Distrito Metropolitano de Quito

adoptara acciones pertinentes para el cumplimiento de la presente resolucién, en el marco
del Eje Quito Verde.
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Articulo 8- Financiamiento.- El Municipio del Distrito Metropolitano de Quito, y sus
empresas publicas metropolitanas, destinaran sus recursos propios para la conservacién,
recuperacion y manejo de las quebradas, gestionando ademas recursos, cuando sea
necesario, con otras instituciones de derecho puablico o privado, nacionales e

internacionales.

El Municipio del Distrito Metropolitano de Quito reconoce la labor de la ciudadania en la
recuperacion y mantenimiento de las quebradas como un factor decisivo, por lo que se

propendera a incentivar las formas de la participacion ciudadana que coadyuven al efecto.
Disposicion Final.- Esta Resolucion entrard en vigencia a partir de la fecha de su sancion.

Dada en la Sala de Sesiones del Concejo Metropolitano de Quito, a los siete dias del mes de

junio del afio dos mil doce.
ALCALDIA DEL DISTRITO METROPOLITANO DE QUITO.- Distrito Me tropolitano de
Quito, ¢ 5 JUN 2012

EJECUTESE:

P
-
P
/7 A"“'f"; %

Dr. Augusto Barrera Gupfd
ALCALDE DEL DISTRITO METROFOLI

Vi
Tas,”

.‘7&0 DE QUITO
/

/

CERTIFICO, que la presente resolucion ée discutida y aprobada en sesién ordinaria del
Concejo Metropolitano de Quito el 7 de junio de 2012; y sancionada por el Dr. Augusto
Barrera Guarderas, Alcalde del Distrito Metropolitano de Quito, el ’ 5 JUN

‘g . ) . d\.fh ?[”2
Lo Certifico.- Distrito Metropolitano de Quito, l 8 JuN 7912

Abg. Patricia Aindtade Baroja .
SECRETARIA GENERAL DEL CONCEJO METROPOLITANO DE QUITO

DXAC

151



Anexo 2. Resolucién No. 238 Plantas emblematicas del Distrito Metropolitano de Quito

RESOLUCION No. c 238

EL CONCEJO METROPOLITANO DE QUITO

Visto el Informe No. IC-2012-087 de 6 de marzo de 2012, emitido por la Comision de

Ambiente,
CONSIDERANDO:

Que, el numeral 7 del articulo 3 de la Constitucion de la Republica del Ecuador
establece como uno de los deberes primordiales del Estado: “(...) Proteger el
patrimonio natural y cultural del pais(...)";

ue, el articulo 14 de la Constitucion de la Republica declara de interés puiblico la
P P
preservacion del ambiente, la conservacion de los ecosistemas, la biodiversidad y

la integridad del patrimonio genético del pais;

Que, el tercer inciso del articulo 71 de la Constitucion de la Repiiblica sefala: “ (...) El
Estado incentivard a las personas naturales y juridicas, y a los colectivos, para
que protejan la naturaleza, y promover el respeto a todos los elementos que

forman un ecosistema.”;

Que, el articulo 404 de la Constitucién de la Republica determina que el patrimonio
natural del Ecuador, inico e invaluable, comprende entre otras, las formaciones
fisicas, biolégicas y geologicas cuyo valor desde el punto de vista ambiental,
clentifico, cultural o paisajistico exige su proteccion, conservacion, recuperacion y

promocion;
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Que,

Que,

Que,

Que,

Que,

de conformidad con el articulo 13 de la Ley de Gestion Ambiental, el Municipio
del Distrito Metropolitano de Quito es competente para dictar politicas
ambientales seccionales, con sujecién a la Constitucion de la Repiiblica yalaLey;

el Ecuador es uno de los cinco paises megadiversos del planeta, cuyo rico
patrimonio natural se manifiesta de manera especial en el grupo de las plantas,
contando con mas de 18.000 especies de plantas vasculares, siendo la proximidad
de Quito con la linea ecuatorial y la gran variacion en altitud, desde la cima del

volcan Pichincha hasta las riberas del rio Guayllabamba, motivo para que

aproximadamente el 5% de las plantas vasculares del Ecuador se encuentren en

Quito y sus alrededores;

el arrayan de Quito (Myrefanthes halli) es un érbol nativo nombrado en honor al
coronel inglés Francis Hall, quien participd en el proceso independentista del
actual Ecuador, y que recolecté el primer especimen tipo en Quito;

la salvia de Quito (Salvia quitensis) es un hermoso arbusto con potencial para ser
desarrollado para uso ornamental, cuye nombre hace alusion a la ciudad de
Quito, su lugar de origen, y que se destaca entre la vegetacion de las laderas del
Pichincha;

la guaba (Inga insignis) es un arbol nativo de los Andes y frecuente en los huertos
de los valles de Quito, que fue recolectado por primera vez en el Valle de
Tumbaco por Alexander Von Humboldt y Aimé Bonpland, y nombrado para la
ciencia con ese especimen tipo;

Que, la tuna de San Antonio y Pomasqui (Opuntia soederstromriana), planta endémica

Que

Que

de las zonas secas de los valles interandinos del Ecuador, fue recolectada en San
Antonio, cerca de Quito, en 1918 y fue nombrada para la ciencia en 1919 en honor
a Ludovic Séderstrom, quien fue el primer recolector de la misma:

el chocho de Rumipamba (Lupinus pubescens), especie herbacea nativa de los
valles interandinos de los Andes del norte del Ecuador, ha sido nombrada a
partir de la recoleccién tipo hecha en la zona de Rumipamba (actual barrio de

Quito);

el algarrobo o guaranga (Mimosa quitensis), es una especie frecuente en las
quebradas, suelos arenosos o sobre taludes de los caminos andinos, cuyo
especimen tipo fue recolectado por Francis Hall en alguna quebrada de Quito;
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Que,

Que,

Que,

Que,

la mora de Quito (Rubus glatcus), conocida como Mora de Castilla, es un frutal
nativo de Ecuador y, contrario a lo que piensa la mayoria de gente, no fue
introducida desde Castilla (Espafia), sino que fue recolectada por primera vez
para la ciencia en las laderas del volcan Pichincha, cuyo fruto forma parte de la
tradicion gastronémica quitena;

el conocimiento y la valoracion del patrimonio natural contribuyen al desarrollo
de valores de identidad y autoestima de las comunidades que se comprometen

BN Su conservacion;

es necesario destacar el valor historico — cultural de muchas especies de plantas
recolectadas por primera vez en Quito o en zonas aledafias, v que fueron

nombradas y descritas para la ciencia con base en estas colecciones:; v,

representantes de instituciones piiblicas, privadas y académicas, han propuesto
al arrayan de Quito (Myrcianthes halli), la salvia (Salvia quitensis), la guaba (Inga
msignis), la tuna de San Antonio (Opuntia soederstromiana), el chocho de
Rumipamba (Lupinus pubescens), el algarrobo de las quebradas (Mimosa quitensis)
v la mora de Quito (Rubus glaucus) como plantas emblematicas de la ciudad de
Quito.

En ejercicio de la atribucién que le confiere los articulos 7; 57 literal a); y, 87 literal a)
del Codigo Organico de Organizacién Territorial, Autonomia y Descentralizacién; v, 8
de la Ley Orgdnica de Régimen para el Distrito Metropolitano de Quito.

RESUELVE:

Articulo unico.- Declarar al arraydn de Quito (Myrcianthes halli) como arbol emblemaético

del Distrito Metropolitano de Quito; a la salvia (Salvia guitensis) como arbusto

emblematico de las laderas del Pichincha; a la guaba (Inga insignis) como arbol

emblematico de los Valles de Tumbaco y Los Chillos; a la tuna de San Antonio v

Pomasqui (Opuntia soederstromiana) como planta emblematica de San Antonio de

Pichincha y Calderén; al chocho de Rumipamba (Lupinus pubescens) como planta

emblematica del sector norte de la zona de Rumipamba; al algarrobo de las quebradas

(Mimosa guitensis), como arbol emblematico de las quebradas de Quito; v, a la mora de

Quito, (Rubus glaiucus), como frutal emblematico de Quito.
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Disposicion Transitoria Unica.- Encarguese a la Secretaria de Ambiente, en
coordinacion con la Secretaria de Educacion, Recreacién y Deporte; la Empresa Publica
Metropolitana de Gestién de Destino Turistico; v, la Empresa Publica Metropolitana de

Movilidad y Obras Publicas, emprender, en unién con las organizaciones publicas y

RESOLUCION No. c 238

privadas, acciones tendientes a fomentar la conservacion de la vegetacion nativa del
Distrito Metropolitano de Quito.

Disposicion General Unica.- El Municipio del Distrito Metropolitano de Quito, a través
de sus organismos, organos y dependencias metropolitanas competentes, promovera, a
través de campanas de educacion ambiental, el conocimiento y valoracion del
patrimonio natural, y la investigacion y la conservacion de especies embleméticas del
Distrito.

Dada, en la Sala de Sesiones del Concejo Metropolitano de Quito, a los 15 dias del mes

de marzo del ano dos mil doce.
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ALCALDIA DEL DISTRITO METROPOLITANO.- Distrito Metropolitano de Quito, 0

EJECUTESE:

ALCALDE DEL DISTRITOMETBOPOLITANO DE QUITO

CERTIFICO, que la presente resolucién #ue aprobada en sesién ordinaria del Concejo
Metropolitano de Quito el 15 de marzo de 2012; y sancionada por el Dr. Augusto Barrera
Guarderas, Alcalde del Distrito Metropolitano de Quito, el {J § ABR 2012 -

Lo Certifico.- Distrito Metropolitano de Quito, 1 D ABR 2012

Abg. Patricia Andfade
SECRETARIA GENERAL DEL CONCEJO METROPOLITANOQ DE QUITO
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Anexo 3.Composicion del medio de cultivo Murashige and Skoog (M&S) 1962(Arcos,

2010, p. 177)
) Cantidad
Compuesto Formula
stock (g/L)
Nitrato de amonio NH4NO3 16,5
Macronutrientes | Nitrato de potasio KNO3 19
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,.2H,0 4,4
Sulfato de magnesio heptahidratado | MgSQO,4.7H,0 3,7
Fosfato de potasio dihidrogenado KH,PO, 1,7
Acido boérico H3BO; 0,062
Sulfato de manganeso
) MnS0O,.4H,0 0,196
tetrahidratado
Micronutrientes ] ]
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS0q4. 7TH,0 0,086
Yoduro de potasio KI 0,009
Molibdato de sodio dihidratado Na;Mo00,.2H,0 0,003
Sulfato de cobre pentahidratado CuS0O,4.5H,0 0,003
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCl,.6H,0 0,003
Sulfato de hierro heptahidratado FeSO47H,0 0,56
Quelatos
Na,-EDTA (2H20) 0,736
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