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RESUMEN

Para obtener plantas estables y de calidad para cultivos agricolas, es necesario establecer un
protocolo de micropropagacion que asegure estas caracteristicas para que el agricultor pueda
confiar en su cosecha, por ello la importancia de este método radica en las caracteristicas de sus
productos, en este trabajo se realizd la evaluacion de parametros en las etapas de
micropropagacion de Eryngium maritimum obtenida en la floricola FLOWER VILLAGE CIA.
LTDA, se evalud tres tratamientos de desinfeccidn con hipoclorito de sodio, dos tratamientos de
introduccidn con variacion en la concentracion de Bencilamino purina (BAP), tres tratamientos
de multiplicacién variando la concentracion de medio Murashige y Skoog (MS) y tres
tratamientos de enraizamiento variando la concentracion de Acido 1-naftalenacético (ANA) y
Acido Indol-3-Butirico (AIB), estas Gltimas siendo hormonas de crecimiento vegetal, en cada
etapa se eligié al tratamiento que dio el mejor rendimiento de obtencién de brotes mediante

analisis de varianza y medias marginales.

Obtenido las formulaciones del medio en cada etapa se realizd un protocolo para la
micropropagacion, a pesar de mantener la asepsia y el control en cada etapa se obtuvo
vitrificacién en la multiplicacion por lo que se redujo gran parte de los individuos que iniciaron
en el proceso, pero se logro obtener organismos viables y libres de contaminacion que pueden
ser utilizados para aclimatacion y siembra en campo, para asi generar plantaciones de esta planta
ornamental y expandir su produccion y exportacion , ademas se abre el campo para estudios
similares con otras especies vegetales y darle valor agregado a las plantas autoctonas

ecuatorianas

Palabras claves: Biotecnologia vegetal, cultivo in vitro, micropropagacion, hormonas de

crecimiento vegetal, propagacion clonal, brotes, microorganismos viables, LePlant.
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ABSTRACT

To obtain stable and quality plants for agricultural crops, it is necessary to establish a
micropropagation protocol that ensures these characteristics so that the farmer can trust his
harvest, so the importance of this method lies in the characteristics of its products. In this work
the evaluation of parameters was carried out in the micropropagation stages of Erygium
maritimum obtained in the floriculture FLOWER VILLAGE CIA. LTDA, the evaluation
consisted in three disinfection treatments with sodium hypochlorite, two introductory treatments
with variation in the concentration of benzylaminopurine, three multiplication treatments varying
the concentration of the Murashige & Skoog medium (MS) and three rooting treatments varying
the concentration of indole butyric acid and naphthalene acetic acid, this was plant growth
hormones, in each stage the treatment that gave the best performance in obtaining shoots was

chosen through analysis of variance and marginal means.

Once the formulations of the medium were obtained in each stage, a micropropagation protocol
was written, despite maintaining asepsis and control in each stage, vitrification was obtained in
the multiplication, which is why a large part of the individuals who started in the process. But it
was possible to obtain viable and contamination-free organisms that can be used for
acclimatization and planting in the field, in order to generate plantations of this ornamental plant
and expand its production and export, in addition, the field is open for similar studies with other
plant species and to give added value to the native Ecuadorian plants.

Keywords: Plant biotechnology, in vitro culture, micropropagation, plant growth hormones,

clonal propagation, sprouts, viable microorganisms, LePlant.
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CAPITULO I
1. MARCO TEORICO
1.1. Generalidades

La especie Eryngium maritimum fue descrita por Carlos Linneo y publicada en
Species Platarum. Es un género de planta herbacea perene de familia Apiaceae
originaria de la region entre Europa del Sur hasta Asia del Oeste, se conoce también

como cardo marino, ya que crece cerca a las playas.

El mejor terreno donde se desarrolla, debe tener un pH acido, neutro o alcalino,
pudiendo soportar terrenos con pocos nutrientes, prefiriendo texturas arenosas,

siendo su hébitat original las dunas primarias y secundarias.

Prefieren terrenos secos o himedos, y requieren mucha luz y temperaturas calidas,
(Khoshbakht, Hammer, & Pistrick, 2007).

1.2. Descripcidn botéanica

Sus caracteristicas principales son su raiz principal gruesa y sus tallos que pueden
alcanzar hasta un metro de altura, estos son solitarios, extendidos mientras sus

ramas son orientadas hacia arriba.

Sus flores tienen un tono azulado y forman una copa frondosa, con hojas radicales
numerosas del tipo herbécea o ligeramente coriacea, estas son blandas y tienen un
marchitamiento temprano, su morfologia lo componen peciolos largos y laminas

con base cordada o redondeada.

Las ldminas de las hojas tienen entre 4 a 6 cm de largo y 3 a 4 cm de ancho, son
ovaladas, enteras o trilobuladas, con I6bulos oblongos (Khoshbakht, Hammer, &
Pistrick, 2007).

El periodo de florecimiento es entre julio y octubre de cada afio.
1



1.3. Importancia de la especie

Esta especie es conocida desde hace miles de afios, en los cuales hasta historiadores
como Plinio el Viejo o Dioscorides (Naturalis Historia, 1855) ya la habian

nombrado en sus tratados, debido a sus propiedades.

Su principal uso es para tratar problemas de la piel, originados por picaduras de
insectos, irritacion, inflamaciones, forinculos, ya que evita infecciones y reduce las
molestias ocasionadas, (Morales, 2012), pudiendo reducir los problemas

ocasionados por hemorroides con el uso continuo de la planta.
Su flor es apreciada para arreglos florales y ornamentos en general.

La totalidad de la planta es utilizada, desde la raiz, el tallo, las hojas hasta las flores
como desinfectante, diaforética, antiveneno y aperitivo. Con todas las propiedades
que tiene esta planta es indispensable su preservacion y expansion en los territorios

de la cual es autoctona, (Rojas & Usubillaga, 2004)
1.4.  Cultivo in vitro

Se denomina Cultivo in vitro al conjunto de técnicas que permiten crecer un
organismo en condiciones artificiales generalmente en materiales de laboratorio
como recipientes de vidrios, con el suministro y control de los parametros como
nutrientes, patdgenos, coadyuvantes, hormonas, pH, salinidad, temperatura que

requieren para desarrollarse (Carhuaricra & Oliveira, 2012).

Las plantas aprovechan este tipo de cultivo para generar individuos de alta
productividad y baja contaminacion, ademas que facilita su propagacion ya que con
estos métodos la multiplicacioén y crecimiento es rapido y seguro (Jimenez &
Agramonte, 2013).

Los tejidos vegetales tienen la ventaja de que son totipotentes, es decir pueden
generar una planta completa a partir de una célula ya que pueden generar todos los

tejidos al contar con la memoria genética necesaria para ello, por lo mencionado



anteriormente la obtencion de tejidos vegetales por este método es tan usado hoy
en dia (Calva & Pérez, 2005).

La totipotencia se aprovecha para generar brotes que son clones de una misma
planta madre, la cual con los distintos subcultivos se aisla aquella que tiene las
mejores condiciones, es la técnica mas usada en laboratorios de aseguramiento de

calidad en cultivos por la gran estabilidad genética que se logra.
1.5. Micropropagacién

La técnica de obtener plantas de cultivos in vitro se conoce como micropropagacion
0 propagacién clonal en la que se utiliza un explante de una planta progenitora la
cual debe tener caracteristicas ideales para el cultivo o resistencia a agentes externos
y asi las plantas hijas conservaran estas caracteristicas, ya que se consideran clones
de la primera, este proceso es totalmente asexual y controlado, por lo que se hace
en medios artificiales y requiere una Ultima etapa de aclimatacion. (Gisbert & Picd,
2017).

Existen dos tipos de micropropagacion segun el producto obtenido, las cuales son:
e Embriogénesis somatica
e Organogénesis
1.5.1. Embriogénesis somatica

En este proceso se obtiene un embridn, pero no es necesario fertilizar los gametos
de la planta ya que se da de manera asexual. La embriogénesis somatica tiene
diversas ventajas entre ellas producir cantidades industriales de cultivos y semillas

especiales. Puede ser directa e indirecta.

El producto final es una semilla viable, permite almacenarla por mayor tiempo y no

es necesaria su inmediata siembra en tierra (Vences, 2016).



1.5.2. Organogénesis

El producto final son tallos, raices o plantas completas a partir de una yema, esta se

obtiene por explantes de una planta madre desarrollada.

Para obtener plantas por este método se debe seguir un procedimiento que consta

de las siguientes etapas:

Eleccion y acondicionamiento de la planta madre. - se descarta plantas con
enfermedades o bajos rendimientos, y a la planta elegida se desinfecta de

cualquier contaminante que pueda tener en su superficie.

Introduccion de meristemos. - se elige el tejido que se va a inocular, que puede
ser semillas o yemas, estas se hacen germinar en el medio de cultivo

seleccionado para obtener nuevos tejidos vegetales.

Multiplicacion de los brotes. - las plantas que se originaron en las fases anteriores
van a dar hojas y en su base tendran yemas, estas se cortan y se siembran para
iniciar de nuevo el ciclo, de esta manera se repite aumentando el nimero de

individuos.

Enraizamiento. - se coloca a las plantulas en medios de cultivos con auxinas

hasta que generen raices, indicando que pueden ser trasplantados en tierra.

Aclimatacion y trasplante. — si bien en la fase anterior ya se obtienen plantas que
pueden desarrollarse en tierra, estas pueden sufrir frente a las condiciones reales
en campo, por ello antes de hacer este cambio se necesita adecuarlas humedad,
temperatura, cantidad de luz y caracteristicas del suelo en las que tendra que
crecer. Luego son sembradas en campo y siguen su ciclo de vida normal (Olmos,
Echenique, & Rubinstein, 2010).

1.6. Medios de Cultivo

Son soluciones o geles que se formulan para que organismos se puedan desarrollar

en ellos, tanto en su superficie como en su interior. En estos medios son
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incorporados carbohidratos, vitaminas, sales, minerales, inhibidores, variacion de
nutrientes y compuestos quimicos para regular las condiciones como pH, salinidad,

etc., para que el organismo se adapte y crezca de la mejor manera.

Las plantas requieren medios sencillos para desarrollarse debido a su metabolismo
que pueden usar compuestos simples y producir mas complejos, por ello para
plantas in vitro se puede usar cualquier formulacion que se adapte con el tejido a
trabajar, no contando con una formulacion especifica, ademas se puede ir variando
las condiciones (pH, salinidad, nutrientes) segln se requiera para tener en cuenta
su mayor produccion o se adapte facilmente al entorno real al que se las va a
trasplantar (Rodriguez, S, & Torres, 2004).

Para las formulaciones se requiere de macro y micronutrientes que cada uno cumple
una funcién distinta pero esencial en la planta, la falta de uno de ellos puede
ocasionar estrés y por ende menor crecimiento, mientras la presencia de algunos de

ellos sirve como potenciadores.

La caracteristica principal es que se mantienen estériles y con las condiciones
estables durante el crecimiento de la planta, permitiendo que agentes externos no

puedan interferir en su desarrollo (Salazar, Amaya, & Barrientos, 2013).
1.6.1. Tipos de medios
Los medios se utilizan segun los requerimientos, entre los que podemos citar:

De seleccion. - aquellos que con la adicion de compuestos permiten que solo
organismos que reaccionan positivamente a dichos compuestos puedan

desarrollarse.

De multiplicacién. - aguel que tiene hormonas y nutrientes que facilitan la divisién

y crecimiento de los individuos inoculados.

De identificacion. - aquellos que al reaccionar los compuestos con los individuos

dan sefiales que indican la presencia de ciertas caracteristicas.



Bésicos. — aquellos que tienen los nutrientes basicos para que se desarrolle un

individuo.

De preservacion. — aquellos que se usan para guardar un organismo por mucho
tiempo sin que se dafie, se usan repiques para aumentar el tiempo de preservacion
(Bonilla, Pajares, & Vigueras, 2016).

Existen otros medios de cultivo con objetivos especificos y usados en distintas

areas.
1.6.2. Medio de cultivo Murashige y Skoog

El medio de cultivo MS se conoce con ese nombre en honor a sus descubridores
Toshio Murashige y Folke K. Skoog en 1962, que investigando las hormonas de
crecimiento de tabaco identificaron la concentracion de minerales que permitian a
estas plantas conseguir grandes tamafios y ese conocimiento lo aplicaron a un medio
que se comenzo a usar en el cultivo in vitro de plantas gracias a los macronutrientes,
micronutrientes y vitaminas que se utilizan en este medio MS. (Rodriguez &
Chacon, 2014)

Los macronutrientes son aquellos que se requieren en mayor medida en el
organismo, por lo que son los primordiales en la dieta, sirviendo como fuente de
energia, componente estructural y otras funciones esenciales en el organismo como
(NH4)NO3, KNO3, KH2PO4, MgS04.7H.0, y CaCl>.2H0, mientras tanto, los
micronutrientes son incorporados en menor medida en la dieta y tienen funciones
bioldgicas distintas entre ellos estd NaEDTA, KI, H3BOs, entre otros. (FAO,
2015).

Este medio esta formulado especialmente para el crecimiento vegetal, aportando
hormonas y compuestos que aprovechan las plantas para crecer, es muy usado en

cultivos in vitro, (Kumar, Branton, & Trivedi, 2018)



1.6.3. Carbohidratos

Las plantas in vitro requieren de fuentes de carbono debido a su escasa actividad
fotosintética para desarrollar la mayoria de funciones vitales, como produccién de
energia o funcion estructural, una de las fuentes més abundantes de este elemento
son los hidratos de carbono, que ademas son de facil asimilacion si se presentan en

forma de azUcares.

Aunque las plantas son autétrofas, al estar en un medio de cultivo los nutrientes que
recibe son limitados, por lo que requiere la incorporacion de otros elementos para
que pueda desarrollarse en las primeras etapas de crecimiento de la planta;
carbohidratos complejos como sacarosa, maltosa o simples como la fructosa y la
galactosa son incorporados en estos medios, controlando la concentracion para
mantener un equilibrio osmatico adecuado para la planta (Gabius, Siebert, Andre,
Jimenez, & Rudiger, 2004).

1.6.4. Vitaminas

Como en el caso de los carbohidratos, la falta de compuestos que naturalmente se
encontrarian en la naturaleza es necesario incorporar vitaminas en pequefias
cantidades que benefician a la planta, ya sea en su metabolismo, crecimiento o

estimulacion de funciones organicas.

Las vitaminas deben ser agregadas segun los requerimientos de cada planta y el
objetivo que se busque con el crecimiento, siendo las mas comunes tiamina (B1),
acido ascorbico (C), cianocobalamina (B12), acido félico, piridoxina (B6), que
ayudan en el crecimiento vegetal, coenzimas, antioxidantes, (Rojas & Gomez,
2020).

1.6.5. Reguladores de crecimiento

Varias hormonas actian como reguladoras en el crecimiento de las plantas,



afectando a tejidos especificos retardando o acelerando procesos que se dan en
estas, se pueden incorporar a los medios para lograr cambios especificos en las
plantas sin ser invasivos o mutilarla, si bien existen tres reguladores que son los
mas usados, no se puede dar una descripcién de la actuacion de ellos en todas las
plantas, ya que depende de varios factores como el crecimiento y desarrollo de la
planta (Alcantara & Godoy, 2019).

Estos reguladores son bencilaminopurina (BAP), Acido 1-naftalenacético (ANA),
Acido indol-3-butirico (AIB), los cuales son utilizados principalmente para
desarrollar raices, aumenta el tamafio de las plantas 0 aumenta el nimero de hojas,

su exceso causa el efecto contrario.
1.6.6.  Agente gelificante

Agregar gomas en el medio de cultivo le da consistencia a este, permitiendo que se
forme una base s6lida o semisolida dependiendo de lo que se busque, también
cuentan con carbohidratos y otras sustancias por lo que pueden ser una fuente de
contaminacion para la planta, los principales ejemplos de este tipo de agregados

son Guar, Cassia, Xantana, Agar, Goma Kkatira (Martin, 2012).
1.7.  Etapas de cultivo in vitro
1.7.1. Seleccion del Explante

La primera etapa es crucial para el procedimiento posterior, es primordial elegir a
los explantes mas jovenes, debido a sus caracteristicas de adaptacion por sus zonas
menos diferenciadas, con esto se obtiene plantas que se pueden ir moldeando en las

siguientes etapas.

Luego de elegir las plantas mas jovenes, se procede a extraer explantes, como
yemas, hojas, raices, semillas o cualquier otra region de la planta (Ochoa, Rivera,
& Gomez, 2016).



1.7.2. Desinfeccion

Al tener separados los explantes, se requiere una esterilizacion que empieza con
una desinfeccion superficial para eliminar especialmente hongos y bacterias, estos
microorganismos aprovechan los nutrientes del medio de cultivo y disminuyen el
desarrollo de las plantas, aumenta la contaminacién y disminuye la eficiencia del

trabajo y la produccion.

Para lograr este objetivo se utiliza compuestos quimicos, que no dafien la integridad
del explante y logren exterminar los microorganismos, ademas, se debe mantener
la condicion de esterilidad en todo momento luego de la desinfeccion (Bedoya,
Yaneth, & Milena, 2016).

1.7.3.  Establecimiento in vitro

Esta etapa se trata de colocar el explante en el medio de cultivo para que inicie su
conversion en una planta funcional, entran en juego las fitohormonas para el
desarrollo fisiolégico en ciertas zonas de la planta, entre ellas se encuentran las

auxinas y las citoquininas.
Los distintos tipos de auxinas generan distintos efectos entre ellos:

Acido indolacético (IAA). - encargado de la diferenciacion celular, promueve que
se sintetice el ARN mensajero, y se producen proteinas estructurales, evita que se

produzcas yemas axiales, promueve la aparicion de raices laterales y adventicias.

Acido naftalenacético (ANA). — es un regulador de crecimiento que fomenta la
division celular, pero en altas concentraciones es un inhibidor, permite la formacion

de raices, (Baez-Pérez, Gonzalez-Molina, Bautista-Cruz, & M, 2015).

Acido Indolbutirico (AIB). — al contrario que el IAA, este promueve la aparicion
de raices adventicias y laterales, permite que los nutrientes sean absorbidos mas
eficientemente y optimiza las funciones metabdlicas (Baez-Pérez, Gonzalez-
Molina, Bautista-Cruz, & M, 2015).



Las citoquininas al igual que las auxinas tienen efectos como la dominancia apical,
estas promueven la formacion de yemas laterales mientras que en las raices es al
contrario ya que estimulan la formacion de raices centrales e inhibe las laterales,

evitan que se envejezca la planta en otofio, llamada retraso de senescencia foliar.

Si bien estos son los efectos mas comunes que se dan en las plantas, puede existir
especies en los cuales tenga otro resultado, o que la concentracion no sea la
suficiente para desarrollar estos efectos, requiriendo realizar pruebas de balance

hormonal.

El balance hormonal es el estado de la planta donde las hormonas como auxinas,
citoquinas, giberelinas, etc, estdn presentes en la concentracion adecuada para
conseguir un correcto funcionamiento del organismo completo ademéas de su
crecimiento y desarrollo, un aumento en cualquiera de ellas genera un efecto en una

parte especifica de la planta o afecta a todo el organismo, (Jimenez A. , 2017).

Por ello es importante el balance hormonal para desarrollar los tejidos requeridos y
no un desarrollo completo de la planta, ya que al tener hormonas para controlar
partes especificas permite obtener plantas con caracteristicas que seran

aprovechadas en los procesos posteriores.
1.7.4. Multiplicacion

Se aprovecha los explantes que crecieron de las dos etapas anteriores, en ellos
surgen ya estructuras como brotes, de las que se utiliza las yemas para replantarlas
y asi obtener un mayor nimero de individuos con las mismas caracteristicas que la

planta progenitora.

Estas dos ultimas etapas se realizan en camara de flujo para evitar contaminacion,
ademas que los instrumentos y materiales utilizados deben ser esterilizados antes

de su uso con las plantas.

Se debe realizar una estimacion sobre el tiempo adecuado de resiembra, ya que si

se usa brotes que no estén en condiciones, la multiplicacion se vera afectada (Casas,
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2010).
1.7.5. Enraizamiento

En este proceso se obtiene un nimero amplio de individuos vegetales, los cuales se
requiere que formen raices, y se obtiene aumentando la relacion entre auxinas y
citoquininas, reguladores del crecimiento en especial de estos tejidos, o en ausencia

de estas.

Cuando los individuos alcanzan 2 centimetros, se cambian a medios con o sin
hormonas de crecimiento (segun sea el caso) y empiezan a desarrollar tejidos

diferenciados (Rojas & Cuzquén, 2014).
1.7.6.  Aclimatacion

Las plantas que se desarrollan in vitro no cuentan con protecciones ante las
condiciones adversas del exterior, entre ellas las ceras en las hojas que evita la
evaporacion del agua interna, siendo un problema la pérdida de humedad en

condiciones ambientales normales.

Para evitar esto se intercambia el sustrato y el lugar de cultivo a condiciones mas
cercanas a las que se van a plantar, de esta manera en pocos dias desarrollan ceras

epicuticulares y reducen el intercambio de humedad para sostenerse por si mismas.

Otro factor que también se regula en esta etapa es la falta de luz, porque en
condiciones in vitro el suministro de este factor es minimo, reduciendo la
fotosintesis, por lo que se debe ir aumentando gradualmente la luz hasta alcanzar

valores normales (Gepts, 2006).
1.8. Cultivos vegetales

Se puede tomar cualquier parte de la planta para desarrollar un explante gracias a
su gran capacidad de multiplicacion celular, por ello dependiendo del estudio

realizado o del tipo de planta se pueden ocupar:
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e Raices

e Embriones

e Meristemos apicales
e Yema axilar

e Hojas

e Suspensiones celulares

Dependiendo de la capacidad de reproduccién de la planta en tratamiento, cada
parte tendrd su tratamiento especifico para obtener los mejores resultados,
incluyendo pasos adicionales o reduciéndolos, hasta obtener una planta formada

completa (Albarran, Fuenmayor, & Fuchs, 2013).
1.9. Cultivo por meristemos

Uno de los tejidos més aprovechados en cultivos in vitro son los meristemos, que
son tejidos formados por células totipotentes y pueden generar cualquier célula de
la planta, permite generar tejidos enteros y hasta plantas completas a partir de una
parte pequeria, que ademas tienen facilidad de dividirse y se conservan jovenes todo

el tiempo (Villavicencia, 2012).

Se consideran el explante ideal, y por ello es el que se utiliza en la criopreservacion
y la conservacién de germoplasma en especies vegetales, ya que puede utilizar para

multiplicar individuos a partir de pequefias muestras (Irondo, 2001).
Existen meristemos apicales, laterales e intercalares.
1.9.1 Meristemos con estereoscopio

El estereoscopio permite identificar las estructuras caracteristicas de un meristemo,
y de esta manera poder extraerlos de la planta madre, entre estas estructuras
tenemos a los primordios foliares, la tunica, el corpus y el meristemo apical caulinar
(Megias, Molist, & Pombal, 2020).

Al encontrar estas regiones, se procede a delimitar y cortar el tejido para obtener un
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meristemo limpio mediante la utilizacion del lente estereoscopico. Sin embargo, la
utilizacion de este equipo puede verse afectada en la determinacion precisa del

meristemo.
1.9.2 Meristemos sin estereoscopio

La identificacion sin estereoscopio se basa principalmente en analizar el
crecimiento de las células con parte de la estructura que un meristemo presenta, ya
que las células meristematicas crecen sin alargarse, al contrario de las células
diferenciadas. EI no uso de este equipo influye en la identificacion de un meristemo

limpio libre de estructuras y /o capas (primordio foliar) que recubren al meristemo.
1.10. Objetivos
1.10.1. Objetivo General

e Estabilizar un protocolo de micropropagacion in vitro de Eryngium maritimum a

partir de tejido meristematico.
1.10.2. Objetivos Especificos

e Experimentar diversos procesos en las diferentes etapas de micropropagacion in
vitro como la desinfeccion, introduccién, multiplicacion y enraizamiento de
cultivos meristematicos axilares de Eryngium maritimum.

e Definir un tratamiento 6ptimo para la introduccion a partir de meristemos de
Eryngium maritimum

e Determinar el medio de cultivo y su formulacion adecuada para la multiplicacion
de Eryngium maritimum

e Estabilizar un medio de cultivo formulado para el enraizamiento de Eryngium

maritimum
1.11. Hipdtesis

Existe un equilibrio 6ptimo de hormonas y agregados de crecimiento vegetal que

proporcionan las condiciones adecuadas para el establecimiento, micropropagacion
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y enraizamiento in vitro de Eryngium maritimum.
1.11.1. Hipdtesis Nula

El proceso de establecimiento, micropropagacion y enraizamiento in vitro de
Eryngium maritimum no genera plantas viables.

1.11.2. Hip6étesis Alternativa

El proceso de establecimiento, micropropagacién y enraizamiento in vitro de

Eryngium maritimum genera plantas viables.
1.12. Variables
1.12.1. Variables Dependiente
Brotes de E. maritimum, contaminacion, hongos.
1.12.2. Variable Independiente

Concentracion de desinfectante, tiempos de tratamiento, concentracion de
hormonas.
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CAPITULO 11
2. METODOLOGIA
2.1. Materiales, equipos y reactivos
2.1.1. Materiales de laboratorio
Matraces de varios volimenes
Probetas volumétricas
Vaso de precipitacion de varios volumenes
Mechero de alcohol
Micropipetas de varias capacidades
Puntas de micropipeta de varios volimenes
Pipetas graduadas
Pipeteador manual
Gradillas
Tubos de ensayo
Cajas Petri
2.1.2. Equipos de laboratorio
Cémara de flujo laminar
Autoclave

Balanza analitica
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Plancha de calentamiento
Potenciometro

2.1.3. Reactivos
Medio Béasico Murashige Skoog (MS)
Bencilamino purina (BAP)
Acido 1-naftalenacético (ANA)
Acido Indol-3-Butirico (AIB)
Sacarosa
Agar
Acido clorhidrico (HCI)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Hipoclorito de sodio (NaClO)
Alcohol 100%

2.2. Metodologia
2.2.1. Ubicacion del laboratorio

El presente trabajo se realizo en las instalaciones del laboratorio de cultivo in vitro
LePlant, ubicado en la Av. Los Guaytambos y la Delicia (altos de Aventubike) en

el cantén Ambato, provincia de Tungurahua.
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Figura 1 Fotografia satelital de la ciudad de Ambato, barrio Ficoa, ubicacion del laboratorio
LePlant.
Fuente: Google Maps

2.2.2. Material Colectado

La recoleccion del material se realizo en la Floricola “FLOWER VILLAGE CIA.
LTDA” que se encuentra en el canton Lasso, provincia de Cotopaxi, se recolecto

varias ramificaciones de Eryngium maritimum de dos afios de edad.
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Figura 2 Fotografia satelital del canton Lasso, sector de la floricola “FLOWER VILLAGE CIA.
LTDA”.
Fuente: Google Maps
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2.2.3. Seleccion del material vegetal

El material vegetal se eligio a partir de plantas madre que se encuentran en campo de
aproximadamente dos afios de edad, considerando las plantas de mejor calidad, de
las cuales se cortd ramas de 30 a 50 cm de longitud aproximadamente, fueron
envueltas en papel periddico para su conservacion y transporte al laboratorio de
cultivo in vitro LePlant (Ambato). En el laboratorio las muestras son inmediatamente
tratadas para evitar la oxidacion del tejido o un posible dafio del material vegetal que

afecte la introduccion de la misma.
2.2.4. Limpieza de la planta madre

Se realizaron estudios preliminares para la determinacion y estudio de los disefios
experimentales de cada protocolo, utilizado para el establecimiento del sistema de
cultivo in vitro de Eryngium maritimum. Las ramas colectadas fueron desinfectadas

superficialmente para obtener los explantes iniciales que son meristemos axilares.

Esta desinfeccion previa de las ramas consistio en cortar las hojas, las estacas
obtenidas se lavaron con agua y detergente utilizando un cepillo dental de cerdas
suaves y se enjuago con agua corriente del grifo. A partir de cada estaca se extrajo
segmentos nodales de aproximadamente 1 cm de longitud que contienen las yemas
axilares, las cuales fueron colocadas en frascos de vidrio protocolo basado en los
estudios de Roca & Mroginski (1993).

18



Figura 3 Ramas de Eryngium maritimum. Ejemplares de dos afios de edad, cortados y llevados al
laboratorio
Fuente: Tonato,L. (2020)

2.2.5. Etapa de Desinfeccion

Una vez obtenidos los segmentos nodales en los frascos, se procedio a utilizar
diferentes métodos de desinfeccion con solucion de agua jabonosa, hipoclorito de
sodio (3% y 5%) y etanol (70%). Después de realizar este procedimiento con cada
solucién desinfectante se lavo los brotes con agua corriente fuera de camara de flujo

laminar y con agua estéril dentro del cuarto de siembra.

Tabla 1

Tratamientos de desinfeccion aplicados en explantes de Eryngium maritimum.

Soluciones Desinfectantes Tratamientol Tratamiento2 Tratamiento 3

Tiempo (min)  Tiempo (min)  Tiempo (min)

Agua con jabén 20 20 20

antibacterial
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Hipoclorito de sodio 5 - -

5%
Hipoclorito de sodio - 12 15
3%
Alcohol industrial 1 1 1
70%

Se probo tres tratamientos de desinfeccion variando tiempo y concentracion de las
soluciones desinfectantes como se muestran en la tabla 1, obteniendo diferentes
resultados. La viabilidad al utilizar estos tratamientos fue alta por lo que se utilizd
los meristemos como explante inicial para la introduccion in vitro de Eryngium
maritimum, en esta fase se evaluaron diferentes parametros como contaminados con
bacteria, contaminados con hongo, oxidados potenciales, oxidados muertos y

viables.

Se evaluaron 150 tubos por cada tratamiento y a su vez se realizaron pruebas por
triplicado, los resultados obtenidos fueron evaluados mediante un Disefio Factorial
A x B, de esta manera se determind el mejor tratamiento en la etapa de desinfeccién
de Eryngium maritimum, es importante aclarar que para determinar el efecto que
tiene el proceso de desinfeccion en meristemos axilares los explantes fueron

sembrados en el medio de cultivo detallado en la fase de establecimiento.
2.2.6. Etapa de Introduccidon por meristemos

Cuando se tiene listo el material vegetal, se procede a obtener los brotes para pasos

posteriores, siguiendo el protocolo establecido por Roca & Mroginski (1993).

Para esta etapa se utilizaron dos tratamientos de medio de cultivo (T1y T2) cuya
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composicion se basa en el medio Murashige y Skoog (1962) (Kumar, Branton, &

Trivedi, 2018) con ciertas modificaciones que se detallan en la tabla 2.

Tabla 2

Tratamientos de medios de cultivo para la introduccién de Eryngium maritimum.

MEDIOS DE CULTIVO

REACTIVOS T1 T2
Murashige Skoog (MS)  100% 100%
BAP 1 ml/L 2 ml/L
AIB 0,1 ml/L 0,1 ml/L
Sacarosa 30 g/L 15 g/L
Agar 79/l 79/l
pH 5,8 5,8

La tabla 2 muestra los dos tratamientos utilizados para el establecimiento e
introduccion, en el cual se evalud el efecto de variacion en concentracion de
Sacarosa y BAP manteniendo constante los demas componentes representados en
la tabla, el medio de cultivo fue dispensado en tubos de ensayo en cantidad de 2 ml

en cada tubo y se esterilizo en una autoclave por 20 min a 121°C y 15 psi.

En una cdmara de flujo se realizé el proceso de siembra, los meristemos extraidos
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directamente se sembraron uno por tubo en los medios de cultivo preparados (tabla
2). Los explantes sembrados en los tubos fueron sellados con plastico film,
colocados en gradillas con su respectiva rotulacion y almacenados en el cuarto de
crecimiento a una temperatura de 23°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8

horas oscuridad. La evaluacion de los tubos se realiz6 cada 7 dias durante 30 dias.

Para verificar la efectividad del medio de cultivo en esta etapa la variable

considerada fue la viabilidad de los explantes.
2.2.7. Etapa de Multiplicacion

En esta etapa se mantienen los protocolos establecidos por (Roca & Mroginski,
1993) para cultivos in vitro, y de igual manera se realiza dos tratamientos diferentes
al medio de cultivo para evaluar su efectividad en la planta, variando ciertos

componentes de estos, se denominana T1, T2y T3.

Para esta etapa, a partir del medio utilizado en introduccion con mejores resultados,
se realizaron modificaciones en concentracion de Murashige Skoog (MS) y la

disminucion de agar, obteniendo los tratamientos mostrados en la tabla 3.
Tabla 3

Tratamientos de medios de cultivo de multiplicacion para Eryngium maritimum.

MEDIOS DE CULTIVO

REACTIVOS T1 T2 T3
Murashige Skoog (MS)  100% 75% 50%
BAP iml/L Iml/L Iml/L
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AIB 0,1ml/L 0,1ml/L 0,1ml/L
Sacarosa 30g/L 30g/L 30g/L
Agar 79/l 6,99/L 6,99/L
pH 5,7 5,7 5,7

Se agregaron 25 ml de medio de cultivo en frascos de vidrio de un volumen de 250
ml, se procedié a tapar los frascos y se esterilizo en la autoclave por 20 minutos a
121°C y 15 psi

Una vez realizado el proceso de esterilizacion de los medios de cultivo se llevaron
a la cdmara de flujo laminar con el fin de sembrar nuevos brotes en los frascos con
medio (8 unidades experimentales por frasco) y sellados con plastico film, estos
frascos fueron almacenados en el cuarto de crecimiento e incubado a una
temperatura de 23°C, a un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. La

evaluacion se realizo cada 7 dias durante 30 dias.

En esta etapa de multiplicacion las variables de estudio fueron el nimero de brotes,

tamario de la planta y nimero de hojas.

Los datos fueron analizados mediante el disefio factorial A X B y una prueba Tukey
para elegir el mejor tratamiento de esta etapa de micropropagacion de Eryngium

maritimum.
2.2.8. Etapa de Enraizamiento

Al no ser una especie de planta que genera raices en el medio de multiplicacion,
requiere cambiar a un medio de enraizamiento, por lo que se continua con el

protocolo de Roca & Mroginski (1993).
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En esta etapa se utilizd 3 diferentes medios de cultivo, donde la variacion de

concentracion es de AIB y agar con el fin de observar el mejor tratamiento para que

las raices puedan crecer favorablemente y sean Utiles para su posterior aclimatacion.

Tabla 4

Tratamientos de medios de cultivo de enraizamiento para Eryngium maritimum.

MEDIOS DE CULTIVO

REACTIVOS

T1 T2 T3
Murashige Skoog (MS)  100% 100% 100%
BAP 0,1ml 0,1ml 0,1ml
AIB - 0,5mi 0,1mi
ANA 0,5ml 0,5ml 0,5ml
Sacarosa 309 309 309
Agar 79 79 79
pH 5,7 5,7 5,7

Una vez que se preparé el medio de cultivo, se vertié 25 ml en frascos de vidrio y

se esterilizd en la autoclave por 20 minutos a una temperatura de 121°C y 15 psi.

Después de este proceso, en la camara de flujo laminar los frascos fueron sembrados

con brotes (10 unidades experimentales por frasco) y sellado con plastico film para



ser almacenado en el cuarto de siembra. En condiciones de temperatura de 23°C y
a un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. La evaluacion se realizo cada

7 dias durante 30 dias.

En esta etapa se analizo los resultados de variacion en la concentracion de AIB y el
incremento de ANA para los tres tratamientos. Las variables evaluadas fueron

numero de raices por planta, tamafio de la raiz y el tamafio de la planta.

Los datos se evaluaron mediante disefio factorial A x B y la realizacion de la prueba
de Tukey, determinando asi que tratamiento es el idoéneo para la fase de

enraizamiento de Eryngium maritimum.
2.3. Procesamiento y analisis

Se realiz6 disefios experimentales a los procesos de introduccion, multiplicacién y
enraizamiento para identificar la formulacion que da mejor resultado en el
crecimiento y adaptacion de los especimenes de Eryngium maritimum mediante
cultivo in vitro, ademas se analiz0 la varianza y las medias marginales y se realizo
pruebas de comprobacion de hipotesis para determinar cual tratamiento fue el mas

significativo para las etapas.
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CAPITULO 111
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. ETAPA DE DESINFECCION

Tabla s

Prueba de Fisher de los pardmetros vs tratamientos (T1, T2, T3) utilizados en la

desinfeccion de la planta madre

Origen Tipo 111 de GL Cuadratico F Sig.
suma de promedio
cuadrados

Modelo corregido 675645,778 14 48260,413 205,655 0,000
interceptacion 258402,222 1 258402,222 1101,146 0,000
Parametros Evaluacion 653446 4 163361,5 696,143 0,000
Tratamientos 1986,711 2 993,356 4,233 0,024
Parametros*Tratamientos 20213,067 8 2526,633 10,767 0,000
Error 7040 30 234,667

Total 941088 45

Total corregido 682685,778 44
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Realizando los célculos (Anexos 1y 2) para los pardmetros de contaminacion por
hongos, bacterias, oxidacion potencial, muertos por oxidacion e individuos viables
junto a los tres tratamientos 5% cloro 5 min, 3% cloro 12 min y 3% cloro 15 min,
se determind que tanto las interacciones de los parametros evaluados y los
tratamientos (Anexo 3) como estos de manera individual si presentan diferencias
significativas entre ellos, siendo los valores calculados F mucho mas altos que los
valores de significancia, por ello es importante identificar cuales fueron los

tratamientos que dieron los mejores resultados en términos de individuos viables.
Tabla 6

Desviacién de los parametros de evaluacion obtenidos en la etapa de desinfeccién

Parametros de Media  Porcentaje  Error Limite Limite
evaluacion brotes % estdndar  inferior  superior
Hongo 4 0,89 5,106 -6,540 14,317
Bacteria 12 2,67 5,106 1,460 22,317
Oxidacion potencial 18 4 5,106 7,349 28,206
Oxidacion muertos 29 6,44% 5,106 18,683 39,540
Viables 316 70,22% 5,106 305,794 326,651

27



350

300
250
%]
o]
© 200
o
[}
T 150
o
[}
€ 100
=
=2
50
—Ll ==
0 =
Hongo Bacteria Oxidacion Oxidacion Viables
-50 potencial muertos

Parametros de evaluacion

Figura 4 Cantidad de brotes en los distintos pardmetros evaluados.
Fuente: Tonato,L. (2020)

Se identifico que la contaminacién en las plantas es muy baja, alcanzando un
porcentaje de contaminacion de hongo y bacteria de 3,56%, mientras la oxidacion

se present6 en 4% de oxidacion potencial y 6,44% de brotes muertos por oxidacion.

Esto acomparfiado que un 70,22% son brotes viables, indica que el proceso de
desinfeccion en las plantas no es un factor de riesgo para disminuir los brotes
viables al inicio del proceso, es necesario buscar otros métodos de desinfeccion
menos agresiva para que los brotes no generen oxidacion, ademas, se debe aumentar
el control de contaminacion cruzada al momento de inocular los brotes en los

medios de cultivo.
Tabla 7

Desviacion de las medias de los tratamientos de desinfeccion T1, T2y T3

aplicados para el establecimiento in vitro de Eryngium maritimum.

28



Tratamiento Media Error Limite Limite

brotes  estdndar inferior  superior

T1 68 3,955 59,722 75,878

T2 84 3,955 75,989 92,144

T3 75 3,955 67,389 83,544
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Figura 5 Nimero de brotes viables en los distintos tratamientos de desinfeccion de plantas madre
Eryngium maritimum.
Fuente: Tonato,L. (2020)

Al analizar los tratamientos de desinfeccion aplicados a los brotes, se identifico que
el mejor tratamiento es el T2 (3% de cloro por 12 minutos) y el menos eficiente fue
el T1 (5% cloro por 5 minutos), segun lo observado en la ilustracién 5 para la media
de brotes viables obtenidos. (Anexo 4)
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Tabla 8

Prueba de Tukey de los parametros de evaluacion obtenidos en la desinfeccion de

la planta madre

Subconjunto
Parametros de N 1 2 3
evaluacion
HSD Hongo 9 3,89
Tukey
Bacteria 9 11,89 11,89
Oxidacién potencial 9 17,78 17,78
Oxidacion muertos 9 29,11
Viables 9 316,22
Sig 0,327 0,147 1
Tukey B Hongo 9 3,89
Bacteria 9 11,89 11,89
Oxidacién potencial 9 17,78 17,78
Oxidacion muertos 9 29,11
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Viables 9 316,22

Al realizar las pruebas de comparacién de los parametros de evaluacion, se
identifico que el pardmetro més perjudicial fue el de la muerte por oxidacién
mientras la contaminacion por hongos tuvo un valor muy bajo de 3,89, esto en

comparacion con los brotes viables de 316,22.
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Parametros de evaluacion

Figura 6 Numero de brotes vs Pardmetros de evaluacion después de 30 dias de aplicar los
tratamientos de desinfeccion en las plantas madres
Fuente: Tonato,L. (2020)

Se observa una clara diferencia entre los brotes viables y los no viables segun los
distintos parametros estudiados como la contaminacion y oxidacion, es necesario
estudiar més a fondo el efecto del cloro en los brotes, ya que a pesar que la media
de 29 brotes muertos y 18 contaminados no tiene mucha significancia en este
estudio, para estandarizar este método generaria pérdidas a las empresas que lo

realicen.
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Figura 7 Brotes vs tratamientos de desinfeccion de plantas madre Eryngium maritimum (T1, T2,
T3) luego de 30 dias de crecimiento luego de la aplicacion
Fuente: Tonato,L. (2020)

Como se observa en la figura 7, el mejor tratamiento es el de 3% cloro por 12
minutos, en estas condiciones se produce la mayor cantidad de individuos viables

para etapas posteriores, siendo muy superior a los otros dos tratamientos.
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Figura 8 Brotes vs parametros de evaluacion de los tratamientos T1, T2, T3 de desinfeccién luego
de 30 dias de crecimiento.
Fuente: Tonato,L. (2020)
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Al comparar los tratamientos y las medias de los parametros obtenidos en cada uno,

se obtiene que el niumero de hongos y bacterias en todos los tratamientos es el

mismo, mientras que la oxidacion potencial es cercana entre los tres y baja

considerablemente en el tratamiento T2, mientras en T1 y T3 tienen valores

similares y los valores més altos se encuentran en los oxidados muertos a diferencia

que sus valores son bajos en el T2, los individuos viables que se obtiene con T2 es

mucho mayor que T1 y T3, esto apoyado con los resultados anteriores, hace que el

mejor tratamiento para desinfeccién de las plantas sea T2 de 3% cloro por 12

minutos.
3.2. Etapa de Introduccion

Tabla 9

Prueba de Fisher de los parametros vs tratamientos (T1, T2, T3) utilizados en la

introduccién de los brotes

Origen Tipo Il de GL Cuadratico F Sig.
suma de promedio
cuadrados
Modelo corregido 104282,167 11586,9074 45,816 0,000
interceptacion 33000,933 33000,933 130,49 0,000
Parametros Evaluacion 98465,667 24616,4168 97,337 0,000
Tratamientos 800,833 800,833 3,167 0,090
Parametros*Tratamientos 5015,667 1253,91675 4,958 0,006
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Error 5058 20 2529

Total 14,2341,000 30

Total corregido 109340,167 29

Se observo que los pardmetros y tratamientos tuvieron diferencias significativas en
la introduccidn de meristemos pasados previamente por la desinfeccidn, cabe acotar

que el método de desinfeccidon T2 usado fue el que tuvo mejor rendimiento.
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Figura 9 Numero de brotes viables en los tipos de medio de cultivo utilizados (T1y T2) en la
introduccion in vitro de Eryngium maritimum.
Fuente: Tonato,L. (2020)

Se observo en la figura 9 que el tratamiento que mejores resultados da para el
establecimiento in vitro llamado introduccion de Eryngium maritimum es el
denominado T1, con lo que es elegido para el protocolo de micropropagacion y se

usa como medio base para generar los brotes para las siguientes etapas.
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Figura 10 Brotes vs tratamientos de introduccién de Eryngium maritimum, luego de 30 dias de
crecimiento en los medios de cultivo (T1, T2)
Fuente: Tonato,L. (2020)

Al igual que en el diagrama de cajas y bigotes, se observa que el T1 es el que mejor

rendimiento da, siendo mas de 10 puntos de diferencia entre ambos.
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Figura 11 Brotes vs parametros de evaluacion de los tratamientos (T1, T2, T3) de introduccién
luego de 30 dias de crecimiento.
Fuente: Tonato,L. (2020)
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La contaminacion en ambos medios fue similar tanto en hongos, bacterias y
oxidacion de los brotes, mientras en individuos viables si se obtuvo una gran
diferencia, demostrando que la contaminacion depende de la desinfeccion previa y
que la viabilidad depende del medio de introduccidn, que se usa, siendo el mejor
tratamiento el de 1 ml de BAP. (Anexo 5y 6)

3.3. Etapa de Multiplicacion
Tabla 10

Prueba de Tukey de los parametros de evaluacion de los brotes obtenidos en la

etapa de introduccion

Subconjunto
Parametros de
B N 1 2
evaluacion
Tamafo de planta 9 2,1
NUmero de brotes 9 2,7222
HSD
Tukey )
Numero de hojas 9 7,5556
Sig 0,087 1
Tamafio de planta 9 3,89
Tukey B
Numero de brotes 9 11,89 11,89
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Numero de hojas 9 17,78 17,78

En los tratamientos de multiplicacion, se determind que las plantulas tienen un
mayor nimero de hojas que de brotes o de la ponderacion en relacion al tamafio de
la planta, siendo el primero el que mayor incidencia tuvo en la eleccion del medio

de multiplicacion. (Anexo 7)
Tabla 11

Prueba de Tukey de los brotes obtenidos segun los tratamientos usados en la etapa

de introduccion

Subconjunto
Paradmetros de N 1 2
evaluacion
HSD Tukey  100% MS 9 3,6667
50% MS 9 4,0444 4,0444
75% MS 9 4,6667
Sig 0,373 0,087
Tukey B 100% MS 9 3,6667
50% MS 9 4,0444 4,0444
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75% MS 9 4,6667

Otro de los factores evaluados en este estudio (Anexo 8) para multiplicar los
explantes es la concentracion del medio MS, con tres concentraciones distintas
(100%, 75% y 50%), dando resultados similares entre ellos ya que el menor tiene
3,667 y el mayor 4,667; por ello se elige al de 75% de MS como el ideal para el
desarrollo de explantes, en esta parte del proceso se perdid alrededor del 30% de
las plantas obtenidas en la desinfeccion e introduccion debido a un problema de

vitrificacion del medio.

Plantulas
o = N w >
o [9,] [ (9] N (9] w (0] SN (0] (0]

T1 T2 T3

Tratamientos

Figura 12 Plantulas de 30 dias vs Tratamientos en la etapa de multiplicacién de Eryngium
maritimum., se obtuvo el promedio de plantulas en cada tratamiento (T1, T2, T3)
Fuente: Tonato,L. (2020)

Al graficar las medias obtenidas en cada concentracion de medio MS se observo
que el medio con concentracion de 75% tiene un rendimiento mas alto que los otros
dos, y como se vio en la comparacion de Tukey sera el elegido para procesos

posteriores.
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Figura 13 Plantulas vs pardmetros de evaluacion de los tratamientos (T1, T2 y T3) de la etapa de
multiplicacion de Eryngium maritimum.
Fuente: Tonato,L. (2020)

De los datos representados en la figura 13 se puede deducir que el medio con 75%
de MS fue superior en todos los parametros que los otros dos, siendo mucho mas
en el nimero de hojas, pero muy cercano en el tamafio de la planta, esto indico que
las plantas con mejores condiciones y en mayor nimero serd producidas en este

tipo de medio de multiplicacion.

3.4. Enraizamiento

Tabla 12
Prueba de Fisher de los parametros vs tratamientos (T1, T2, T3) utilizados en el

enraizamiento de las plantulas de Eryngium maritimum cultivadas in vitro.

Origen Tipo 11 de GL  Cuadrético F Sig.
suma de promedio
cuadrados
Modelo corregido 492,245 8  61,530625 60,7210115 0,000
interceptacion 485,565 1 485,565 479,175987 0,000
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Parametros Evaluacion

Tratamientos

Pardmetros*Tratamientos

Error

Total

Total corregido

340,232

48,89

103,124

18,24

996,05

510,485

18

27

26

170,116 167,877632 0,000

24,445 24,1233553 0,000

25,781 25,4417763 0,000

1,01333333

El analisis de Fischer demostrd que en el proceso de enraizamiento se obtuvo

diferencias significativas tanto con los tratamientos como con los parametros

evaluados, ademas de su interaccion (Anexo 9), esto indica que un tratamiento sera

maés efectivo y un factor sera el predominante en esta etapa.
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Figura 14 Valoracién vs pardmetros de evaluacion de la etapa de multiplicacién de Eryngium maritimum.
Fuente: Tonato,L. (2020)

En la figura 14 podemos observar que al comparar las medias marginales de cada

parametro estudiado se obtuvo que el rendimiento al nimero de raices fue el
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parametro que mayor cantidad se obtuvo, mientras que el tamafio de la misma fue

el de menor cantidad.

Plantulas

T1 T2 T3

Tratamientos

Figura 15 Plantulas vs tratamientos del enraizamiento para Eryngium maritimum.
Fuente: Tonato,L. (2020)

La figura 15 nos muestra que el mejor tratamiento es el que incorpora 0,1 ml de
AIB y 0,5 ml de ANA, siendo el doble del medio que usa solo 0,5 ml de ANA y
superior en un punto a la mezcla de 0,5 ml de AIB y 0,5 ml de ANA, estos
reguladores de crecimiento promueven el crecimiento vegetal, pero es necesario
que estén en las concentraciones adecuadas, de otra manera se inhibe el desarrollo

tanto del individuo como del nimero de pléantulas.

41



3.5.

16

14

12

10

(%]
]
5 8 T1
&
. T3

Numero de raices Tamafo de raiz Numero de plantas

Parametros de evaluacion

Figura 16 Plantulas vs Tratamientos de la etapa de enraizamiento de plantulas de Erymgium
maritimum se obtuvo el promedio de plantulas en cada tratamiento (T1, T2, T3)
Fuente: Tonato,L. (2020)

Al comparar el efecto de los tratamientos en cada pardmetro, se tiene un
comportamiento distinto a lo observado en las fases anteriores, en introduccién y
multiplicacion un tratamiento era superior a los otros en todos los aspectos, pero en
este caso el namero de raices con T3 fue el mas alto, mientras en el tamafio de la
raiz es uno de los mas bajos junto a T2, y estos dos vuelve a repuntar en el tamafio

de la planta.

El presente analisis sumado a los anteriores, demuestran que el mejor tratamiento
es el T3 que esta compuesto por 0,1 ml de AIB y 0,5 ml de ANA, el mimo que

permite obtener plantas con mejores caracteristicas.

Discusion

El tratamiento del material vegetal en todas las etapas debe ser preciso y seguir un
protocolo establecido, por ello, este trabajo se basé en establecer el protocolo para

la multiplicacion y establecimiento de brotes de Eryngium maritimum (Anexo 10),
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debido a su importancia botanica y a los usos de la misma, lo que hace

imprescindible la propagacidn de estas plantas.

La desinfeccion de las plantas fue el primer paso en este trabajo luego de
recolectarlo, se establecio tres tratamientos a distinta concentracion y tiempo de
aplicacion de cloro (Anexo 11). El cloro tiene la propiedad de oxidar a los
componentes bioldgicos, lo que ocasiona que los microorganismos como hongos,
bacterias, levaduras, entre otros mueran por perder electrones, reduciendo la
presencia de estos microorganismos en las plantas madres (Ministerio de trabajo y
asuntos sociales de Espafia, 2009). Esta propiedad quimica genera la deshidratacién
y desnaturalizacion de las proteinas de la membrana celular y asi se logra la lisis
celular de los microorganismos, pero también genera efectos negativos en los brotes
debido a que el hipoclorito de sodio no es especifico y ataca tanto a los
microorganismos como a los brotes (Talavera & Menendez, 2020), esto hace que
se oxiden los brotes, llegando al punto de necrosis total, si bien se cumpli6 la
reduccion de microorganismos con muy pocos brotes contaminados con hongos y
bacterias, el nimero de brotes que presentaron oxidacion fue mas alto, pero aun asi
menor que los brotes viables obtenidos; a pesar que se obtuvieron resultados
positivos en la desinfeccion e introduccion, en especial con el tratamiento T2 de
concentracion 3% de cloro por 12 minutos (Anexo 14), es necesario estudiar nuevos
métodos de desinfeccion para reducir la oxidacion, ya que no existe valores
establecidos que puedan determinar el ndmero méaximo para plantulas
contaminadas u con oxidacidn, por ello los individuos obtenidos tanto viables como
no viables en este experimento no se pudieron comparar con un estandar, esto se
evidencia en las distintas medias obtenidos en el trabajo de evaluacion de métodos

de cultivo in vitro por (Andrade, Cérdoba, Criollo, & Lagos, 2013).

En la siguiente etapa después de establecer los pasos para la introduccion (Anexo
12), los meristemos sembrados se desarrollan en un cuarto de cultivo (Anexo 15y
16), con la problemética que las plantas obtenidas en esta etapa presentan
vitrificacion, si bien no se pudo analizar la causa de este fendmeno por la falta de
recursos, se pudo inferir que esto fue causado por los azucares del medio y las
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temperaturas muy altas que se dieron en la ciudad de Ambato durante el trabajo,
alcanzando temperaturas mayores a 25 °C lo que evaporé el agua del medio de
cultivo dejando disponible mas cantidad de agua para la planta (Anexo 17). Segln
(Lopez, 2006), otros factores que pudieron influir en la vitrificacion son exceso de
factores nutricionales, elevada concentracion de factores de crecimiento,
deficiencia de luz, alta humedad relativa y potencial hidrico, por lo que es necesario
estudiar mas este fendmeno ocurrido en esta etapa ya que fue muy perjudicial para
el nimero de plantulas obtenidas. Para eliminar este problema entre las soluciones
que se pueden tomar estan: reducir los azlcares del medio o controlar la
temperatura con ventiladores en el cuarto, lo que se esté realizando actualmente
después de los resultados obtenidos, otra opcion seria agregar sustancias
anticongelantes para evitar la cristalizacion como etilenglicol; pero la solucion que
se usa en micropropagacion es replantar los tejidos sanos en medios de cultivo
limpios pero es un proceso que lleva mucho tiempo y recursos, por ello es necesario
explorar las otras soluciones ya que se puede volver a producir por que las

condiciones varian como menciona (Vargas & Abdelnour, 2010).

Para la etapa de multiplicacion la concentracion del medios MS es la variable que
se evallo, indicAndonos que se requiere que tenga gran cantidad de sales pero no
un exceso para que puedan aprovechar todo lo que ofrece el medio sin sufrir estrés,
la principal razon para elegir este medio fue la presencia de amonio, nitrato y
azucares, lo que le da la mayoria de nutrientes para aumentar los brotes y asi obtener
clones estables; las fuentes de carbono y nitrégeno son las mas importantes para las
plantas en especial en este estado que no se tiene una alta tasa de fotosintesis
(Anexo 12), debido a sus condiciones establecidas en el proceso (Osorio & Gomez,
2008). Los parametros de evaluacion fueron: el tamafio de la planta, el nimero de
brotes y el nmero de hojas, mismo que fueron analizados en esta etapa; siendo las
elegidas las que tuvieron mayor nimero de hojas y brotes, la presencia de
meristemos en las plantas caracteristicas es mayor, favoreciendo la multiplicacion,
mientras que el tamafio de la planta es menor, ya que entre menos desarrollados

estén, los tejidos no seran especializados y las células totipotentes podran generar
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varios individuos a partir de un solo brote; en cultivos in vitro de morera realizados
por (Espinosa, Silva, Bahi, & Romero, 2019) se observo que las plantas con menor
tamario tuvieron una mayor tasa de supervivencia en etapas posteriores con 95%
ademas de alcanzar un mayor desarrollo en las plantaciones del suelo, por lo que
estas caracteristicas fueron son las 6ptimas para la etapa de introduccién, el medio
que dio los resultados con estas caracteristicas fue el de 75% de concentracion de
MS.

En relacién a la etapa previa para obtener plantas viables para aclimatacién es el
enraizamiento mediante un protocolo de establecimiento del proceso de obtencion
de plantas después de la multiplicacién (Anexo 13), se requiere de promotores de
crecimiento como lo son AIB (acido indolbutirico), ANA (&cido naftalenacético) y
AlA (acido indolacético), en este caso se desarroll6 raices para que puedan
adaptarse a la tierra de cultivo fuera del laboratorio, pero al igual que en la
multiplicacion un exceso o falta de estos compuestos genera distintos resultados en
la planta, el objetivo de estas dos Gltimas etapas es obtener plantas con una gran
cantidad de raices secundarias pero con un tamafio pequefio, entre mayor nimero
de raices pequefias existe mayor area de absorcion de agua y minerales (Garro &
Jimenez, 2018), ya que la presencia de pelos radiculares ayudan a cumplir esta
funcién, lo cual se consiguié variando las concentraciones de ANA y AIB
obteniéndose que el mejor tratamiento fue el que contenia 0,1 ml de AIBy 0,5 ml
de ANA, en el cual se obtuvo el mayor numero de raices, siendo casi el doble de
los demaés tratamientos, el tamafio de la raiz fue bajo al igual que el tamafio de las
plantas, por lo que se obtuvieron las caracteristicas buscadas con este método. Al
ser raices pequefas esto permite que se puedan aclimatar de mejor forma para el
trasplante al suelo, al tener los resultados esperados el tratamiento elegido fue el
que dio el menor tamafio, pero mayor nimero en raices secundarias, sumado a lo
que permite abarcar mayor area efectiva para absorber los nutrientes, estos
resultados son similares a los obtenidos en cultivos in vitro realizados por (Ramirez,

Seijo, Pérez, & Hurtado, 2012), este efecto se produce por el AIB que genera las
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raices pequefias, ademas en la etapa de aclimatacion las raices aumentan su tamafio

acompafiado de la diferenciacion celular.

Seguidamente de la obtencion de las plantas con raices es necesario aclimatarlas ya
que estas no realizan la fotosintesis y no tienen cubiertas de proteccién contra el
ambiente, si se llevan a condiciones ex vitro moririan en poco tiempo, para ello se
las lleva a condiciones controladas de estrés en las que comienzan a producir ceras
como cubiertas cuticulares, empiezan a realizar la fotosintesis, desarrollan sus
estomas para el intercambio gaseoso y de agua entre la planta y el ambiente, esto
se logra aplicando aumento en COg, irradiando con luz UV a los cultivos,
reduciendo la cantidad de agua, entre otras acciones, este proceso toma mucho
tiempo hasta que se obtengan las plantas con las mejores condiciones, para
posteriormente llevarlas a los cultivos en invernaderos o en suelo, (Gil, Lopez, &
Lopez, 2017).

Comprobacion de la hipétesis

Al obtener plantas de Eryngium maritimum viables luego del proceso de
micropropagacion se comprueba que, si es posible obtener individuos viables y
genéticamente estables a partir de una planta madre, ademas con las pruebas de
Fisher en cada etapa se comprobd que las diferencias entre tratamientos fueron

significativas rechazando la hipétesis nula y aceptando la alternativa.
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CAPITULO IV
4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. Conclusiones

Se establecié un protocolo de 6 etapas (seleccion, limpieza, desinfeccion,
introduccidn, multiplicacion y enraizamiento) con los tratamientos detallados en
cada una de ellas para conseguir plantas genéticamente estables mediante

micropropagacion in vitro de Eryngium maritimum.

Se experimentd 3 tratamientos distintos de desinfeccion, 2 de introduccion, 3 de
multiplicacion y 3 de enraizamiento para los brotes meristematicos de Eryngium
maritimum que sirvieron para establecer un protocolo con las mejores condiciones

de crecimiento y de micropropagacion.

Se definié que para introducir explantes de Eryngium maritimum es necesario
sembrar los meristemos en un medio con 100% de medio Murashige Skoog (MS),
1 ml/l de BAP, 0,1 ml/l de AIB, 30 g/l de sacarosa, 7 g/l de agar y un pH de 5,8 con
ciclos de luz: oscuridad de 16:8 horas a 23°C por 30 dias, en estas condiciones se
desarrollaran brotes viables que pueden ser utilizados en las siguientes etapas de

micropropagacion.

Se determind que el medio de cultivo que mejores resultados dio en la
multiplicacion de Eryngium maritimum fue el que tuvo 75% de medio Murashige
Skoog (MS), 1 ml/l de BAP, 0,1 ml/l de AIB, 30 g/l de sacarosa, 6,9 g/l de agar y
un pH de 5,7 con ciclos de luz: oscuridad de 16:8 horas a 23°C por 30 dias, a pesar
que en este procedimiento se origind vitrificacion que disminuyd gran parte de los
individuos que iniciaron la etapa, estas condiciones fueron las que mayor

rendimiento y mejores caracteristicas de plantas originaron.
Se estabilizé un medio de cultivo formado por 100% de medio Murashige Skoog
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(MS), 0,1 ml de BAP, 0,1 ml/l de AIB, 0,5 ml/l de ANA, 30 g de sacarosa, 7 g/l de
agar y un pH de 5,7; en el que se obtuvieron plantas con mayor numero de raices,
con el menor tamarfio de raices y un tamafio de planta bajo siendo las mejores
caracteristicas de los tres tratamientos aplicados y siendo 6ptimas para un trasplante

posterior a tierra de cultivo.
Recomendaciones

Al finalizar esta investigacion considero importante exponer algunas tematicas
abiertas a la indagacion, de cara a futuras investigaciones que pudieran

complementar este estudio.

Estudios acerca del origen de la vitrificacion en el medio de multiplicacion para
identificar si es la sacarosa usada en el medio la que interfiere en este fenémeno o

es otra variable.

Estudios para evaluar el comportamiento de otras especies de género Eryngium
frente a este protocolo de micropropagacion y asi encontrar debilidades y fortalezas

del mismo para mejorarlo.

Estudios para evaluar el comportamiento y la estabilidad en el cultivo en
invernadero de los individuos generados por micropropagacion para mejorar la

estabilidad y eficiencia de este método usado en Eryngium maritimum.

Estudios sobre nuevos métodos de desinfeccion que sean menos perjudiciales para
los brotes, ya que la oxidacion puede representar pérdidas econdémicas en
protocolos estandarizados que usen soluciones de cloro como principal método de

desinfeccion.
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ANEXOS

Anexo 1 Factores inter sujetos de los parametros de evaluacion y tratamientos de
la etapa de desinfeccion de la planta madre de Eryngium

Etiqueta de N

valor
Parametros 1 Hongo 9
evaluacion ]
2 Bacteria 9
3 Oxidacion 9
potencial
4 Oxidacion 9
muertos
5 Viables 9
Tratamientos 1 T15%cloro5 15
min
2 T23%cloro12 15
min
3 T3 3% cloro 15 15
min

Anexo 2 Estadisticos descriptivos (media y desviacion) de los parametros de
evaluacién en cada tratamiento de desinfeccion

Parametros Tratamientos Media Desviacion N
evaluacion estandar
Hongo T1 5% cloro 5 min 3,67 3,786 3
T2 3% cloro 12 min 3,33 2,309 3
T3 3% cloro 15 min 4,67 3,512 3
Total 3,89 2,892 9
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Bacteria

Oxidacion
potencial

Oxidacion
muertos

Viables

Total

T1 5% cloro 5 min
T2 3% cloro 12 min
T3 3% cloro 15 min
Total

T1 5% cloro 5 min
T2 3% cloro 12 min
T3 3% cloro 15 min
Total

T1 5% cloro 5 min
T2 3% cloro 12 min
T3 3% cloro 15 min
Total

T1 5% cloro 5 min
T2 3% cloro 12 min
T3 3% cloro 15 min
Total

T1 5% cloro 5 min
T2 3% cloro 12 min
T3 3% cloro 15 min

Total

11,33
10
14,33
11,89
14
15,67
23,67
17,78
38
9,33
40
29,11
272
382
294,67
316,22
67,8
85,07
75,47

75,78

4,509
2,646
4,619
3,983
5,292
5,132
12,097
8,378
28,792
6,11
16,093
22,408
20,665
12,49
39,119
55,303
107,232
154,356
115,313

124,562
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Anexo 3 Relacidn entre los parametros de evaluacion y los tratamientos de la
desinfeccion de la planta madre de Eryngium

Parametros Tratamientos Media Desviacion Limite Limite
evaluacion estandar inferior superior
Hongo T1 5% cloro 5 min 3,67 8,844 -14,396 21,729
T2 3% cloro 12 min 3,33 8,844 -14,729 21,396
T3 3% cloro 15 min 4,67 8,844 -13,396 22,729
Bacteria T1 5% cloro 5 min 11,33 8,844 -6,729 29,396
T2 3% cloro 12 min 10 8,844 -8,063 28,063
T3 3% cloro 15 min 14,33 8,844 -3,729 32,396
Oxidacion T1 5% cloro 5 min 14 8,844 -4,063 32,063
potencial )
T2 3% cloro 12 min 15,67 8,844 -2,396 33,729
T3 3% cloro 15 min 23,67 8,844 5,604 41,729
Oxidacion T1 5% cloro 5 min 38 8,844 19,937 56,063
muertos )
T2 3% cloro 12 min 9,33 8,844 -8,729 27,396
T3 3% cloro 15 min 40 8,844 21,937 58,063
Viables T1 5% cloro 5 min 272 8,844 253,937 290,063
T2 3% cloro 12 min 382 8,844 363,937 400,063
T3 3% cloro 15 min 294,67 8,844 276,604 312,729
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TRATAMIENTO 2 =~ TRATAMIENTO 3

TRATAMIENTO 1

3% 12 min 3% 15min

5% 5min
- ‘ TRk

R3

R2

R1

R3

R2

R1

R3

R2

R1

Anexo 4 Medias de brotes obtenidos contaminados, viables y oxidados por los
distintos tratamientos de desinfeccidn de planta madre de Eryngium

-

1

L

L

50

M Viables

100 150 200

*Oxidados Muertos

250

300 350 400 450

B Oxidados potenciales

B *Contaminados bacteria B *Contaminado hongo

Anexo 5 Estadisticos descriptivos (media y desviacion) de los parametros de
evaluacion en cada tratamiento de introduccion

Parametros Tratamientos Media Desviacion N

evaluacion estandar

Hongo BAP 1ml 0 0 3
BAP 2 ml 1,67 0,577 3
Total 0,83 0,983 6

Bacteria BAP 1ml 4 1 3
BAP 2 ml 5) 1,732 3
Total 4,5 1,378 6
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Oxidacion
potencial

Oxidacion
muertos

Viables

Total

BAP 1ml

BAP 2 ml
Total

BAP 1ml

BAP 2 ml
Total

BAP 1mi
BAP 2 ml
Total

BAP 1ml
BAP 2 ml

Total

3,67

5,33

5,33

9,67
7,5
178,67
116,67
147,67
38,33
28

33,17

0,577

1,966

2,887

7,095
5,394
23,714
43,616
46,25
73,213
48,915

61,403

15
15
30

Anexo 6 Relacidn entre los parametros de evaluacion y los tratamientos de
introduccidn de brotes de Eryngium

Parametros Tratamientos Media Error Limite Limite
evaluacion Estandar inferior  superior
Hongo BAP 1ml 0 9,182 -19,152 19,152
BAP 2 ml 1,67 9,182 -17,486 20,819
Bacteria BAP 1ml 4 9,182 -15,152 23,152
BAP 2 ml 5 0,182 -14,152 24,152
Oxidacion BAP 1ml 3,67 9,182 -15,486 22,819
potencial
BAP 2 ml 7 9,182 -12,152 25,152
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Oxidacion BAP 1mi 5,33 9182  -13,819 24,486
muertos

BAP 2 mi 9,67 9,182 -9,486 28,819
Viables BAP 1ml 178,67 9,182 159,514 197,819
BAP 2 mi 116,67 9,182 97,514 135,819

Anexo 4 Correlaciones mdltiples entre los parametros de evaluacion de la
multiplicacion de brotes de Eryngium

Parametros  Tratamientos Media Desviacion Sig. Limite Limite
evaluacién estandar inferior  superior
NUmero de Tamario de 0,6222 0,27457 0,087 -0,785 1,323
brotes plantas
Ndmero de -4,8333 0,27457 0 -55341 -4,1326
hojas
Tamanfo de NUmero de -0,6222 0,27457 0,087 -1,323 0,785
plantas brotes
NUmero de -5,4556 0,27457 0 -6,1563  -4,7548
hojas
NUmero de Ndmero de 4,8333 0,27457 0 4,1326 5,5341
hojas brotes
Tamafio de 5,4556 0,27457 0 4,7548 6,1563
plantas

Anexo 5 Correlaciones multiples entre los tratamientos usados en la
multiplicacion de brotes de Eryngium

Parametros Tratamientos Media Desviacion  Sig. Limite Limite
evaluacion estandar inferior  superior
100% MS  75% MS -1 0,27457 0,005 -1,7008 -0,2992
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50% MS
75% MS 100% MS

50% MS
50% MS 100% MS

75% MS

-0,3778

0,6222
0,3778

-0,6222

0,27457
0,27457
0,27457
0,27457

0,27457

0,347
0,005
0,087
0,374

0,087

-1,0785
0,2992
-0,785
-0,323

-1,323

0,323
1,7008
1,323
1,0785

0,0785

Anexo 6 Protocolo de limpieza del material vegetal

a Limpieza )
L)
Ramas, agua, -
detergente i
L)
Ramas lavadas I—I-| Cepillar
Ramas X
con
o (o]
F
l-| Lﬂ.\rar
Enrtar
{ Fln )
- v

Ramas sin polvo

Ramas sin hojas

Mini estacas

D-l Ramas impias

Se establece las acciones, materia prima y productos necesarios para la limpieza

del material vegetal (Eryngium).



Anexo 7 Protocolo de desinfeccion de planta madre

Agua jabonosa,
miniestacas, 20
min

Agua,
miniestacas

Hipoclorito,
miniestacas,

Agua esteril, 3
veces

Frasco estéril,
miniestacas,
alcohol 70%

Agua estéril, 3
veces

IR S R

| Desinfeccién )
Lavar }

Lavar ]

Reposar J

Colocar J

Y
Lavar J

Fin

Se establece los pasos a realizar para desinfectar las estacas obtenidas de la planta
madre de Eryngium y su posterior uso en cultivo in vitro
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Anexo 8 Protocolo de introduccion de meristemos

Meristemos, wbo |
de ensayo

Tubo plastico

[ Meristemos, 16 |
hiuz, 8 h
oscundad

-

o e
"
si.
e o om )

Se establece los pasos para realizar la introduccién de brotes obtenidos en la
desinfeccion en el medio de cultivo y asi iniciar el cultivo in vitro
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Anexo 9 Protocolo de multiplicacién de brotes

Brote, medio de
introduccion

Brotes nuevos

Hojas de los
brotes

—
| . ea)
-

Metistemo, tubo
de ensayo

Tubo plastico

Meristemos, 16
hluz, 8 h
oscuridad

(  Multiplicacién )

Y
Cortar }—~>[ Brotes sin hojas J

[ Colocar }

.
——Ir[ Sellar W

Exponer J—»{ Plantulas J

I

l

Fin

Se establece las condiciones para multiplicar los brotes obtenidos en la etapa de

introduccioén.
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Anexo 103 Protocolo de enraizamiento

Enraizamiento

Y

7 \
Plantulas, medio
de multiplicacion ﬂraer
¥

S —

Y

Brotes nuevos Cortar
Brotes sin hojas,
medio de cultivo

J
—_—— Y
Tubo plastico ‘E“ar
\J
Brotes 16 h luz, Plantulas, con
8 h oscuridad Exponer raices
A

Fin

Se establece el procedimiento para generar raices en las plantulas obtenidas en la
multiplicacion y que estén listas para su aclimatacion.

Anexo 11 Proceso de desinfeccion de estacas

Tres tratamientos de cloro con variacion del tiempo (T1 5% cloro 5 min, T2 3%
cloro 12 min, T3 3% cloro 15 min)
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Anexo 12 Proceso de secado

estacas en la camara de flujo laminar para el posterior corte de meristemos

Anexo 13 Etapa de introduccion

Meristemos de Eryngium

A.- Observacion en el estereoscopio el meristemo. B.

T2 BAP 2ml) 1 dia, C.-

Meristemo en desarrollo de 7 dias. D.- Meristemos en desarrollo de 21 dia.
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Anexo 14 Vitrificacion

Vitrificacion en el dia 30 del proceso de introduccion

Anexo 15 Etapa de multiplicacion

A.- Plantulas en el proceso de multiplicacién de Eryngium maritimum de B.-
Eryngium maritimum sembrados en medio de cultivo (T1 100% MS 7g/L Agar,
T2 75% MS 6,9g/L Agar, T3 50% MS 6,9g/L Agar)
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Anexo 16 Etapa de enraizamiento

Enraizamiento de Eryngium maritimum, sembrados en medio de cultivo (T1 BAP
0,1ml — ANA 0,5ml, T2 BAP 0,1ml - AIB 0,5 ml - ANA 0,5 ml, T3 BAP 0,1 ml
—AIB 0,1 ml — ANA 0,5 ml)

Anexo 17 Etapa de aclimatacion

Eryngium maritimum, en la floricola FLOWER VILLAGE CIA. LTDA
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