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RESUMEN

El cultivo in vitro se ha posicionado recientemente como una herramienta
biotecnolégica atil en la solucion de problemas presentes en la reproduccion y
desarrollo de plantas, pero su uso es limitado por el alto costo de instalaciones, equipos
y reactivos necesarios para realizar la siembra en condiciones de asepsia y estimular
de manera apropiada el desarrollo de las plantas con el uso de reguladores de
crecimiento vegetal. Como una estrategia conducente a aumentar la implementacion
del cultivo in vitro y ponerlo al alcance de agricultores, hasta ahora reducido a
pequefios circulos cientificos, se utilizaron fuentes de reguladores de crecimiento
vegetales presentes de forma natural en las plantas buscando la facil extraccion y bajo
costo economico, con un efecto similar a los ofrecidos comercialmente como sintéticos.
Para esto se seleccionaron especies reportadas por los contenidos de reguladores de
crecimiento como: Aloe vera (Extracto de gel de hoja), Kalanchoe pinnata (Extracto de
hoja), Zea mays (Extracto de cotileddn, epicétilo e hipocétilo), Hibrido interespecifico
Elaeis oleifera x Elaeis guineensis (extracto de endospermo) y Gerbera jamesonii
(Extracto de hoja). Los extractos obtenidos se aplicaron por inmersion de 10 y 30
minutos a los segmentos nodales de Saintpaulia ionantha Wendl. (Violeta africana) y al
medio MS (Murashige y Skoog), a una concentracion del 10% y 20%. Esta ultima fue
utilizada dado que su protocolo de micropropagacion estd estandarizado en el
Laboratorio de Proteccion de plantas de la Universidad del Tolima. Los tratamientos
con mayor efecto de regulador de crecimiento tipo auxinico y citoquininico fue Aloe
vera aplicado por inmersion 10 min y 30 min y Zea mays aplicado por inmersion de 10
min. Kalanchoe pinnata aplicado por inmersion de 30 min fue el mejor como regulador
de crecimiento citoquininico y Gerbera jamesonii aplicado por inmersién de 10 min fue

el mejor como regulador de crecimiento auxinico.

Palabras clave: Cultivo in vitro vegetal, extractos vegetales, reguladores de

crecimiento vegetal, auxinas, citoquininas.



ABSTRACT

In vitro cultivation of plants has been positioning like a helpful biotechnological tool in
the solution of problems in the reproduction and development of plants, but its use is
limited because of the high cost of the facilities, equipment and reagents needed to do
planting in asepsis conditions and stimulating in an appropriated way the plants
development with the use of the vegetal growth regulators. Like a strategy focused to
increase the implementation of in vitro cultivation and put it accessible to farmers, so far
limited to some scientific circles, sources of plant regulators naturally present in plants
were used looking for easy removal and low economic cost, similar to the effect created
synthetically. For their content of growth regulators namely species were selected Aloe
vera (leaf gel extract), Kalanchoe pinnata (Leaf Extract), Zea mays (Excerpt from
cotyledon, epicotyl and hypocotyl) and Gerbera jamesonii (Leaf extract) and hybrid
Elaeis oleifera x Elaeis guineensis (endosperm). All extracts obtained were applied by
dipping at 10 and 30 minutes to nodal segments of Saintpaulia ionantha (African violet)
and MS medium at a concentration of 10% and 20%. This plant was used because of its
micropropagation protocol is standardized in the Lab. The greatest effect of growth
regulator like auxinico and cytokinin type were Aloe vera applied by dipping 10min and
30 min and Zea mays applied by dipping10 min. Kalanchoe pinnata applied by dipping
30 min was the best as a cytokinin growth regulator and Gerbera jamesonii applied by

dipping 10 min was the best as auxinic growth regulator.

Key words: In vitro cultivation, growth regulators, extracts of plants, auxinic, cytokinin



INTRODUCCION

El cultivo in vitro vegetal comprende un heterogéneo grupo de técnicas mediante las
cuales un explante se cultiva asépticamente en un medio de composicidn quimica
definida y se incuba en condiciones ambientales controladas (Roca, 1991). Un aspecto
importante en la manipulacion que se realiza para inducir la formacion de plantulas en
un cultivo in vitro, es la aplicacion de reguladores de crecimiento vegetal, ya que de
ellos dependera la induccidon morfogénica de los explantes y su posterior desarrollo
hasta lograr la multiplicacion de la especie en estudio. Hay una gran variedad de
compuestos que actian como reguladores de crecimiento, en su mayoria son
sintéticos y de alto costo. La cantidad requerida de estos compuestos sintéticos
necesarios en el desarrollo de un de proyecto de investigacibn es minima, pero no
pueden ser comprados en pequefas cantidades sino se debe adquirir el contenido total
distribuido por empresas especializadas, en su mayoria importados, aumentando
considerablemente su costo y afectando a personas que manejan pequefios proyectos
en el area de cultivo in vitro. Los reguladores de crecimiento vegetal se sintetizan en la
planta a partir de precursores presentes de forma natural, localizados sobre todo en
semillas, apices caulinares y radicales; por lo que se podria inducir la produccién de
reguladores utilizando los precursores o aplicando éstos a partir de extractos obtenidos
directamente de plantas con altos contenidos hormonales. De esta forma se estaria
colocando al alcance de los investigadores que tengan proyectos pequefios estos

compuestos, haciendo mas asequible la investigacion en esta area de la biotecnologia.

Por lo anterior se hace necesario buscar alternativas naturales, teniendo en cuenta que
algunas plantas los producen en cantidades suficientes. En donde los reguladores de
crecimiento producidos en una planta pueden actuar en igual forma sobre cualquier
otra especie. Teniendo en cuenta que no toda la cantidad de reguladores de
crecimiento de una planta esta presente en forma activa sino solamente una pequefia
cantidad, la parte libre; el resto queda fijo o aparece en forma de precursores (Muller,
1964). Es por esto que se deben seleccionar las plantas que presenten precursores
10



para inducir a partir de éstos, la produccion de reguladores de crecimiento vegetal
directamente en la planta con lo que se estaria reemplazando la aplicacién exdégena de

estos compuestos.

Por tanto este trabajo busca demostrar el efecto de regulador de crecimiento tipo
auxinico y citoquininico de los extractos obtenidos de Aloe vera (Extracto de gel de
hoja), Kalanchoe pinnata (Extracto de hoja), Zea mays (Extracto de cotiledon, epicaétilo
e hipocatilo), Gerbera jamesonii (Extracto de hoja) e Hibrido interespecifico Elaeis
oleifera x Elaeis guineensis (Extracto de endospermo) aplicadas directamente al medio
de cultivo y como suplemento aplicado al medio, mediante técnicas de cultivo aséptico
de explantes de Saintpaulia ionantha (Violeta Africana), con miras a generar un efecto
igual o similar al de un regulador comercial, permitiendo de esta forma reducir los

costos de produccién en el cultivo in vitro.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los extractos de Aloe vera, Kalanchoe pinnata, Zea mays,
Gerbera jamesonii y del Hibrido Interespecifico OxG (Elaeis oleifera x Elaeis
guineensis) como alternativas naturales de reguladores de crecimiento vegetal de tipo
auxinico y citoquininico en el cultivo in vitro de Saintpaulia ionantha Wendl. (Violeta

africana)

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la disolucién optima por extracto para lograr el efecto como regulador

de crecimiento vegetal

e Determinar el efecto auxinico o citoquininico de cada extracto

e Establecer la incidencia del método de aplicacion del extracto en la efectividad

como regulador de crecimiento

12



2. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE Saintpaulia ionantha Wendl. (Violeta africana)

2.1.1 Clasificacion taxonémica de Saintpaulia ionantha Wendl. Familia: Gesneriaceae,
Subfamilia: Cyrtandroideae, Tribu: Didymocarpeae, Género: Saintpaulia J.C. Wendl.,

Especie: Saintpaulia ionantha Wendl. Tomado de Darbyshire (2006).

2.1.2 Distribucion y habitat. ElI género Saintpaulia (Gesneriaceae, subfamilia
Cyrtandroideae) es endémica de Africa del Este. Sin duda el género méas conocido de
los miles de taxones endémicos de las Montafias del Arco Oriental, y sus principales
fortalezas son las montafias orientales Usambara y nuguru (Briggs, 2009). La
taxonomia especifica del género Saintpaulia es controversial debido a que fueron
reconocidas mas de 20 especies, pero un estudio del 2006, ha reducido el nimero a
seis. Saintpaulia ionantha més conocida como violeta africana se describe asi en honor
de su descubridor, el Comisionado de Tanga, el Baron Walter von Saint Paul lllaire
quien recolectd esta planta pequefa con flores por primera vez en el Oriente de
Usambara en 1892. Especies de Saintpaulia fueron las primeras introducidas en el
cultivo de Europa ese mismo afio por el bar6n Walter von Saint Paul, y dentro de unos
afios se convirtio en una popular planta de interiores, y ahora son la base de una gran
industria horticola (Robey, 1988).

2.1.3 Descripcién morfoldgica de la especie. Es una planta de tallo corto, las hojas son
suculentas, redondeadas y muy pubescentes de color verde oscuro. De las axilas de
las hojas crecen inflorescencias con numerosas flores de colores diversos, siendo en
tonalidades de azul y violeta las mas comunes, aunque también existen blancas y
rosadas (Rojas-Rodriguez et al., 2006). La corola de color violeta y hojas cordadas se
asemejan en cierta medida las verdaderas violetas y de ahi el nombre comun "Violeta

Africana".
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En seccion transversal del peciolo estd compuesto por células parenquimatosas a
través del cual las huellas de las hojas se extienden en forma de una media luna con la
punta dirigida hacia la superficie adaxial del peciolo. Las células del xilema son de
paredes gruesas muy abundantes y se encuentran siempre en el margen interior de la
media luna y hacia el lado superior del peciolo. El floema no esta muy altamente
diferenciado, compuesto por algunas células grandes parenquimatosas y otras células
mas pequefas dificiles de identificar (Naylor & Johnson, 1937). Esta especie se
reproduce vegetativamente por hojas. Se emplea como planta de interior en macetas.

2.2 CULTIVO in vitro

El cultivo in vitro vegetal consiste en un conjunto de técnicas que ponen al alcance
muchas posibilidades y ventajas en la conservacién y multiplicacion de plantas de
interés agricola, forestal y/o ornamental. En este grupo de técnicas se incluye la
metodologia de micropropagacion mediante el cual un explante se cultiva, bajo
condiciones de asepsia, en medio enriquecido con componentes de composicién
guimica definida y se incuba bajo condiciones ambientales controladas (Mroginski &
Roca, 1991). Por otro lado el campo de aplicacion de la propagacion de plantas in vitro
es bastante amplio ya que permite obtener desde estudios basicos de fisiologia,
genética y bioquimica, conservacion de plantas hasta obtencion de plantas libres de
patégenos, de forma rapida y en mayor numero. Una planta se puede propagar in vitro
por medio de una parte extraida del vegetal como una célula, protoplasto, un tejido o un

organo.

2.2.1 Reguladores de crecimiento vegetal. Haberlandt, cientifico aleman, postulé a
principios del siglo pasado que las plantas eran capaces de reproducir su crecimiento a
partir de células aisladas, originando la hip6tesis de la totipotencia celular en plantas
(Castillo, 2004). Sin embargo, este investigador no pudo demostrar en forma practica
su hipotesis, debido a que la mayoria de los componentes complejos que integran los

medios de cultivo actuales todavia no habian sido descubiertos. Seria recién en la
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década del ‘50 cuando se determina la importancia del balance hormonal en las
plantas, con el descubrimiento de las hormonas vegetales llamadas mas precisamente

Reguladores de Crecimiento Vegetal (RCV).

Los reguladores de crecimiento vegetal son compuestos que regulan el desarrollo de la
planta en sus distintos estados vegetativos, tales como enraizamiento, brotacion,
floracion, fructificacion y senescencia. Los RCV mas ampliamente utilizados y
reconocidos son auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico y etileno. Pero en
las ultimas décadas se han descubierto y aplicado nuevos reguladores como las
poliaminas, brasinoesteroides y acido salicilico entre otras. En las ultimas décadas se
han descubierto y aplicado nuevos reguladores como las poliaminas, brasinoesteroides
y &cido salicilico entre otras, pero los RCV mas ampliamente utilizados y reconocidos

son auxinas, citoquininas, giberelinas, acido absicico y etileno.

2.2.1.1 Auxinas. Las auxinas muestran un efecto promotor en la formacion de raices y
en el crecimiento de frutos. La auxina se produce en las hojas jovenes y segun parece,
las semillas en desarrollo son una fuente de auxina (Raven et al., 1992). Por su parte
las auxinas sintéticas se han utilizado ampliamente para el control de las malas hierbas
en suelos agricolas, como el 2,4-D y sus derivados quimicos, pero se sabe que el
futuro uso de tales productos dependera de varios factores, incluyendo su efectividad
en relaciéon al costo y su peligro real o potencial para la salud. En cuanto a la accién
fisiologica de la auxina, ésta aumenta la plasticidad de la pared celular (Jordan &
Casaretto, 2006).

2.2.1.2 Citoquininas. En la naturaleza existen varias sustancias con actividad
citoquininica que se producen naturalmente, pero tales sustancias estan limitadas en
su cantidad y son dificiles de obtener. Ademas de estas citoquininas naturales, diversos
derivados sintéticos de adenina son conocidos como sustancias que tienen ésta
actividad, pero su uso practico estd muy limitado en razén de su proceso de obtencion
ya que tienen escasa solubilidad en agua y la absorcion es limitada por la insuficiente
diseminacion hasta los érganos de la planta.

15



La accion fisiolégica de las citoquininas abarca procesos como el control del
crecimiento por division celular en callos y 6rganos, la induccion a la formacién de
capullos y flores, la estimulacion de la germinacion de las semillas, la finalizacién de la
fase de latencia en semillas, 6rganos de almacenamiento y yemas, el fomento de la

formacion de retofios y el retraso de los procesos de envejecimiento en plantas.

Cuando las concentraciones de las auxinas y las citoquininas se encuentran en niveles
apropiados, controla la diferenciacion celular y la masa de las células crece,
conservando un cumulo de células indiferenciadas llamado callo. Si se aumentan los
niveles de citoquininas, las yemas del brote se desarrollan a partir del callo; si se
aumenta la los niveles de auxina, se forman raices (Campbell & Reece, 2007).

2.2.1.3 Giberelinas. Las giberelinas (GAs) son hormonas de crecimiento diterpenoides
tetraciclicos. Se encuentran en las plantas en una gran cantidad, la mayoria son
bioldgicamente inactivas (Taiz & Zeiger, 2006). Las GAs estan involucradas en varios
procesos del desarrollo de las plantas como la induccion del crecimiento en altura,
desarrollo de inflorescencias y floracion, desarrollo de frutos y germinaciéon de semillas
(Jordan & Casaretto, 2006).

2.2.1.4 Acido abscisico. El 4cido abscisico (ABA) es un regulador de crecimiento el cual
su produccion esta directamente relacionada al estrés fisiolégico ocasionado por falta
de agua, salinidad del suelo, bajas o altas temperaturas; ayudando a la planta a
protegerse contra estos factores estimulando el cierre de los estomas o la produccién
de proteinas protectoras (Llorente, 2002). EI ABA juega un papel importante en el
desarrollo de la planta pues induce la sintesis de proteinas y lipidos de almacén en
semillas, tolerancia de semillas a la sequia y la inhibicion a la germinacion y el
crecimiento (Jordan & Casaretto, 2006). Este se obtiene de la base del ovario en frutos
(Raven et al., 1992).

16



2.2.1.5 Etileno. Es la Unica hormona vegetal gaseosa, pequefa y simple que provoca
respuestas en cantidades minimas, transportandose rapidamente en los tejidos por
difusion (Jorddn & Casaretto, 2006). Entre sus efectos fisiolégicos mas importantes
estan la expansion celular, la epinastia, quiebre de la dominancia en semillas,
induccion de floraciéon, la maduracién de frutos y la aceleracion de la senescencia y

caida de las hojas (Llorente, 2002).

2.3 ESPECIES CON POTENCIAL DE REGULADOR DE CRECIMIENTO VEGETAL

La estrategia para obtener un producto vegetal con propiedades de regulador de
crecimiento para ser utilizado en la propagaciéon in vitro, depende de lograr un sistema
que permita la seleccion de material en campo con excelentes condiciones
agronomicas Yy, posteriormente, desarrollar un protocolo de laboratorio para cada una
de sus fases para que sean facilmente reproducibles. En la practica algunas plantas
han sido utilizadas por el campesino para estimular el desarrollo de sus plantas
(Chamorro et al., 2007).

Se ha demostrado que la aplicacion de extractos provenientes de diferentes plantas
como la Aloe vera (sébila) y Zea mays L. (Maiz) tienen efectos como reguladores de
crecimiento sobre otras plantas en su desarrollo. En donde existen diversas formas de
aplicar estos extractos, las principales son por inmersién y aspersion, aunque, como

alternativa, también se puede aplicar al medio directamente.

2.3.1 Aloe vera (Sabila). Es una planta que pertenece a la familia de las liliaceas. Se
parece a un pequefio maguey. Es perenne, de rizoma largo. Se propaga por division de
las hojas. Y tiene un habito de crecimiento herbaceo alcanzando su madurez en cuatro
afios cuando sus hojas son cosechadas (Rodriguez, 2004). El analisis fotoquimico de
la sabila refleja que tienen aceites esenciales, alcaloides, glucésidos cardioténicos,
taninos, glucosa, proteinas y resinas (Aprocsal, 1994). De la sabila se emplean la raiz,

el tallo y las hojas. El gel de Aloe vera (L.) N.L. Burm., ha demostrado su eficacia en la
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sustitucion de reguladores sintéticos en medios de cultivos para el enraizamiento in
vitro de plantas medicinales y frutales en condiciones de campo, por lo cual podria

utilizarse para estos fines (Pérez-Alvarez et al., 2000).

2.3.2 Zea Mays (Maiz). Es una planta graminea anual originaria de América. Existen
diversas auxinas en plantas de maiz, tales como los Acidos Indolacético, Acido 2, 4-
Diclorofenoxiacético, Acido Indolbutirico, Acido Naftalenacético y 2,4, 5-
Triclorofenoxiacético. De éstas, la principal es el Acido Indolacético, el cual se
encuentra presente en diversas partes de la planta entre las que se mencionan los
granos. Asi mismo, la Zeatina es también una Citoquinina aislada de granos de maiz.
Otras hormonas reportadas en semillas de maiz en desarrollo, en reposo o en
germinacion han sido el Acido Abscisico, las Giberelinas y las Citocininas (Bucio,
2002).

2.3.3 Hibrido Elaeis oleifera x Elaeis guineensis (Palma de Aceite). Comunmente
llamada palma de aceite, es una especie del género Elaeis. Es una planta perenne,
alcanzando mas de 100 afios, pero bajo cultivo sélo llega hasta los 25 afios, que es
cuando alcanza los 12 m de altura. En estado natural llega a superar los 40 m. Este
hibrido presenta hojas mas largas que sus progenitores y guarda la disposicién de los
foliolos, altura y forma y color del fruto de Elaeis oleifera (Zambrano, 2004). Los frutos,
drupa, se agrupan en una frutescencia, cubiertos con un tejido ceroso llamado
exocarpio, una pulpa denominada mesocarpo y una estructura dura y redonda, en cuyo
interior se aloja una almendra, denominada endocarpio, que es la que protege el
embrién. Los frutos que produce E. guineensis son frutos normales, aunque a veces
produce frutos blancos caracterizados por no contener ni aceite, ni almendra. En
general este hibrido presenta caracteristicas intermedias entre las dos especies
(Bastidas et al., 2007). Konan et al. (2010) lograron conservar embriones somaticos de
palma aceitera por al menos 20 afios en medio desprovisto de reguladores de
crecimiento; lo que sugiere que estos embriones pueden contener una alta cantidad de

compuestos promotores de la sintesis te reguladores de crecimiento.
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2.3.4 Gerbera jamesonii (Margarita africana). Es una planta ornamental de la familia de
las Asteraceae. Las hojas tienen forma de roseta, son alargadas, de unos 40 cm, y
ligeramente hendidas en los bordes; del peciolo de algunas de ellas evolucionaran los
brotes florales, que van a desarrollar unos véastagos o peddnculos con una
inflorescencia terminal en capitulo. Olivella et al. (2001), determinaron y encontraron
altos niveles de Acido abscisico ABA, Acido indolacético AIA y Zeatina en hojas

jovenes y adultas, de plantas de Gerbera jamesonii cv Bolus, que en hojas maduras.

2.3.5 Kalanchoe pinnata (Hoja del Aire). Es una planta popular de la familia
Crassulaceae, utilizada en la medicina tradicional en muchas regiones célidas del
mundo, y particularmente en América del Sur. Esta es una planta suculenta que se
distingue por la profusion de diminutas plantulas que se forman en los margenes de sus
hojas, por lo cual se cree que puedan tener algun efecto de regulador de crecimiento,
este rasgo es comun entre los miembros de la seccién Bryophyllum del género
Kalanchoe. El jugo de sus hojas, al igual que el gel de Aloe vera, tiene diversos usos
medicinales como antiinflamatorio, antidiabética y antitumoral. Investigaciones
fitoquimicas previas de Kalanchoe pinnata llevaron al aislamiento de seis compuestos:
glut-5(6)-en 3-1, taraxerone, 3j -friedelanol, B -amyrin-3-acetate, 3, 5, 7, 3, 5 —
pentahydroxyflavonoe y S -sitosterol (Sharker et al., 2012). Se cree que la presencia de

estos polifenoles en el extracto de Kalanchoe pinnata pueden tener un efecto como
brasinoesteroides, ya que estos son polihidroxifenoles. Estos generan algunos
estimulos fisiol6gicos como la elongacion y divisién celular en segmentos de tallos que
promueven el crecimiento, estimulan el gravitropismo y aumentan la resistencia al

estrés.

2.4 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Conscientes del impacto que ha tenido el cultivo in vitro a nivel mundial, muchos
investigadores estan realizando estudios que conlleven a facilitar el manejo de esta

serie de métodos y técnicas que requiere en este tipo de cultivo, no solo para
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ajustarlas, sino para ofrecer alternativas en sus diferentes aplicaciones practicas como
la propagacion vegetativa, la produccion de plantas libres de virus y patégenos,
germinaciéon de semillas en menor tiempo, aplicacion de mejoras genéticas entre otros.
Su beneficio no se limita solo al conocimiento cientifico en el &rea biotecnoldgica, sino

gue tiene un gran impacto a nivel comercial, industrial y medicinal.

Como sabemos el cultivo in vitro es muy costoso, debido al equipo necesario para
realizarlo y el valor de los reactivos y nutrientes para preparar el medio de cultivo en el
cual se cultivard un explante asépticamente, el cual debe tener una composicion
guimicamente definida (Roca, 1991). Entre estos compuestos, que varian dependiendo
del medio que se quiere preparar, estan las fuentes de carbono, nutrimentos minerales,
vitaminas, un agente gelificante, reguladores de crecimiento y otros componentes. Los
reguladores de crecimiento son los componentes mas importantes a la hora de obtener
la respuesta que se desea de un explante, pero estos reguladores por lo general tienen
una limitante en su uso y es porque son muy costosos debido a que son productos de

importacion lo cual eleva el valor del producto.

Una parte importante dentro del estudio del cultivo in vitro, se encuentra en el ajuste y
estandarizacion de los diversos tipos de medios de cultivo para diferentes especies que
se quieren micropropagar. Investigadores como JO Garcia et al. (2005) sugieren que
esto se hace por medio del entendimiento de los requerimientos nutricionales en el
cultivo de células y tejidos. También aseguran que se puede utilizar un medio sencillo y
luego suplementarlo con diferentes nutrientes, para finalmente conseguir la formula
gue le brinde, a la planta cultivada in vitro, la mejor expresion de su capacidad
totipontente. Para lo cual las formas como se puede suplir los medios de cultivo es
agregando sustancias promotoras del crecimiento, algunas de composicién
completamente indefinida como: agua de coco, jugos de frutas y hortalizas (platano y
tomate), extractos de levaduras, malta y tubérculos de papa, endospermo liquido de
Zea mays y Caseina hidrolizada.
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Existe una larga lista de componentes que se han adicionado ocasionalmente a los
medios de cultivo, como fuente de nitrégeno reducido, factores de crecimiento,
carbohidratos, y otros. Por su parte, el gel de Aloe vera (L.) N.L. Burm., ha demostrado
su eficacia en la sustitucién de reguladores sintéticos en medios de cultivos para el
enraizamiento in vitro de plantas medicinales y frutales en condiciones de campo,
también, potencialmente por sus caracteristicas, podria ser utilizado para estos fines.
(Rodriguez & Hechevarria, 2006).

Jo Garcia et al. (2005) sefialan que se encontraron respuestas fisioldgicas en la fase de
enraizamiento en la micropropagacion del platano FIAH 18 en la Biofabrica de Pinar del
Rio, Cuba utilizando diferentes concentraciones de MS adicionando 20 y 40 mL/L del

extracto de Aloe vera.

Asi mismo en un estudio realizado por Rodriguez & Hechevarria (2004) basado en 10
tratamientos que correspondieron a extractos de plantas medicinales tales como
Salixhumboldtiana, Calendulaofficinalis, Ocimumbasilicum, Plecthranthusamboinicus,
Plantagolanceolata, Plantagomajor, Matricaria recutita y Corteza y raices de Aloe vera
y un tratamiento control con los reguladores de crecimiento tradicionales, para la
brotacion y enraizamiento, acorde a los requerimientos de cada especie. Se
encontraron efectos estimulantes del crecimiento en los extractos estudiados,
especificamente al gel de A. vera tuvo el mejor comportamiento, superior a los
reguladores usados tradicionalmente, en la formacién de raices demostrando la
presencia de actividad auxinica en el mismo. Rodriguez & Hechevarria (2004)
sugieren que esto podria deberse a que las plantas liberan al medio una cantidad
apreciable de compuestos biol6égicamente activos y algunos de ellos actian como
inhibidores o estimuladores de la germinacion de las semillas y afectan o benefician el
crecimiento de las plantas. Estas sustancias se denominan alelopaticas y su accion se

conoce como alelopatia o efectos alelopaticos.

Por otro lado Olivella et al. (2001) reportan la presencia de hormonas vegetales en

hojas jévenes de Gerbera jamesonii cv Bolus proponiendo dos métodos para la medida
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simultanea de compuestos tales como acido abscisico (ABA) y acido indolacético (AIA)
por un lado, y de zeatina con ribosido de zeatina (Z+ZR) por otro. No encontraron
diferencias significativas en los niveles de ABA y de AIA en hojas de diferente edad
pero si encontraron diferencias significativas en los niveles de Z + ZR entre hojas
jovenes (7 dias) por un lado, y hojas adultas (20 dias) y maduras (60 dias) por el otro;
siendo las hojas jovenes quienes presentaron una mayor cantidad de estos
compuestos. Estas variaciones pueden ser debidas a una alta absorcion endogena a
través del flujo xilemético, 0 a una mayor capacidad biosintética de las hojas jévenes
(Kotov & Kotova, 2000).

También se ha encontrado a lo largo de diversos estudios sobre el maiz la presencia
de hormonas vegetales en sus granos de tipo auxinico como citoquininico citados por
Bucio (2002), en su tesis doctoral sobre el efecto de los reguladores del crecimiento y
otros compuestos del maiz sobre el crecimiento, la diferenciacién y la sintesis de
micotoxinas en Aspergillus, buscando que con el uso de compuestos presentes en el
maiz se pueda controlar especies toxigénicas de Aspergillus, mostrando algun efecto
inhibitorio en su crecimiento, esporulacion o sintesis de aflotoxinas. En relacion la
presencia de compuestos del maiz que juegan un papel importante como reguladores

de crecimiento vegetal de tipo auxinico y citoquininico se menciona claramente que:

Las hormonas en las plantas son compuestos organicos distribuidos en
todas sus partes y que influyen sobre los procesos fisioldgicos a bajas
concentraciones (Davies, 1995). Al igual que en otros vegetales, existen
diversas auxinas en plantas de maiz, tales como los Acidos Indolacético,
2, 4-Diclorofenoxiacético, Indolbutirico, Naftalenacético y 2, 4, 5-
Triclorofenoxiacético (Felle et al., 1991; Wright et al., 1991). De éstas, la
principal es el Acido Indolacético (Bandurski et al, 1995), el cual se ha
encontrado presente en diversas partes de la planta entre las que se
mencionan los granos (Haagen-Smit et al., 1942). Asi mismo la Zeatina
es también una Citocinina aislada de granos de maiz (Letham, 1963;

Letham & Miller, 1965). Otras hormonas reportadas en semillas de maiz
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en desarrollo, en reposo o en germinacion han sido el Acido Abscisico,
las Giberelinas y las Citoquininas (Davies, 1995; Fong et al., 1983; Wright
et al., 1991).” (Como puede leerse en Bucio, 2002, p. 7)

Por ultimo y basados en el estudio realizado por Rodriguez & Hechevarria (2006)
podemos ver como, no solo se buscan alternativas a reguladores de crecimiento
sintéticos, sino que también se buscan alternativas para reemplazar varios de los
componentes del medio de cultivo, en este caso otra alternativa al agente gelificante
del medio de cultivo utilizando harina de sagu y Aloe vera.

Obteniendo resultados que demuestran que es posible la sustitucion total o parcial del
agar empleado tradicionalmente, por gel de A. vera y/o harina de sagu (Maranta
arundinacea L.). La harina de sagu es obtenida del rizoma de esta especie y puede ser
incluida como posible soporte sélido por el alto contenido de almidon (27,07 %) que
posee, una condicidon que favorece la solidificacion del medio. Se destaca que los
medios en el que se sustituyd parcial o totalmente el agar por gel de Aloe y/o harina de
sagu, no presentaron limitaciones por afectaciones producidas por contaminacion,
transparencia y solidificaciébn, tampoco se observaron problemas con la
desnaturalizacién al producirse su obligada esterilizacion. Este estudio coincide con el
resultado alcanzado por Fuentes et al. (1991), quienes sustituyeron parcialmente el
agar por polvo de rizoma de sagu en cultivo in vitro de OrthosiphonstamineusBlume (té

de rifidn) con buenos resultados.

De esta forma se puede contar con alternativas sostenibles al agente gelificante, que
no afecten las condiciones apropiadas del medio de cultivo para el 6ptimo crecimiento y
desarrollo de las plantas. Ademas, se tendria un alto beneficio econémico, pues el agar

requiere ser importado y tiene un alto precio en el mercado mundial.
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3. METODOLOGIA

En el Laboratorio de Proteccion de Plantas del grupo de investigacion en Genética y
Biotecnologia Vegetal y Microbiana de la Universidad del Tolima —GEBIUT, ubicado en
la Universidad del Tolima en Ibagué, Colombia, se realiz0 la investigacion de Extractos
vegetales aplicados a Saintpaulia ionantha (Violeta africana), seleccionada como
modelo experimental debido a que se ha mantenido su cultivo en el laboratorio y se
tiene toda la informacién de su fisiologia y desarrollo en cultivo in vitro y los protocolos
de establecimiento y multiplicacion de esta especie, asi como el Banco de

Germoplasma disponible para los ensayos.

Los segmentos nodales de esta planta fueron sometidos a la exposicion de extractos
vegetales, por medio de inmersion del explante en el extracto pre siembra en el medio
de cultivo Murashige y Skoog (MS) desprovisto de reguladores de crecimiento y por
adicion del extracto al medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) directamente. Los
extractos se tomaron de especies reportadas por sus contenidos de reguladores de
crecimiento, asi: Aloe vera (Extracto de gel de hoja), Kalanchoe pinnata (Extracto de
hoja), Zea mays (Extracto de cotileddn, epicaétilo e hipocotilo), Hibrido Elaeis oleifera x
Elaeis guineensis (Extracto de endospermo) y Gerbera jamesonii (Extracto de hoja).

Se evaluaron un total de 24 tratamientos, incluyendo los tratamientos control de ANA
(regulador de tipo auxinico) y BAP (regulador de tipo citoquininico) como se ve en la
tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Extracto Forma de Aplicacion Nivel
T1 Aloe vera Inmersion 10 min
T2 Aloe vera Inmersion 30 min
T3 Aloe vera Al medio 10% p/v
T4 Aloe vera Al medio 20% pl/v
T5 Kalanchoe pinnata Inmersion 10 min

24




Tratamiento Extracto Forma de Aplicacion Nivel
T6 Kalanchoe pinnata Inmersion 30 min
T7 Kalanchoe pinnata Al medio 10% p/v
T8 Kalanchoe pinnata Al medio 20% p/v
T9 Gerbera jamesonii Inmersién 10 min
T10 Gerbera jamesonii Inmersion 30 min
T11 Gerbera jamesonii Al medio 10% plv
T12 Gerbera jamesonii Al medio 20% pl/v
T13 Elaeis guineensis Inmersion 10 min
T14 Elaeis guineensis Inmersion 30 min
T15 Elaeis guineensis Al medio 10% p/v
T16 Elaeis guineensis Al medio 20% p/v
T17 Zea mays Inmersion 10 min
T18 Zea mays Inmersion 30 min
T19 Zea mays Al medio 10% plv
T20 Zea mays Al medio 20% pl/v
T21 CONTROL ANA Al medio 1mg/L-1
T22 CONTROL ANA Al medio 2mg/L-1
T23 CONTROL BAP Al medio 1mg/L-1
T24 CONTROL BAP Al medio 2mg/L-1

Para los tratamientos del extracto con aplicacién al medio se realizaron soluciones
porcentuales. Para el caso de extracto concentrado al 10% se tomaron 10 g o mL del
extracto y se afor6 a 100 mL y para extracto concentrado al 20% se tomaron 20 g o mL
del extracto y se afor6 a 200 mL. Cada una de estas soluciones se aplic6 como una sal
mas en la preparacion de medio Murashige y Skoog (MS), con 3 % (p/v) de sacarosa,
con pH de 5.8. Para los tratamientos de inmersion del explante en el extracto, éste se
prepar0 en una concentracion del 10%. Para todos los casos, tanto los extractos para
realizar la inmersion, como los medios con extracto, se sometieron a esterilizacion, en
autoclave a una atmésfera y 120°C durante 15 min. Es necesario aclarar que el mismo
dia que se realizaban los extractos, se preparaba el medio de cultivo con el extracto y

se esterilizaba junto con los extractos para inmersion de los explantes. Estos se
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conservaban bajo condiciones controladas a una T de 24°C (x2) y humedad relativa del
80% hasta su uso. Posteriormente en cabina de flujo laminar se realizé la siembra de
los segmentos nodales de Violeta africana (Saintpaulia ionantha) de 0,7 cm a 1 cm de
longitud, uno por frasco de cultivo, con cinco unidades experimentales por tratamiento y

tres réplicas.

La preparacion de los extractos se bas6 en un macerado para los tratamientos de Aloe
vera donde se utilizo el gel de hoja, del hibrido E. oleifera x E. guineensis, del cual se
utilizé el endospermo y de Zea mays, el cotiledon, epicotilo e hipocétilo. En otros casos
como en los tratamientos de Kalanchoe pinnata y Gerbera jamesonii se realiz6 una

infusion de las hojas jovenes.

3.1 PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO DEL GEL DE Aloe vera “SABILA”

Para la obtencion del extracto de Aloe vera se procedid con base en el método
empleado por Alvarez (1996), para lo cual se colectaron hojas de plantas de 1 a 2 afos
de edad. Su desinfeccion consistié en un lavado a chorro durante 5 minutos por cada
hoja, limpieza de toda la superficie con una solucién de NaCIlO al 1% y por altimo un
enjuague con agua destilada. Después se eliminan el apice, los margenes y la
epidermis o parte exterior utilizando solo el tejido esponjoso donde se encuentra el gel.
Este gel fue cortado en pequefias porciones, macerado y llevado a una centrifuga a 10
000 rpm, durante 30 minutos, eliminandose los restos insolubles y finalmente
obteniendo el sobrenadante el cual corresponde al extracto acuoso del gel de Aloe
vera “sabila”; pasado este tiempo fueron esterilizados y conservados a 4°C hasta su

uso.

3.2 PREPARACION DEL EXTRACTO DE Kalanchoe pinnata Y Gerbera jamesonii

El protocolo de desinfeccion seguido para la obtencion de extractos de hojas consistio
en: tomaron las hojas jévenes de la planta (Figura 1.), se realiz6 un lavado a chorro

durante 10 minutos, seguido de un lavado con tween 80 y 3 enjuagues con agua
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destilada y por ultimo limpieza de la superficie de las hojas con una soluciéon de NaClO
al 1%, como se ve en la Figura 2. Se secan con toallas de papel estéril. Se pesan las
hojas en cantidades de 10 g y 20 g para realizar la respectiva solucién. Luego se
colocan en infusion durante 30 minutos 10 g de hojas en 100 mL de agua destilada
hervida para el caso del extracto al 10% y los 20 g de hojas en los 200 mL agua
destilada hervida para el caso del extracto al 20; pasado este tiempo fueron filtrados,

esterilizados y conservados a 4°C hasta su uso.

Figura 1. Planta de Gerbera jamesonii (izquierda) y Kalanchoe pinnata (derecha)

Fuente: Autor

Figura 2. Limpieza de hojas jovenes de Gerbera jamesonii

Fuente: Autor
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3.3 PREPARACION DEL EXTRACTO DE ENDOSPERMO DE Zea mays L. “Maiz”

Los granos de maiz se ponen a germinar en una cama himeda previsto de luz solar
con previa desinfeccion con etanol al 70% por un minuto y tres enjuagues con agua
destilada estéril. Las semillas germinadas con una altura de 5 cm aproximadamente se
lavan con agua destilada, luego un enjuague con tween 80 durante 5 minutos, después
3 enjuagues con agua destilada, un lavado con alcohol al 70%, durante 5 minutos
seguido de 3 enjuagues con agua destilada y por ultimo lavado con NaClO al 3%. Se
extrae el cotiledon, epicaotilo e hipocotilo como se ve en la figura 3., estos se maceran
en agua destilada en una proporcion de 10 g por 100 mL de agua para el caso del
extracto al 10% y 20 g por 200 mL de agua para el caso del 20%, posteriormente se
filtran los extractos con papel filtro cualitativo, se esterilizan y se conservan a 4°C hasta

Su uso.

Figura 3. Cotiledon, epicaétilo e hipocétilo extraidas de semillas de Zea mays

Fuente: Autor

3.4 PREPARACION DEL EXTRACTO DE ENDOSPERMO DE HIBRIDO E. oleifera x
E. guineensis “PALMA DE ACEITE”

En condiciones de asepsia en el laboratorio, son despulpados los frutos del hibrido
interespecifico OxG Elaeis Oleifera (NOLI o Palma americana) X Elaeis guineensis
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(Palma Africana), retirandose todo el mesocarpo hasta obtener la semilla dentro del
cuesco o endocarpo, ésta se somete a desinfeccion que consiste en el lavado con
Tween 80, posteriormente se realizaran tres enjuagues con agua destilada estéril,
desinfeccion con etanol al 70% por cinco minutos, tres enjuagues con agua destilada
estéril, después una inmersién en Hipoclorito de sodio al 5.25% durante 10 minutos,
finalmente se realizan tres enjuagues con agua destilada estéril y se conservan a 4°C

hasta su uso

Para realizar el extracto se sacan las almendras rompiendo el cuesco (Figura 4.). Estas
se desinfectan con un enjuague de agua destilada, enjuague con tween 80 por 5
minutos, luego 3 enjuagues con agua destilada, un lavado con alcohol al 70% por 10
minutos seguido de 3 enjuagues con agua destilada y por ultimo un lavado con NaCIO
al 2% durante 5 minutos y tres enjuagues de agua destilada. Las almendras se
maceran en agua destilada estéril en una proporcién de 10 g por 100 mL y 20 g por 200
mL (Figura 5). En este extracto no se realiz6 filtracion, se dejaron los residuos con
intencion de conocer si se generaba una mejor respuesta de este como regulador de

crecimiento ya que podria ser un aporte nutricional extra al medio.

Figura 4. Almendras o endospermo extraido del cuesco o endocarpio del hibrido E.

oleifera x E. guineensis.

Fuente: Autor
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Figura 5. Macerado de las almendras del hibrido E. oleifera x E. guineensis

Fuente: Autor

3.5 VARIABLES EVALUADAS

De acuerdo a los objetivos del estudio las variables tenidas en cuenta para el efecto
como regulador de tipo auxinico son: numero de raices, altura del explante, produccion
de callo. Para el efecto de regulador tipo citoquininico son: numero de hojas y nimero

de brotes.

Las evaluaciones se realizaron a los 20, 30 y 60 dias a partir de las fechas de siembra
en el medio de cultivo y periodo de desarrollo 6ptimo en la especie estudiada
Saintpaulia ionantha (Violeta Africana).

El tiempo de estas evaluaciones se tomé con base en estudios realizados como el de

Rodriguez & Hechevarria (2004) donde se evaluaron las variables a los 25 a 30 dias

después de la siembra en el medio de cultivo.
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3.6 ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el calculo de medias
descriptivas (porcentajes, media y error estdndar). Se realizaron analisis de varianza
Kruskal-wallis (Version No paramétrica del ANOVA) para evaluar el efecto de los
tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal. Las diferencias entre las medias
de cada tratamiento fueron evaluadas mediante la prueba de comparacion mdultiple de
Tuckey con un nivel de significancia de p<0.05. El paquete estadistico que se utilizo fue
InfoStat version 2014 (Di Rienzo et al., 2014).

El disefio del trabajo experimental fue un disefio completamente al azar, el modelo

estadistico asociado al disefio es el siguiente:

Yo=pte; +s; .
i=1,2,3,...,t

j=1,2,3,..,n
Donde:

¥: Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento
# = Media general

Ty = Efecto del tratamiento i.

£ . 5 2
¥ = Error aleatorio, donde & ~ S
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EVALUACION DEL EFECTO CITOQUININICO

Al realizar el andlisis de varianza Kruskal-wallis (Versién no paramétrica del ANOVA),
para evaluar el efecto de los tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal de
tipo citoquininico, se encontrd diferencias significativas entre los tratamientos para las

variables numero de brotes y nimero de hojas.

El gel de Aloe vera presenta un marcado efecto alelopatico y es reconocido por su
accién estimulante en la mayoria de las especies e indices evaluados como lo reporta
Rodriguez & Hechevarria (2002). Esto refleja el resultado obtenido en los tratamientos
de Aloe vera ya que mostraron la mejor respuesta tanto citoquininica como auxinica en
todas las variables evaluadas. Los tratamientos T1 y T2 (donde se aplico el extracto por
inmersion de 10 min y 30 min al explante pre siembra en medio MS) generaron un
numero de hojas y numero de brotes mayor con relacion a los demas tratamientos; por
otro lado, presentando el menor numero de hojas y brotes estuvieron los tratamientos
T15 (aplicacion del extracto del hibrido E. oleifera x E. guineensis al medio al 10%) y

T19 (aplicacion del extracto de Zea mays al medio al 10%).

Los tratamientos que generaron un mayor numero de brotes fueron T1y T2 (Figura 7).
El tratamiento T1 obtuvo una media de 3,73 a los 20 dias, 6,53 a los 30 dias y 11,73 a
los 60 dias, se generaron de 4-12 brotes por explante en un periodo de tiempo de 60
dias. El tratamiento T2 obtuvo una media de 4,73 a los 20 dias, 6,13 a los 30 dias y
11,40 a los 60 dias, con 4-11 brotes por explante en un periodo de 60 dias. De
acuerdo a lo anterior el T1 mostrd un progreso ligeramente mayor a través del tiempo
gue el T2. En ambos tratamientos, T1y T2, el vigor de los brotes se mantuvo constante
y sus medias estuvieron muy cerca de las obtenidas por los tratamientos control T23 y
T24, los brotes se caracterizaron por presentar hojas grandes y brillantes con tallos
firmes y vigorosos, a diferencia de los demas tratamientos, como se aprecia en la figura

6.
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Tabla 2. Efecto de los tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal de tipo

citoquininico para la variable nimero de brotes a los 20, 30 y 60 dias de cultivo in vitro.

N° de brotes N° de brotes N° de brotes
Tratamiento 20 dias 30 dias 60 dias
(X£ES) (X£ES) (X£ES)
T1 3,73+1,44d,e,f 6,53+2,50d,e,f 11,73+7,08e,f
T2 4,73+3,06e,f 6,13+1,68e,f 11,40+4,39 f
T3 2,73+1,49b,c,d,e 5,07+2,02a,b,c,d,e,f 6,20+2,46a,b
T4 4,07+2,31d,e,f 6,80+2,34 f 8,3345,60b,c,d,e
T5 3,27+1,62d,e,f 4,18+2,09a,b,c,d 4,73+2,49a,b
T6 4,80+2,54 f 6,93+2,89%¢,f 9,40+4,36¢,d,e,f
T7 2,47+1,06b,c,d 3,33x1,40 a 4,33+2,13 a
T8 3,00+1,46¢,d,e,f 4,47+2,29a,b,c 6,60+3,72a,b
T9 2,47+2,10a,b,c,d 5,73+3,01c,d,e,f 9,00+2,42d,e,f
T10 1,47+1,41a,b 3,53+3,36 a 6,40+4,26a,b,c
T13 2,07+1,71a,b,c 4,07+1,75a,b,c 6,13+3,31a,b
T14 2,73+1,10b,c,d,e,f 5,45+1,37c,d,e,f 7,36+1,80b,c,d,e
T15 1,13+1,19 a 3,27+1,67 a 4,60+1,64 a
T16 1,71+0,91a,b 4,64+1,08a,b,c,d,e 6,43+2,65a,b
T17 3,38+1,77c,d,e,f 5,00+2,51a,b,c,d,e,f 12,13+3,56 f
T18 2,56+1,67a,b,c,d 3,22+2,39 a 8,00+4,92b,c,d,e,f
T19 2,29+0,76a,b,c,d 3,14+1,57 a 4,14+1,07 a
T21 CONTROL 2,67+1,72b,c,d 3,60+2,20a,b 6,73+3,03b,c,d
T22 CONTROL 2,87+1,92b,c,d 4,07+£2,99a,b,c 7,60+3,87b,c,d,e
T23 CONTROL 3,87+2,83c,d,e,f 6,13+4,17b,c,d,e,f 13,93+9,26d,e,f
T24 CONTROL 3,00+2,30b,c,d,e 3,40+2,82 a 13,3348,28e,f
Kruskal-wallis
(versiéon no
paramétrica del 00007 0.0007 00007
ANOVA

Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados
Valores de la media seguidos por letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos de acuerdo

a la prueba de Tuckey.
*Significancia a 0.05
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Figura 6. Respuesta generada en tratamiento T1 y T2 del extracto de Aloe vera

Fuente: Autor

A)T1: Extracto del gel de Aloe vera aplicado por inmersién del explante en el extracto presiembra durante

10 minutos. B)T2: Extracto del gel de Aloe vera aplicado por inmersion del explante en el extracto
presiembra durante 30 minutos.

Figura 7. Numero de brotes por tratamiento a los 20, 30 y 60 dias segun la Tabla 2.

14
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10

o N B O ®

B (X£ES) 20 dias
B (X£ES) 30 dias
I (X£ES) 60 dias

Fuente: Autor
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Los tratamientos que generaron mayor numero de hojas fueron T1, T2, T6 Y T17
(Figura 8.). EI T1 obtuvo una media de 4,80 a los 20 dias, 8,27 a los 30 diasy 12,80 a
los 60 dias, generando 5-13 hojas por explante en un periodo de tiempo de 60 dias. El
T2 obtuvo una media de 6,00 a los 20 dias, 7,13 a los 30 dias y 12,47 a los 60 dias,
con 5-12 hojas por explante en un periodo de tiempo de 60 dias. Al igual que en la
variable nimero de brotes, el T1 mostré un progreso ligeramente mayor y constante a
través del tiempo en la generacién de hojas que el T2. Ambos tratamientos T1 y T2,
mostraron un mayor niumero de hojas respecto a los demés tratamientos, seguido por
los tratamientos T6 y T17, pero para esta variable los tratamientos control T23 y T24,

presentan un namero de hojas superior a los demas tratamientos.

Tabla 3. Efecto de los tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal de tipo
citoquininico para la variable nimero de hojas a los 20, 30 y 60 dias de cultivo in vitro.

N° de hojas N° de hojas N° de hojas
Tratamiento 20 dias 30 dias 60 dias
(X£ES) (X£ES) (X£ES)

T1 4,80+1,52 f 8,27+3,51 d,e 12,80+7,94 e f.g

T2 6,00+3,82 f 7,13+1,77 c,d,e 12,47+4,37 f,g

T3 3,07+1,67 a,b,c,d,e 6,60+2,16 b,c,d,e 8,67+5,85 a,b,c,d

T4 4,53+2,29 d,e,f 9,93+4,08 e 10,67+3,54 d,e,f,g

T5 3,55+1,86 c,d,e,f 6,09+3,45 a,b,c,d 6,18+3,52 a,b

T6 5,47+3,14 e f 9,67+4,97 d,e 11,87+6,69 c,d,e,f,g

T7 2,87+1,19 a,b,c,d 4,27+2,22 a 6,20+3,47 a

T8 3,40+1,68 b,c,d,e 6,07+4,06 a,b,c 8,73+4,38 a,b,c,d,e

T9 2,93+2,34 a,b,c,d,e 6,27+3,03 b,c,d 10,20+2,70 d,e,f,g

T10 2,00+£1,89 a,b 4,67t4,73 a 7,4745,26 a,b,c

T13 3,13+2,42 a,b,c,d,e 4,93+£1,87 a,b 8,07+3,86 a,b,c,d,e

T14 3,64+1,21 c,d,ef 5,64+1,57 a,b,c,d 8,00+1,84 a,b,c,d,e

T15 1,73£1,58 a 3,53+1,64 a 5,87+£1,96 a

T16 2,29+1,38 a,b,c 5,21+1,05 a,b,c 7,57+£3,23 a,b,c

T17 4,25+2 49 d,e f 6,25+£3,54 a,b,c,d 13,63+4,00 f,g

T18 2,89+1,76 a,b,c,d 3,89+2,80 a 9,67+4,39 b,c,d,e,f,g
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T19 2,86+1,07 a,b,c,d,e 3,71+1,25 a 5,43+1,13 a

T21 CONTROL 3,13+2,13 a,b,c,d,e 4,00+2,20 a 8,47+3,80 a,b,c,d,e
T22 CONTROL 4,00+2,36 d,e f 4,67+3,27 a,b 9,80+4,90 b,c,d,e,f
T23 CONTROL 6,4715,26 e f 12,00+9,47 c,d,e 20,20+£13,52 f,g
T24 CONTROL 4,20+3,38 c,d,e,f 6,80+6,11 a,b,c,d 21,47+11,81 g

Kruskal-wallis
(versién no
o 0,000* 0,000* 0,000*
paramétrica del

ANOVA

Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados

Valores de la media seguidos por letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos de acuerdo
a la prueba de Tuckey.

*Significancia a 0.05

Figura 8. Numero de hojas por tratamiento a los 20, 30 y 60 dias segun la Tabla 3.

M (X£ES) 20 dias

1 (X£ES) 30 dias
(X£ES) 60 dias

Fuente: Autor
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Figura 9. Respuesta generada por T6, extracto Kalanchoe pinnata

Fuente: Autor

Por otro lado, el tratamiento T6 correspondiente al extracto de Kalanchoe pinnata
aplicado por inmersién al explante por 30 min pre siembra, presenté un promedio alto
cercano a los promedios de las variables nimeros de hojas y brotes de los tratamientos
de Aloe vera T1 y T2 a través del tiempo. De acuerdo al niumero de hojas, a los 20 dias
se obtuvo una media de 5,47, a los 30 dias de 9,67 y a los 60 dias de 11,87 generando
5-12 hojas por explante en un periodo de tiempo de 60 dias tal como enlos T1y T2. En
cuanto al numero de brotes, el T6 obtuvo una media de 4,80 a los 20 dias, 6,80 a los
30 dias y 9,40 a los 60 dias, generando 5- 9 brotes por explante en un periodo de
tiempo de 60 dias (Figura 7.). Se cree que la presencia de polifenoles en el extracto de
Kalanchoe pinnata (Sharker et al., 2012), pueden tener un efecto como
brasinoesteroides, ya que estos son polihidroxifenoles. Estos generan algunos
estimulos fisioldgicos como la elongacién y division celular en segmentos de tallos que
promueven el crecimiento, estimulan el gravitropismo y aumentan la resistencia al
estrés. De esta forma la respuesta del Kalanchoe pinnata como regulador de
crecimiento de tipo citoquininico, podria deberse principalmente a este tipo de

compuestos presentes en sus hojas.
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El tratamiento T17, que corresponde al extracto de Zea mays también mostrd
diferencias significativas respecto a las demas medias de los otros tratamientos con
respecto a las variables nimero de hojas y nimero de brotes. Este tratamiento obtuvo
una media de 4,25 a los 20 dias, 6,25 a los 30 dias y 13,63 a los 60 dias es decir, de 4-
14 hojas por explante, en un periodo de tiempo de 60 dias (Figura 8.). Estas medias
muestran un aumento progresivo en el desarrollo y produccion hojas asi como en el
namero de brotes puesto que a los 20 dias presentd una media de 3,38, a los 30 dias
de 5,00 y a los 60 dias 12,13, generando de 3-12 brotes por explante en un periodo de
tiempo de 60 dias y siendo éstos de buen vigor para todos los tiempos. Estos
resultados como regulador de crecimiento de tipo citoquininico son atribuidos
principalmente a la citoquinina, Zeatina que es también un aislado de semillas de maiz

en desarrollo, en reposo o en germinacién como lo reporta Bucio (2002).

Figura 10. Respuesta generada por T17 del extracto Zea mays

Fuente: Autor
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4.2 EVALUACION DEL EFECTO AUXINICO

Al realizar el andlisis de varianza Kruskal-wallis (Versibn No paramétrica del Anova),
para evaluar el efecto de los tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal de
tipo auxinico, se encontrd diferencias significativas entre los tratamientos para las
variables nimero de raices y altura. Por otro lado se realiz6 la prueba de chi-Cuadrado

para evaluar las diferencias de produccion de callo.

La mayor produccion de raices estuvo representada por los tratamientos T1 Aloe vera
10 min, T2 Aloe vera 30 min, T9 Gerbera jamesonii 10 min y T17 Zea mays 10 min
(Figura 11). El tratamiento T1, presenté una media de 1,40 a los 20 dias, 5,07 a los 30
dias y de 7,20 a los 60 dias, generando de 1- 7 raices por explante y mostrando un
aumento progresivo a través del tiempo. Un comportamiento muy parecido mostro el T2
ya que se obtuvieron unas medias de 2,20 a los 20 dias, 4,93 a los 30 dias y 7,33 a los
60 dias, generando de 2- 7 raices por explante. Los tratamientos de Aloe vera T1y T2
no mostraron diferencias significativas entre ellos en la generacion de raices, esto
demuestra que el extracto de Aloe vera sigue teniendo una accion estimulante no solo

citoquininico sino también auxinico.

El tratamiento 17 correspondiente al extracto Zea Mays aplicado por inmersién al
explante durante 10 min present6 una diferencia significativa con respecto a las medias
de los otros tratamientos en las variables nimero de raices y altura. De acuerdo al
namero de raices, obtuvo una media de 0,75 a los 20 dias, 2,38 a los 30 dias y 5,27 a
los 60 dias generando en promedio de 1- 5 raices por explante en un periodo de tiempo
de 60 dias (Figura 11). Esta respuesta podria explicarse debido a la presencia de
diversas auxinas en plantas de maiz, principalmente el Acido Indol acético presentes
en sus semillas (Bucio, 2002). En cuanto a la altura de las plantas sus medias no
mostraron un aumento progresivo y por tanto no existieron diferencias significativas con

respecto a las medias del resto de tratamientos (Figura 12).
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Tabla 4. Efecto de los tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal de tipo

auxinico para la variable nUmero de raices a los 20, 30 y 60 dias de cultivo in vitro.

N° de raices N° de raices N° de raices
Tratamiento 20 dias 30 dias 60 dias
(X£ES) (X£ES) (X£ES)
T1 1,40+1,64c,d,e 5,07+2,76 i 7,20+2,70 |
T2 2,20+2,01 e 4,93+1,98 i 7,3313,42i,j
T3 1,33+1,45¢,d,e 3,87+2,03g,h,i 4,60+2,87e,f,g,h,i,j
T4 1,47+1,68c,d,e 4,07+2,02h,i 5,47+2,13g,h,i,j
T5 1,55+2,07b,c,d,e 2,09+2,39b,c,d,e,f 3,18+3,25b,c,d,e,f
T6 1,60+1,59d,e 3,13+1,85f,g,h,i 4,47+2,56e,f,g,h,i
T7 1,53+1,30d,e 2,00+1,31c,d,e,f,g 3,00+2,17b,c,d,e,f
T8 0,73+0,88a,b,c,d,e 1,33+1,29b,c,d,e 3,20£2,01b,c,d,ef,g
T9 0,93+1,39a,b,c,d,e 2,73+2,05d,e,f,g,h,i 6,67+3,77h,i,]
T10 0,40+1,06a,b 1,60+1,96b,c,d,e,f 2,67+2,74b,c,d,e
T13 0,40+0,74a,b,c 1,47+1,46b,c,d,e,f 2,93+2,49b,c,d,e
T14 1,36+1,36¢,d,e 2,73+1,42e,f,g,h,i 5,27+1,79f,9,h,i,]
T15 0,40+1,06a,b 0,67+1,18a,b 1,80+1,82a,b,c
T16 0,57+0,76a,b,c,d 1,21+1,37b,c,d 2,07+1,69a,b,c,d
T17 0,75+0,71a,b,c,d,e 2,38+2,13c,d,e,f,g,h 6,00£2,51g,h,i,j
T18 0,78+1,09a,b,c,d,e 1,44+1,74b,c,d,e f 3,89+4,65b,c,d,e,f,g
T19 1,71+0,76 e 2,294+1,50c,d,e f,g,h,i 3,29+2,43b,c,d,e,f,g,h
T21 CONTROL | 1,60£2,10b,c,d,e 2,27+2,63b,c,d,e,f 4,00+3,32c,d,e,f,g,h
T22 CONTROL | 0,87+1,81a,b,c,d 1,07+1,83a,b,c 4,47+3,58d,e,f,g,h
T23 CONTROL | 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 1,40+1,88a,b
T24 CONTROL | 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 0,40+1,06 a
Kruskal-wallis
(versiéon no
paramétrica del 00007 00007 0.0007
ANOVA

Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados

Valores de la media seguidos por letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos de acuerdo
a la prueba de Tuckey.

*Significancia a 0.05
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Figura 11. Numero de raices por tratamiento a los 20, 30 y 60 dias segun la Tabla 4.

M (X£ES) 20 dias

T .

m (X£ES) 30 dias ratamientog
(X£ES) 60 dias

Fuente: Autor

Para la variable altura (cm), los tratamientos que presentaron mejor respuesta fueron
T1, T2y T9. El tratamiento T1, presentd una media de 1,00 cm a los 20 dias, 1,07 cm a
los 30 dias y de 1,24 cm a los 60 dias, desarrollando en promedio una altura de 1,10
centimetros por explante en un periodo de tiempo de 60 dias. El T2 obtuvo unas
medias de 0,96 cm a los 20 dias, 1,07 cm a los 30 dias y 1,38 cm a los 60 dias,
desarrollando en promedio una altura de 1,14 centimetros por explante en un periodo
de 60 dias. Como se observa en la figura 12. Las medias de los tratamientos T1y T2
son las mas altas respecto a la altura, respecto a los demas tratamientos incluyendo los

tratamientos control T21y T22.
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Tabla 5. Efecto de los tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal de tipo

auxinico para la variable Altura (cm) a los 20, 30 y 60 dias de cultivo in vitro.

Altura (cm) Altura (cm) Altura (cm)
Tratamiento 20 dias 30 dias 60 dias
(X£ES) (X£ES) (X£ES)
T1 1,00+£0,15 e 1,07+0,11 f 1,24+0,22g,h
T2 0,96+0,16d,e 1,07+0,15ef 1,38+0,24 h
T3 0,78+0,10 a 0,81+0,11 a 0,83+0,11 a
T4 0,81+0,10a,b 0,83+0,10a,b 0,87+0,13a,b,c
T5 0,83+0,13a,b,c 0,84£0,12a,b 0,85+0,11a,b
T6 0,88+0,12b,c,d,e 1,04+0,14d e f 1,09+0,12f,g
T7 0,91+0,13b,c,d,e 0,95+0,14b,c,d,e 0,99+0,14c,d,e,f
T8 0,97+0,16d,e 0,99+0,14c,d,e,f 1,07+0,11f,g
T9 0,94+0,12d,e 0,97+0,12c,d,e,f 1,09+0,17f,g
T10 0,85+0,11a,b,c,d 0,90+0,10a,b,c 1,09+0,24e,f,g
T13 0,93+0,17c,d,e 0,95+0,14c,d,e,f 0,99+0,15c,d,e,f
T14 0,82+0,09a,b,c 0,89+0,08a,b,c 1,03+0,14d,e f
T15 0,86+0,11a,b,c,d 0,89+0,12a,b,c 0,93+0,11a,b,c,d,e
T16 0,82+0,12a,b,c 0,85+0,16a,b 0,91+0,15a,b,c,d
T17 0,84+0,09a,b,c,d 0,90+0,08a,b,c,d 1,05+0,19d,e,f,g
T18 0,87+0,13a,b,c,d,e 0,88+0,14a,b,c 0,99+0,23a,b,c,d,e,f
T19 0,90+0,10b,c,d,e 0,94+0,11b,c,d,e,f 0,96+0,10a,b,c,d,e,f
T21 CONTROL 0,82+0,11a,b,c 0,89+0,17a,b,c 0,91+0,16a,b,c,d
T22 CONTROL 0,87+0,16a,b,c,d,e 0,93+0,21a,b,c,d 0,95+0,26a,b,c,d
T23 CONTROL 0,93+0,18b,c,d,e 0,95+0,18b,c,d,e 1,01+0,25b,c,d,e,f
T24 CONTROL 0,87+0,20a,b,c,d 0,91+0,23a,b,c 0,89+0,17a,b,c,d

Kruskal-wallis
(versiéon no
paramétrica del
ANOVA

0,000*

0,000*

0,000*

Valor de p<0.05 indica que hubo diferencias significativas entre los grupos comparados

Valores de la media seguidos por letras diferentes indican diferencias entre los tratamientos de acuerdo

a la prueba de Tuckey.
*Significancia a 0.05
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Figura 12. Altura (cm) por tratamiento a los 20, 30 y 60 dias segun la Tabla 5.
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Fuente: Autor

Finalmente, el tratamiento T9 inmersion en el extracto de Gerbera jamesonii por 10
minutos, también generd un buen progreso en la produccién del nimero de raices a
través del tiempo. Se obtuvo una media de 0,78 raices a los 20 dias pero avanz6
drasticamente a 2,73 a los 30 dias y 6,67 a los 60 dias, generando de 1- 7 raices por
explante en un periodo de tiempo de 60 dias (Figura 9). Con respecto a la altura de las
plantas, a los 20 dias obtuvo una media de 0,94 cm, a los 30 dias de 0,97 cm y a los 60
dias 1,09 cm; lo que indica que su progreso en el tiempo se mantuvo constante.
Olivella et al. (2001), encontraron altos niveles de Acido abscisico (ABA), Acido indol
acético (AlA) y Zeatina en hojas jovenes y adultas de plantas de Gerbera jamesonii cv
Bolus lo que evidencia que los resultados obtenidos como regulador de crecimiento de
tipo auxinico en este tratamiento coinciden con la presencia de estas sustancias en el

extracto de sus hojas lo que posiblemente incidié en este tratamiento.
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Todos los tratamientos del hibrido E. oleifera x E. guineensis obtuvieron medias que
no mostraron un aumento progresivo a través del tiempo y por tanto no existieron
diferencias significativas con respecto a las medias del resto de tratamientos; por
consiguiente los tratamientos del hibrido E. oleifera x E. guineensis T13, T14, T15y
T16, no representan una fuente importante como regulador de tipo auxinico ni
citoquininico. A pesar que los tratamientos en los cuales se aplicé el extracto al medio,
en proporcion de 10% y 20%, fueron debidamente esterilizados, los tratamientos T15 y
T16 de inmersion del explante en el extracto 10 y 20 minutos, presentaron una alta tasa
de colonias de bacterias color naranja como vemos en la Figura 14, identificada como

cocos Gram negativos. Estos se desarrollaron a los 30 dias de la siembra.

Figura 13. Respuesta generada por T9 del extracto Gerbera jamesonii

Fuente: Autor
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Figura 14. Bacteria presente en segmentos nodales de Violeta africana en tratamientos
T15y T16 del extracto del hibrido E. oleifera x E. guineensis

Fuente: Autor

Los tratamientos de Gerbera jamesonii T11y T12, en los cuales el extracto se aplico
al medio en una concentracion del 10% y 20%, respectivamente, los explantes
presentaron oxidacion a los 8 dias después de la siembra, lo que impidi6 la
observacion de una respuesta evaluable (Figura 11). Para el caso del tratamiento T20
de Zea mays donde el extracto se aplicé al medio en una concentracién del 20%, se
presentd igualmente oxidacion y contaminacioén de los explantes, razon por la cual se
perdi6 todo el material vegetal sembrado en esos medios. Al repetir el montaje de estos
tratamientos, nuevamente bajo las mismas condiciones de asepsia y al sembrar en

medio estéril, los explantes solo se oxidaron y no mostraron respuesta alguna.
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Figura 15. Oxidacion en los tratamientos T11y T12 del extracto Gerbera jamesonii

Fuente: Autor

En cuanto a la producciéon de callo, evaluada por su presencia o ausencia en cada
explante, se realizd6 una prueba de Chi cuadrado que muestra el porcentaje dentro del
periodo de tiempo de 60 dias (Figura 16).

Los Unicos tratamientos que generaron callo fueron T3 y T4 del extracto Aloe vera
afiadido en el medio de cultivo y los T5, T6, T7 y T8 del extracto de Kalanchoe pinnata,
junto con los tratamientos control T21, T22, T23 y T24. El T3 mostré un porcentaje de
6,66% a los 20 dias, 26,6% a los 30 dias y 33,3% a los 60 dias progresivo y constante
a través del tiempo a diferencia del T4 que solo gener6 6,66% de callo a los 30 dias y
26,6% a los 60 dias.

Los tratamientos T5, T6, T7 y T8 no generaron callo a los 20 dias ni a los 30 dias sino
alrededor a los 60 dias, mostrando una produccion de callo del 9,1% en el T5, 26,6%
enel T6, 6,66% enel T7y 6,66% en el T8.

Por su parte todos los tratamientos control generaron callo dentro del periodo de tiempo

de 60 dias y de alguna manera constante y progresiva.
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Tabla 6. Efecto de los tratamientos como reguladores de crecimiento vegetal de tipo

auxinico para la variable Produccion de callo a los 20, 30 y 60 dias de cultivo in vitro.

Tratamiento Presencia callo 20 | Presencia callo 30 | Presencia callo 60
dias dias dias

1 0% 0% 0%

2 0% 0% 0%

3 6,66% 26,60% 33,30%
4 0% 6,66% 26,60%
5 0% 0% 9,10%
6 0% 0% 26,60%
7 0% 0% 6,66%
8 0% 0% 6,66%
9 0% 0% 0%

10 0% 0% 0%

13 0% 0% 0%

14 0% 0% 0%

15 0% 0% 0%

16 0% 0% 0%

17 0% 0% 0%

18 0% 0% 0%

19 0% 0% 0%

21 0% 13,30% 26,70%
22 0% 0% 33,30%
23 0% 53,30% 93,30%
24 0% 26,70% 86,70%

Prueba de Chi cuadrado que muestra el porcentaje dentro del periodo de 60 dias
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Figura 16. Porcentaje de presencia de callo en los tratamientos a los 20, 30 y 60 dias
segun la Tabla 6.

100%
80%
60%
40%
20%

0%
= p

(AL 4

. , —
B Presencia callo 20 dias

M Presencia callo 30 dias
I Presencia callo 60 dias

Fuente: Autor
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5. CONCLUSIONES

La mejor forma de aplicacion para todos los tratamientos, fue inmersion del
explante en el extracto pre siembra en el medio de cultivo (MS), durante 10

minutos y 30 minutos.

Los resultados obtenidos en las variables evaluadas: nimero de brotes, numero de
hojas, niumero de raices, altura (cm) y produccion de callo (%), permiten proponer
la utilizacion de extractos vegetales Aloe vera, Zea mays, Gerbera jamesonii y
Kalanchoe pinnata como alternativa del uso de reguladores de crecimiento de tipo

auxinico y citoquininico comerciales.

Los extractos de Aloe vera y Zea mays pueden usarse como reguladores de
crecimiento de tipo auxinico y citoquininico ya que presentan buena generacion de
hojas, brotes, raices, altura y callo, importate en el desarrollo de cualquier especie

en cultivo in vitro.

El extracto de Gerbera jamesonii puede usarse como regulador de tipo auxinico ya

gue presenta buen desempefio en la generacion de raices y altura (cm).

El extracto de Kalanchoe pinnata puede usarse como regulador de crecimiento de
tipo citoquininico pues genera gran numero de hojas y brotes, demostrando su
efecto y su posible actividad brasinoesteroide.

El extracto del hibrido interespecifico OxG (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), no
representa una fuente significativa de regulador de crecimiento auxinico ni
citoquininico ya que su desempefio en la generacion de hojas, brotes, raices, altura
y callo no fue alto pero debido a su constancia a través del tiempo podria ser
utilizado como alternativa a regulador de crecimiento vegetal en caso de no contar
con alguno de los extractos antes mencionados.

49



En general todos los extractos evaluados presentaron algun tipo de actividad como
regulador de crecimiento y podrian utilizarse en caso de no contar con los

reguladores de crecimiento comerciales.
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RECOMENDACIONES

Es necesario implementar en los procesos de obtenciobn de extractos la
utilizacion de filtros milipore de 0.45 micras que garanticen una asepsia de los

mismos.

Realizar ensayos de aclimatizacion de plantas de Saintpaulia ionantha (violeta
africana) obtenidas por cultivo in vitro en medios enriquecidos con extractos
vegetales de Aloe vera, Zea mays y Kalanchoe pinnata como regulador de

crecimiento.

Realizar ensayos con otras especies diferentes a Saintpaulia ionantha donde se

apliguen los extractos utilizados para determinar la efectividad de los mismos.
Aplicar pruebas de separacion y purificacion cromatograficas a los extractos del

hibrido E. oleifera x E. guineensis, Zea mays y Gerbera jamesonii para aislar los

compuestos presentes en estos.
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