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RESUMEN

Se establecid un protocolo 6ptimo para introduccion en cultivo in vitro de las especies endémicas
en peligro de extincion: Phaedranassa schizantha y Phaedranassa tunguraguae, en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal - Facultad de Recursos Naturales-ESPOCH. Se realiz una
revisién bibliogréafica de estudios realizados sobre la Familia Amaryllidaceae. Se procedié a la
localizacion y toma de muestras vegetales en las ciudades de Riobamba (P. schizantha) y Bafios
(P. tunguraguae). Posteriormente, la desinfeccidn del material vegetal partié con un enjuague con
agua de grifo, seguido del corte de: tallos, hojas y raices. Los bulbos obtenidos fueron sumergidos
en diversas soluciones para garantizar una desinfeccién adecuada, en el siguiente orden: jabon
liquido (10%), etanol (70%), Benomyl® (10%), NaClO (3%) y Tween® 20. El medio basal (MB)
constituido de Medio Murashigue&Skoog (4,32 g/L), Sacarosa (30 g/L), Agar (10 g/L) y ajustado
a pH 5,6. Se utilizaron 4 tratamientos (TO, T1, T2, T3) con 15 repeticiones (P. schizantha) y 10
repeticiones (P. tunguraguae), respectivamente. El tratamiento control (TO) constituido por MB;
T1: MB + BAP 0,5 ppm + ANA 0,1 ppm; T2: MB + BAP 1 ppm + ANA 0,1 ppm; y T3: MB +
BAP 1,5 ppm + ANA 0,1 ppm. En cabina de flujo laminar y técnica de twin-scale fueron
obtenidos los explantes, que fueron sembrados e incubados durante 45 dias, 16/8 horas de
fotoperiodo, temperatura (25°C+1) y humedad (70%z1). Mediante evaluacion cualitativa se
observo que el T3 presentaba mejor respuesta en longitud y tamafio de hojas, asi como en nimero
y diametro de bulbillos. A través del Método de Disefio de Componentes Principales, se determind
queel T3 (BAP 1,5 ppm + ANA 0,1 ppm) constituye el procedimiento éptimo para la introduccion
en cultivo in vitro, para ambas especies. Se recomienda al momento de realizar los cortes de los
explantes y la siembra de los mismos, tener las suficientes medidas de asepsia, con el fin de

prevenir las contaminaciones de hongos y/o bacterias y obtener cultivos axénicos.

PALABRAS CLAVE: <BIOTECNOLOGIA>, <MICROPROPAGACION>, <FALSA
CEBOLLA (Phaedranassa schizantha) >, < FALSA CEBOLLA (Phaedranassa tunguraguae >,
< BENCILAMINOPURINA (BAP) >, <ACIDONAFTALENACETICO (ANA)>, <TWIN
SCALE (TECNICA)>, <EXPLANTE>.

xiii



ABSTRACT

It was established optimal protocol for the in vitro cultivation of endemic species in danger of
extinction: Phaedranassa schizantha and Phaedranassa tunguraguae, at the vegetal
Biotechnology Laboratory-Natural Resources Faculty-ESPOCH. A literature review of studies
was conducted about the Amaryllidaceae Family. Planting and sampling were carried out in the
cities of Riobamba (P. schizantha) and Bafios (P. tunguraguae). Later, the disinfection of the
vegetal material departed with a rinse with tap water, followed buy the cut of: steams, leaves and
roots. The resulting bulbs were immersed in various solutions in order to ensure adequate
disinfection in the following order: liquid soap (10%), ethanol (70%), Benomyl® (10%), NaCIO
(3%) and Tween® 20. The basal medium (MB) consisting of Murashigue & Skoog medium (4,32
g/L), Sacarosa (30 g/L), Agar (10 g/L) and adjusted to pH 5,6. Four treatments (TO, T1, T2, T3)
were used with 15 repetitions (P. schizantha) and 10 repetitions (P. tunguraguae), respectively.
The control treatment (TO) constituted by MB; T1: MB + BAP 0,5 ppm + ANA 0,1 ppm; T2: MB
+ BAP 1 ppm + ANA 0,1 ppm; y T3: MB + BAP 1,5 ppm + ANA 0,1 ppm. In the laminar flow
cabin and the twin-scale technique, the explants were obtained which were harvested and
incubated during 45 days, 16/8 hours of photoperiod, temperature (25°C+1) and humidity
(70%z1). By means of a qualitative evaluation, it was observed that the T3 presented better
response in length and size of leaves, as well as in number and diameter of bulbillos. Through the
Principal Component Design Method, was determined that T3 (BAP 1,5 ppm + ANA 0,1 ppm)
constitutes the optimal procedure for in vitro cultivation, for both species. It was recommended
at the moment of cutting the explants and planting them, to have sufficient measures of asepsis,

in order to prevent the contamination of fungus and/ or bacterium and obtain axenic cultivation.

KEY WORDS: <BIOTECHNOLOGY>, <MICROPROPAGATION>, <FALSE ONION
(Phaedranassa schizantha)>, <FALSE ONION (Phaedranassa tunguraguae)>, <
BENCYLAMINOPURIN (BAP) >, <ACIDONAFTALENACETICO (ANA)>, <TWIN SCALE
(TECHNIQUE)>, <EXPLANT>.
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INTRODUCCION

Identificacion del problema

Ecuador es catalogado como uno de los paises mas megadiversos, posee el mayor nimero de
especies por unidad de area. La mayor parte de especies vegetales endémicas se encuentran
localizadas en la zona de los Andes a 1500 y 3500 msnm. Debido a las actividades antropogénicas,
los bosques andinos han sido considerablemente afectados; de aqui surge el interés de conocer el
estado de conservacion de dichas especies amenazadas y poder tomar medidas para evitar la

extincion completa de las mismas. (Oleas, 2012).

Las especies Phaedranassa schizantha y Phaedranassa tunguraguae, pertenecen a la familia
Amaryllidaceae, son endémicas de las Provincias de Chimborazo y Tungurahua, respectivamente.
A causa de su distribucién geogréfica limitada y la pequefia cantidad de sus poblaciones, P.
schizantha y P. tunguraguae se encuentran categorizadas “En Peligro de Extincion” segun los
criterios de la lista roja para especies amenazadas de la Unién Internacional para la Conservacion

de la Naturaleza.

Estas especies habitan en areas perturbadas como bordes de caminos, prados y acantilados; por
lo que muchas de sus poblaciones se han visto afectadas por el desdoblamiento de carreteras,
explotacién comercial como plantas ornamentales, la destruccion de su habitat por la agricultura
y el pastoreo que se realiza alrededor de las areas donde habitan, consecuentemente evitan el

desarrollo de dichas especies. (Pacific Bulb Society, 2016).

La extincidn de especies endémicas se debe principalmente a la sobre explotacion de los recursos
naturales, ocasionado pérdida de la biodiversidad, provocando cambios y alteraciones, es decir;
la modificacion de los hébitats, entendida como fragmentacién de los bosques e introduccion y
propagacion de especies exdticas invasoras fuera de su area de distribucion habitual. Al ser
desplazadas por actividades como el pastoreo y la agricultura, ocasionan un impacto ambiental
negativo, especialmente la contaminacién inducida por el abuso de los fertilizantes, que se traduce
en un exceso de nutrientes en los suelos y el agua, alterando su calidad y convirtiéndose en una
de las principales origenes de los efectos del cambio climético; por los motivos expuestos resulta

importante que se tomen medidas de conservacion de especies en peligro de extincion y asi,



renovar el entorno de bosques andinos que son fuente de vida y de preservacion de
precipitaciones. (Estrella, 2003, pp. 65-67).

El suelo en particular es un ecosistema muy fragil y el sobrepastoreo y los cultivos en los que no
se aplican técnicas de conservacion de especies endémicas vegetales, terminan degradadas
rapidamente. (FAO, 2016).

Justificacion de la investigacion

Los investigadores de nuestro pais, respaldandose en estudios tanto nacionales como
internacionales sobre cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro, estan conscientes sobre la
importancia de la conservacién de especies endémicas. La comunidad cientifica del pais debe
involucrarse en el desarrollo de la técnica citada, dado el amplio beneficio para obtener plantas a

nivel de laboratorio en una escala considerable.

El cultivo in vitro es una técnica que permite obtener plantas a nivel de laboratorio de una manera
acelerada, en comparacion al crecimiento ex vitro que resulta dificil para la mayoria de especies
vegetales. La técnica in vitro contribuye a la solucion de problemas como la preservacion de
especies vegetales, porque se propagan plantas en forma masiva, mejorando su calidad, sanidad
y homogeneidad, debido a que el tejido se multiplica en un ambiente controlado, con todos los
elementos necesarios que permiten un crecimiento dptimo en condiciones favorables, para que
los nuevos individuos se desarrollen y formen una planta con todas las caracteristicas de su
progenitora y libres de enfermedades que afecten su desarrollo. Asimismo, su crecimiento libre
de contaminantes que resulta importante en la disminucion del impacto ambiental negativo

respecto al suelo y otras especies.

La familia Amaryllidaceae a la que pertenecen las especies en estudio, presentan vital importancia
a nivel farmacéutico, debido a su alto contenido de metabolitos secundarios, particularmente
alcaloides con actividades terapéuticas; como la galantamina y licorina, mismos que presentan
actividad anticancerigena y antipaltdica, ademas para tratar la enfermedad de Alzhéimer, por ello

pueden ser utilizados tanto para fines biomédicos, como ambientales.



En esta investigacion se pretende establecer un protocolo 6ptimo para la introduccidon en cultivo
in vitro de las especies endémicas: Phaedranassa schizantha y Phaedranassa tunguraguae, las
cuales se registran en peligro de extincién, donde se identificard y recolectara los explantes de
ambas especies, ademas; se tomaran en cuenta el tipo de desinfeccion, el medio apropiado para
lainduccién de brotes, la combinacion apropiada de los macro y micronutrientes, y especialmente
el uso de reguladores de crecimiento como auxinas y citoquininas, entre otros requerimientos que

se necesiten para llevar a cabo la investigacion.

Con esta investigacion se contribuird con una herramienta biotecnoldgica para la conservacién y
propagacion de estas especies vegetales, incrementando el nimero de especies nativas para
incluirlas en los programas de reforestacion que llevan a cabo las diferentes entidades del pais.
Cumpliendo asi con el Objetivo 7, literal 7.2, item a. del Plan Nacional del Buen Vivir que
menciona “Fortalecer el Sistema Nacional de Areas Protegidas, y otras formas de conservacion
basadas en la gestion integral y participativa, y la seguridad territorial de los paisajes terrestres,
acuaticos y marinos, para que apoyen al mantenimiento de su estructura, funciones, ciclos

naturales y evolutivos, asegurando el flujo y la provision de servicios ambientales.” (SENPLADES,
2013).

La investigacion ecuatoriana entorno al desarrollo de metodologias de cultivo in vitro de especies
nativas de esta familia es escasa. No existen investigaciones sobre cultivo in vitro de las especies
en estudio (Phaedranassa schizantha y Phaedranassa tunguraguae) desarrolladas por ningin

investigador nacional o extranjero.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

>

Establecer un protocolo Optimo para la introduccion en cultivo in vitro de las especies
endémicas: Phaedranassa schizantha y Phaedranassa tunguraguae, en peligro de extincion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Identificar y recolectar muestras de las especies Phaedranassa schizantha y Phaedranassa
tunguraguae de los sitios de muestreo.
Identificar un protocolo eficiente de desinfeccion que permita obtener explantes libres de
contaminantes microbianos exdgenos.
Evaluar la respuesta dptima de los explantes de las especies Phaedranassa schizantha y
Phaedranassa tunguraguae, a diferentes concentraciones utilizando dos reguladores de

crecimiento.

CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1 Extincion de especies

1.1.1 Causas y consecuencias

La extincion de especies vegetales se verifica como consecuencia, cuando un area especifica

experimenta cambios o alteraciones ambientales radicales, frente a los cuales las especies

vegetales nativas no tienen la capacidad de adaptarse. Entre las alteraciones ambientales tenemos:

>

>
>
>

Calentamiento global.
Alteracion de precipitaciones.
Generacion de movimientos orogénicos.

Division del habitat continuo en secciones.



» Aumento de individuos dominantes que se apoderan de la totalidad de los recursos, quedando
excluidas las especies endémicas.
» Invasion de especies exoticas inducidas.

Dichas extinciones provocan que las especies exdgenas e invasivas se adapten al medio ambiente,
y aquellas que mejores condiciones y/o adaptacion ecoldgica tengan, permanezcan; mientras las

que no desarrollen las condiciones necesarias para sobrevivir, desaparecen. (Castellanos, 2006a).

1.1.2 El ser humano como agente causante de la extincion.

La extincidn es un evento que afecta en gran porcentaje a muchos paises tropicales, incluido el
Ecuador. El principal causante de extincion, el ser humano, por su intervencion no racional en los
ecosistemas, generando una pérdida permanente de especies endémicas. Dado que a nivel
nacional no se cuenta con un inventario completo de la biota, se desconocen el verdadero impacto

y pérdida de individuos endémicos.

Entre las actividades antropogénicas que conllevan a la extincién se cuentan: el pastoreo,
construccién de vias y caminos, degradacion de las cuencas, la deforestacion y pérdida de la
diversidad bioldgica. Algunos de estos problemas representan la causa de la pérdida completa de
una especie y resultan muy preocupantes alrededor del mundo, por ello; esto genera gran interés
por el mejoramiento del medio ambiente y de una necesidad de proponer técnicas que mejoren la

persistencia a largo plazo de dichas especies. (Castellanos, 2006b).

1.2 Categorias y criterios de la UICN

La Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), es la encargada de
catalogar, monitorear y evaluar el estado de conservacion de especies extrafias o en peligro en
todo el mundo. La UICN para catalogar el estado de conservacion de las especies (hongo, pajaro,
ballena o arbol); califica su cantidad, su distribucién geografica, su mecanica y su historia;
respetando una serie de criterios ya establecidos. De aquel establecimiento, se puede concluir el
grado de conservacion de las especies y si se encuentran 0 no en peligro de extincion. Luego, al
asignar una categoria se indica el estado de conservacion de la especie; hasta que exista
informacidn nueva que indique modificacion. Una vez determinadas las categorias, se proponen

estrategias para la proteccion de las especies que se encuentran en un grado alto de extincion.
(Valencia et al, 2000a: p.5).



La clasificacion segln su categoria corresponde a: Extinto (EX), Extinto en la Naturaleza (EW),
En Peligro Critico (CR), En Peligro (EN), Vulnerable (VU), Casi Amenazada (NT),
Preocupacion Menor (LC), Datos Insuficientes (DD), No Evaluado (NE). (Valencia et al, 2000b: p.5-
6).

1.2.1 Familia Amaryllidaceae

Hasta ahora se registran 4.011 especies de plantas endémicas en el Ecuador, lo cual representa
aproximadamente un 26% de su flora nativa. EI nimero no es exacto, sino mas bien un corte a
una cuenta siempre cambiante, producto de nuevas especies endémicas descritas para el pais. El
alto nimero de especies endémicas concentradas en la zona andina del Ecuador, corrobora la
tradicional idea de la gran diversidad y endemismo de la zona. El endemismo de los andes
ecuatorianos sobresale por los nimeros de especies de distribucion restringida; la mayoria de

valles y crestas tienen sus propias especies endémicas. (Valencia et al, 2000c: p.15-16).

Las especies de la familia Amaryllidaceae generalmente son no epifitas, es decir; que no germinan
en troncos y ramas de los arboles, por ello se las conoce como plantas herbaceas, terrestres, no
trepadoras; que se caracterizan por presentar bulbo subterrdneo, ademas, sus flores son
hermafroditas y no poseen tallo aéreo verdadero. Algunas de estas especies se encuentran
catalogadas en peligro de extincion segin el Libro Rojo de las Plantas Endémicas del Ecuador y
la UICN, dentro de ellas se encuentran las especies en estudio de esta investigacion:
Phaedranassa schizantha y Phaedranassa tunguraguae, pertenecientes a la provincia de

Chimborazo y Tungurahua, respectivamente.

La familia Amaryllidaceae ha ganado un gran interés debido a la presencia de metabolitos
especificos que muestran diferentes propiedades biolégicas. Ademas, comprende un gran grupo
de plantas bulbosas, que incluyen 1000 especies en 60 géneros distribuidos en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. En particular, estan muy extendidos en América del Sur.
En Ecuador, son popularmente conocidos por sus hermosas flores y en gran medida se han
utilizado en el pasado en la medicina tradicional de los pueblos indigenas de diferentes regiones.
Como consecuencia y teniendo en cuenta sus principios activos, especialmente alcaloides, los
investigadores han proporcionado una plataforma viable para el descubrimiento de farmacos
basado en estos componentes fitoquimicos. A pesar de estos atributos medicinales interesantes,
las plantas del género Amaryllidaceae son conocidas por ser venenosas y varias de ellas han sido

clasificadas como tales. (Nair y Van Staden, 2013).



1.2.1.1 Phaedranassa schizantha

Fotografia 1-1. Phaedranassa schizantha
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Taxonomia

» Reino: Plantae

» Filo: Tracheophyta

» Clase: Liliopsida

» Orden: liliales

» Familia: Amaryllidaceae

» Nombre cientifico: Phaedranassa schizantha (IUCN, 2016a).

Es una especie ornamental endémica de Ecuador, existen muy pocos especimenes, debido a que
habitan en &reas perturbadas, se localizan principalmente en la zona interandina del centro del
pais (Figura 1-1). El sobrepastoreo y la invasion de especies exdgenas son las principales causas
para que en la actualidad se encuentre catalogada en peligro de extincion, ademéas no existen ain

medidas de conservacion que eviten la extincion total de esta especie endémica. (Oleas, Meerow y
Francisco-Ortega, 2016).

Se encuentra distribuida en diferentes puntos:
» Hacienda Yamayacu
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» Penipe
» Riobamba-Ambato

> Locaciones cercanas de Punin (Oleas, Meerow y Francisco-Ortega, 2016).
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Figura 1-1. Ubicacion Phaedranassa schizantha
Fuente: (Oleas, Meerow y Francisco-Ortega, 2016)

1.2.1.2 Phaedranassa tunguraguae

Fotografia 2-1. Phaedranassa tunguraguae

Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017.

Taxonomia
> Reino: Plantae
» Filo: Tracheophyta



Clase: Liliopsida
Orden: Liliales
Familia: Amaryllidaceae

YV V V V

Nombre cientifico: Phaedranassa tunguraguae (IUCN, 2016b).

Es una especie que se localiza en los andes del Ecuador, principalmente en zonas pertenecientes
a la provincia de Tungurahua, como la carretera Bafios-Puyo y en lugares cercanos a las laderas
orientales del volcdn Tungurahua, entre 1500-2100 msnm. (Figura 2-1). Esta distribuida en
diferentes puntos:
» Bafios
San Vicente
Runtun
Ulba
Agoyan
Rio Verde
Machay

VvV V.V V VYV V

P. tunguraguae se encuentra en zonas donde existe un alto porcentaje de deforestacion, es por
ello que segun los criterios de la UICN es catalogada en peligro de extincién. Las especies de
Phaedranassa tienen la capacidad de adaptarse a cualquier area natural abierta, como acantilados,
alrededor de las carreteras, rios, etc.; lugares que presentan un alto riesgo para la misma, lo que
permite que sobrevivan unas pocas especies son sus semillas, dado que presentan un ala pequefia
que favorece su dispersion con el viento y su posterior polinizacion. (Oleas, Meerow y Francisco-Ortega
2012).
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Figura 2-1. Ubicacién Phaedranassa tunguraguae
Fuente: (Oleas, Meerow y Francisco-Ortega, 2012)



1.3 Cultivo in vitro o micropropagacion

El término cultivo de tejidos vegetales abarca muchas técnicas de cultivo de material vegetal,
incluyendo a los protoplastos, células, tejidos, érganos y plantas completas. A través de estas
técnicas es posible obtener plantas libres de microorganismos en un medio de cultivo estéril y en

condiciones ambientales controladas. (Segretin, 2010a: p. 1).

Dentro de la micropropagacion son destacables: la velocidad radpida de propagacién
(reproduccidn), la explotacion eficiente del espacio, el mejoramiento de las condiciones sanitarias
de las plantas y la facilidad del intercambio internacional de germoplasma; que constituyen
algunas de las ventajas que se pueden encontrar. (Meena et al., 2015a: p. 49-53). Entre los factores de
importancia que influyen en el cultivo in vitro se cuentan: la naturaleza de los reguladores de
crecimiento de las plantas (hormonas vegetales), la luz (fotoperiodo), la fuente de carbono y el
pH del medio. Del mismo modo otros factores internos como la posicién del explante derivado

de la planta madre deberian ser considerados. (Meena et al., 2015b: p. 49-53).

1.3.1 Propagacion vegetativa natural

En forma general, la propagacion vegetativa natural, utiliza partes del vegetal que conserve la
potencialidad de multiplicacién y diferenciacion celular, para generar nuevos tallos y raices a
partir de cimulos celulares presentes en diversos érganos. Dentro de la propagacion vegetativa
natural podemos encontrar cuatro técnicas: 1) Scaling; 2) Croos — cutting and scooping; 3)

Chipping and twin-scaling; y 4) Cuttings. (Bach et al., 2013a: p. 265).

1.3.2 Twin-scale

El cultivo in vitro de las especies de Amaryllidaceae se realiza mediante la técnica “twin scale”,
la cual consiste en la obtencion de explantes de escala gemela que forman parte de dos escalas

adyacentes conectadas por una porcion de tejido de placa basal (Bach et al., 2013b: p. 265).

Muchas especies bulbosas producen brotes adventicios a partir de tejido en la base de las escamas
de bulbo y de la unién de las escamas en la placa basal. Por lo tanto, el cultivo mediante esta
técnica ha demostrado ser una estrategia muy Gtil para la conservacion de plantas nativas con

clones de alto valor genético y de alta calidad. (Bach et al., 2013c: p.265).

10



A partir de un bulbo de la especie de género Narcissus (aproximadamente de 12 - 14 cm de
circunferencia) se pueden obtener de 20 - 45 explantes. Sin embargo, un nimero demasiado alto
de escamas cortadas reduce los resultados en bulbos mas pequefios (Bach et al., 2013d: p.266).

Esta técnica requiere altos niveles de saneamiento o asepsia. Todas las superficies de trabajo
deben estar limpias y todos los instrumentos deben ser esterilizados periddicamente durante el
trabajo. Ademas, es necesario proteger las twin-scales del secado y el ataque de hongos durante
la incubacion. Las twin-scales deberian ser tratadas por inmersion en una alta concentracion de

solucion fungicida o polvo fungicida para evitar la contaminacion de los explantes. (Bach et al.,
2013e: p. 266).

Figura 3-1. Técnica twin-scale.
Fuente. Bach et al., 2013

1.3.3 Morfogénesis

La embriogénesis somatica y la organogénesis, son procesos morfogénicos que se utilizan mas a
menudo en el cultivo in vitro de especies vegetales. El primer proceso, embriogénesis somatica,
es un proceso en donde sin la fertilizacion de los gametos, da como resultado un embridn cigotico,
y el segundo proceso, organogénesis, se pueden obtener tallos, raices o flores sin la necesidad de
una fertilizacion de los gametos; estos 6rganos son inducidos a partir de una célula o de un grupo
de células que, segun ciertas condiciones de cultivo, tienen la propiedad de mantenerse en activa

divisién. A esto se denomina totipotencialidad.
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1.3.3.1 Totipotencia de las células vegetales

La totipotencia es la caracteristica que presentan las células vegetales que permite a partir de un
explante extraido de una planta madre y condiciones de cultivo adecuadas, regenerar una planta

entera con el genoma completo de la planta. (Loberant et al., 2010: p. 1).

Esta capacidad, es caracteristica de un grupo de células vegetales conocidas como células
meristematicas, presentes en distintos drganos de la planta. Basicamente, la reproduccién asexual
se da debido a que las células vegetales poseen un mecanismo de division mitético, al igual que

las células animales, mediante el cual cumplen sucesivas etapas de crecimiento y desarrollo.
(Segretin, 2010b: p: 2)

La potencialidad que posee una célula diferenciada, para generar tejidos nuevos por ende un
organismo completo, disminuye con el grado de diferenciacion alcanzado por esa célula, pero

puede revertirse parcial o completamente segun las condiciones de cultivo a las que se la someta.
(Segretin, 2010c: p: 4).

1.3.3.2 Tipos de morfogénesis

Dentro de la morfogénesis, podemos encontrar tres tipos: la primera es la organogénesis directa
si la formacion se traduce en brotes, raices o flores; la segunda, constituye la embriogénesis
directa, si se induce la formacién de embriones somaticos y si a partir de la siembra de un explante
in vitro se da la proliferaciéon de células en forma desordenada y sin ninguna funcién

predeterminada, se iniciara la produccion de callos o suspensiones celulares.

La regeneracion es un proceso que comprende diferentes fases que se suceden de manera similar
para los tres tipos. Estas fases se denominan como: adquisicion de la competencia, fase de

induccion y fase de realizacion. (Klerk et al., 1997; citados en Segretin, 2010d).

I.  En la adquisicion de la competencia, las células no dan una respuesta al estimulo
organogenico, pero logran obtener esta competencia durante una fase de
desdiferenciacion.

Il.  Enlafase deinduccion, las células receptan al estimulo morfogénico, haciendo que exista
relacion entre el drgano a desarrollar con el tipo, concentracion y combinacion de los
reguladores del crecimiento agregados al medio de cultivo.

IIl.  En la fase de realizacién, ya se forma totalmente el 6rgano mediante las divisiones

continuas de la célula.
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Las lineas continuas expresan organogénesis o embriogénesis directa mientras que las lineas

quebradas indican que la morfogénesis se obtiene por via indirecta (Figura 3-1).

celulares

,/ embriones
) somaticos

I

L) v
Figura 4-1. Tipos de morfogénesis.
Fuente: (Klerk et al., 1997; citados en Segretin, 2010d).

En la revisién bibliografica (Paredes et al., 2014: pp. 207-214), se menciona que se han utilizado
técnicas de micropropagacion con fines de conservacion para la familia Amaryllidaceae para la
recuperacién de especies bulbosas amenazadas, generando entre 1,13 a 1,6 bulbillos por bulbo
madre, sin embargo, mediante el uso de la técnica de twin-scale se pueden obtener hasta 30
bulbillos por bulbo madre. Lo que demuestra resulta eficiente el uso del bulbo como punto de

partida para la obtencion de explantes utilizando la técnica de twin-scale.

1.4 Reguladores de crecimiento

Las auxinas, giberelinas y las citocininas son hormonas que actuan de manera estimulante sobre
el metabolismo celular (Auge et al., 1986a: p.10). Son enddgenos, es decir, que pueden ser sintetizados
por el vegetal. Existen hormonas naturales, sin embargo, hay hormonas que son producto de
sintesis, cuyas formulas quimicas son diferentes a las sustancias naturales pero presentan una
actividad semejante. Ambas sustancias, enddgenas y de sintesis, estan dentro de la categoria de

los reguladores de crecimiento. (Auge et al., 1986b: p:10).
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Todos estos compuestos tienen caracteristicas en comun (Auge et al., 1986¢: p.10):

» Si se les utiliza en dosis altas, actian como herbicidas, por lo que se usan en dosis muy bajas.

» No pueden accionar autbnomamente el cambio en el vegetal, necesitan interactuar con otros
reguladores. Su correcto funcionamiento se da cuando existe un equilibrio establecido entre
ellos.

» Intervienen en varios procesos fisioldgicos, lo que implica varias modalidades de accidn, por
esta razon, la nocion de “hormonas especificas” (de efecto rizogeno 0 colageno sobre tallo,
etc.) en la actualidad se ha abandonado.

» Aqui hay que observar una diferencia muy importante entre reguladores endégenos y de
sintesis: a los primeros los controla la maquinaria metabolica celular, por lo que son
controlados o eliminados rapidamente; en contraste, los segundos persisten durante mucho

mas tiempo y a menudo se prefieren debido a sus aplicaciones préacticas.

1.4.1 Auxina

Su nombre se debe a la accion en el alargamiento celular (auxesia). (Auge et al., 1986d: p:11). Las
auxinas son un grupo de hormonas vegetales naturales que normaliza el desarrollo y crecimiento
de las plantas. Podemos encontrar una variedad de hormonas de este tipo, por ejemplo, acido
indolacético (AIA), que es el mas utilizado, muy activo en bioensayos presente en
concentraciones nanomolares, otras auxinas importantes son; acido 4-cloro-indolacético (4-
ClIAA), acido fenilacético (PAA), acido indol butirico (IBA) y el &cido indol propidnico (Jordan
et al., 2006a: p: 3). Las auxinas poseen un compuesto de nucleo indol, cuya formula es: C1oHsO2N,

cuyo nombre es: Acido indol B-acético (Figura 4-1) (Auge et al., 1986¢: p:11)

CHfrr OH
O

H

Figura 5-1. Acido indol B-acético
Fuente: Auge et al., 1986e: p:11

Las concentraciones dptimas son diferentes para cada tipo de accion, lo que ocasiona un

agrandamiento y alargamiento celular en los tejidos. (Rocay Mroginski, 1991a: p.64).
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1.4.1.1 La auxina en la planta

Existen diferentes sitios de la planta, en donde se da la sintesis de las auxinas como las hojas y
frutos jovenes, vastagos florales y yemas. Esta sintesis es posible, gracias a que todas las plantas

pueden sintetizar auxinas. (Auge et al., 1986f: p.12).

El proceso inicia desde la parte superior hacia la base de los 6rganos con una polaridad en los
Organos jovenes, exactamente en este recorrido la auxina es descompuesta por las auxina-
oxidasas, esto ocasiona que las concentraciones de auxina sean siempre mayores cerca de los
lugares de sintesis. Asi, estas hormonas estan presentes con una concentracién apta en los puntos

vegetativos, asegurando la multiplicacién y el alargamiento celular. (Auge et al., 1986g: p.12).

1.4.1.2 Efectos fisiologicos de las auxinas

» Crecimiento y formacion de raices. — Las auxinas influyen en diferentes procesos de la planta
durante el cultivo in vitro; estan involucradas en el desarrollo, divisién, crecimiento y
diferenciacion celular. Se han realizado diferentes estudios sobre el efecto de las auxinas en
las plantas, el principal es el crecimiento de los tallos y coleoptilos, asi como la formacion de
raices secundarias. La concentracion 6ptima para el crecimiento de los tallos se encuentra
entre 10y 10° M, pero, para la formacién de las raices resulta demasiado alta, se necesitan

niveles menores a 10° M de IAA para inducir crecimiento de raices. (Jordan et al., 2006b:
p.8).

> Regulacion de tropismos. — EI tropismo es el movimiento que tiene la planta de manera que
crece en cierta direccion debido a una respuesta a un estimulo también direccional; estos
movimientos pueden ser curvaturas, giros o inclinaciones. Las auxinas son las que controlan

estos tropismos sobre el crecimiento de los tallos y raices. (Jordan et al., 2006¢: p.8).

» Si el movimiento se debe al estimulo de luz se llama fototropismo, de gravedad geotropismo

0 gravitropismo, o de contacto, tigmotropismo. (Jordan et al., 2006d: p.8).

» Dominancia apical. — El desarrollo de brotes axilares laterales en toda la longitud del tallo
suele reprimirse debido al gradiente de auxina que se distribuye desde el &pice primario hacia

la base de la planta, manteniendo asi la dominancia apical. (Jordan et al., 2006e: p.8).
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» Abscision de 6rganos. — Las auxinas también previenen la caida de hojas, flores y frutos
jévenes. El transporte de esta hormona por afuera de la lamina foliar a la base del peciolo
hace que se inhiba la abscision de los érganos; ademas inhibe la hormona etileno, principal
efector de la formacion de la zona de abscision. (Jordan et al., 2006f: p.8).

» Desarrollo de flores y frutos. — Ayuda al crecimiento de frutos y es adecuada para el desarrollo
de flores, porque al ser tratadas con inhibidores de transporte de auxinas muestran

deformidades en las inflorescencias y en la arquitectura floral. (Jordan et al., 2006g: p.9).

No existe una concentracion exacta y adecuada que se necesite para el cultivo in vitro ya que este
varia dependiendo de la especie. Sin embargo, en general podemos decir que las concentraciones

(ue mas se usan corresponden a (Roca y Mroginski, 1991b: p.64):

» AIA (0.001 a 10 mg/L), con un punto 6ptimo de 0.1 a 1 mg/L)
» 2,4-D (0.1 a 10 mg/L) con un punto 6ptimo de 1 a 5 mg/L
» ANA (1a10 mg/L), con un punto 6ptimo de 2 mg/L

1.4.2 Citoquinina

Las citoquininas son hormonas vegetales que favorecen la division y diferenciacion celular. (Mok
y Mok, 2001a: p.90). El uso de citoquininas en el cultivo de tejidos tiene por finalidad superar la

dominancia apical obteniéndose asi la proliferacion de yemas axilares. (Cossio, 2013a: p.17).

Si se aplican externamente citoquininas a un tejido que necesite de estas hormonas, ésta promueve
un mecanismo autoinductor de sintesis de citoquininas, por tal motivo el efecto fisioldgico puede
ir mas alla del sitio en el que se aplico, es decir, a todos los érganos, ocasionando beneficios a la

planta mas generalizados. (Cossio, 2013b: p.18).

Al igual que en el caso de las auxinas, dentro de las citoquininas se pueden distinguir dos tipos
(Jordén et al., 2006h: p.19):

I.  Citoquininas naturales, que son generadas por las plantas y que su sintesis sucede en la raiz,
meristema apical y semillas inmaduras, dentro de las cuales podemos encontrar unas

hormonas naturales endogenas, a saber, la zeatina, trans-zeatina o isopentiladenina

Il.  Citoquininas artificiales, que son de origen sintético. Dentro de su estructura presentan la

base adenina con diversas moléculas ligadas, generandose asi hormonas derivadas como la
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benciladenina (BA) o la furfurilaminopurina (kinetina) u hormonas de este tipo que dentro
de sus estructuras no poseen la adenina, con accion bioldgica similar a las citoquininas como
el tidiazurén (TDZ).

Estos reguladores sintéticos son méas potentes que las hormonas naturales endégenas. No pueden

ser degradadas o metabolizadas por el tejido. Un ejemplo claro es el tidiazuron que es un inductor

potente en la formacion de nuevos brotes o embriones somaticos tanto en plantas lefiosas como

herbaceas.

1.4.2.1 Efectos fisioldgicos

>

Promueven la division celular. - En conjunto con las auxinas, las citoquininas favorecen la

formacién de callos de cicatrizacion. (Cossio, 2013c: p.18).

Promueven la formacion y crecimiento de brotes laterales (axilares). — Sin la presencia de las
auxinas, éstas logran vencer la dominancia apical promoviendo una exagerada brotacion

lateral, provocando la escoba de brujas. (Cossio, 2013c: p.19)

Promueven la germinacion de algunas semillas.

Promueven la maduracidn de los cloroplastos. —Junto con la luz y nutrientes, las citoquininas

participan en la sintesis de pigmentos fotosintéticos y proteinas enzimaticas. (Cossio, 2013d:
p.19).

Retrasan la senescencia de las hojas. — Segun, Cossio, 2013e: p.19, la senescencia es un
proceso genético programado que afecta todos los tejidos vegetales. Este proceso en las hojas
esta regulado por un equilibrio hormonal dado por los distintos niveles de citoquininas y de
etileno, por esta razon la aplicacion de citoquininas en 6rganos de plantas adultas retrasa la

senescencia.

1.5 Etapas de la micropropagacion

Antes de elegir el explante adecuado para iniciar el cultivo in vitro, se deben considerar cuatro

puntos (Olmos et al, 2010a: p.163):

>
>

El tipo de 6rgano vy el lugar.

La edad o el estado del in6culo.
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» Latemporada en la cual se deba tomar el in6culo.
» Y lacalidad de la planta.

Cada una de las etapas que integra la micropropagacion, necesitan condiciones particulares de
medio ambiente y tipo de in6culo. A continuacion, se presentan las etapas:

,'g:ﬁ.." - Shoot
apex

0 —
v p
%z;ag Shoot tip
‘90 & {or meristem)
ol Potted plantiet
/

Rooting of Shoot development

shoots (with axillary shoot
proliferation)

Figura 6-1. Diagrama de las etapas del cultivo in vitro.
Fuente: Nandkishor Jha, 2016

1.5.1 Etapa 0: Banco clonal

El cultivo in vitro va de la mano con la seleccion de material vegetal inicial. Esta etapa es
primordial puesto que se logra reducir los problemas de contaminacion, especialmente los

problemas fangicos y obtener una alta tasa de sobrevivencia de los explantes. (Smith, 2013).

1.5.2 Etapa 1: Establecimiento del cultivo

Primero hay que seleccionar el explante que va ser utilizado, para seguidamente desinfectarlo
superficialmente; la obtencion de cultivos axénicos, es decir libres de contaminacién, se puede
lograr tratandolos mediante aproximaciones preventivas y curativas. Una accién preventiva es el
empleo de métodos de verificacion de patdgenos en los explantes. Debido a que en el medio de

cultivo pueden crecer microorganismos (bacterias y hongos), que competiran con el explante es
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necesario tomar las precauciones necesarias para que el cultivo se mantenga axénico. (Roca y
Mroginski, 1991c: p.128).

Generalmente se emplean soluciones de hipoclorito de sodio y de calcio, peroxido de hidrégeno,
nitrato de plata, cloro comercial, alcohol a distintos porcentajes para la desinfeccion (Roca y
Mroginski, 1991d: p.129). ES muy importante mantener un cuidado adecuado de los explantes, porque
de este paso depende en gran magnitud la viabilidad de los mismos. (Bhojwani, 2013a: p.43).

Para poder determinar la solucion desinfectante adecuada, su concentracion y el tiempo de
inmersion, se pueden determinar por las caracteristicas del explante; en la préctica, se establece

experimentalmente por ensayo Yy error. (Rocay Mroginski, 1991e: p.129).

Durante la manipulacion pueden llegar a infectarse los explantes y/o el medio de cultivo por
bacterias y hongos que se pueden encontrar en el ambiente, o también por patégenos endégenos
latentes que se encuentran dentro del sistema vascular. Estos patdégenos se pueden tratar con

bacteriostaticos o antibidticos en el medio de cultivo. (Olmos et al., 2010c: p.164).

Dentro de los problemas que se pueden encontrar, la fenolizacion de los explantes es un aspecto
a considerar, dado que es uno de los principales problemas en esta etapa; los fenoles tornan al
medio de cultivo de un color café, el cual puede ser tdxico para el tejido vegetal. Este problema

se presenta en tejidos maduros de plantas lefiosas. (Bhojwani, 2013b: p.43).

El proceso general de desinfeccion incluye varios pasos (Olmos et al., 2010b: p.164):

» Lavado de los explantes con agua de grifo.

» Inmersion en etanol al 70% por 1 minuto.

» Inmersion del explante a concentraciones variables de hipoclorito de sodio (0,5 - 1,5%), con
pequefias cantidades (gotas) de tensoactivos para favorecer su penetracion y actividad.

» Seguidamente los explantes deben ser enjuagados por lo menos tres veces con agua destilada

estéril.

1.5.3 Etapa 2: Multiplicacion
El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la cantidad de brotes para los siguientes ciclos

de micropropagacion y poder destinar parte de ellos a la siguiente etapa de produccion como la

multiplicacion y enraizamiento. (Olmos et al., 2010d: p.356).
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En esta etapa se hace uso de los reguladores de crecimiento, sus niveles dependen de los
enddgenos en el explante. Altos niveles de citoquininas son usados para incentivar la formacion

de brotes. (Ahuja, 2013a: p.4).

Dentro de este paso se debe tratar que no exista mucha variabilidad genética, mediante estudios
se ha demostrado que esta variabilidad es mayor en plantas obtenidas por callos, mientras que los

cultivos de 6rganos y de meristemas presentan minimas posibilidades de cambios genéticos.
(Ahuja, 2013b: p.4).

El proceso de la organogénesis se da por induccion de yemas axilares o adventicias. Este proceso
comprende la multiplicacién de las yemas preformadas, que consecuentemente derivan de la
induccion de yemas axilares, usualmente sin formacion de callo. La induccién de yemas
adventicias se da mediante el tratamiento con reguladores de crecimiento con el uso de tejido

meristematico. (Levitus, 2010a: p.356).

Un tejido vegetal puede sufrir un estrés producto del aislamiento del explante de la planta madre,
en este proceso surge la presencia de compuestos fenélicos oxidados que inhiben el crecimiento
e incluso pueden llegar a causar la muerte del explante. Para minimizar el dafio de estos
compuestos se emplea generalmente carbdn activado y polivinilpirrolidona que son agentes

adsorbentes de fenoles en el medio de cultivo. (Levitus, 2010b: p.357)

No se puede exagerar en el nimero de subdivisiones o subcultivos ya que puede haber cambios

genéticos por la accién de las hormonas. (Rojas, 2003a: p.35).

1.5.4 Etapa 3: Enraizamiento

En esta etapa se produce la formacion de raices adventicias. En las especies herbaceas es
relativamente facil, mientras que en las especies lefiosas resulta complicado, debido a su limitada
capacidad rizogénica. Para el enraizamiento en condiciones in vitro pueden emplearse varios tipos
de sustratos y reguladores de crecimiento (auxinas), de modo que se promueva la rizogénesis
(Levitus, 2010c: p.357). Generalmente en el enraizamiento se reduce o se elimina de acuerdo con la
cantidad de citoquininas, sin embargo, en algunas especies de plantas la eliminacion de hormonas

lo induce. (Rojas, 2003c: p.35).

Los sustratos incluyen medio solidificado con agar, perlita y/o vermiculita humedecidas con

medio nutritivo o agua. En un medio solidificado con agar, los nutrientes se reducen de 1/2 a ¥%
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de la composicién original, y la sacarosa se reduce a una concentracion final de 1-2%. Medios
con baja concentracion salina, incrementan el porcentaje de enraizamiento de vastagos axilares

en plantas latifoliadas. (Olmos et al., 2010e: pp.356).

El empleo de agar presenta ventajas y desventajas sobre la rizogénesis. Por un lado, el
enraizamiento de especies forestales en agar se favoreceria al producirse una rizogénesis mas
sincronica como resultado del contacto intimo de las estacas con el medio de cultivo. Sin embargo,
las raices producidas por este método son usualmente delgadas y no se forman raices cabellera.
Adicionalmente, el empleo de agar esta asociado con la formacién de callo en la base de las
estacas, que conduce al establecimiento de conexiones vasculares interrumpidas entre raices y

vastagos. (Olmos et al., 2010f: p356).

La auxina mas utilizada es él IBA (acido 3-indolbutirico), que puede utilizarse a concentraciones
de 1-10 mM durante pocas horas (Olmos et al., 2010g: p.356). ES importante acentuar que el uso de
auxinas a elevadas concentraciones es contraproducente porque induce la formacion de callo en
la base de las estacas. Por ello, para cada cultivo es necesario optimizar un protocolo de
rizogénesis que minimice la formacion de callo y maximice la tasa de rizogénesis y supervivencia

de las plantas. (Levitus, 2010d: p.357).

1.5.5 Etapa 4: Aclimatacion

La aclimatacion es una etapa importante debido a que las plantas que se forman en condiciones
in vitro, crecen bajo un ambiente controlado artificialmente y en recipientes cuya humedad
relativa es muy alta, se desarrollan muy débiles y con hojas que carecen de cuticula, si son llevadas
a su ambiente natural pueden deshidratarse facilmente y morir, por lo tanto, es muy importante
que las “vitroplantas” no sufran stress por falta de agua o iluminacion directa del sol. Deben ser

sometidas a un pre - acondicionamiento llamado endurecimiento. (Rojas, 2003d: p.35).

Al ser extraidas del envase contenedor del medio de cultivo, deben ser limpiadas de todo vestigio
del medio de cultivo con agua tibia y sumergidas en una solucién de un fungicida sistémico, pues
pueden ser una fuente de contaminacion; se colocan en vasos 0 materas de 250 mL en una mezcla
balanceada de suelo, arena y material inerte, estéril y almacenadas en un invernadero bajo
condiciones de humedad constante y baja radiacion solar (condiciones de camara hiumeda). Se
requiere durante los tres primeros dias un ambiente cercano al 95% de humedad relativa y 40%
de exposicion a la luz, la humedad relativa se va disminuyendo paulatinamente y la luz se va

aumentando a medida que la plantula va creciendo y adaptadndose al nuevo ambiente. Al cabo de
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unos siete dias una vez endurecidas deben ser aclimatadas por lo que se trasplantan a un nuevo

sustrato con suelo, arena y materia organica en condiciones de vivero. (Rojas, 2003¢: pp.35).

1.6 Factores que influyen en la micropropagacién

1.6.1 El explante

El explante es una parte de un tejido o de un 6rgano que se aisla del resto de la planta con fines
de cultivo. La seleccion del explante puede hacerse teniendo en cuenta el sistema de propagacion

de la planta. (Roca y Mroginski, 1991e: p.135).

El tamaro del explante no tiene aparentemente mayor influencia. Solamente en el caso de que se
pretenda obtener plantas libres de virus, los meristemas tienen una alta probabilidad de diferenciar

plantas libres de estos patdgenos; sin embargo, es mas dificil regenerar de ellos plantas completas.
(Roca y Mroginski, 1991f: p.135).

1.6.2 Planta donadora

Se ha observado que la edad fisioldgica del explante tiene gran influencia en la morfogénesis. Se
sabe gque mientras mas joven y menos diferenciado esté el tejido que se va a sembrar, mejor sera
la respuesta in vitro. A este respecto, los meristemas apicales y axilares han sido empleados con

éxito en una amplia gama de especies. (Roca y Mroginski, 1991g: p.133).
La posicion relativa de las yemas es otro factor importante. Se ha observado, por ejemplo, que las
yemas axilares de rosa, obtenidas de la parte media del tallo, se desarrollan mas rapidamente que

aquéllas obtenidas de la base o la porcién apical. (Roca y Mroginski, 1991h: p.133).

En el caso de especies propagadas vegetativamente, los brotes jévenes han sido generalmente la

fuente del explante. (Rocay Mroginski, 1991i: p.133).

1.6.3 Composicién de los medios de cultivo

El éxito en el cultivo de tejidos depende de la seleccion del medio de cultivo, incluyendo su

composicién quimica y su forma fisica. (Rocay Mroginski, 1991k: p.133).
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CAPITULOII

2 METODOLOGIA

2.1 Ubicacion geogréfica

Los experimentos y ensayos del proyecto de titulacion se llevaron a cabo en las instalaciones del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, perteneciente a la Facultad de Recursos Naturales de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicada en el Cant6n Riobamba, Provincia de

Chimborazo.

2.1.1 Sitios de muestreo

Para la seleccion de los sitios de muestreo, se realizé un recorrido de identificacion del nimero
de especies gque se encontraban en el sector. Es importante aclarar que se tomaron dos muestras
de cada especie, por disposicion del Ministerio del Ambiente; la primera muestra fue empleada

en el estudio y la segunda entregada al herbario designado.

Los diferentes puntos identificados fueron georreferenciados con el Sistema de Posicionamiento
Global (GPS), con la proyeccion WGS84, cuyos datos fueron registrados en los mapas de las

diferentes especies.

El sector donde se realiz6 la toma de muestra de la especie Phaedranassa schizantha fue la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Parroquia Lizarzaburu, Cantén Riobamba,
Provincia de Chimborazo, a una altitud de 2809,298 m.s.n.m. con coordenadas 758528,64 m;
9816595.99 m; 17 Sur. (Figura 1-2).
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Figura 1-2. Localizacion de la especie vegetal Phaedranassa schizantha
Fuente: Pixelis Maps. 2017

El sector donde se realiz6 la toma de la muestra de la especie Phaedranassa tunguraguae fue en
la Via Bafios — Puyo, Parroquia Ulba, Cantén Bafios, Provincia de Tungurahua, a una altitud de
1702.453 m.s.n.m. con coordenadas 789977,91 m; 9845514,64 m; 17 Sur. (Figura 2-2).
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Figura 2-2. Localizacion de la especie vegetal Phaedranassa tunguraguae
Fuente: Pixelis Maps. 2017

Segun, Oleas et al., 2012, la especie P. schizantha se localiza en diferentes puntos en Riobamba,
ubicando de esta manera el lugar mas cercano para el muestreo. Identificando 9 poblaciones,
donde se pudo notar que existen alrededor de 5 plantas por cada punto; mientras que en la segunda
especie P. tunguraguae, fueron localizadas 7 poblaciones en las cercanias de uno de los lugares
donde habitan estas especies, pero a diferencia de la primera, en cada poblacién Gnicamente se
encontraba una sola planta, debido a que se encuentra en una zona donde la depredacion es muy

alta.
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2.1.2 Muestreo

El muestreo de la especie P. schizantha, fue realizado en un solo dia (Fotografia 1-2), mediante
la autorizacién de la investigacion cientifica solicitada al Ministerio del Ambiente (MAE), donde
autorizo la coleccion de 2 muestras de material vegetal que fueron destinados de la siguiente

manera:

» 1 muestra para almacenamiento en el herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo.
» 1 muestra para la investigacion.

P. schizantha, al encontrase dentro de la Provincia de Chimborazo, lugar donde se llevé a cabo la
investigacion no fue necesario de un Acta de Movilizacion de Especimenes de Vida Silvestre

otorgada de igual manera por el MAE.

ety

Fotografia 1-2. Coleccion muestra vegetal, P. schizantha
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

La toma de muestras de la especie P. tunguraguae se realiz6 en un dia, de igual manera se cumplié
en la coleccion de Gnicamente 2 muestras vegetales (Fotografia 2-2), designadas de la siguiente

manera:
» 1 muestra para almacenamiento en el herbario “Ambato Misael Acosta Solis” de la

Universidad Técnica de Ambato.

» 1 muestra para la investigacion.
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Esta especie se localiza en la Provincia de Tungurahua, y fue necesario solicitar al Ministerio del
Ambiente Provincial, el Acta de Movilizacion de Especimenes de Vida Silvestre, para movilizar
la especie al lugar donde se realizd la investigacion.

Fotografia 2-2. Coleccion muestra vegetal, P. tunguraguae
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

2.2 Descripcion de las especies evaluadas

El material vegetal empleado en la investigacion fue obtenido de la coleccion de las especies
pertenecientes a la familia Amaryllidaceae, identificadas como Phaedranassa schizantha y
Phaedranassa tunguraguae, mismas que se caracterizan por ser plantas bulbosas, entonces se
selecciond ese 6rgano para la obtencion de explantes. Estas especies son procedentes de una
poblacion natural en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Provincia de Chimborazo y

Via Bafios -Puyo, Provincia de Tungurahua respectivamente.

2.3 En el laboratorio

La presente investigacion se codificd como ensayos, en orden de facilitar la identificacion de

cada especie:

» Ensayo I: Phaedranassa schizantha

» Ensayo Il: Phaedranassa tunguraguae

Mediante revision bibliogréafica (Segretin, 2010; Meena et al., 2015; Bach et al., 2013; Loberant
etal., 2010; Paredes et al., 2014; Auge et al., 1986; Jordan et al., 2006; Cossio, 2013; Smith, 2013;
Bhojwani, 2013); se determind el siguiente protocolo que incluye: preparacion de medio,

desinfeccion y siembra.
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2.3.1 Materiales, equipos y reactivos

2.3.1.1 Materiales

Envases de pléstico, envases de vidrio, vasos de precipitacion, pipetas, bisturi, pinzas, papel
aluminio, ligas, mecheros, probetas, pie de rey.

2.3.1.2 Equipos

Destilador, balanza analitica, pH-metro, agitador magnético, autoclave, refrigeradora, caAmara de

flujo laminar, cdmara de cultivo.

2.3.1.3 Reactivos
Medio basal Murashige & Skoog (MS), Auxina (Acido 1 naftalenacético), Citoquinina (6-N-
Bencilaminopurina), agar-agar, agua destilada, agua destilada estéril, etanol (70%), hipoclorito

de sodio (3%), tween® 20, hidréxido de sodio, acido clorhidrico, benomyl® 50 PM, jabdn
liquido.

2.3.2 Ensayo |: Phaedranassa schizantha

2.3.2.1 Preparacion medio de cultivo

Hay que tomar en cuenta que se realizaron 4 tratamientos con 15 repeticiones teniendo en total

60 unidades experimentales (UE).
Cada unidad experimental consta de Medio Basal (MB), el cual esta compuesto por Medio
Murashige - Skoog, Sacarosa y Agar. Las cuales fueron discutidas y consultadas mediante la

bibliografia.

Los tratamientos se describen a continuacion. (Tabla 1-2)
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Tabla 1-2. Tratamientos utilizados en la investigacion para P. schizantha.

i Hormonas
Tratamiento Medl_o ee Sacarosa : : — Gelificante | pH
cultivo Auxinas Citoquininas
Murashige y
0 Skoog 30 g/L - - Agar g g
4.32 glL 109
' Acido 1 I .
Murashige y s 6-N Bencilaminopurina
1 Skoog 30 gL naftalenacético BAP Agar 5.6
ANA 10 g/L
4.32 g/L 0.1 ppm 0,5 ppm
: Acido 1 I .
Murashige y " 6-N Bencilaminopurina
5 Skoog 30 g/L naftalenacético BAP Agar 5.6
ANA 10 g/L
432 g/L 0,1 ppm 1,0 ppm
. Acido 1 I .
Murashige y - 6-N Bencilaminopurina
3 Skoog 30 g/L naftalenacético BAP Agar 5.6
ANA 10 g/L
432 g/L 0,1 ppm 1,5 ppm

Realizado por: Paola J, Soto P; Pall R, Yuquilema Y. 2017.

Previo a los pasos posteriores se tomaron en cuenta condiciones asépticas en todos los materiales
que se utilizaron para la investigacion, tales como vasos de precipitacidn, jarra plastica, varilla de

agitacion, jeringa, probetas, etc.; ademas se realizaron los siguientes calculos:

> Volumen a preparar
60 UE "40 mL = 2400 mL = 2500 mL

» Medio Basal
-Murashigue y Skoog
4.32 g/L*2.5L =10.8 g (gramos a pesar)

-Sacarosa

30g/L *25L =75g (gramos a pesar)

-Agar
10 g/L * 2.5 L = 25 g (gramos a pesar)
Mediante el uso de una balanza analitica fueron pesadas las cantidades de reactivos calculadas
anteriormente; después en un recipiente se colocaron 2,5 L de agua destilada desionizada con la

ayuda de una probeta de 1000 mL. Fueron disueltos completamente en el solvente, medio

Murashigue y Skoog (MS) y después la sacarosa, en ese orden. (Fotografia 3-2).
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Fotograffa 3-2. Disolucién de MS y sacarosa
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Luego se distribuy6 625 mL de la solucion preparada en cuatro vasos de precipitacion. Cada
vaso de precipitacion se rotul6 de la siguiente manera: To, T1, T2, T3. (Fotografia 4-2).

,r(f

Fotografia 4-2. Tratamientos P. schizantha.
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Posteriormente se agregaron las concentraciones respectivas de BAP Y ANA en cada uno de los

tratamientos: T1: BAP 0,5 ppm + ANA 0,1 ppm; T2: BAP 1 ppm + ANA 0,1 ppm; y T3: BAP

1,5 ppm + ANA 0,1 ppm. (Anexo D).

Una vez agregado las concentraciones tanto de BAP como de ANA,; el pH fue ajustado a 5.6,
utilizando gotas de KOH y HCI. Inmediatamente, fueron trasladados a un agitador magnético
cada uno de los vasos de precipitacion y se colocaron 6.25 g de agar en cada uno de ellos. Luego
se esperd a que llegue al punto de ebullicidn y se mantuvo durante 5 minutos, el agar se disolvid
completamente (Fotografia 5-2).
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Fotografia 5-2. Medio preparado en estado de ebullicién
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

Después fueron distribuidos 40 mL de medio, en cada unidad experimental (Fotografia 6-2), y se
sellaron con papel aluminio, papel periédico y ligas, de tal manera que quede bien sujeta al frasco.

Una vez sellados los frascos fueron llevados a autoclave con 121 psiy 119 °C.

Fotografia 6-2. Distribucion de medio en cada unidad experimental.
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

2.3.2.2 Desinfeccion

Una vez recolectado el material vegetal, fue trasladado al area de lavado donde fue sometida a un
lavado superficial, con el fin de remover las particulas del suelo y otras impurezas, para ello se
utilizé agua de grifo y una estopa, después se realizaron los cortes de las hojas, flores, tallo y raiz,
con el auxilio de un bisturi desinfectado con alcohol al 70 %, dejando Unicamente los bulbos
(Fotografia 7-2). Con los bulbos obtenidos se procedio a realizar dos lavados en una solucion con

jabén liquido durante 5 minutos, después se hizo dos enjuagues con agua destilada estéril.
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Fotografia 7-2. Cortes para la obtencion del bulbo de P. schizantha
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Posteriormente fueron sometidos a una solucion de fungicida curativo, Benomyl® 50 PM (1 g/L),
durante 20 minutos (Fotografia 8-2). Después fueron sumergidos a una solucién de etanol al 70%

por 1 minuto.

Fotografia 8-2. Bulbos sumergidos en solucion de Benomyl®
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

Seguidamente, fueron expuestos a una solucion de hipoclorito de sodio al 3% y Tween® 20 (4
gotas por cada 100 mL), durante 60 minutos; ademas fue necesario agitar cada 15 minutos con el
fin de que la solucion rodee todo el material vegetal. Finalmente, fueron llevados dentro de la
cabina de flujo laminar en envases de vidrio cerrados esterilizados y se procedid a realizar tres

enjuagues con agua destilada estéril. (Fotografia 9-2).
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Fotografia 9-2. Enjuague material vegetal (bulbo P. schizantha)
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

2.3.2.3 Siembra

Después de realizar los enjuagues respectivos en el Ultimo paso de desinfeccion, dentro de la
cabina laminar, se empiezan a obtener los explantes. Es importante recalcar que fue usada la
técnica de twin-scale (Fotografia 10-2), debido a que es la mas utilizada segun revision
bibliogréfica en plantas bulbosas, y permite obtener un mayor nimero de explantes, resultando

beneficioso en este tipo de especies que se encuentran en peligro de extincion.

Fotografia 10-2. Obtencion de explantes mediante la técnica twin scale (P. schizantha)
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017.

En este sentido, se deben precisar cuidados al momento de los cortes, puesto que cada explante
debe contar con la placa basal necesaria para ser cultivado, ademas se lograron alrededor de 60
explantes de tamafios entre 1-1.5 cm aproximadamente (Fotografia 11-2).

Cada explante obtenido fue sembrado uno en cada unidad experimental, después fueron sellados
con pléastico estéril para evitar que ingresen microorganismos exdgenos. Finalmente, fueron
llevados a la camara de cultivo con las condiciones: 25 °C + 1, humedad (70% =+ 1) y fotoperiodo
16 horas luz y 8 horas de oscuridad, estas condiciones fueron aplicadas siguiendo la
recomendacién de Rojas, 2014f.
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Fotografia 11-2. Tamafio aproximando del explante
Realizado por: Paola J, Soto P; Paudl R, Yuquilema Y. 2017

2.3.3 Ensayo Il: Phaedranassa tunguraguae

2.3.3.1 Preparacion del medio

Se utilizaron 4 tratamientos con 10 repeticiones teniendo en total 40 unidades experimentales
(UE).

Cada unidad experimental consté de Medio Basal (MB), el cual estd compuesto por Medio
Murashigue - Skoog, Sacarosa y Agar, mismas que fueron discutidas y consultadas mediante la

bibliografia. Los tratamientos se describen a continuacion. (Tabla 2-2).

Tabla 2-2. Tratamientos utilizados en la investigacion para P. tunguraguae.

i Hormonas
Tratamiento MEd'.O de Sacarosa - - — Gelificante | pH
cultivo Auxinas Citoquininas
Murashigue y
0 Skoog 30 g/L - - Agar g6
432 glL 109
. Acido 1 - .
Murashigue y " 6-N Bencilaminopurina
1 Skoog 30 g/L ”aﬁamfe“co BAP legfj:_ 5,6
432 glL 0.4 ppm 0,5 ppm g
. Acido 1 - .
Murashigue y " 6-N Bencilaminopurina
2 Skoog 0gL | Mftelenacetico BAP T
432 g/L 0,1 ppm 1,0 ppm g
. Acido 1 I .
Murashigue y " 6-N Bencilaminopurina
3 Skoog 30 g/L ”aﬁa'Ae,r\‘]aAce“co BAP lﬁgax_ 5,6
432 giL 0.1 ppm 1,5 ppm g

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017
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Previo a los posteriores pasos se tomaron en cuenta las precauciones sobre mantener condiciones
asépticas en todos los materiales que se utilizaron para la investigacion, tales como vasos de
precipitacion, jarra plastica, varilla de agitacion, jeringa, probetas, etc.; ademas se realizaron los
siguientes calculos:

> Volumen a preparar
60 UE "40 mL = 2400 mL = 2500 mL

» Medio Basal
-Murashigue y Skoog
4,32 g/L*2.5L =10.8 g (gramos a pesar)

-Sacarosa

30 g/L *2.5L =75g (gramos a pesar)

-Agar

10 g/L * 2.5 L =25 g (gramos a pesar)

Se procedio mediante el uso de una balanza analitica a pesar lo calculado anteriormente, después
en un recipiente se coloco 2,5 L de agua destilada desionizada con la ayuda de una probeta de
1000 mL. Una vez medido el volumen de agua se disolvio el medio Murashigue y Skoog (MS) y

después la sacarosa.

Luego se distribuyeron 625 mL de la solucién preparada en cuatro vasos de precipitacion. Cada
vaso de precipitacion se rotul6 de la siguiente manera: To, T1, T2, T3 (Fotografia 12-2).

J ==

7 y ,ﬁ‘,,,
Fotografia 12-2. Tratamientos P. tunguraguae
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017
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Inmediatamente se agregaron las concentraciones siguientes de BAP y ANA, en cada tratamiento
(Fotografia 13-2): T1: BAP 0,5 ppm + ANA 0,1 ppm; T2: BAP 1 ppm + ANA 0,1 ppm; y T3:
BAP 1,5 ppm + ANA 0,1 ppm. (Anexo D)

Fotografia 13-2. Aforado de BAP y ANA
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Después se procede a ajustar el pH a 5.6 (Fotografia 14-2), usando gotas de KOH y HCI.
Inmediatamente, se trasladan los vasos a un agitador magnético y se colocan 6.25 g de agar en
cada uno de ellos. Se espera a que llegue a punto de ebullicion durante 5 minutos hasta que el

medio se encuentre completamente disuelto.

Fotografia 14-2. Correccion del pH
Realizado por: Paola J, Soto P; Pail R, Yuquilema Y. 2017.

Después se distribuyen 40 mL del medio, en cada unidad experimental, y se sella cada unidad
experimental con papel aluminio, papel periédico y ligas de tal manera que quede bien sujeta al

frasco (Fotografia 15-2). Una vez sellados los frascos son esterilizados con autoclave a 121 psi y

119°C.
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Fotografia 15-2. Sellado de cada unidad experimental.
Realizado por: Paola J, Soto P; Pall R, Yuquilema Y. 2017

2.3.3.2 Desinfeccion

Una vez recolectado el material vegetal, fue trasladado al area de lavado donde fue sometido a un
lavado superficial, con el fin de remover las particulas del suelo y otras impurezas, para ello se
hizo uso de agua del grifo y de una estopa, después se procede a realizar los cortes de las hojas,
flores, tallo y raiz, con la ayuda de un bisturi desinfectado con alcohol al 70 %, dejando
Unicamente los bulbos (Fotografia 16-2). Con los bulbos obtenidos se realizan dos lavados en una
solucion con jabon liquido durante 5 minutos, y finalmente dos enjuagues con agua destilada

estéril.

Fotografia 16-2. Cortes para la obtencion del bulbo de P. tunguraguae
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

Posteriormente, los explantes fueron sumergidos en una solucion del fungicida (Benomyl® 50
PM (1 g/L), durante 20 minutos. Después fueron sumergidos en una solucion de etanol al 70%
por 1 minuto (Fotografia 17-2).
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Fotografia 17-2. Bulbos sumergidos en soluciénes de Benomyl®, etanol y cloro
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017.

Después fueron expuestos en una solucion de hipoclorito de sodio al 3% y Tween® 20 (4gotas
por cada 100 mL), durante 60 minutos; ademas fue necesario agitar cada 15 minutos con el fin de
que la solucion alcance todo el material vegetal. Finalmente, se trasladan dentro de la cabina de
flujo laminar en envases de vidrio cerrados y se llevan a cabo tres enjuagues con agua destilada

estéril. (Fotografia 18-2).

Fotografia 18-2. Enjuague material vegetal (bulbo P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

2.3.3.3 Siembra

Después de haberse realizado los respectivos enjuagues en el Gltimo paso de desinfeccion dentro
de la cabina laminar, los explantes fueron obtenidos mediante la técnica de twin-scale (Fotografia
19-2), debido a que es la mas utilizada segun revision bibliogréfica en plantas bulbosas, y porque
permite obtener un mayor nimero de explantes, resultando beneficioso en este tipo de especies

que se encuentran en peligro de extincion.
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Fotografia 19-2. Obtencion de explantes mediante la técnica twin scale (P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

Es necesario un cuidado especial al momento de los cortes, puesto que cada explante debe contar
con la placa basal necesaria para ser cultivado, se lograron alrededor de 40 explantes de tamafios

entre 1-1.5 cm aproximadamente.

Cada explante obtenido se sembré uno en cada tratamiento, después fueron sellados con plastico
para evitar que ingresen microorganismos exdgenos, finalmente fueron llevados a la cdmara de
cultivo con las siguientes condiciones: 25 °C + 1, humedad (70% = 1) y fotoperiodo 16 horas luz
y 8 horas de oscuridad, estas condiciones se aplico siguiendo la recomendacion de Rojas, 2004g.

2.4 Evaluacion de la respuesta de los explantes

La respuesta de los explantes fue registrada de forma cualitativa y cuantitativa. Cualitativamente
se tomo en cuenta la presencia o ausencia de contaminacién bacteriana y/o fangica, el desarrollo
de hojas y bulbillos por explante. Cuantitativamente se consideraron las siguientes variables: 1)
factor: involucra los cuatro tratamientos en estudio, 2) brotes, 3) longitud, 4) diametro, y 5)

contaminacion.

2.5 Analisis estadistico

Mediante el software IBM SPSS Statistics se realizé el andlisis por el método Disefio de
Componentes Principales (DCP) Método Multivariado, con un nivel de confianza del 95% a los

datos obtenidos a 45 dias después de la siembra.
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CAPITULO Il

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados

3.1.1 Localizacion de las especies P. schizantha y P. tunguraguae

> Phaedranassa schizantha

La especie fue ubicada mediante bibliografia y recorridos de observacion, identificando asi 9
puntos con sus respectivas coordenadas (Gréfico 1-3) en el Canton Riobamba, dentro de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Cada poblaciéon cuenta con alrededor de 5
individuos, fue seleccionado el punto 5 para la toma de las dos muestras vegetales en la

investigacion.
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Grafico 1-3: Ubicacidn de las poblaciones de la especie P. schizantha.
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.
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» Phaedranassa tunguraguae

Las poblaciones de esta especie fueron encontradas mediante bibliografia y recorridos de
investigacion, en la Provincia de Tungurahua, Cantdn Bafios, localizando 7 puntos (Grafico 2-3);
en cada punto se identificd 1 especie. Se seleccionaron los puntos 1y 2 para obtener las muestras

vegetales necesarias para la investigacion.
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Fuente: Cartografia Base IGM

Coordenadas: UTM WGS 1984 Zona 17S

Escala: 1:3000

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y.
Fecha de Realizacion: 28-03-2017

Legend

. Phaedranassa tunguraguae

Gréfico 2-3: Ubicacion de las poblaciones de la especie P. tunguraguae.
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

3.1.2 Ensayo I: Phaedranassa schizantha

A los 15 dias después de la siembra se encontraron 4 unidades contaminadas, a los 30 dias 12
unidades contaminadas y a los 45 dias se encontrd un total de 19 unidades contaminadas (Tabla
2-3), esto indica que el método de desinfeccion es efectivo y recomendable para esta especie,
puesto que la contaminacion no se debe al explante, sino responde a una mala manipulacién
(cierre deficiente de los envases de cultivo) y ausencia de mayores controles de asepsia dentro del
laboratorio. La siembra que presentd contaminaciones corresponden a los tratamientos: TO: 4
contaminados; T1: 4 contaminados; T2: 5 contaminados; T3: 6 contaminados. Los tratamientos
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que no presentaron respuesta al desarrollo de brotes fueron: TO: 4 sin brote; T1: 3 sin brote; T2:

1 sin brote. (Tabla 1-3).

Tabla 1-3: Brotes de los tratamientos a los 45 dias de evaluacién de P. schizantha

Tratamientos 0 1 2 3
BAP 0 ppm BAP 0,5 ppm BAP 1 ppm BAP 1,5 ppm
Repeticiones ANA 0 ppm ANA 0,1 ppm ANA 0,1 ppm ANA 0,1 ppm

1 1 Sin brote 1 1

Contaminado Contaminado Contaminado

2 Sin brote 1 1 1
Contaminado Contaminado

3 1 1 2 2

Contaminado

4 1 2 1 1

Contaminado Contaminado Contaminado

5 Sin brote Sin brote Sin brote 1

Contaminado

6 1 2 1 2

Contaminado

7 Sin brote 2 2 3

8 1 1 2 2

9 1 1 3 2

10 Sin brote 2 1 1
Contaminado

11 1 1 2 1

Contaminado

12 1 Sin brote 1 2
Contaminado Contaminado

13 1 1 1 1

Contaminado

14 1 1 1 1

Contaminado

15 1 1 1 1
Contaminado Contaminado

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

La contaminacion encontrada estaba distribuida a lo largo del medio de cultivo, mas no en el
explante, debido como se menciond preliminarmente a la mala manipulacion de los medios al

momento de realizar la siembra de los explantes y deficiencia en el cierre de los envases.

El tipo de contaminacion observada tenia un aspecto blanco lechoso caracteristico de las bacterias

y de una estructura esponjosa de color blanco, caracteristico de los hongos. (Fotografia 1-3)
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Fotografia 1-3. a) Contaminacidn fungica. b) Contaminacion bacteriana (P. schizantha)
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017.

A continuacion, se presenta una tabla en donde se expone el porcentaje de contaminacion en las

unidades experimentales.

Tabla 2-3: Numero de explantes contaminados en cada tratamiento a los 45 dias de evaluacion
de P. schizantha

Repeticion TO T1 T2 T3
Unidades experimentales
contaminadas 4 de 15 4 de 15 5de 15 6 de 15
Contaminacion (%) 26 % 26 % 33 % 40 %

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

3.1.2.1 Explantes que respondieron a los tratamientos

Se evaluaron a los 15, 30 y 45 dias, el nimero y didmetro de los brotes, asi como la longitud de
las hojas obtenidas, tras los periodos indicados de incubacion. Se observa que la mayoria de los
explantes respondieron adecuadamente a los medios de cultivo, desarrollando en primer término

bulbillos y posteriormente hojas.

Los explantes respondieron de forma apropiada en cada una de las siembras, incluso en las que
presentaban contaminacion, sin embargo, se aislaron las unidades experimentales por el riesgo de

contaminacion para las demas siembras.

Para la medicion de la longitud de las hojas, las unidades experimentales fueron llevadas a la
cabina de flujo laminar, en donde se constatd que la repeticion 10 del tratamiento 3 (Fotografia
2-3), present6 un mayor desarrollo de su hoja, con una longitud de 12,5 cm, después de los 45

dias de siembra.

42



Fotografia 2-3. Tratamiento 3 repeticion 10 a los 45 dias de cultivo (P. schizantha)
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Adicionalmente, se puede indicar que visualmente el tratamiento 3 a concentraciones de 1,5 ppm
BAP y 0,1 ppm ANA de reguladores de crecimiento, fue el que mejor desarrollo de hojas y
bulbillo present6, si se compara con el tratamiento 0 (control) que no contenia reguladores de
crecimiento, dado que en este caso el desarrollo tanto de hojas y bulbillos resulta mucho menor.
(Fotografia 3-3).

—

Fotografia 3-3. Tratamiento O repeticion 15 a los 45 dias de cultivo (P. schizantha)
Realizado por: Paola J, Soto P; Pall R, Yuquilema Y. 2017

3.1.2.2 Caracterizacion morfoldgica

Mediante observacion se pudo determinar que las hojas mas largas eran las que provenian del
tratamiento 3, de las repeticiones 2, 3, 7, 8, 9, 10 y 13. Mientras que las hojas pequefias fueron las
correspondientes al tratamiento 0, repeticiones 6, 11 y 15. (Fotografia 4-3 y Tabla 3-3)
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Fotografia 4-3. Tratamiento O repeticion 6 a los 45 dias de cultivo (P. schizantha)
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Las hojas en el tratamiento 1, fueron pequefias una longitud aproximada de 3 a 6 cm. En el
tratamiento 2 la mayor longitud de hoja fue la repeticién 13 con 8,5 cm (Fotografia 5-3).

Fotografia 5-3. Tratamiento 2 repeticion 13 a los 45 dias de cultivo (P. schizantha)
Realizado por: Paola J, Soto P; Pall R, Yuquilema Y. 2017

A continuacion, se presenta una tabla en la que se muestra la longitud de las hojas en todos los

tratamientos, en los que no se verificd contaminaron hasta los 45 dias de evaluacion

Tabla 3-3: Longitud de las hojas de los bulbillos a los 45 dias de evaluacion de P. schizantha

Ndmero de TO T1 T2 T3
Repeticion (cm) (cm) (cm) (cm)
1 0 0 0 0
2 0 3 0 9,5
3 5 0 7 115
4 0 0 7 0
5 0 0 0 0
6 1 4,5 7,5 0
7 0 3 9 10
8 3 3,5 6 13
9 4 3 6 10
10 0 4,5 0 12,5
11 2 6 7 0
12 0 0 0 8
13 4 0 8,5 9,5
14 35 6 8 0
15 3 0 0 75

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017
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Ademas, fue registrado el diametro de los bulbillos obtenidos a los 45 dias, con el objetivo de
calcular el didmetro promedio de los bulbillos en cada tratamiento. Segln la Tabla 4-3, se puede
verificar que el tratamiento que presenta mayor didmetro promedio de los bulbillos (sin
contaminacion) corresponde al del tratamiento 3. Por otra parte, los bulbillos que presentan menor
didmetro promedio son los pertenecientes al tratamiento 0 y 1, con valores de 0.185 cmy 0.213
cm respectivamente, indicando un bajo nivel de respuesta sobre la produccion de bulbillos.

Tabla 4-3: Diametro de los bulbillos asépticos producidos a los 45 dias de evaluacién de P.

schizantha
Tratamiento Total de bulbillos obtenidos Promedio (cm)
0 8 0,185
1 11 0,213
2 15 0,394
3 15 0,467

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

3.1.3 Ensayo I1: Phaedranassa tunguraguae

El nimero de unidades experimentales disminuyeron en este ensayo, por las restricciones de
acceso y el tamafio de la muestra vegetal, que Unicamente se pudo obtener 40 unidades
experimentales, mediante la técnica twin-scale, mismas que fueron repartidas en 10 unidades por

cada tratamiento.

El protocolo de desinfeccion utilizado fue similar al empleado en el Ensayo I, obteniendo
porcentajes de contaminacion bajos en comparacion al Ensayo I. A los 45 dias, se visualizaron 3
unidades experimentales contaminadas en el tratamiento O; 2 en el tratamiento 1 y 1 en el
tratamiento 3 y 4. Demostrando que el protocolo de desinfeccion utilizado fue efectivo (Tabla 5-
3).

Tabla 5-3: Brotes de los tratamientos a los 45 dias de evaluacion de P. tunguraguae

Tratamientos 0 1 2 3
BAP 0 ppm BAP 0,5 ppm BAP 1 ppm BAP 1,5 ppm
Repeticiones ANA 0 ppm ANA 0,1 ppm ANA 0,1 ppm ANA 0,1 ppm
1 1 1 1
Contaminacién 2
2 1 2 2
Contaminacién 2
3 1 1 1
Contaminacion Contaminacion 1
4 Sin brote 1 2 2
5 Sin brote 1 1 2
6 2 1 1
Contaminacién Contaminacién 3
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7 1 1 1 1
8 1 1 2 2
9 1 2 2 2
10 1 1 2 1
Contaminacién

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

Se obtuvieron en total un nimero de 7 medios contaminados con la presencia de hongos y
bacterias. El tipo de contaminacion presentd un aspecto blanco lechoso, caracteristico de las

bacterias y espongoso blanquezco propio de los hongos (Fotografia 6-3).

. 3
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Fotografia 6-3. Tratamiento O repeticion 1 a los 45 dias de cultivo (P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

La Tabla 6-3, describe el nimero y el porcentaje de unidades contaminadas de la especie

Phaedranassa tunguraguae.

Tabla 6-3: Numero de explantes contaminados en cada tratamiento a los 45 dias de evaluacion
de P. tunguraguae

Repeticion TO T1 T2 T3
Unidades experlmentales 3 de 10 2 de 10 1 de 10 1 de 10
contaminadas
Contaminacion (%) 30 % 20 % 10 % 10 %

Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

3.1.3.1 Explantes que respondieron a los tratamientos

Se presenta informacién de los explantes con una respuesta positiva en los tratamientos. Esta
respuesta se manifiesta con el brote de bulbillos y hojas en cada unidad experimental. La
evaluacion cualitativa se realiz6 a los 15 30 y 45 dias con el proposito de monitorizar la

contaminacién de microorganismos exdgenos en las unidades experimentales.

El desarrollo de uno de los primeros brotes fue observado a los 10 dias en el Tratamiento 2
Repeticion 3 (Fotografia 7-3). A los 15 dias se observo 9 explantes con brotes del total de 40
unidades experimentales. A los 30 dias se visualizo hojas y brotes nuevos; presentando asi 10
nuevos bulbillos con hojas de longitud mediana de color verde y ancha, caracteristico de la P.

tunguraguae.
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Fotografia 7-3. Tratamiento 2 repeticion 3 a los 10 dias de cultivo (P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Pall R, Yuquilema Y. 2017

A los 45 dias la repeticion 4 y 5 del Tratamiento 0 no presentd brotes (Tabla 5-3), descartando
estas unidades experimentales. Ademas, en el tratamiento 3 repeticion 9 se visualizaron 2 hojas,
alcanzando una longitud de 5 cm (Fotografia 9-3). Siendo este tratamiento 3, con concentraciones
de 1,5 BAP y 0,1 ANA (reguladores de crecimiento) el que mejor respuesta cualitativa denot6 en
comparacion con los demas tratamientos analizados, debido a que sus bulbillos eran notorios al

igual que el desarrollo de sus respectivas hojas.

Fotografia 8-3. a) Tratamiento O repeticion 5. b) Tratamiento O repeticion 5 (P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017.
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Fotografia 9-3. Tratamiento 3 repeticion 9 a los 45 dias de cultivo (P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Pall R, Yuquilema Y. 2017.

3.1.3.2 Caracterizacion morfoldgica

A través de la valoracion cualitativa, se observa que el tratamiento que presenté mayor longitud
de hojas, fue el tratamiento 3, alcanzando una longitud de 11,5y 11 cm en las repeticiones 2 'y 4
respectivamente. Las hojas de menor desarrollo corresponden a la repeticion 8 y 10 tratamiento 0
y repeticion 3 tratamiento 2 con longitudes de 2,5 cm en el tratamiento 0 y 3 cm en el tratamiento
2. (Tabla 7-3).

Tabla 7-3: Longitud de las hojas asépticas de los bulbillos a los 45 dias de evaluacién de P.
tunguraguae

Numero de TO T1 T2 T3
Repeticion (cm) (cm) (cm) (cm)
1 0 7 10
2 0 8,5 7,5 11,5
3 0 0 3 6
4 0 6 2,5 11
5 0 4 7 6
6 3 0 0 9
7 55 8,5 55 7
8 25 6,5 5 55
9 4 6 55 5
10 25 6 57 0

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017
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Fotografia 10-3. Tratamiento 3 repeticidon 9 con tres hojas a los 45 dias (P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

A los 45 dias de siembra, se registraron el diametro y la cantidad de bulbillos producidos por
explante, en donde se encontr6 6 bulbillos en el Tratamiento 0 con un didmetro promedio de 0,170
cm, siendo este el de menor didmetro desarrollado en la investigacion. Los Tratamientos 2 'y 3
produjeron los bulbillos de mayor didmetro promedio con valores de 0,394 cm y 0,456 cm
respectivamente.

v Ta ‘

Fotografia 11-3. Tratamiento 2 repeticion 10 con didmetro de 0,5 (P. tunguraguae)
Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

La Tabla 8-3 corresponde a los datos medidos de los didmetros de los bulbillos que no fueron
contaminados por microorganismos exogenos.

49



Tabla 8-3: Didmetro de los bulbillos asépticos producidos a los 45 dias de evaluacion de P.

tunguraguae
Tratamiento Total de bulbillos obtenidos Promedio (cm)
0 6 0,170
1 10 0,213
2 14 0,394
3 17 0,456

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

3.1.3 Analisis Estadistico

Mediante el Disefio de Componentes Principales, se realizé un analisis multivariado con los

siguientes factores: brotes, longitud de hoja, didmetro de los bulbillos y tratamientos estudiados.

Ademas, a través de los valores de la Prueba de Bartlett y KMO, método de varianza total y

comunalidades se comprueba el uso del Disefio de los Componentes Principales.

3.1.3.1 Ensayo I: Phaedranassa schizantha

» Analisis de disefio de componentes principales a los 45 dias de cultivo

Tabla 9-3: Prueba de Bartlett y medida de adecuacion muestral de KMO (P. schizantha)

KMO y prueba de Bartlett
Medida de adecuacion muestral de Kaiser-Meyer-OlIKin. ,664
Prueba de esfericidad de | Chi-cuadrado aproximado 188,225
Bartlett Gl 10
Sig ,000

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

La medida de adecuacion muestral de KMO es de 0,664; misma que indica que la adecuacion

muestral es correcta, debido a que su valor es mayor a 0,5. La prueba de Bartlett, por otro lado al

ser igual a cero permite el desarrollo del Disefio de Componentes Principales (DCP).
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Tabla 10-3: Varianza total explicada (P. schizantha)

Varianza total explicada

Autovalores iniciales Sumas de las saturaciones al Suma de las saturaciones al
) cuadrado de la extraccion cuadrado de la rotacion
é o o o
o
=3 — s 8 3 — s 8 E — s 8 E
5 £ 38 | 83 g |88 | g3 g 28 | g2
O - o = IS = o = IS [t o = IS
8 g g 8 g 2 8 g 3
o] (4] (o]
1 2,926 58,526 58,526 2,926 58,526 58,526 2,293 45,869 45,869
2 1,237 24,743 83,269 1,237 24,743 83,269 1,870 37,400 83,269
3 ,567 11,347 94,616
4 161 3,227 97,843
5 ,108 2,157 100,000

Realizado por: Paola J, Soto P; Pall R, Yuquilema Y. 2017
La Tabla 10-3, muestra 2 componentes que caracterizan el comportamiento de la planta, logrando

una variaciéon acumulada mayor a 60%.

Tabla 11-3: Comunalidades (P. schizantha)

Comunalidades

Inicial Extraccion
Factor 1,000 770
Brotes 1,000 ,649
Longitud 1,000 ,903
Diametro 1,000 ,919
Contaminacion 1,000 ,923

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

La Tabla 11-3, arroja valores sobre los 0,4; indicando que las variables se pueden combinar y

formar componentes.

Tabla 12-3: Matriz de componentes rotados (P. schizantha)

Componente

1 2
Contaminacion ,942 -,188
Diametro ,823 ,491
Longitud ,806 ,504
Factor 877
Brotes 278 ,756
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Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

La Tabla 12-3, presenta dos componentes siendo el primero contaminacion, didmetro y longitud,
gue se interpreta como: afectacion al crecimiento. EI segundo componente combina factor y
brotes que se interpreta como: desarrollo de brotes. Por lo tanto, en el componente 1 que
corresponde a la afectacion al crecimiento, indica que la contaminacion afecta al diametro de los
bulbillos y a la longitud de las hojas; mientras que en el componente 2 que corresponde al

desarrollo de brotes, el factor (tratamientos) influye o afectan al nimero de brotes.

» Modelo lineal general

Se realiz6 un analisis factorial, para saber como diversos factores afectan a una variable

respuesta (brotes).

Tabla 13-3: Pruebas de los efectos inter-sujetos (P. schizantha)

Variable dependiente: brotes

Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados tipo 111 cuadratica

Modelo corregido 25,3172 38 ,666 5,996 ,000
Interseccion 61,691 1 61,691 555,215 ,000
Factor ,167 3 ,056 ,502 ,685
Longitud 6,783 14 ,485 4,361 ,001
Diametro 1,814 7 ,259 2,332 ,063
Contaminacién 3,803 1 3,803 34,225 ,000
Factor * Longitud ,000 0
Factor * Diametro ,000 0
Factor * Contaminacion 214 2 ,107 ,964 ,398
Longitud * Didmetro ,250 1 ,250 2,250 ,148
Longitud * Contaminacion ,000 0
Diametro * Contaminacion ,000 0
Factor * Longitud * Didmetro ,000 0
Factor * Longitud * Contaminacion ,000 0
Factor * Diametro * Contaminacion ,000 0
Longitud * Didmetro * Contaminacion ,000 0
Factor * Longitud * Didmetro * ,000 0
Contaminacion
Error 2,333 21 111
Total 107,000 60
Total corregida 27,650 59

a. R cuadrado = ,916 (R cuadrado corregida = ,763)

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017
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PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Variable independiente: contaminacion
Ho: No existen diferencias en el brote por efecto de la contaminacion, p > 0,05.
Hi: Existen diferencias en el brote por efecto de la contaminacion p < a 0,05

Decision
Como p es menor a 0,05 se desecha Ho por tanto existen diferencias en el brote por efecto de la

contaminacion.

Variable independiente: Longitud
Ho: No existen diferencias en el brote por efecto de la longitud p > 0,05.

Hi: Existen diferencias en el brote por efecto de la longitud p < 0,05

Decision
Como p es menor a 0,05 se desecha Ho por tanto existen diferencias en el brote por efecto de la

longitud.

Respuesta de Brotes Contaminacion
—5i
— Mo

1,75

1,50

1,25+

Brotes

1,00

T T T T
Basal BAPOSANAD1  BAPIANADT  BAP1 SANADA

Tratamientos

Gréfico 3-3: Respuesta de brotes de P. schizantha
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

53



La linea azul del Grafico 3-3 indica que si existe contaminacion en los tratamientos, esta afecta

sobre el nimero de brotes. Por ende, a menor contaminacion, mayor nimero de brotes. Ademas,

el grafico indica que, en el eje de las X, el tratamiento 3 es el que presenta mayor probabilidad de

obtener mayor nimero de explantes sin presentar contaminacion. Este corresponde al tratamiento
BAP 1,5y ANA0,1.

3.1.3.2 Ensayo Il: Phaedranassa tunguraguae

» Andlisis de disefio de componentes principales a los 45 dias de cultivo

Tabla 14-3: Prueba de Bartlett y medida de adecuacion muestral de KMO (P. tunguraguae)

KMO y prueba de Bartlett

Medida de adecuacion muestral de Kaiser-Meyer-Olkin ,691
Prueba de esfericidad de Chi-cuadrado aproximado 110,924
Bartlett gl 10

Sig. ,000

Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

La Tabla 14-3, presenta un valor muestral de KMO de 0,691 mayor a 0,5; demostrando que es

correcta la adecuacion muestral, ademas la prueba de Bartlett muestra un valor de 0,00 menor a

0,05 resultando adecuado realizar el Disefio de Componentes Principales.

Tabla 15-3: Varianza total explicada (P. tunguraguae)

Varianza total explicada
Componente Autovalores iniciales Sumas de las saturaciones al cuadrado de la extraccion
Total % de la % Total % de la % acumulado
varianza acumulado varianza

1 3,198 63,964 63,964 3,198 63,964 63,964
2 ,918 18,358 82,323

3 ,499 9,986 92,309

4 ,258 5,158 97,467

5 127 2,533 100,000

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

Mediante los resultados estadisticos de la varianza total explicada, indica un solo componente que

engloba todas las variables en estudio, con un valor de 63,964 mayor a 60%, logrando asi una

variacion acumulada.
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Tabla 16-3: Comunalidades (P. tunguraguae)

Comunalidades
Inicial Extraccion
Factor 1,000 573
Brotes 1,000 ,515
Longitud 1,000 773
Diametro 1,000 ,852
Contaminacion 1,000 ,485

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017
Segun los datos de extraccion de la Tabla 16-3, que muestran valores superiores a 0.4, existe

potencia de variables para combinar y formar un componente.

Tabla 17-3: Matriz de componentes (P. tunguraguae)

Componente
1

Factor 157
Brotes ,718
Longitud ,879
Diadmetro ,923
Contaminacién ,696
a. 1 componentes extraidos

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017.

La Tabla 17-3, muestra un solo componente, combinando asi el factor (tratamientos), brotes,
longitud, didmetro y contaminacién, que se interpreta como afectacion al crecimiento. En otras
palabras, el factor (tratamientos), influye al nimero de brotes, longitud de las hojas y didmetro de

los bulbillos y la contaminacién.

A larazdn de que solo se ha extraido un solo componente, la solucién no puede ser rotada.

» Modelo lineal general
Se realiz6 un andlisis factorial, para saber como diversos factores afectan a una variable respuesta
(brotes).

Tabla 18-3: Pruebas de los efectos inter-sujetos (P. tunguraguae)

Variable dependiente: brotes
Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados tipo 11 cuadratica
Modelo corregido 14,1002 33 A27 2,564 ,120
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Interseccion 57,014 1 57,014 342,086 ,000
Factor ,250 3 ,083 ,500 ,696
Longitud 4,500 13 ,346 2,077 ,189
Diametro 1,167 5 ,233 1,400 ,343
Contaminacion 1,200 1 1,200 7,200 ,036
Factor * Longitud ,000 0

Factor * Diametro ,000 0

Factor * Contaminacion ,000 0

Longitud * Diametro ,000 0

Longitud * Contaminacién ,000 0

Diametro * Contaminacion ,000 0

Factor * Longitud * Didmetro ,000 0

Factor * Longitud * Contaminacion ,000 0

Factor * Diametro * Contaminacion ,000 0

Longitud * Didmetro * Contaminacion ,000 0

Factor * Longitud * Didmetro * Contaminacion ,000 0

Error 1,000 6 ,167

Total 88,000 40

Total corregida 15,100 39

a. R cuadrado = ,934 (R cuadrado corregida = ,570)

Realizado por: Paola J, Soto P; Padl R, Yuquilema Y. 2017

PLANTEAMIENTO DE

LA HIPOTESIS

Variable independiente: contaminacion

Ho: No existen diferencias en el brote por efecto de la contaminacién, con, con p > 0,05.

Hi: Existen diferencias en el brote por efecto de la contaminacion p < a 0,05

Decision

Como p es menor a 0,05 se desecha Ho por tanto existen diferencias en el brote por efecto de la

contaminacion.
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Gréfico 4-3: Respuesta de brotes P. tunguraguae
Realizado por: Paola J, Soto P; Paul R, Yuquilema Y. 2017

El Gréfico 4-3 indica que la contaminacidn influye directamente sobre los brotes en las unidades
experimentales, mencionando que el BAP 1,5 Y ANA 0,1 responderia de mejor manera si no
existiese contaminacion. Ademas, que el tratamiento 0 (Control) es el menos apto para el

desarrollo de los brotes de P. tunguraguae.

3.2 Discusidn

3.2.1 Desinfeccion del material vegetal

De acuerdo a la Tabla 2-3 del Ensayo I, se observa que en el tratamiento 0 y 1 del primer ensayo
tienen el 26 % de contaminacion en cada uno de ellos, 33 % y 40 % en los tratamientos 2 'y 3
respectivamente, siendo bajos los niveles de contaminacion en los dos primeros y altos en los dos
altimos; sin embargo, como se observa en las fotografias (Fotografia 1-3) la contaminacion
presente es producto de una mala practica y una mala destreza en el momento de la siembra de
las twin-scale y no exactamente en el proceso de desinfeccion de los bulbos madres y sus
explantes. Esto se puede corroborar con las Tablas 5-3 y 6-3 del Ensayo Il en donde se puede
observar que se tuvo 2 unidades experimentales contaminadas en los tratamientos 3 y 4. El
proceso de desinfeccion que se utilizé en el Ensayo | (P. schizantha) fue el mismo que se utilizé
en el Ensayo Il (P. tunguraguae), demostrando que la desinfeccion del material vegetal que se

utiliz6 de acuerdo a lo descrito, fue efectivo en estas dos especies con concentraciones
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establecidas de soluciones de jabdn liquido, Benomyl®, etanol y NaClO + tween® 20, con sus

respectivos tiempos de inmersion.

3.2.2 Numero de explantes que respondieron

De acuerdo a los datos de la Tabla 12-3 se puede indicar que el factor (tratamientos) influye sobre
el nimero de brotes y que la contaminacidn afecta sobre la longitud de las hojas y el didmetro de
los bulbillos. Demostrando cuantitativamente (Grafico 3-3) que el tratamiento 3 (BAP 1,5y ANA
0,1) presenta la mejor combinacién aplicable para la introduccidn en cultivo in vitro de la especie

P. schizantha debido a su mayor nimero de brotes siempre y cuando no exista contaminacion.

De la misma manera en el Ensayo Il, se verific6 mediante la Tabla 17-3, que el factor
(tratamientos) influye en los brotes, longitud de las hojas, diametro de los bulbillos y
contaminacion. La contaminacion presente segin el Gréfico 4-3 retarda el crecimiento de brotes
en los tratamientos, y en caso de no existir resulta mas efectivo el tratamiento 3 (BAP 1,5 ppmy
ANA 0,1 ppm).

3.2.3 Caracterizacion morfol6gica

En esta seccion se analizan la longitud de la hoja y el diametro de los bulbillos producidos. Las
hojas que presentaron mayor longitud en el Ensayo | y Ensayo Il fueron las del tratamiento 3.
Obteniendo hojas de hasta 12,5 cm (Tabla 3-3) y 11,5 cm (Tabla 7-3) para ambos ensayos. Los
citados tratamientos presentaban las méas altas concentraciones de BAP 1,5 ppmy 0,1 ppm ANA,
demostrando de esta manera que las auxinas y citoquininas son hormonas que ayudan al
crecimiento Gptimo de las especies vegetales y a estas concentraciones son mas efectivas en estas

especies.

El tratamiento control (TO) es el que denota menor longitud de hojas con tamafios de 1y 3 cm a
los 45 dias de evaluacion, tiempo necesario para la verificacion de la eficiencia del tratamiento

en la etapa | para su posterior multiplicacion y masificacion in vitro.
Se debe indicar que el tamafio de las hojas esta relacionado directamente con el didmetro de los

bulbillos, por esta razon, en los valores del didmetro promedio en los Ensayos | y 11 fueron de

0,467 cmy 0,456 cm respectivamente, siendo los méas altos valores en los estudios.
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CONCLUSIONES

» Se identificaron 9 y 7 puntos accesibles de P. schizantha y P. tunguraguae respectivamente,
en el cantdn Riobamba y cantdn Bafios. Muestreando una cantidad de dos especies vegetales
para nuestro estudio, de las cuales, P. tunguraguae es la que se encuentra en peores
condiciones debido al pastoreo y destruccidn de su habitat. De acuerdo al nimero de plantas
por puntos, se determina que P. schizantha posee mayor nimero de densidad de individuos

(5-6) por puntos en comparacién de P. tunguraguae que exhibe de 1 a 2 plantas por punto.

» EIl tratamiento de desinfeccién empleado, para la obtencion de explantes libres de
contaminantes exdgenos, resulta efectivo para los tratamientos empleados en las dos especies,
obteniendo un nivel bajo de contaminacion exdgena en los explantes, con el siguiente
tratamiento: jabon liquido (10%-5 minutos), Benomyl® (1 g/L-20 minutos), Etanol (70%-1
minuto) y NaClO (3%-60 minutos) + 4 gotas de tween® 20.

> La respuesta Optima de los explantes de las especies P. schizantha y P. tunguraguae se
determind por el nimero de brotes, la contaminacion, la longitud de hojas y diametro de los
bulbillos. Cuantitativamente, las concentraciones de hormonas vegetales de los tratamientos
influyen sobre el desarrollo del explante. Sin embargo, a través de un anlisis factorial se
concluye que hay diferencias en el brote por efecto de la contaminacion, siendo un indicador
de que a menor contaminacion mayor nimero de brotes en los tratamientos. El tratamiento
gue mejor respuesta exhibe corresponde al que consta de 1,5 ppm BAP y 0,1 ppm ANA
(tratamiento 3) para las dos especies estudiadas. Sin embargo el tratamiento 2 responde
también de manera positiva. El tratamiento 0 y 1 no es recomendable puesto que no presentan
un porcentaje significativo en el crecimiento y desarrollo de bulbillos y hojas en las unidades

experimentales.

59



RECOMENDACIONES

» Sial momento de aplicar esta metodologia se utiliza plastico para sellar los medios de cultivo,
se recomienda colocar mas de dos capaz de plastico y envolver desde la parte superior hasta
la mitad del frasco. O si se usa otro material, como parafilm/tapas, esterilizar con luz UV 1

hora antes del sellado.

» Implementar un laboratorio de biotecnologia vegetal que preste las condiciones vy
equipamiento adecuado para este tipo de investigaciones en la Facultad de Ciencias, en el que
conste tres cuartos destinados de la siguiente manera: 1) Cuarto para el
almacenamiento/cambio de ropa adecuada; 2) Cuarto para la preparacion, limpieza y
almacenamiento de medios de cultivo. 3) Cuarto de siembra, que conste una camara de flujo
laminar; y 4) Cuarto para la disposicién de los medios sembrados con sus respectivas repisas
gue contengan lamparas fluorescentes con condiciones controladas de: Temperatura (+ 26 °
C), Humedad (+ 60 %), Fotoperiodo de (16/8 horas luz-oscuridad) o idealmente camaras

climaticas.

» Para la obtencion de explantes mas inocuos dentro del proceso de desinfeccion se puede usar
otros tiempos de inmersion de las soluciones utilizadas. Ademas, que para el proceso de
multiplicacion y masificacion utilizar otras concentraciones de ANA o el 4cido indolacético

(AlA), puesto que son los reguladores de crecimiento que mas se usan para el enraizamiento.
» Se recomienda continuar con la investigacion, es decir con la siguiente etapa que es la

Micropropagacion, para evitar asi, la extincion completa de las especies endémicas en

estudio.
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ANEXOS

ANEXO A: UBICACION DE LAS ESPECIES VEGETALES EN ESTUDIO
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. Phaedranassa schizantha

Graéfico 1A: Ubicacion de la especie vegetal Phaedranassa schizantha
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Gréfico 2A: Ubicacion de la especie vegetal Phaedranassa tunguraguae

65




ANEXO B: PROCEDIMIENTO GENERAL

Fotografia 1B: Habitat de la especie P.
schizantha

Fotografia 2B: Phaedranassa schizantha

Fotografia 4B: Hébitat de la especie P.

tunguraguae

Fotografia 5B:Toma de la muestra

Fotografia 6B: Lavado de la muestra
vegetal a utilizarse (P. schizanthay P.
tunguraguae)

66




Fotografia 7B:BAP Y ANA MARCA
LOBACHEMIE

Fotografia 8B: Fungicida - Benomyl® 50
PM (g/kg)

Tween ® 20
Olecular Bjology Grade ?
{Polyoxygthylenesorbite”

monolaurate)

Fotografia 9B: Medio Murashige & Skoog y

Sacarosa MARCA PHYTOTECH

Fotografia 10B: Tween® 20 MARCA
LOBACHEMIE

Fotografia 11B: Area de pesaje para
preparacion de medios de cultivo

Fotografia 12B: Corte del bulbo previa
desinfeccion

67




Fotografia 13B:Cortes de explantes mediante | Fotografia 14B: Unidades experimentales
la técnica twin-scale sembradas

Fotografia 15B: Unidades experimentales en el | Fotografia 16B:Unidades experimentales
cuarto de incubacion (P. schizantha) en el cuarto de incubacion (P.
tunguraguae)

Fotografia 17B: Tratamiento O repeticion a los | Fotografia 18B: Tratamiento 3 repeticion
30 dias de siembra de P. tunguraguae 5 a los 45 dias de siembra de P.
tunguraguae
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Fotografia 19B: Tratamiento dos con bulbillo Fotografia 20B: Tratamiento 1 con hoja
y hojas brotadas de P. tunguraguae formada de P. tunguraguae

Fotografia 21B: Tratamiento O repeticion a los | Fotografia 22B: Tratamiento 1 repeticion
45 dias de siembra de P. schizantha a los 45 dias de siembra de P.schizantha

Fotografia 23B: Bulbillo y hojas brotadas en el | Fotografia 24B: Hoja con mayor longitud
Tratamiento 2 de la especie P. schizantha en el Tratamiento 3 de la especies P.
schizantha
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Fotografia 25B: Siembras a los 45 dias de Fotografia 26B: Bulbillos brotados
siembra de P. schizantha y P. tunguraguae

Fotografia 27B: Siembras contaminadas Fotografia 28B: Invasion de
contaminacion en el explante
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ANEXO C: PERMISOS OTORGADOS POR EL MINISTERIO DEL AMBIENTE

A\ 4

Ministerio
clel Ambiente

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA

Nro. 009 IC-DPACH-MAE-2016
Riobamba, 25 de octubre del 2016

FLORA SILVESTRE X FAUNA

El Ministerio del Ambiente, en uso de las atribuciones que le confiere la Codificacion a la Ley Forestal y de Conservacion
de Areas Naturales y Vida Silvestre, autoriza a:Padl Rolando Yuquilema Yupangui de nacionalidad ecuatoriana, CC:
0603867292 para llevar a cabo la investigacion “Establecimiento de un protocolo para la introduccién en cultivo in
vitro de la especie endémica Phaedranassa schizanta en peligro de extincion .

De acuerdo a las siguientes especificaciones:

6.

0@~

10.
Obligaci

1

2.

Solicitud de Paul Rolando Yuquilema Yupangui, con respaldo del Dr. Angel Silva, Diraclor de la Escuela de
Ciencias Quimicas de la ESPOCH

Valoracién Técnica del Proyecto: Mvz. Maria Dolores Astudillo Vallejo

Contraparte de la Direccion Provincial del Ambiente de Chimborazo, Mvz. Maria Dolores Astudilio Vallejo

Se autoriza la coleccion de especimenes de flora silvestre segin lo indicado en el proyecto: 2 muestras de
material vegetal que seran destinadas de la siguiente manera:

1 muestra para almacenamiento en el herbario de la ESPOCH

1 muestra de 1kg para la investigacion, en el Laboratorio de tejidos del centro Bioforesta! de la ESPOCH.
Vigencia de esta Autorizacién: 25/10/2016/ al 25/04/2017

ones del investigador:

Entregar dos copias en formato impreso y digital (formato PDF) de los resultados finzales de la investigacion en
espanol.

La autorizacion es valida para el sitio especificado en el proyecto cuyas coordenadas indicadas y citadas son
X.757790 Y:9817297

Entregar el acta original del material colectado y de entrega al Herbario de la ESPOCH, Nimero de patente:
001-2016, Iindicado en el proyecto aprobado, debidamente suscrita por el administrador del mismo ; en el
que conste en detalle el listado de material entregado.

El Investigador se compromete entregar al Ministerio del Ambiente el registro de las especies objeto de su
investigacion, en formato digital, incluyendo la localizacion exacta de los especimenes observados o
colectados, con las coordenadas UTM WGS 1984. y otra informacién segun formato de la base de datos del
Ministerio del Ambiente.

Del cumplimiento de las obligaciones dispuestas en el numeral anterior se responsabiliza a: Padl Rolando
Yuquilema Yupangui CC: 0603867292

Cumplir con los plazos de entrega de informes finales hasta el 25 de abril de 2017

DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE CHIMBORAZO (E)

Graéfico 1C: Permiso de investigacion otorgado por el MAE para la especie P. schizantha
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DIRECCION PROVINCIAL DEL AMBIENTE TUNGURAHUA kﬁg
del Ambiente

AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA

N° 05 ~ 2016~ IC- FLO-DPAT-VS
FLORA X FAUNA

El Ministerio del Ambiente, en uso de las atribuciones que le confiere La Codificacion a la Ley Forestal y de
Conservacioén de Areas Naturales y Vida Silvestre autoriza a: Srta. Paola Jakeline Soto Paramo, con cédula
de identidad No 0605183094, nacionalidad FEcuatoriana para que lleve a cabo la investigacion sobre
“ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO OPTIMO PARA LA INTRODUCCION EN CULTIVO IN
VITRO DE LA ESPECIE ENDEMICA ( Phaedranassa tunguraguae), EN PELIGRO DE EXTINCION”.

De acuerdo a las siguientes especificaciones:

1. Solicitud de: Srta. Paola Jakeline Soto Paramo.

2. Valoracion técnica del proyecto: Ledo. Edwin Lozada — Encargado de Vida Silvestre de |la Unidad
de Patrimonio Natural de Tungurahua.

3. Auspicio de Institucion Cientifica Extranjera: Ninguna

4. Auspicio de Institucién Cientifica Nacional: Ninguna

8. Contraparte del Ministerio del Ambiente: Ledo. Edwin Lozada, Encargado de Vida Silvestre
Tungurahua y el Ing. Willian Quinatoa, Coordinador de Patrimonio Natural Tungurahua,

6. Complementos Autorizados de la Investigacion: Identificacion, Coleccion Especimenes de flora
silvestre para cultivo invitro,

7. Duracion: desde el 01 de noviembre del 2016 al 31 de marzo del 2017.

8. Obligaciones del Investigador (S):

ENTREGAR 2 (DOS) COPIAS DEL INFORME FINAL: 1 (UNA) COPIA A LA DIRECCION
NACIONAL DE BIODIVERSIDAD, 1 (UNA) COPIA A CADA UNA LAS DIRECCIONES
PROVINCIALES DONDE SE REALIZO LA INVESTIGACION, EN ESPANOL, IMPRESO Y
DIGITAL EN FORMATO PDF; ENTREGAR LA LOCALIZACION EXACTA DE LOS
ESPECIMENES COLECTADOS U OBSERVADOS EN BASE AL FORMATO ESTABLECIDO
POR EL MAE, UNA COPIA DE LAS FOTOGRAFIAS QUE FORMEN PARTE DE LA
INVESTIGACION EN FORMATO DIGITAL AL MINISTERIO DEL AMBIENTE Y CUMPLIR CON
TODOS LOS REQUERIMIENTOS ESTABLECIDOS SEGUN NUMERALES EN LA PARTE
POSTERIOR DE ESTAAUTORIZACION.

9. EL PLAZO DE ENTREGA DEL INFORME FINAL AL MINISTERIO DEL AMBIENTE VENCE:
31 de marzo del 2017.

10. DEL CUMPLIMIENTO DE LAS OBLIGACIONES DISPUESTAS EN EL PARRAFO ANTERIOR
SE RESPONSABILIZA A: Dr. Angel Silva D. en calidad de Director de la Escuela de Ciencias Quimicas
de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo y a la Sefiorita Srta. Paola
Jakeline Soto Péramo.

Ambato, 31 de octubre del 2016

D L

Lcdo. Edwin Lozada
UNIDAD DE PATRIMONIO NATURAL- VIDA SILVESTRE
TUNGURAHUA

(TUNGU A, PASTAZA, COTOPAXI Y CHIMBORAZO)-
DIRECTOR PROVINCIAL DEL AMBIENTE DE TUNGURAHUA

cc: Coordinador de Patrimonio Natural Tungurahua

Graéfico 2C: Permiso de investigacion otorgado por el MAE para la especie P. tunguraguae
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" it Ambiese

DIRECCION PROVINCIAL DEL AMBIENTE TUNGURAHUA

UNIDAD DE PATRIMONIO NATURAL- VIDA SILVESTRE

ACTA DE MOVILIZACION DE ESPECIMENES DE VIDA SILVESTRE No. 06-2017-DPAT-V.S

En la ciudad de Ambato, a los 05 .. dias del mes de .. abril.. de 2017, el Sefor Alex Aguirre VIDA SILVESTRE- UNIDAD DE
PATRIMONIO NATURAL EN TUNGURAHUA, autoriza al Seflor (a) :  Paola Jakeline Soto Paramo para que realice 1a movilizacidn
de los elementos de vida silvestre, de acuerdo al siguiente detalle:

NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO | NOMERO SEXO OBSERVACIONES -
Muestras botdnicas de | Phoedranossa tunguroguae 2 . Las muestras botanicas del genero
la familia Phaedranassa tunguraguae

mavilizadas como parte de |a
autorizackin de investigacian cientifica
N® 05-2016-1C- FLO-DPAT VS,
denominado "ESTABLECIMIENTO DE UN
PROTOCOLO OPTIMO PARA LA
INTRODUCCION EN CULTIVO IN WTRO
DE LA ESPECIE ENDEMICA
(Phaedranassa tunguraguae), EN
PELIGRO DE EXTINCION®

Amarylidaceae

TOTAL 2 i o

Los especimenes de fauna silvestre se moviliza en calidad de:

Custodia temporal { ) Trabajo investigativo (X}
Comercio A
Taxidermia [ )

Se maoviliza desde...Cantcon Bafios, Provincia de TUNBUIBNUS ..o cvinscarss e

Hasta.........Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Ricbamba, provincia de Chimborazo ...

Fecha de movilizacién.............. Miércoles 05 de abril de 2017.........
Vehiculo, Marca : Bus de Transporte piblico Cooperativa de Transportes Riobamba RN |~ - S d
Portador : Paola Jakeline S0t0 PAramO ... CEOUIB: 0605183094 de Nacionalidad Ecuatoriana

o+ oD 1 £
& @a S, alp A

S ‘g . Paola Jakeline Soto Péramo
= ’ ’ CERECIBO CONFORME
B < YNy =
‘ 5 delAmS_’erfo o &
=
. b}ente =
2 R
Ve, N
B o od

Graéfico 3C: Acta de movilizacion de la especie P. tunguraguae
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ANEXO D: CALCULOS DE LOS REGULADORES DE CRECIMIENTO

ENSAYO I Phaedranassa schizantha
ENSAYO II: Phaedranassa tunguraguae

BAP
Tratamiento 1
1000 mL — 0.5 mg 50/ 100
625 mL = x=0.31 mg/ 625 mL 50 mg — 100 mL
0.31 mg — x = 0.62 mL (volumen a
retirar)
Tratamiento 2
1000 mL — 1 mg 50/ 100
625 ml — x=0.62 mg/ 625 mL 50 mg — 100 mL
0.62 mg = x = 1.24 mL (volumen a
retirar)
Tratamiento 3
1000 mL — 1.5 mg ko /100
625 mL - x=0.93 mg /625 mL 50 mg — 100 mL
0.93 mg — x = 1.86 mL (volumen a
retirar)
-ANA
Tratamiento 1,2 v 3
1000 mL — 0.1 mg 50/ 100
625 ml — x=0.06 mg / 625 mL 50 mg — 100 mL
0.06 mg — x=0.12 mL (volumen a
retirar)
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ANEXO E: PROTOCOLO OPTIMO PARA LA INTRODUCCION EN CULTIVO IN
VITRO DE LAS ESPECIES ENDEMICAS: Phaedranassa schizantha y Phaedranassa
tunguraguae, EN PELIGRO DE EXTINCION”

» Preparacion de medios

( A. Preparar Medio Basal con

-4.32 g/L de Medio Murashige &
Skoog

-30g/L de Sacarosa
-10g/L de Agar.
| Enun volumen de 2500 mL

(B. Colocar 625 mL de la |
solucion preparada
anteriormente en 4 vasos de

precipitacion  (segun  los
tratamientos a investigar)

(C. En cada vaso\
colocar 0,5, 1 y 15

ppm BAP y 0,1 ppm

ANA segun

‘ corresponda. )

» Desinfeccion

' \
|A. Colectar el material
vegetal 'y llevarlos al
laboratorio

_ e y
. \
B. Remover las particulas
del suelo mediante un lavado
con agua de grifo y una
estopa

'S N
C. Cortar tallo, hojas, flores
y raiz con un bisturi
desinfectado con alcohol al
| 70%

> Siembra

laminar obtener los explantes,
mediante la tecnica del twin scale

A. Dentro de la cabina de flujo

p. —

B. Cada twin scale debe contener
una parte de la placa basal (se
puede obtener de 40 o0 mas
kexplantes por bulbo)

>

\u
(E.Trasladar a un

™

.
F. Distribuir 40 mL

agitador magnético y de medio preparado
agregar 625 g de en cada  unidad
agar, esperar hasta experimental
que llegue al punto de L )
| ebullicion. i i
AN I 4 N
rG. Sellar con papel
( h aluminio, papel
D.Corregir el pH a periodico, en ese
5.6, utilizando gotas orden, sujetando con
| de KOH y/o HCI  unaliga )
I —
. H. Llevar las unidades
(T0: Medio Basal ) experimentales al autoclave

‘Tl: 0.5BAPy 0,1 ANA a

T2:1,0BAPy 0,1 ANA
. T1:1,5BAPY 0,1 ANA )

Eanol

minuto
. R J

(70%) por 1

N,
{E.Someter a otras tres
soluciones en este orden
Benomyl® (1g/L) por 20
minutos

\_ J

D.Con los bulbos obtenidos |
someterlos a dos lavados en
una solucion de jabon liquido
(10%) durante 5 minutos y
realizar dos enjuagues con
agua destilada estéril
kdesionizada.

"~ F. Humedad: 70% * 1

Fotoperiodo: 16 horas luzy 8
‘ horas de oscuridad

| Temperatura: 25°C +1

E. Llevarlos dentro de la
camara de cultivo, misma
‘que se encuentra bajo las
siguientes condiciones:

. S J

C. Obtenidos los explantes, se
procede a sembrarlos uno por
cada frasco; la placa basal estar
Linmersa en el medio

>

D. Sellar cada unidad)
(experimental con plastico
previamnete esterilizado (de
dos a tres capas para evitar

posible contaminacion)

121 psi y 119 °C. Dejar

enfiar y trasladarlas a un
lugar de almacemaniento de
medios de cultivo

J
_A

(Hipoclorito de’
sodio (3 %) +
Tween 20 (4
gotas/100mL) por
.60 minutos. Y

( \

F.Agitar cada 15
minutos

. S A

—

G.Trasladar dentro
de la cabina de flujo
laminar y realizar
tres enjuagues con
agua destilada estéril

J

G. Realizar una evaluacion
cualitatita y cuantitativa a

los 45 dias de siembra.

J
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