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Micro-spreading of the Hypericum goyanesii specie, an endangered specie
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RESUMEN

En este trabajo se evalud el cultivo de tejidos vegetales in vitro como una
alternativa en la propagacién y preservacion de Hypericum goyanesii, especie
en via de extincion. Se determiné que el efecto que tiene el hipoclorito de
sodio (1.5% por 5 min.) y el benlate, como agentes desinfectantes de las
secciones de nudos, permiten obtener el mayor porcentaje de brotes adap-
tados a condiciones in vitro. Los nudos con yemas axilares se sembraron en
medios Murashige & Skoog (1962) enriquecido con la Auxina Acido Indol
Butirico (AIB) (0; 0.5; 1.0; 1.5 mg.L"") y la Citoquinina 6-bencilaminopu-
rina (BAP) (0; 0.5; 1.0; 1.5 mg.L“); Se determiné que la utilizacién de 0.5
mg.L" de Bencilaminopurina permite la obtencién del mayor niimero de
plantulas, estableciendo las condiciones mas adecuadas para la propagacién
in vitro de Hypericum goyanesii.
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ABSTRACT

This work evaluated the plant tissue culture like a propagation and preser-
vation alternative of Hypericum goyanesii, an endemic threatened shrub. It
was found that NaOCI (1.5% by 5 min.) and Benlate, used as disinfectants
of H. goyanesii buds, showed the best results in regards to the percentage of
buds adapted to in vitro conditions. Nodes with lateral buds were cultured
on the basal medium Murashige and Skoog (1962), enriched with Indol
Butyric Acid (IBA) (0;0.5; 1.0 ; 1.5 mg.L'!) and 6-benzylaminopurine (BAP)
(0;0.5; 1.0; 1.5 mg.L"). The use of 0.5 mg.L"' of 6-benzilaminopurine allows
obtains greater number of in vitro plants, establishing better conditions
for mass propagation of H. goyanesii.
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INTRODUCCION

Teniendo en cuenta que Colombia es un pais me-
gadiverso y conociendo los peligros de desapariciéon
que afronta esta diversidad, es necesario emplear
estrategias y metodologias que aseguren la perpetua-
cion de las especies vegetales, especialmente aquellas
que se encuentran en via de extincién. Actualmente
son evidentes las severas amenazas que se ciernen so-
bre los ecosistemas de montana en el mundo entero,
pero especialmente los dafos se han calificado como
extremos y significativos en los Andes (Okada, 2001).

Dentro de estos efectos ambientales se clasifican
varias especies vegetales con altas probabilidades de
desaparecer en ecosistemas tan importantes como
los paramos. De hecho, los paramos deben conver-
tirse en areas protegidas, porque conforman la gran
reserva de agua con que hoy se cuenta, situacién que
motiva el desarrollo de estudios ecolégicos, fisiol6-
gicos y de recuperacion basados en los modelos de
desarrollo sostenible, referentes a la conservacién y
proteccién ambiental, donde las especies vegetales,
especialmente las que se encuentran en via de ex-
tinci6n, justifican su propagacién mediante técnicas
biotecnolégicas.

Este trabajo evalud el cultivo de tejidos vegetales
in vitro como una alternativa en la preservacion y
recuperacién de H. goyanesii, en el sentido de per-
tenencia, proteccién y conservacién del patrimonio
natural, porque la propagacion in vitro es una fuente
importante en la conservacién del germoplasma
vegetal que ofrece bienes y servicios a la humanidad.

Materiales y métodos

Material vegetal y adaptacion a condiciones in
vitro.

La recoleccion del material vegetal se realiz6 en el pa-
ramo de Cruz Verde, localizado a 4°33 latitud norte
y 74°72” latitud este, a una distancia de 3300-3400
m. sobre el nivel del mar. Se extiende a los lados de
la carretera que conduce al municipio de Choachi
Cundinamarca, a 10 Km. de Bogota.

_El material vegetal se seleccioné escogiendo los

ejemplares de H. goyanesii completamente sanos. Se
recolectaron ramas de 50 cm. de longitud aproxima-
damente, que posteriormente fueron conservadas en
toalla de papel humedecida y empacadas en bolsas

Cuadro 1. Tratamientos que evaliian el efecto de la concentracidn

Hypericum goyanesii se encuentra
restringida a la franja del subparamo
en el departamento de Cundinamarca
y hasido catalogada dentro del estado
Vulnerable (Vu) (Instituto Alexander
von Humbolt, 1997). Su estado actual
es muy riesgoso debido a la répida
ampliacién de la frontera agricola,
la deforestacion, la disminucién de
cobertura vegetal natural, quemas,
talas y erosion. Ademads, esta especie
se utiliza en la preparacion de aceites
y té contra enfermedades de los rifio-
nes, sus hojas y flores se utilizan en la
preparacion de extractos alcohélicos
y aceites esenciales que controlan
quemaduras y procesos antisépticos.

del hipoclorito. de sodio y el tiempo de exposmon enla
‘obtencidn de explantes de H.goyanesii libres de patogenas ba]o
‘condiciones in vitro. :
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pldsticas para el transporte al labora-
torio de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Distrital FJC.

Las ramas fueron sumergidas en una
solucién de Benlate al 2% durante una
hora y posteriormente se realizaron
cuatro enjuagues consecutivos con
solucién jabonosa y agua destilada,
estéril. Posteriormente, se sumergie-
ron en una solucion antioxidante en-
riquecida con dcido citrico y ascérbico
a 100 mg.L' durante una hora. Luego
se sometieron a una solucién humec-
tante compuesta por agua destilada y
agente tensoactivo Tween 80 (3 gotas
por cada 100ml de agua) durante 10
minutos. Enseguida, el material vege-
tal se pas6 por 2 enjuagues con agua
destilada durante 5 minutos cada uno
para retirar los residuos del Tween 80.

Los nudos se sumergieron en solucién

de etanol al 70% durante 30 segundos y enseguida se
resuspendi6 en solucién de Hipoclorito de sodio en
las siguientes concentraciones: 0.5,1.0, 1.5,y 2.0%
durante 5, 10, y 15 minutos, para un total de 12
tratamientos {cuadro 1). Finalmente, se realizaron
tres enjuagues en agua destilada y estéril, previoala
siembra en los medios de cultivo.

Medios utilizados y condiciones de cultivo.

Como medio bdsico en el establecimiento in vitro de
los nudos de H. goyanesii se utilizé el de Murashige
y Skoog (1962), enriquecido con las siguientes dos
fitohormonas en el cultivo de nudos: el 4cido indol
butirico (AIB) (0;0.5; 1y 1.5 mg.Ll"") yla bencilami-
nopurina (BAP) (0; 0.5; 1 y 1.5 mg.L") para un total
de 16 tratamientos (cuadro 2). A todos los medios
se les suministré 3% (w/v) de sacarosa y 0.8% (w/v)
de agar. El pH de los medios fue ajustado a 5.8, antes
de ser esterilizados a una presién de 1.06 Kg. cm.?
por 20 minutos.
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Cuadro 2. Tratamientos que evaliian el efecto combinado del
AIBy del BAP en el desarrollo morfogenético de nudos y yemas
axilares de H. goyanesii bajo condiciones in vitro

Tan pronto fueron sembrados los explantes en los
diferentes medios, se incubaron en un cuarto de
crecimiento a temperatura ambiente de 23°C, a
25-30 pmol ms” (Tubos fluorescentes de luz dia
FL-20D/18, 20 W, China Electric Co., Taipei) y un
fotoperiodo de 12 horas de irradiacion luminica.

Andlisis estadistico

El experimento fue desarrollado bajo un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 4 x 4,
con concentraciones de 0; 0.5; 1 y 1.5 mg.L"! para
el dcido indol butirico (AIB) y 0; 0.5; 1 y 1.5 mg.L"’
para la bencilaminopurina (BAP), en la adaptacion
in vitro de nudos. En cada uno de los 16 tratamien-
tos se trabajaron diez réplicas, donde cada réplica
estaba representada por un frasco de cultivo, con 1
explante, para un total de 160 unidades experimen-
tales. Los datos fueron estadisticamente analizados
en términos de porcentaje y los promedios de los
tratamientos fueron comparados empleando la
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prueba de X2 (ji cuadrado) (Steel y Torrie, 1985) a
fin de establecer el mejor tratamiento de micropro-
pagacién de H. goyanesii.

Resultados y discusion.

Adaptacion a condiciones in vitro.

El efecto de la concentracién del hipoclorito de
sodio y el tiempo de exposicion de los nudos a este
desinfectante, a fin de obtener explantes libres de
patdgenos, presenté diferencias estadisticas altamen-
te significativas (P<0.01) entre los 12 tratamientos
evaluados.

El uso combinado del fungicida benlate y el hipo-
clorito de sodio (Tratamiento siete: NaOCl al 1.5%
por 5 minutos), presenté un 6ptimo efecto en la
desinfeccién de los explantes, logrando un 100% de
explantes libres de patégenos.

La obtencién de material vegetal desinfectado y

viable es dificil porque las soluciones utilizadas para

desinfectar los explantes deben preservar el tejido
pero al mismo tiempo destruir cualquier contami-
nante fungal o bacteriano. Uribe y Cifuentes (2004),
afirman que el principal problema en la etapa de
establecimiento es la contaminacién fingica, lo que
da paso, posteriormente, a una predominancia de
contaminacién por bacteria, concluyéndose que las
condiciones de pretratamiento de la planta madre
son un elemento de suma importancia para el éxito
del cultivo.

Segiin Marulanda (2004) ninguno de los métodos
de desinfeccion utilizados cominmente son eficaces
para evitar problemas asociados a altos niveles de
contaminacién por hongos y bacterias, inconvenien-
te que ha sido reportado en varias investigaciones
relacionadas con la propagacion in vitro (Pedersen
et al., 1992).

De acuerdo con Fonturbel (2006), existen esporas
de hongos y bacterias enquistadas que no se pueden

%

eliminar facilmente con agentes quimicos de accién
superficial, como el hipoclorito de sodio la combi-
nacion con fungicida resulta mucho mas efectiva,
porque el benlate es sistémico con actividad sobre
ectoparasitos y endopardsitos por contacto. Su ingre-
diente activo es el Metilbencimidazolil que interfiere
con la sintesis del DNA. Las concentraciones elevadas
del desinfectante eliminan por completo la posible
contaminacién, aunque puede reducir el nimero
de explantes verdes.

De tal manera se encuentra que a menor concen-
tracion del desinfectante es mayor el niimero de ex-
plantes verdes pero el porcentaje de contaminacién
es mayor (De Lifian, 1997).

Igualmente, se ha establecido que el hipoclorito de
sodio, en complemento con un fungicida, varia de
una especie a otra, por lo que en algunos estudios
experimentales de la iniciacion de cultivos in vitro
de algunas especies se demostré que el uso del hi-
poclorito de sodio era suficiente al someterse a una
doble desinfeccién con el mismo, al 1.5% y al 3%
respectivamente (Tapia, 2004).

El hipoclorito de sodio como agente desinfectante
ha sido empleado durante mucho tiempo porque es
reconocido su efectivo poder germicida y los pocos
efectos de toxicidad en los tejidos, aunque se le atri-
buye, en muchas ocasiones, la necrosis y muerte de
los tejidos (Benitez e Higuera, 1992; Vadillo, 2004;
Albany et al., 2006).

Estos resultados demuestran claramente que la toxi-
cidad generada por un agente desinfectante sobre
un tejido depende de su clase y procedencia porque
estos efectos pueden diferir de un organismo a otro.
En términos generales, se encontré que a medida que
se incrementa la concentracién y el tiempo de expo-
sicion de los explantes al desinfectante en cada uno
de los tratamientos, el porcentaje de contaminacién
disminuye al igual que el porcentaje de explantes
verdes; es decir, que a menor concentracion del des-
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infectante es mayor el ndmero de explantes verdes
pero el porcentaje de contaminacién es mayor.

Hubo presencia de hongos, como Aspergillus sp, Pe-
nicillium sp y Fusarium sp y Alternaria sp reportados
como patdgenos frecuentes en el cultivo de tejidos.
Uno de los contaminantes més frecuentes sobre los
explantes de H. goyanesii fue la levadura Rodhoto-
rola reportada como coayudante en la fijaciéon del
nitrégeno, sin embargo, ocasioné muerte total a los
explantes que infectd.

Agrios (1988) afirma que generalmente se considera
que la simbiosis que se establece entre una planta
hospedera y algtin microorganismo beneficia igual-
mente a ambos organismos.

Sin embargo, es probable que bajo ciertas condi-
ciones nutricionales uno de ellos domine y obtenga
mayor beneficio que el otro hasta el punto de per-
judicarlo. De hecho, el nitrégeno presente en los
medios de cultivo provoca un rdpido crecimiento de
Rodhotorola, impidiendo la absorcién de este mine-
ral por los explantes vegetales cultivados, situacién
que provoca su muerte.

De otra parte, es importante tener en cuenta el ta-
mafio de los explantes, porque entre mas pequefios
sean, mejor serd el campo de accién del desinfectante
y mejores seran los resultados, puesto que al interior
delos tejidos vegetales se pueden encontrar hongosy
demas patogenos que se desarrollan mds viablemen-
te en los cultivos in vitro gracias a la composiciéon
del medio MS (Albany et al., 2006).

Cultivo de nudos.

Segiin los andlisis de varianza, existe una diferencia
altamente significativa (P<0.01) entre los tratamien-
tos que evaltian el efecto del AIB y del BAP tanto en el
proceso de caulogénesis como en el de rizogénesis.

Caulogénesis. En el proceso de caulogénesis se rege-
neraron 24 brotes 15 dias después de sembrados los
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nudos en el tratamiento 2 (0.0 mg.L ! de AIBy 0.5
mg. L' de BAP) (figura 1A). Con este tratamiento se
obtuvo la mayor cantidad de brotes en poco tiempo,
al compararlos con los tratamientos 1(0.0 mg.L
de AIB y 0.0 mg. L'1 de BAP), 6 (0.5 mg.L ' de AIB
y 0.5 mg. L' de BAP) y 12 (1.0 mg.L ' de AIBy 1.5
mg. L' de BAP) que produjeron 15,18 y 13 brotes
respectivamente. A

Se encontré también que a medida que se incremen-
tan las concentraciones de la auxina (AIB) disminuye
el nimero de brotes regenerados, igualmente se
observa que a medida que se incrementan las con-

centraciones de la citoquinina (BAP) se presenta

un descenso drdstico en el nimero de brotes rege-
nerados, lo que se puede catalogar como un efecto
lineal negativo.

Segtin Jiménez et al, (2004) y Uribe y Cifuentes,
(2004), los mejores resultados de respuesta organo-
génica de los segmentos nodales cultivados in vitro
varian de acuerdo a la relacién hormonal AIB:BAP.

Seguin Pérez y Jiménez (1995) y Barraza (2004), para
aumentar el nimero de brotes en condiciones in

vitro es efectivo utilizar el BAP y complementar con’

otros fitohormonas de crecimiento para mejorar el
desarrollo de los explantes y brotes bajo condiciones
in vitro, situacién que demuestra la importancia de
las hormonas de crecimiento en la micropropaga-
cién de plantas. De otra parte, es importante tener
en cuenta que el tratamiento dos es mds practico y
reduce costos al inducir una respuesta morfogenéti-
ca, a partir de un solo regulador de crecimiento para
la propagaciéon masiva de H. goyanesii.

En términos generales, se evidencié la importancia
de la adicién de citoquininas ex6genas para balan-
cear los niveles enddégenos de los reguladores de
crecimiento e inducir una respuesta morfogenética
en nudos con yemas axilares en Hypericum goya-
nessii, igualmente se observa que para la formacién
de plantas completas es innecesaria la adicién de
auxinas exdgenas porque, como lo afirman Orellana
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(1998) y Fernandez (2004), los brotes jovenes en
desarrollo son una rica fuente en la produccién de
auxinas.

Rizogénesis. Al igual que en la caulogénesis, en el
proceso de rizogénesis el tratamiento 2 (AIB 0.0
mg.L"' — BAP 0.5 mg.L") fue el que arrojé mejores
resultados, porque se obtuvo un mayor nimero de
raices (41) en 15 dias (figura 1B). También es impor-
tante considerar que la respuesta de los nudos a la
presencia del AIB para la produccién de raices no fue
la més favorable, porque a medida que aumentaba
la concentracién de esta fitohormona, disminuia el
nuamero de raices regeneradas. De igual forma, en los
tratamientos 1, 2, 3 y 4, libres de esta fitohormona,
la produccién de raices fue mayor en comparacién
con el aumento sucesivo de su concentracion.

Esta respuesta sucedié porque, segin Herman
(2005), las auxinas tienden a acumularse en las
células de las plantas, debido a que no hay sistemas
enzimdticos ni procesos naturales que le permitan a

la planta desecharlas, por lo cual su aumento en las -

células puede llegar a ser téxico, lo cual explicaria por
qué a medida que aumentan sus concentraciones en
el cultivo se inhibe la formacion de raices. De otra
parte, segin Salisbury y Ross (2000), el crecimiento
radicular estd regulado por el balance entre la auxina
y el etileno, débido a que las primeras estimulan la
produccién del dltimo. Por esta razén, al agregar
grandes cantidades de auxinas, se aumenta la pro-
duccién de etileno, que a su vez inhibe el crecimiento
radicular (Acosta, 2004).

Esta respuesta posiblemente se relaciona con el
hecho de que los niveles endégenos de auxina son
altos en los nudos de H. goyanesii cultivados in vitro,
y la adicién exdgena inhibe el proceso, bien sea por
toxicidad o por habituacién celular (Taiz y Zeiger,
1998).

También se puede inferir que el incremento en las
concentraciones de los reguladores de crecimiento
afecta el desarrollo de la organogénesis, lo cual coin-

@

cide con lo mencionado por Olivera (2000), en el que
se considera que los cambios en las concentraciones
de los reguladores de crecimiento pueden producir
cambios y alteraciones en el desarrollo de las plantas,
los cuales afectan su metabolismo.

De otra parte, se debe tener en cuenta que los proce-
sos morfogenéticos no sélo se encuentran influen-
ciados por las fitohormonas de crecimiento sino
también por otros factores no hormonales como
las concentraciones de azticares y los efectos fisicos
como la luz y la calidad del tejido empleado en el
cultivo in vitro (Hartman et al., 1997).

En términos generales, estos resultados indican que
la rizogénesis a partir de nudos en H. goyanesii no
es independiente de la adicién exdgena de auxinas
al medio de cultivo. Segura (2000) y Pedroza et al,
(2005) afirman que muchos efectos de las citoqui-
ninas pueden explicarse por su interaccién con las
auxinas, porque ambas hormonas participan en el
control mutuo de su abundancia y, en general, las
citoquininas incrementan los niveles de auxinas
mientras que las auxinas disminuyen las concentra-
ciones de citoquininas activas. Esto explica la rizogé-
nesis que se produjo en presencia de la citoquinina
(BAP), lo que indica que posiblemente los niveles
endbgenos de auxinas en H. goyanesii son elevados
con relacion a los de citoquininas.

Jiménez (1998), afirma que un balance apropiado
entre auxinas y citoquininas en el medio de cultivo
es necesario para la formacion de plantas a partir de
meristemos, dpices o yemas.

Este balance estd determinado por las concentracio-
nes endégenas de auxinas y citoquininas presentes
en el explante, las cuales dependen de la especie y
del tipo de explante, Esto se debe muy seguramente
a que la adicién exdégena de auxinas al medio de
cultivo gener6 toxicidad, debido a que los niveles
endogenos de este regulador son altos en H. goya-
nesii lo que provocé disminucion en la respuesta
morfogenética.
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Estos resultados demuestran el efecto que ejercen los
reguladores de crecimiento en la respuesta morfoge-
nética del explante. Igualmente se hace evidente el
efecto de las auxinas en la elongacion celular y en la
proliferacién de raices, con lo que se puede corrobo-
rar la importancia del balance endégeno — exégeno
de auxinas y citoquininas en la propagacion efectiva
de una especie vegetal, teniendo en cuenta que am-
bos reguladores mantienen y controlan mutuamente
los niveles endégenos de si mismos.

Segtin un estudio realizado para la propagacién
clonal in vitro de Agave Arizénica, la caulogénesis se
promovié exitosamente sobre los explantes de esta
planta en ausencia de las auxinas y altas concentra-
ciones de citoquininas, lo cual indica la presencia de
dichos reguladores del crecimiento en la caulogé-
nesis de esta especie vegetal (Yépez y Vargas, 2003).
Ademds, Rodriguez y Rodriguez (2003), afirman
que los reguladores de crecimiento actian como
estimuladores en pocas cantidades, mientras que en
concentraciones excesivas actian como inhibidores.

En términos generales, se logra la produccién de
plantas completas de H. goyanesii obtenidas a partir
de los nudos cultivados en medios MS enriquecido
con 0.5 mg.L"' de BAP, con un sistema caulinar y
radicular bien desarrollado (figura 2).

CONCLUSIONES

El hipoclorito de sodio puede ser empleado como
desinfectante superficial de nudos en H. goyanesii

al 05% durante 5 min. fortaleciendo su efecto me- .

diante la combinacién con el funguicida Benlate al
2% durante lhora.

Para inducir caulogénesis y rizogénesis a partir de
nudos con yemas axilares de H. goyanesii se necesita
enriquecer el medio MS con 0.5 mg.L™" de la cito-
quinina BAP.

No se requiere adicién de auxinas exégenas al medio
MS de cultivo para inducir rizogénesis a partir de nu-
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dos con yemas axilares en H. goyanesii, debido a que
el a1B inhibe la respuesta morfogenética del explante.

El balance Auxina : Citoquinina esta relacionado

intimamente con los niveles endégenos de estos re-

guladores en los nudos de H. goyanesii cultivados in
vitro, asi como su adicién al medio de cultivo, gracias
a su sinergismo, que se evidencia en una eficiente
respuesta morfogenética por parte de los tejidos.

Agradecimientos: Este trabajo fue financiado por la
Facultad de Ciencias y Educacién de la Universidad
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