INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA RICA

TEC ]
ESCUELA DE BIOLOGIA

| NFORME DE PRACTICA DE ESPECIALIDAD

EVALUACION DEL EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA PROPAGACION MASIVA DE
Sinningia speciosa ViA ORGANOGENESIS

RANDALL PACHECO VASQUEZ

CARTAGO, 2001



INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA RICA

ESCUELA DE BIOLOGIA

| NFORME DE PRACTICA DE ESPECIALIDAD

EVALUACION DEL EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA PROPAGACION M ASIVA DE
Sinningia speciosa ViA ORGANOGENESIS

RANDALL PACHECO VASQUEZ

CARTAGO, 2001



EVALUACION DEL EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA PROPAGACION MASIVA DE
Sinningia speciosa ViA ORGANOGENESIS

I nforme presentado a la Escuela de Biologia del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica como requisito parcial

para optar al titulo de Bachiller en Ingenieria en Biotecnologia.

Miembrosdel Tribunal

Lic. JaimeBrenesMadriz,
Profesor Guia

MSc. Vilma Jiménez, M Sc. Silvana Alvarenga,
Lectora Lectora



EVALUACION DEL EFECTO DE LA LUZ SOBRE LA PROPAGACION MASIVA DE
Sinningia speciosa ViA ORGANOGENESIS

Randall Pacheco Vasquez @

RESUMEN

La produccion via organogénesis en gloxinias (Snningia speciosa) se
evalud a partir del efecto de tres condiciones de luz (directa, difusa y
oscuridad) en un medio Murashige y Skoog (M&S, 1962) modificado.
La mayor formacion de plantulas se presentd en e tratamiento a la luz
difusa, con @ cual selogré establecer un protocolo de produccién rapido
y masivo.

Las variables evaluadas fueron analizadas alas 3 y 8 semanas de cultivo
in vitro, determinando asi las mejores condiciones de luminosidad para
la produccion de gloxinia. Todos los resultados se determinaron a través
del conteo del nimero total por tratamiento y promedio por frasco de
plantulas obtenidas, asi como por un modelo estadistico basado en
andlisis de varianzay pruebas de Tukey parala comparacién de medias.

Palabr as clave: organogénesis/ micropropagacion/ gloxinia/
Snningia speciosa/ invitro/ luz.

2 |nforme de Préacticade Especialidad, Escuelade Biologia, Instituto Tecnol 6gico de Costa Rica,
Cartago, CostaRica. 2001.



EVALUATION OF LUMINOSITY EFFECT ON Sinningia speciosa CLONAL
PROPAGATION VIA ORGAN GENESIS

Randall Pacheco Vasquez @
ABSTRACT

Gloxinias' (Snningia speciosa) production via organ genesis was
evauate from the effect of three luminosity conditions (direct, diffuse
and darkness) on a Murashige and Skoog modified media (M&S, 1962).
The biggest number of plants was obtained in the diffuse luminosity
treatment, this treatment established a fast and massive production
protocol.

Evaluation was redlized on 3® and 8" weeks of in vitro culture, to
determinate the best luminosity conditions to produce gloxinia
Resultants was determinate from simple count of plants by treatments,
and by variance analysis and Tukey probes for statistic medias.

Keywor ds. organ genesis/ micropropagation / gloxinia/
Snningia speciosa/ in vitro / luminosity.

2 |nforme de Préacticade Especialidad, Escuelade Biologia, Instituto Tecnol 6gico de Costa Rica,
Cartago, CostaRica. 2001.
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INTRODUCCION

Por ser Costa Rica un pais tropical y con una gran diversidad de ambientes y
climas, es posible encontrar tanto especies endémicas como exéticas, inclusive de otras
regiones del continente. Dentro de la riqueza vegetal exdtica existente en nuestro pais, se
encuentra una planta ornamental que se ha logrado adaptar muy bien, no sélo a nuestro
ambiente, sino también al comercio y a las producciones a gran escala, ésta ornamental es
conocida como gloxinia (Snningia speciosa).

Las gloxinias son ornamentales suculentas de gran belleza floreal, son especies
originarias de Brasil, y miembros de la familia de las Gesneriaceas, a la que la violeta
africana también pertenece.

El sector ornamental, representado por plantas de follges y flores, ha tenido un
desarrollo expansivo en las Ultimas décadas. Este desarrollo se ha debido a la gran
demanda de nuestros productos en los diferentes mercados como Estados Unidos, Japon
y Europa, mercados que son altamente demandantes en calidad y que han sido los
principal es destinos de exportacién de ornamental es de Costa Rica.

La demanda por estas plantas se ha incrementado y con ello la necesidad de las
empresas de producir masivamente plantas de una excelente calidad. De hecho, las
exportaciones del sector agricola durante € afio 2000 en Costa Rica, ascendieron a
$1270,9 millones, de los cuales el 63% corresponde a frutas y vegetales;, un 25% a café,
téy otras especias, y € restante 11% a plantas, floresy follgjes (Procomer, 2001).

Es por ello que se hace necesaria la produccién de especies como la gloxinia, de
una manera intensiva e industrial; esto con el fin de ofrecer una mayor cantidad y
variedad de éstas a los interesados y de producir con menos costos y mayor eficiencia; de
hecho, € objetivo de éste trabajo nace a partir de la gran demanda de ésta especie,
demanda que podra ser suplida a implementar técnicas in vitro més eficientes y rgpidas,
como |o es la propagacién masiva o micropropagacion clonal.

El presente proyecto pretendié establecer un protocolo in vitro de produccién de
gloxinias, con € fin de obtener una cantidad de plantulas in vitro a gran escalay a corto
plazo, asi como dar a conocer e éxito de latécnica utilizada para la especie en cuestion.

1
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OBJETIVOS

Objetivo General:
- Establecer un protocolo in vitro de produccién de gloxinias, con € fin de obtener una

cantidad de plantulasin vitro agran escalay a corto plazo.

Obj etivos especificos:

- Obtener un aproximado de 3000 plantulas in vitro en un periodo de 5 meses.

- Reconocer la €ficiencia del proceso productivo de la micropropagacion clona in
vitro.

- Proveer alas empresas e instituciones de una fuente rdpiday eficiente de vitroplantas

de Gloxinias spp.

1
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REVISION DE LITERATURA

Sinningia speciosa (Gloxinia).
Taxonomia

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida—
Dicotiledéneas

Orden: Scrophulariales
Familia: Gesneriaceae

Género: Sinningia

Especie: speciosa

Antecedentes

Las “Gloxinias” (Snningia speciosa) también [lamadas "Gloxinia de floricultor," no son
una gloxinia verdadera del todo, ya que las verdaderas gloxinias no producen tubérculos
mientras que las Sinningias si 1o hacen. La gloxinia de floricultor es una planta perenne
herbacea y un miembro de la familia de las Gesneriéceas, a la que la violeta africana
popular también pertenece. Dicha familia es nativa de Brasil (Morley, 1999).

Las gloxinias estén entre las plantas que son crecidas durante la primavera y
verano, aungque con un manegjo apropiado, es posible producir plantas florecientes a lo
largo de todo € afo. Sus flores aterciopel adas, campanudas promedian mas de 3 pulgadas
de didmetro. Cada flor se despliega en un pétalo largo. Su rango de color es muy amplio,
y abarca blanco, rosa, rojo, azul y purpura. A la vez, también pueden ser de dos tonos,
con los centros o los margenes blancos. Hay plantas florecientes simples y solas, con los

bordes del pétalo plano u ondulado, su follgje es oblongo, elegante y aterciopelado como

1
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Actualidad

Debido a la gran produccion y comercializacion de plantas ornamentales que
existe hoy en dia, tanto en los mercados nacionales como internacionales, es que se hace
necesario optimizar las fuentes de produccién de las mismas; las gloxinias son un claro
giemplo de estos tipos de plantas y el mejoramiento de las técnicas de produccion y
comercializacion, requieren ser modificados. La Snningia speciosa presenta una gran
demanda, la cua puede ser suplida o complementada en las empresas dedicadas a los
cultivos ornamentales, al implementar las técnicas del cultivo in vitro, como lo es la
micropropagacion clonal. En general, las técnicas in vitro consisten en el cultivo aséptico
de tejidos vegetal es mediante condiciones artificiales de crecimiento y desarrollo.

Una de esas técnicas es la micropropagacion clonal, la cual consiste en la
produccion y desarrollo de plantulas clonales in vitro a partir de explantes asépticos, ya
sea vegetativos 0 sexuales. Este proceso se produce con cierta facilidad en laboratorios
especializados en casi todo el mundo, presentandose en mas de 60 familias de plantas,
algunas de ellas como las compuestas, cruciferas, cucurbitéceas, gramineas, rosacess,
leguminosas, palmaceas, etc. (Lopez y Peran, 2000).

La micropropagacion clona ha llegado a significar una excelente via de solucion
a muchos de los problemas del sector ornamental, tales como la baja y lenta tasa de
multiplicacion, asi como la gran heterogeneidad obtenidas por las técnicas de
propagacion convencionales; permitiendo asi producciones casi inmediatas de grandes
cantidades de plantas de calidad, con las mejores caracteristicas y homogeneidad.

Haberland en 1902 citado por CIAT (1991), postul6 su enunciado de
totipotencialidad celular; y uno de los alcances de éste postulado fue el nacimiento de una
técnica de cultivo in vitro muy usada y exitosa, la micropropagacién clonal, técnica que
tiene sus origenes en la teoria de 1902, aprovechando asi la capacidad de las células
vegetales de poder llegar a formar plantas completas por medio de su organizacién

paulatina en tgjidos, 6rganos, etc. llamado éste proceso Organogénesis, esto debido a la

1
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La técnica de micropropagacion permite la multiplicacion masiva, en un tiempo
corto y en un espacio reducido, de variedades e individuos con caracteristicas élite de alta
demanda y apreciabilidad en € mercado de ornamentales; traduciéndose asi, en bajos
costos de produccion y de mantenimiento y por supuesto en obtencion de plantas
homogéneas y libres de patogenos.

Originamente la gloxinia ha sido multiplicada por semilla, tubérculos o
vegetativamente por medio de hojas o tallos, sin grandes éxitos en la obtencion masiva de
ésta especie, es asi como la necesidad de mantener lineas homogéneas y producir altos
volumenes ha impulsado la busqueda y desarrollo de métodos més eficientes para
reproducirlasy comercializarlas (Alvarengay Abdelnour, 1999).

Segin Abdelnour y Vincent (1994), la micropropagaciéon ha logrado excelente
aceptacion en e sector industrial y es practicada tanto en especies horticolas como en
ornamentales, ademas de presentar importantes ventajas sobre los métodos tradicionales
de reproduccion tales como, un mayor numero de plantas obtenidas, reduccion
significativa en € tiempo de multiplicacion, un mejor control sanitario de los materiales,
entre otras. A la vez, ésta técnica permite una gran versatilidad en €l uso de diversos
explantes para la obtencion de un nimero tedricamente ilimitado de plantas, tal es el caso
del uso de épices radiculares y caulinares, hipocétilos, peciolos, pedunculos, hojas
jovenes y en general tejidos y Grganos con caracteristicas embrionarias, meristematicas o
reproductivas (embriones e inflorescencias inmaduras, trozos de escutelo, nucela y
endospermo, évulosy tejido ovarico) (Lopez y Peran, 2000).

En el caso del cultivo de hojas, éstas han sido usadas para la propagacion masiva
in vitro del cafeto con el fin de obtener embriones sométicos via callogénesis; también se
han hecho experimentos con segmentos de hojas de violeta africana para obtener brotesy
posteriormente enraizarlos para una clonacién rdpida, asi como en banano, pifia,
orquideas, claveles, begonias, gerberas e innumerables especies tanto de interés
agrondmico como ornamental (Hurtado y Merino, 1987). Especificamente en plantas
ornamentales y algunas herbaceas se utiliza la propagacion in vitro a nivel industrial para
satisfacer la demanda de muchos paises; algunos de |os paises que optan por ésta técnica
se ubican principalmente en Europa, Estados Unidos, Latinoamérica 'y Asia (Navarro y

Perea, 1996). ﬂ
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Dentro de los primeros ensayos conseguidos a cerca de ésta teoria se encuentran
los de Reinert en 1958 y Steward et al, en 1958; donde ambos lograron producir
plantul as enteras a partir de raices de zanahoria. Hoy en dia se pueden encontrar cientos
de ensayos referentes al tema con distintas especies, l0s cuales refuerzan tanto la teoria de
totipotencia como la técnica de micropropagacion, éste ultimo como un procedimiento
agil y eficaz en la obtencidn de plantas élite con poca variacion (Abdelnour y Vincent,
1994).

Un modelo reciente de micropropagacion clonal exitosa lo presenta un ensayo
realizado con Nicotiana tabacum var. Xanthi, Nicotiana benthamiana y Arabidopsis
thaliana; en el cua se obtuvo un éxito total en e cultivo de las plantas mencionadas,
ademés de lograr su adaptaciéon dentro de la tecnologia de transformacion de plantas
mediada por Agrobacterium tumefaciens (Fernandez, 1996).

Otro gemplo lo manifiesta la propagacion de Obregonia denegri. La Obregonia
denegri es una cactacea en peligro de extincion cuyas posibilidades reproductivas estéan
muy limitadas. En dicho ensayo, a desarrollar la metodologia se logré producir plantas
viables y resistentes a transplante a campo, a partir de brotes producidos in vitro
(Xochitl y Barrera, 1997).

Cabe aclarar, que luego de agotar todas la fuentes bibliograficas, no se logré

obtener informacion de ensayos realizados con la técnica en cuestion sobre la especie

1

ornamental Snningia speciosa.
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MATERIALESY METODOS

L ocalizacion del ensayo
El experimento se realizé en e Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la empresa

Plantaciones Exéticas S.A., ubicada en Concepcion de Tres Rios, provincia de Cartago.

Descripcion del material experimental

Se tomaron frascos de gloxinia in vitro conteniendo aproximadamente 12
plantulas cada uno. Dichos frascos se llevaron a la camara de flujo y se les extrajeron las
plantulas, a cada una de éstas se les cortd las hojas grandes y medianas, con un area
aproximadade  1cm?

Las hojas se sembraron por su parte adaxial en un medio de cultivo M& S (1962)
modificado con 1 mgL™ de 6-BAP, 1.5 mgL™ de 2iP, 0.5 mgL™ de AIA, 0.2 mgL™ de
tiamina, 100 mgL™* de Myo-inositol, 1.8 gL™* de Phytagel y 30 gL™ de Sacarosa, pH 6 y
en condiciones de oscuridad, luz difusa 'y luz directa; por un tiempo de 6 a 8 semanas,
durante el cua se realizaron evaluaciones cada dos dias con € fin de dar seguimiento al
desarrollo embrionario. Pasado éste tiempo, se procedié a redizar € mismo
procedimiento con €l fin de aumentar la cantidad de plantul as a producir.

Se dispensaron 20 ml del medio de cultivo en frascos transparentes de vidrio de la
marca comercial Gerber®(Gerber — Novartis, C.R. Apto 1811-1000 San José) con capacidad
para 125 ml, y se protegieron del exterior con tapas transparentes de |a marca Magenta®.

Para cada uno de los tratamientos se realizaron 4 repeticiones de 20 frascos cada
una, conteniendo cada frasco 4 explantes. Finalmente, se procedié arealizar € conteo de

plantulas producidas por frasco en cada repeticion de su respectivo tratamiento y a

1

obtener los andlisis estadisticos concernientes.
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Tratamientos evaluados

Luz Directa

Se redlizé un disefio experimental basado en 4 repeticiones de 20 frascos cada
una. Dicho disefio fue expuesto a la luz directa bgo una intensidad de 2000 lux, con
fluorescentes de la marca Silvania® Grow-lux de 40 watts (vida de 20.000 horas, salida
inicial de 1650 |imenes) que irradian energia adicional en las regiones rojo-legjano (700-
800nm), roja (600-700nm) y azul (400-500nm) del espectro; todo con €l fin de analizar

su efecto sobre la micropropagacion clonal y la organogénesis de | as plantul as obtenidas.

Luz Difusa
Se realiz6 también un disefio experimental de 4 repeticiones de 20 frascos cada
una, €l ensayo se colocd en estantes con los fluorescentes apagados y con incidencia de

luz indirecta de los otros estantes.

Oscuridad
Este Gltimo tratamiento se basd, en & mismo disefio experimental de los
anteriores, con la diferencia que se colocd bajo una manta negra doble, con e proposito

de evitar e paso de luz completamente hacialos explantes.
Andlisisde datos

Se utilizé un modelo estadistico basado en un andlisis de varianza y pruebas de

Tukey para la comparacion de medias, para lo cual se utilizé e programa Statistix® para

1

Windows® version 4.0.

18



RESULTADOS

- Efecto delaluz directa

Para el 7™ dia después de la siembra, hubo un inicio claro de respuesta en 16 de
los frascos, dandose un aumento en la densidad, longitud y grosor de los tricomas
adaxiales de las hojas, asi como un plegamiento parcia de las hojas sobre si mismas; se
empezd a notar algunas pequefias protuberancias tempranas.

Al 10™ dia, todos los explantes en los frascos presentaron respuesta, se observo
un gran nimero de domos y algunos indicios de iniciacion de organogénesis. Para el 13*°
dia los domos anteriores, se observaron con indicios de polaridad y formacion de la
seccion meristematica de las plantulas.

En & dia nUmero 17, no se presentaba oxidacion de los explantes, se observaron
algunos domos celulares tardios, mientras que la mayoria de explantes presentaban
plantulas poco diferenciadas, algunas de estas con indicios de organizacién de sus
organos (Figura 1). En € dia 21, se observo una oxidacion parcial en la mayoria de los
explantes, alavez, se presentaron muchas plantulas con sus cotiledones bien formados y
varias plantulas en estado juvenil.

En la Figura 1. se observan los principales estados de una plantula obtenida por
organogénesis, se presentan en forma progresiva. Inicialmente, se presenta un pequefio
domo globular, luego una organizacion celular en tejidos poco diferenciados, seguida de

un estado un poco mas organizado y finalmente un estado con cotiledones formados.

Figura 1. Principal es estadios de desarrollo de una plantula obtenida por organogénesis.

Fuente: Lopez y Peran (2000).
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En la Figura 2. se observa una plantula en estado juvenil obtenida por
organogénesis bajo laluz, nétese la oxidacion del explante.

Figura 2. Plantula de Snningia speciosa obtenida por organogénesis en el tratamiento
bajo luz directa.

En el Cuadro 1, se muestra el nimero promedio de plantul as obtenidas por frasco
para cada una de las repeticiones y el nimero total de plantulas obtenidas por repeticion,
alavez seindica e numero total de plantulas obtenidas a los 22 dias de tratamiento, se
puede apreciar que la repeticion 4 se llevd a cabo con 19 frascos debido a la
contaminacion por hongo de uno de los frascos; también se observa un comportamiento
de produccion similar en las 3 primeras repeticiones, no asi en la repeticion 4 que
presentd unaleve disminucién dada la pérdida del frasco contaminado.

Cuadro 1. Comparaciéon del numero de plantulas obtenidas por
organogeénesis en hojas de Gloxinia spp. in vitro a las 3 semanas de exposicién
alaluzdirecta, Plantaciones Exéticas S.A. 2 001.

Repeticion Numero defrascos *Plantulas/frasco Total deplantulas

1 20 12,2 244
2 20 15,6 312
3 20 14,75 295
4 19 8,95 170
x: 12,875 Total: 1021

* NUmero promedio de pléantulas.
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A las 8 semanas después de sembrados los explantes, las plantulas se contaron de
nuevo, como se observa en € Cuadro 2, se duplicd € numero de plantulas en €
tratamiento, luego de 5 semanas desde € Ultimo conteo. A la vez, se observa € nimero

promedio final de plantulas obtenidas por frasco para cada repeticion, asi como € nimero

total de plantulas por repeticion.

Cuadro 2. Comparacion de numero de plantulas obtenidas por
organogénesis en hojas de Gloxinia spp. in vitro a las 8 semanas de exposicién
alaluz directa, Plantaciones Exdticas S.A. 2 001.

Repeticion Numero defrascos *Plantulas/frasco Total deplantulas

1 20 30,5 610
2 20 25,7 514
3 20 24,1 482
4 19 20,7 414
x: 2525 Total: 2020

* NUmero promedio de plantulas.
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- Efecto delaluzindirecta o difusa

En éste tratamiento se obtuvo la mayor produccion de plantulas por
organogénesis, e inclusive se puede asegurar con un 99% de confianza que existe
diferencia significativa entre éste tratamiento y los demas con respecto al nimero de
plantul as obtenidas.

Al 3% dia después de la siembra, se empezd a notar la respuesta en |os tricomas,
por medio de un pequefio engrosamiento, alargamiento y aumento en nimero de estos,
asi como plegamiento de las hojas.

Para €l dia nUmero 6, todos los frascos tuvieron respuesta en la mayoria de sus
explantes, en € 10™ dia, se observaron gran cantidad de domos globulares, asi como de
algunas pequefias plantulas en estado muy temprano y poco diferenciadas.

En e 13* dia, se presentaron nuevos domos, y también plantulas pequefias poco
diferenciadas.

Al 17*° dia, se presentaron muchas plantulas mas diferenciadas y algunas con los
cotiledones presentes, asi como algunas pléantulas formadas (Figura 1).

En el Cuadro 3, se puede apreciar € nimero promedio de plantulas obtenidas por
frasco de acuerdo a cada repeticion redlizada en e tratamiento 2; se observa la
produccion total de plantulas para cada repeticion, y la sumatoriatotal de plantulas alas 3

semanas de sembrados |os explantes.

Cuadro 3. Comparacion de numero de plantulas obtenidas por
organogénesis en hojas de Gloxinia spp. in vitro a las 3 semanas de exposicion
alaluz difusa, Plantaciones Exdticas S.A. 2 001.

Repeticion  Numero defrascos *Plantulas/frasco Total de plantulas

1 20 17,6 352
2 20 19,8 396
3 20 19,2 384
4 20 22,1 442
% 119,675 Total: 1574

* NUmero promedio de plantulas.
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Pasadas 8 semanas después de sembrados |os explantes, |as plantulas se contaron
de nuevo, alcanzandose un aumento de casi € doble en la produccion de plantulas. Lo
anterior se pone de manifiesto en el Cuadro 4, después de 5 semanas se obtuvo un total de

2 900 pléantulas.

Cuadro 4. Comparacion de numero de plantulas obtenidas por
organogenesis en hojas de Gloxinia spp. in vitro a las 8 semanas de exposicion
alaluz difusa, Plantaciones Exdéticas S.A. 2 001.

Repeticion Numerodefrascos *Plantulas/frasco Total deplantulas

1 20 33,4 668
2 20 359 718
3 20 37,2 744
4 20 38,5 770
x: 36,25 Total: 2900

* Numero promedio de plantulas.
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- Efecto dela oscuridad

Al 3% dia de sembrados, se not6 una palidez de los explantes, en especial en sus
venas centrales, ademds no se observd ninguin indicio de respuesta en organogénesis.

En e 7™ dia, se observé una mayor palidez en €l lado adaxial de las hojas, asi
como un aumento en la densidad, grosor y longitud de los tricomas, y un plegamiento de
los explantes.

Al 11*° dia se observé un inicio en la respuesta de todos los explantes. Al dia 25,
los tricomas que iniciaron la desdiferenciacion se formaron en calos y de alli salieron
algunas plantulas pero no significativas, a la vez, se dio una formacion de
microtubérculos, uno en el peciolo de cada hoja, del cual también posteriormente saldrian
plantulas. En la Figura se visualizan plantulas etioladas producidas a partir de un

microtubérculo formado en el tratamiento 3.

Figura 3. Plantulas de Snningia speciosa obtenidas por microtuberizacién en €l

tratamiento bajo oscuridad.
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Los datos recolectados a las 4 y 8 semanas de tratamiento en la oscuridad se
representan en los Cuadros 5y 6. En el Cuadro 5 se aprecia una produccion nula de

plantul as en todas | as repeticiones luego de 4 semanas de sembrados |os explantes.

Cuadro 5. Comparaciéon de numero de plantulas obtenidas por
or ganogenesis en hojas de Gloxinia spp. in vitro a las 4 semanas de exposicion
alaoscuridad, Plantaciones Exéticas S.A. 2 001.

Repeticion Numerodefrascos *Plantulas/frasco Total deplantulas

1 20 0 0

2 20 0 0

3 20 0 0

4 20 0 0
Total: O

* Numero promedio de plantulas.

Asi también, en € Cuadro 6 seindica el nUmero promedio de plantulas obtenidas
luego de 8 semanas de sembrados los explantes; se puede apreciar la baja cantidad de
plantulas producidas tanto por frasco, como por repeticion, presentandose un

comportamiento similar en las 4 repeticiones.

Cuadro 6. Comparacion de numero de plantulas obtenidas por
organogénesis en hojas de Gloxinia spp. in vitro a las 8 semanas de exposicion
alaoscuridad, Plantaciones Exéticas S.A. 2 001.

Repeticion Numero defrascos *Plantulas/frasco Total de plantulas

1 20 11 22

2 20 1,0 20

3 20 0,5 10

4 20 0,3 6
Total: 58

* Numero promedio de plantulas.
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- Comparacion entre tratamientos

Al final de los tratamientos (8 semanas) se compararon |os resultados de cada uno
de estos de acuerdo a nimero promedio de plantulas obtenidas y a nimero promedio de
|as mismas por frasco.

Como se pone en manifiesto en el Cuadro 7, la tasa mas ata de produccion de
plantulas de gloxinia obtenidas por organogénesis se consiguio en el tratamiento 2 (Luz
difusa), con un promedio de 36,25 plantulas por frasco, incidiendo por ende en el nimero
total de plantulas obtenidas al final del tratamiento (2 900 plantulas). Con un promedio de
25,25 plantulas por frasco y un total de 2 020 plantulas a final de las 8 semanas, se ubico
el tratamiento 1 (Luz directa) y con una produccion mucho més baja que ambos; 0,725
plantulas / frasco y 58 plantulas a final del tratamiento, se encontré e tratamiento 3
(Oscuridad) (Cuadro 7).

Asi también, se encontraron diferencias significativas en el nimero promedio y en
el total final de plantulas obtenidas por organogéenesis entre los 3 tratamientos, afirmado
con un 99% de confianza, a realizar la prueba de Tukey para la comparacion de medias
(Anexo 1).

Cuadro 7. Comparacion luego de 8 semanas de observacién, entre los
distintos tratamientos, en € proceso de organogénesis en hojas de Gloxinia
spp. in vitro, Plantaciones Exéticas S.A. 2 001.

Tratamiento Numerodefrascos *Promedio Final/ Total de plantulas

Frasco
1 80 25,25 2020
2 80 36,25 2900
3 79 0,725 58

* NUmero promedio de plantulas.
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En las Figuras 4 y 5, se muestra el comportamiento de los 3 tratamientos segun el
numero de plantulas obtenidas por frasco y el nimero de plantulas por tratamiento. En la
Figura 4, se puede apreciar la gran diferencia conseguida por e tratamiento 2, obteniendo
un promedio de 36,25 plantulas por frasco, mientras que en € tratamiento 1 y en €

tratamiento 3, se produjo un promedio de 25,25 y de 0,725 plantulas por frasco,

respectivamente.
40
301
Pantuaspor
fraso 20
101
0 ‘ ‘
1 2 3
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Figura 4. Promedio de plantulas de Gloxinia spp. obtenidas por frasco por medio de
organogénesis, alas 8 semanas de cultivadas.
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En la Figura 5, se observa como € tratamiento 2 (luz difusa) produjo un total de
2 900 plantulas a fina de las 8 semanas, mientras que en los otros tratamientos, se
produjo un total de 2 020 pléntulas para €l tratamiento 1(luz directa) y de 58 pléantulas

para el tratamiento 3 (oscuridad).

3000+

2500+

2000+

NUmerode

1500+

Plantulas

1000+

500+

0 ‘
1 2 3

Tratamiento

Figura 5. Comparacién luego de 8 semanas de observacion, entre |os distintos
tratamientos, en la sumatoria total de plantulas obtenidas por organogénesis en hojas de
Gloxinia spp. in vitro.
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DISCUSION DE RESULTADOS

- Efecto delaluz directa

De los explantes utilizados en € ensayo, fue muy significativa la presencia de
tricomas, ya que estos favorecieron la formacion de nuevas plantulas. De ahi que un
factor tan determinante en la introduccion in vitro, como son los tricomas o cualquier
estructura de la planta, que en muchas ocasiones puede servir como hospedero de
patdgenos, se volvid esencial en la organogénesis.

El proceso de organogénesis se llevd a cabo por la desdiferenciacion y
rediferenciacion celular inducida en los tricomas del lado adaxia de las hojas de gloxinia
sembradas en €l medio de cultivo. Se €ligio e sector adaxia de las hojas debido a que, en
comparacion con el lado abaxial y por medio de la observacion al estereoscopio, se logrd
visuaizar una mayor cantidad de estos, |0 que favorecio directamente en el nimero de
plantulas obtenidas a final del ensayo, ya que, con una mayor densidad de tricomas se
aumentaron también |as probabilidades de producir un mayor nimero de pléntulas.

A pesar de que no hay estudios concretos sobre la base de la organogénsis en
Gloxinia, a igua que Bigot (1976) citado por Alvarenga 'y Abdelnour (1999), se podria
pensar que la respuesta celular obtenida se debié a una diferencia en la capacidad
metabdlica de los tejidos, 1o que llevd a la diferenciacion de las células tricomales a
plantulas. Es importante recalcar que, en otras plantas ornamentales como la begonia
(Begonia spp.) y la violeta africana (Saintpaulia spp.), Ohki (1994) reportd una intensa
activacion en los tejidos superficiales, especificamente en las células epidérmicas, parala
posterior diferenciacion.

En e tratamiento 1, se obtuvo una respuesta inicia rapida en los tricomas
expuestos al medio de cultivo, aproximadamente al 7™ dia después de la siembra. Dentro
de esa respuesta inicial, se observé un aumento claro en la densidad o nimero de
tricomas en la superficie adaxial del explante, asi como también, una elongacion y
engrosamiento de los mismos; esto debido al proceso de desdiferenciacion y
rediferenciacion celular de los tricomas a ser expuestos a los reguladores de crecimiento
antes mencionados, asi, las auxinas provocaron la elongacion y aumento de grosor, las
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citocininas el aumento en la densidad y la combinacion de ambos indujeron la formacion
delas plantulas.

La respuesta favorable de la organogénesis en condiciones de luz se presentd por
medio de una buena produccién de pléantulas a partir del concepto de totipotencia celular
aplicado a la organogénesis, en donde a partir de células sométicas se obtuvieron
individuos nuevos sin pasar por unafusion de gametos.

El medio de cultivo empleado (Anexo 2) presentd las caracteristicas necesarias
para la realizacion del ensayo, las cuales se dieron principalmente a nivel de reguladores
de crecimiento, debido a la concentracion y combinacion ideal de una auxina (AlA) con
dos citocininas (2iP y BAP), las cuales se mezclaron de manera que se presentara una
baja concentracién de auxinas y una media o alta concentracion de citocininas, esto para
inducir favorable y directamente a laformacion de brotes en las hojas de gloxinia.

Es asi como la combinacion de la auxinay las citocininas presentes promovio una
division, elongacion y diferenciacion celular en e desarrollo de las plantulas, asi como la
neoformacién de organos. A la vez, la auxina promovio € fototropismo de las plantulas
pues éstas, primariamente se encontraban bajo el explante'.

Un resultado similar 1o obtuvieron Garcia y Menéndez (1987) en café, donde
lograron producir las mayores cantidades de plantulas combinando tanto BAP con &acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D — una auxina) como 2-isopentenil adenina (2iP) con
acido indol-butirico (AIB — una auxina).

Debido alarespuesta progresiva y al estado de madurez de los tricomas presentes
en los explantes fue que se evidencié un aumento significativo del nimero de plantulas
presentes, promoviéndose una produccion masiva de la semana 3 a la semana 5 Ode
tratamiento, en la cual se obtuvieron mas plantul as adicionales por organogénesis.

En comparacién, éste tratamiento obtuvo una menor produccion y una diferencia
significativa, con respecto al tratamiento 2. Los resultados obtenidos parecen sugerir que
la luz directa incide en un incremento de la temperatura interna 'y externa de los frascos,
lo que pudo afectar la capacidad organogénica, siendo ésta mas favorable en presencia de

menor intensidad y cantidad luminica.

! Peraza, J. 2000. Hormonas vegetales y respuestas. Instituto Tecnoldgico de Costa Rica.
(Comunicacion personal). t
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Asi también, la luz directa 'y € incremento en la temperatura incurrieron en la
oxidacion de los explantes. Dicho fendmeno repercutio directamente sobre la obtencion
final de plantulas, ya que, a oxidarse los explantes por la luz, también se oxidaron las
plantul as poco diferenciadas provocando muerte prematura y por ende menor produccién

final de plantulas al terminar las 8 semanas de tratamiento.

1
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- Efecto delaluz difusa

Cabe resaltar que, uno de los objetivos de éste trabajo consistio en obtener un
aproximado de 3000 plantulas in vitro en un periodo de 5 meses, cantidad que casi se
logré por medio del tratamiento 2, ya que se produjo un total de 2 900 plantulas. Pero, a
pesar de ese logro, se obtuvo una reduccion del tiempo de produccién, alcanzando dicha
cantidad de plantulas en 2 meses (8 semanas) menos de la mitad del tiempo proyectado
en los objetivos.

Una vez gue e explante fue colocado en € medio de cultivo, se dio la absorcién
de sales y reguladores de crecimiento (BAP — 2iP - AlA), los cuales gercieron efectos
directos sobre laformacion de nuevas plantas. El BAPy & 2iP, como citocininas que son,
Se caracterizan por poder interactuar con las auxinas, especiamente el AIA; con € cual,
en éste ensayo, provocaron division celular y afectaron los patrones de diferenciacién de
las células, lo que provoco a posteriori 1a morfogénesis celular de las plantulas’

En éste caso, también se obtuvo una respuesta en los tricomas similar a la del
tratamiento 1, en donde los tricomas iniciaron su proceso de desdiferenciacion primero
con un aumento en su densidad en la superficie de la hoja, luego se dio un engrosamiento
paulatino de los mismos y posteriormente se presentd un aumento en la longitud de los
tricomas que se rediferenciaron finalmente a plantul as.

En éste tratamiento, el mayor nimero de plantulas tempranas se presentaron hasta
finales de la segunda semana (13 dia), probablemente provocado por la menor
incidencia de luz, lo que indicd un proceso de desarrollo un poco mas lento referente al
tratamiento 1, tratamiento que pudo verse acelerado por la luz directa

A pesar de tenerse un inicio mas lento en el proceso de respuesta y diferenciacion
celular en e tratamiento 2, se llegd a obtener un aumento masivo en e ndmero de
plantulas que también significd un incremento en € total de produccién final de dicho
tratamiento. Ya que, en comparacion con el tratamiento 1, para € dia 17 se obtuvo un
mayor promedio de plantulas por frasco que el obtenido en € tratamiento 1 para el dia

21, 19,675y 12,875 plantulas / frasco respectivamente.

2 Peraza, J. 2000. Hormonas vegetales y respuestas. Instituto Tecnol dgico de Costa Rica.
(Comunicacion personal). .
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Al final de las 8 semanas la cantidad total de plantulas cas se duplico,
obteniéndose un total de 2 900 plantulas que evidenciaron €l éxito del tratamiento y por
ende su recomendacién de utilizacion en investigaciones y proyecciones a futuro.

La capacidad productiva de pléantulas también se debi6 a la presencia de luz, ya
gue e fitocromo (principal pigmento vegetal que absorbe la luz) es inducido por las
longitudes de onda del rojo y rojo-lejano del espectro de luz®. Es asf como € fitocromo es
un fotorreceptor que controla la respuesta germinativa y fotosintética de las plantas, y al
tener la presencia de luz con amplio espectro dada por los fluorescentes en € cuarto de
crecimiento, se explicalarespuesta sobre la organogénesis en los explantes.

La diferencia tan marcada entre los tratamientos 1 y 2 (més de 800 plantulas), se
debio principalmente a las condiciones luminicas a las cuales fueron expuestas, ya que en
e tratamiento 1 se dio fotooxidacion de los explantes que a posteriori se tradujo en
pérdida de plantulas;, mientras que, en €l tratamiento 2 se prestaron las condiciones de luz
indirecta para que se realizara el proceso de organogénesis sin repercutir en la cantidad de
plantulas obtenidas, pues a haber una menor incidencia de luz sobre los explantes, se
evitd una posible fotooxidacion que minimizara el nimero de plantulas finales.

La fotooxidacion de los explantes se pudo deber a la sensibilidad de la gloxinia
por los cambios bruscos de temperatura, ya que, a haber una alta incidencia de luz en €l
tratamiento 1, también pudo haber un incremento en la temperatura interna 'y externa de
los frascos que repercutiera directamente sobre la sensibilidad celular a la luz. Es asi
como, en el tratamiento 2, al haber menor incidencia de luz, hubo mayor constancia en
las condiciones de temperatura 'y por ende una menor oxidacién de los explantes debida
a la luz. Asi también, se podria pensar que, a haber presencia de estrés luminico y
caldrico sobre e explante, éste pudo haber secretado fenoles en su base que ocasionaran
la muerte de |as pléntulas posterior ala muerte de los explantes®. Segiin Navarro y Perea
(1996) los compuestos fendlicos emitidos por los explantes en e medio de cultivo,
pueden oxidarlos causando un ennegrecimiento del medio y la muerte de estos, situacion
del tratamiento 1.

% Abdelnour, A. 2000. Rol de |os Fitocromos en la germinacion. Instituto Tecnol 6gico de Costa
Rica. (Comunicacion personal).

% Jiménez, V. 2000. Curso de Cultivo de Tejidos I1. Instituto Tecnol 6gico de Costa Rica.
(Comunicacion personal). t\
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- Efecto dela oscuridad

Del dia 3 a dia 7, se observo palidez en los explantes, esto debido a la ausencia
de luz sobre las células superficiales de los mismos.

A pesar que; en éste tratamiento se dio un inicio de desdiferenciacion celular en
los tricomas aproximadamente al 11%° dia y que se presentd & mismo comportamiento
dado en los tratamientos anteriores, en donde se incremento la densidad, la longitud y el
grosor de estos; en el tratamiento 3 cas no se llegd a observar ninguna plantula
producida, a excepcion de 58 casos aislados y de algunas pléantulas etioladas producidas a
partir de callos y de microtubérculos inducidos por las condiciones de oscuridad; la
etiolacion de las plantulas se debi¢ a la ausencia de luz, 1o que provocd una elongacion y

palidez en la plantulas, tal y como seve en laFigura6.

Figura 6. Plantul as etioladas de Sinningia speciosa obtenidas por organogénesis en el
tratamiento bajo oscuridad.
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Los callos obtenidos en éste tratamiento, se debieron a la presencia de la auxinay
las citocininas que promovieron una proliferacion y desarrollo celular traducido en masas
amorfas de tgjido indiferenciado, tejido que posteriormente produjo algunas pléntulas por
organogénesis, poco significativas para el ensayo y para los objetivos. A lavez, a ser la
gloxinia una planta tuberosa, la ausencia de luz promoviéo la formacion de
microtubércul os en |os extremos de las venas principales de |os explantes, estructuras que
también produjeron cierta cantidad de plantulas de poco interés para € ensayo en
cuestion (Figura 3).

Al contrario de los dos tratamientos anteriores, el tratamiento 3 (Oscuridad)
presentd una inhibicion total en e proceso de rediferenciacion celular hacia la
organogénesis sin calos, 1o que implico que la luz es un factor determinante en la
induccion de dicho proceso. Esto se debié a la ausencia de luz que activara los
fotorreceptores en las células vegetales, inhibiéndose asi |a respuesta organogénica de los
explantes.

t
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CONCLUSIONES

En luz difusa, alas 4 semanas hay plantulas obtenidas por organogéenesis.

En la oscuridad se da una inhibicion de la diferenciacion celular que evita la
organogénesis sin callos.

Se obtiene plantulas de mejor calidad en € tratamiento de luz difusa que en €
tratamiento de luz directa.

Laluz directaincide en la oxidacion de los explantes.

En oscuridad, un alto porcentgje de las plantulas obtenidas se desarrollaron a partir de
micro-tubércul os.

Laluz es un factor determinante en lainduccion de la organogénesis.

En € tratamiento de luz difusa se obtienen vitroplantas en un menor tiempo.

1
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda €l tratamiento 2 (luz difusa) pues se obtiene un mayor nimero de
plantulas y se logra una produccion masiva de gloxinias con un gran ahorro de
energia eléctricaen € laboratorio.

- En caso de utilizar el protocolo de produccion proseguido por un proceso de
individualizacion de plantulas, se recomienda utilizar 10 o 15 ml de medio de cultivo
por frasco paraminimizar |0s costos.

- Se recomienda realizar un estudio genético generacional con € fin de estudiar o

comprobar que no haya riesgo de variaciones somaclonales al establecer el presente

1

protocolo de produccion.
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ANEXOS

ANEXO 1

- Anadlisis de Varianza y Comparacién de medias de Tukey para € nuamero
promedio de plantulas por tratamiento

STATISTIX FOR WINDOWS

ONE-WAY AOV FOR PLANTULASBY TRATA

SOURCE DE SS. MS F P

BETWEEN 2 2646.00 1323.00 184.76 0.0000
WITHIN 9 644475 7.16083
TOTAL 11 2710.45

SAMPLE GROUP
TRATA MEAN SIZE  STD DEV

1 25.250 4 4.0739
2 36.250 4 2.1764
3 0.7250 4 0.3862
TOTAL 20.742 12 2.6760

CASESINCLUDED 12 MISSING CASESO

STATISTIX FOR WINDOWS

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF PLANTULASBY TRATA

HOMOGENEOUS
TRATA MEAN GROUPS
2 36.250 |
1 25250 .|
3 0.7250 e |

ALL 3MEANSARE SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5436 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON  7.2729

STANDARD ERROR FOR COMPARISON  1.8922 t\
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ANEXO 2

Cuadro 8. Composicion del medio de cultivo empleado, M&S (1962)

modificado.
Componentes Cantidad (gL ™)
MgSO4-7Ho0 37,0
MnSO4-H20O 1,69
ZnSO4 7Ho0 0,86
CuSO4-5H,0 0,0025
CaCl»-2H,0 440
Kl 0,083
CoCly6Ho0 0,0025
KHoPOy4 17,0
H3BO3 0,62
NagM004-2Ho0 0,025
NapEDTA 3724
FeSO4-7H20 2,784
Bencil Amino-Purina (BAP) 1,0 (mgL™)
2iP 1,5 (mgL™)
Acido Indolacético (AIA) 0,5 (mgL™)
Tiamina 0,2 (mgL™)
Myo — Inositol 100 (mgL™)
Phytagel 18
Sacarosa 30

Fuente: Murashige, T.; Skoog, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiol. Plant. 15:473-497; 1962.
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