Propagacion vegetativa in vitro de Puya santossi

Puya santossi in vitro propagation
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Resumen

Puya santossi () es una especie endémica de la zona altoandina que se encuentra en vias de extincion, razoén por
la cual es indispensable establecer los procedimientos de conservacion de este importante germoplasma. Ante
esta situacion, en este estudio se evalu6 la adaptacion a condiciones 7z vitro de P. santossi con la utilizacion del
Benlate® y nueve tratamientos del efecto del hipoclorito de sodio en el proceso del control de la contaminacion,
y el efecto de cinco fitorreguladores de crecimiento en el desarrollo morfogenético de meristemos caulinares
y laminas foliares. El medio de cultivo basico empleado fue el MS, enriquecido con los siguientes fitorregula-
dores: en el cultivo de meristemos, el acido indol butirico (AIB) y la bencilaminopurina (BAP) (0,0; 0,5; 1,0 y
1,5 mg/L). Para el enraizamiento de los brotes regenerados, el dcido o -naftalén acétco (ANA) (0,0; 1,0; 2,0 y
3,0 mg/L). En la induccién morfogenética de ldminas foliares, el 4cido 2,4-diclorofenoxi acético y la Kinetina
(0,0; 1,05 3,0 y 5,0 mg/L). De los nueve tratamientos evaluados en el control de la contaminacién se obsetvo
que el tratamiento 5 (NaOCl al 1% - 10 min) fue el mas exitoso. El explante mas adecuado para la propagacion
in vitro de Puya santossi es el meristemo, que permite la proliferacion masiva de brotes adventicios cuando son
cultivados en el medio MS enriquecido con 1,5 mg/L de BAP. El enraizamiento de los brotes, provenientes del
cultivo de metistemos, se logtd con 3,0 mg/L de ANA. Este protocolo permite la propagacion a gran escala
de P. santossz, y ademas sirve como modelo de conservacion para especies que se encuentran en vias de extin-
cion. En esta investigacion se descubri6 que el proceso morfogenético de las laminas foliares fue inhibido por

la presencia de un grupo de algas cloroficeas que se encontraron asociadas simbidticamente con P. santossi.
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Abstract

Puya santossi (1) is an endemic threatened shrub from the high Andean region. Conservation procedures
must thus be established for this important germplasm species’ conservation. This study evaluated the
in vitro adaptation of this species with Benlate and nine sodium hypochlorite treatments and the effect
of five growth regulators on the morphogenetic development of shoots, meristems and leaves. The base
medium used was MS enriched with the following growth regulators: indol butyric acid (IBA) and ben-
zylaminoputine (BAP) (0.0, 0.5, 1.0 and 1.5 mg/L) in meristem culture; a-naphthaleneacetic acid (NAA)
(0.0, 1.0, 2.0 and 3.0 mg/L) in the rooting of buds regenerated in vitro; 2, 4-dichlorophenoxy acetic acid
and Kinetin (0.0, 1.0, 3.0 and 5.0 mg/1) in leaves. It was observed that treatment 5 (1% NaOCl, 10 min)
was the most successful in contamination control. The meristem was the most appropriate explant for
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Puya santossi micropropagation, allowing mass proliferation of adventitious buds when they were grown
on MS media enriched with 1.5 mg/L BAP. Buds from the meristem culture were rooted with 3.0 mg/L
NAA. This protocol represents a conservation model for endangered species and led to propagating

Puya santossi. This investigation revealed that morphogenetic leaf explants were inhibited by the presen-

ce of a group of chlorophycea algae which were found to be symbiotically associated with P. santossi.

Key words: Puya santossi, micropropagation, endangered plant, growth regulators.
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Introduccién

Debido a la alta intervencién antropi-
ca, los ecosistemas paramunos se encuentran
amenazados especialmente por la tala indiscri-
minada, el pastoreo y la urbanizacién de estos
espacios ambientales, situacion que ha motiva-
do adelantar estudios que permitan conocer las
especies que alli habitan, como es el caso de
Puya santossi, especie en riesgo de extincion (Ins-
tituto Alexander von Humbolt, 1997) debido a
que su poblacién y area de distribucién han ido
disminuyendo, evitando de esta manera que se
extinga y no se pueda remediar el dafio causa-
do. Son evidentes las severas amenazas que se
ciernen sobre los ecosistemas de montafia en el
mundo entero, pero especialmente los dafios se
han calificado como extremos y significativos
en los Andes (Okada, 2001). De igual forma,
debido a la preocupacion que existe por la falta
de cuidados con la vegetacion nativa, se plantea
la necesidad de conservarla a fin de garantizar
su permanencia en los paramos, utilizando las
aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales 7
vitro, como una alternativa de propagaciéon y
conservacion.

Hasta el momento no se han reportado
investigaciones acerca del desarrollo de pro-
tocolos de propagaciéon o conservacion de P.
santossi, a pesar de su potencial valor ambien-
tal en programas de revegetalizacion, teniendo
en cuenta que esta especie tiene altos limites
de propagacion sexual, evidenciados por su
baja viabilidad de semillas. L.a propagacion a
gran escala es un prerrequisito para satisfacer
los requerimientos medioambientales y, de esa
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forma, evitar la erradicacion de esta planta de
gran valor y en vias de extincién. En los reque-
rimientos ecologicos de revegetalizacion uti-
lizando plantas pioneras y la conservacion de
especies en vias de extincion, es indispensable
establecer métodos de propagacién rapida y a
gran escala, como el cultivo de tejidos vegetales
in vitro.

En este estudio se describe el efecto de
cinco fitorreguladores (acido indol butirico,
acido naftalén acético, bencilaminopurina, aci-
do 2,4-diclorofenoxi acético, y Kinetina) en la
diferenciaciéon tisular de P. santossi, a partir de
dos explantes (meristemos caulinares y laminas
foliares), bajo condiciones iz vitro. El cultivo
de tejidos vegetales 7z vitro es una técnica bio-
tecnologica que ha abierto numerosas vias de
acceso a la conservacion, multiplicacién y me-
joramiento genético de especies que presentan
alto interés socioeconémico y ambiental, don-
de la poblaciéon humana exige cada vez mas y
mejores condiciones de vida.

Con la propagacion de P. santossi bajo
condiciones 7 vitro se pretende contribuir con
el establecimiento de un protocolo para la pro-
pagacién masiva de esta especie, como una he-
rramienta para su conservacion ecoldgica, y el
establecimiento de bancos de germoplasma, a
fin de asegurar su potencial uso sostenido en
el ambito ambiental, que a largo plazo podtia
ampliarse hacia la recuperacion de zonas alta-
mente afectadas por la gran actividad antrépi-
ca. En este contexto, esta investigacién permite
la apertura a nuevas opciones para asegurar la
conservaciéon de numerosas especies que se
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encuentran en vias de extincion, tanto a nivel
nacional como internacional.

Materiales y métodos

Material vegetal y adaptacién a
condiciones in vitro

Los meristemos caulinares, obtenidos a
partir de secciones de cormos, y las laminas
foliares de P. santossi se colectaron a partir de
plantas que presentaban una longitud entre 10
y 15 cm. Estas plantas se encontraron en los
alrededores de la laguna El Verjon, ubicada en
el Paramo de Cruz Verde, km 16 via Choachi,
departamento de Cundinamarca.

Las plantas fueron sumergidas en una
solucién de Benlate® al 2% durante 12 h y
posteriormente se realizaron cuatro enjuagues
consecutivos con soluciéon jabonosa y agua
destilada estéril. Después, los cormos y las 1a-
minas foliares se suspendieron en alcohol al
70% durante un minuto. Cada tipo de explante
se sumerge en solucién de hipoclorito de sodio
al 0,5; 1,0 y 1,5% durante 5, 10 y 15 minutos,
para un total de 9 tratamientos (tabla 1). Final-
mente, se realizan tres enjuagues en agua des-
tilada y estéril. En seguida, los 160 meristemos
caulinares son aislados a partir de cormos bajo
el estéreomicroscopio, y sembrados en los 16
tratamientos que evaldan el efecto combinado

del AIB y del BAP en su desarrollo morfogénico
bajo condiciones 7 vitro. De igual forma, de las
hojas de P. santossi se obtienen 160 explantes de
2 c¢m? que son inoculados en los tratamientos
que evaldan el efecto combinado del 4cido 2,4-
diclorofenoxi acético (2,4-D) y la Kinetina en
el desarrollo morfogénico de laminas foliares
bajo condiciones i vitro.

Medios utilizados y condiciones de culti-
vo. El medio basico MS (Murashige y Skoog, 1962),
fue utilizado en el establecimiento 72 vitro de meris-
temos y laminas foliares de P. santossi, enrique-
cido con los siguientes cinco fitorreguladores
de acuerdo con el tipo de explante utilizado:
en el cultivo de meristemos caulinares, el acido
indol butitico (AIB) (0,0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg/L)
y la bencilaminopurina (BAP) (0,0; 0,5; 1,0 y
1,5 mg/L) para un total de 16 tratamientos. En
el enraizamiento de los brotes regenerados, el
acido o-naftalén acético (ANA) (0,0; 1,0; 2,0 y
3,0 mg/L) para un total de cuatro tratamientos;
en laminas foliares el acido 2,4-diclorofenoxi
acético (2,4-D) (0,0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg/L), y la
Kinetina (Kin) (0,0; 1,0; 3,0 y 5,0 mg/L) para
un total de 16 tratamientos.

Adicionalmente, a los medios de todos
los tratamientos se les proporcioné 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 esteri-
lizados a una presion de 1,06 kg/cm? durante
20 minutos.

Tabla 1. Diseno experimental para la obtencion de explantes de P. santossi libres de patégenos bajo
condiciones in vitro, mediante el empleo del hipoclorito de sodio

Hipoclorito de sodio (%)

Tiempo (min)

Tratamiento

5

0,5

10

15

5

1,0

10

15

5

1,5

10

15
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Incubacion. Una vez fueron sembrados
los explantes en los diferentes tratamientos
bajo condiciones asépticas en la cabina de flujo
de aire laminar horizontal, fueron incubados
durante 36 semanas de observacion, en un
cuarto de crecimiento a temperatura controla-
da de 23 °C, a un fotoperiodo de 12 horas de
irradiacion luminica con tubos fluorescentes de
luz dia FL-20D/18, 20 W, China Electric Co.,
Taipei.

Anilisis estadistico. En este estudio se
realizé un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 4 x 4, con concentraciones
de 0,0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg/L para el 4cido indol
butirico (AIB), y 0,0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg/L para
la bencilaminopurina (BAP), tanto en la adapta-
cién de meristemos como en la proliferacion
de brotes. Para el enraizamiento de los brotes
regenerados se empleo el acido a-naftalén acé-
tico (ANA) (0,0; 1,0; 2,0 y 3,0 mg/L) pata un
total de cuatro tratamientos. En el cultivo de la-
minas foliares se utilizaron el acido 2,4-dicloro-
fenoxi acético (2,4-D) (0,0; 0,5; 1,0 y 1,5 mg/L)
y la Kinetina (Kin) (0,0; 1,0; 3,0 y 5,0 mg/L)
para un total de 16 tratamientos, que determi-
naron el desarrollo morfogenético de P. santossi.
Se utilizaron diez réplicas en cada tratamiento,
cada réplica estaba representaba por una uni-
dad experimental de cultivo con un explante,
para un total de 160 unidades experimentales
en cada experimento.

Los resultados logrados durante las 36 se-
manas de observacion fueron estadisticamente
analizados empleando el analisis de varianza
(Anava) utilizando la prueba de Fischer “F”
(Steel y Torrie, 1985), a fin de identificar el me-
jor tratamiento de la propagacion i vitro de P.
santossi.

Resultados y discusiéon

Adaptacién a condiciones in vitro

En el cultivo de meristemos caulinares y
explantes de laminas foliares, los 16 tratamien-
tos que evaldan el efecto de la concentracion
del hipoclorito de sodio y el tiempo de exposi-
cién en la obtencion de explantes de P. santossi
libres de patégenos bajo condiciones zz vitro
presentaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (P<0,01) (tabla 2).

La utilizacién del Benlate® y el hipoclo-
rito de sodio en el proceso del control de la
contaminacién mostré resultados favorables,
eliminando en un 100% y con rapidez tanto
las bacterias como los hongos, especialmente
Aspergillus, Penicillium y la levadura del género
Rhodotorula, fijadora de nitrégeno, que aparece
constantemente en los meristemos y se presu-
me que no interfiere en el desarrollo celular del
explante como las bacterias. De los nueve tra-
tamientos evaluados se observa claramente que

Tabla 2. Andlisis de varianza de la desinfeccion de los explantes estudiados

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado F F
variacion libertad cuadrados medio calculada de las tablas
. 0,05= 2,69
Tratamientos 8 512 0,64 419% 0,01= 4,02
Bloques 4 0,32 0,08 0,52
Error 32 4,88 0,15
Total 44 10,32
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el tratamiento 5 (NaOCl al 1% - 10 min), con
un 0% de contaminacion, fue el unico trata-
miento que pudo eliminar completamente los
microorganismos contaminantes y mantener
el explante en buenas condiciones (figura 1).
Aunque los tratamientos 7 (NaOCI al 1,5%
- 5 min), 8 NaOCI al 1,5% - 10 min) y 9
(NaOCI al 1,5% - 15 min), permitieron un
alto control de los contaminantes, se obtuvo
un 100% de oxidacién y posterior necrosis
del explante.

Estos resultados concuerdan con los pro-
cesos de adaptacion a condiciones iz vitro de
otras especies, como en el caso de Echinacea pur-
purea, donde el hipoclorito de sodio es el desin-
fectante que presenta multiples ventajas en el
control de los agentes contaminantes (Loaiza
et al., 2004). De hecho, el hipoclorito de sodio
es un compuesto activo frente a bacterias, virus,
hongos y esporas bacterianas que en concen-
traciones adecuadas puede emplearse como un
desinfectante quimico. Sin embargo, la aplica-
cion practica de sus propiedades se contrapone
por la accion oxidante que esta solucion exhibe
y que provoca dafio en las superficies sobre las
que actua (Beena et al., 2003).

Adicionalmente, es importante destacar
que las combinaciones de diferentes desinfec-
tantes como el Benlate® y el hipoclorito de so-
dio son ampliamente utilizadas por el alto grado
de control que ejercen contra los agentes con-
taminantes. Ademads, las soluciones que contie-
nen cloro son empleadas regularmente por su
seguridad, adecuado costo, simplicidad de uso,
rapidez de accién y gran espectro antimicrobia-
no (Carmona, 2003). De hecho, el hipoclorito
de sodio es el desinfectante a base de cloro mas
comunmente empleado (Blanco y Valverde,
2004). También es importante resaltar que el
tipo de tejido que se utiliza para iniciar el culti-
vo i vitro tiene gran influencia en la eficiencia
de la desinfeccion (Jiménez et al., 2004). Los
explantes tomados de plantas en crecimiento
y plantas con dpices meristematicos cubiertos
son mas faciles de desinfectar que los explan-
tes de plantas adultas donde la desinfeccion se
hace muy dificil (Pérez y Jiménez, 1995).

En el caso de P. santossi la probabilidad
de encontrar un gran nimero de agentes con-
taminantes es alta en plantas adultas, teniendo
en cuenta que estas plantas se encuentran en
ambientes paramunos altamente himedos, si-
tuacién que favorece el desarrollo y manteni-
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Figura 1. Porcentaje de meristemos y laminas foliares de P. santossi libres de patégenos por el efecto de la

concentracion y el tiempo de exposicion al hipoclorito de sodio (desviacion estandar = 4,26).
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miento sostenible de los microorganismos que
potencialmente logran invadir los medios de
cultivo, cuando los explantes son inoculados 7#
vitro, debido a la disponibilidad de nutrientes,
reguladores de crecimiento, vitaminas y fuentes
de carbono como la sacarosa, y a las 6ptimas
condiciones medioambientales. En términos
generales, el uso de plantulas j6venes de P. san-
tossi como fuente de explantes para cultivarlas
in vitro es muy beneficioso gracias a su estado
fisiologico y fitopataldgico, situacion que facili-
ta tanto el proceso de adaptacion a condiciones
in vitro, como también las respuestas de desa-
rrollo morfolégico, debido a los balances de los
fitorreguladores presentes en sus tejidos, que
fisiolégicamente son muy activos y promueven
la respuesta morfogenética a las peticiones am-
bientales.

Proliferaciéon de brotes. Los 16 trata-
mientos que evalian el efecto combinado del
AIB y del BAP en el desarrollo morfogénico
de meristemos de P. santossi bajo condiciones i
vitro, a fin de lograr una adecuada proliferacién
de brotes, presentaron diferencias altamente
significativas (P<0,01) (tabla 3). Ademas, la
prueba de Fischer evidencié que el tratamien-
to 4 (AIB 0,0 mg/L y BAP 1,5 mg/L), con un

promedio de 4,6, fue el mejor promotor de la
regeneracion de brotes en meristemos de Puya
santossi, en doce semanas de cultivo, seguido
por los tratamiento 11 (AIB 1,0 mg/Ly BAP
1,0 mg/L) y el 12 (AIB 1,0 mg/L y BAP 1,5
mg/L), con una media de 3,0 y 3,3 respecti-
vamente, mientras que los demas tratamientos
son menos adecuados para la regeneracion de
brotes (figura 2).

Es importante tener en cuenta que conti-
nuando en su fase de proliferacion, la produc-
cion de brotes mediante el cultivo de tejidos
vegetales 7z vitro favorece un incremento lo-
garitmico en la produccién de los brotes en el
tratamiento cuatro. Hstos resultados eviden-
cian que la presencia de la citoquinina BAP
en altas concentraciones es el fitorregulador
clave para inducir el proceso de proliferacion
de brotes. De hecho, con el tratamiento 4 se
logré una mayor proliferacion de brotes a par-
tir de los meristemos, después de 16 semanas
de incubacién. Aunque los tratamientos 11 y
12 presentaron también un buen efecto, con
un promedio de tres brotes regenerados en las
16 semanas de incubacién, se evidencia que es
mucho mas practico y menos costoso propagar
P. santossi con la ayuda de un solo regulador de
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Figura 2. Promedio de brotes desarrollados a partir de meristemos de P. santossi, por el efecto del AIB y del BAP

bajo condiciones 7 vitro (desviacion estandar = 4,84).
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Tabla 3. Analisis de varianza y efecto factorial de brotes micropropagados

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado “F" “F”
variacion libertad cuadrados medio calculado tabla
. . 0,05 =1,92
Tratamientos 15 13,2 0,88 2,58 0,01 =2,52
i 0,05=2,76
AlB 3 31 1,03 3,02 0,01 =4,13
0,05 =2,76
BAP 3 19 0,63 185 0,01=4,13
. 0,05 = 2,04
(AIB)(BAP) 9 8,2 0,91 2,67 0,01 =2,72
Error 64 22 0,34
Total 79 35,2

crecimiento y no con los dos. De esta forma,
es evidente que el BAP, por si solo, produce
optimos resultados en la proliferaciéon de bro-
tes a una concentraciéon de 1,5 mg/L, desde la
cuarta semana de evaluacion (figura 3); BAP es
un fitorregulador que es uno de los mas utiliza-
dos en programas de propagaciéon (Rodriguez
etal., 2003). Ademas, es importante sefialar que
el AIB no indujo ni el desarrollo de los meriste-
mos ni la formacién de las raices. Esta respuesta
manifiesta que los receptores celulares del AIB
en los meristemos caulinares de P. santossi, pue-
den estar inactivados o simplemente no exis-
ten, a diferencia de los receptores del BAP que
reciben y traducen la sefal fisiol6gica en con-
centraciones de 1,5 mg/L, porque técnicamen-
te estos fitorreguladores son los mensajeros
que permiten promover desdiferenciaciones
celulares, de acuerdo con los propositos de las
investigaciones biotecnoldgicas (Pedroza et 4l.,
2005; Florez y Pedroza, 20006).

Ademas, la tendencia actual en la propa-
gacion de plantas es el empleo de medios de
cultivo sencillos, lo que ha sido posible debido
al conocimiento cada vez mayor que se tiene de
los demas factores que influyen en el cultivo 7

vitro. Es muy posible que la busqueda de medios
de cultivo cada vez mds simples, particularmen-
te en lo que se refiere al uso de fitorregulado-
res de crecimiento, haya sido propiciada por la
apariciéon de maltiples y variados efectos tanto
in vitro como ex pifro en los materiales reprodu-
cidos en presencia de altas concentraciones de
los fitorreguladores de crecimiento (Loaiza et
al., 2004). Estos resultados confirman que un
balance apropiado entre auxinas y citoquininas
en el medio de cultivo, y las que se encuentran
en los explantes cultivados iz vitro, es necesario
para la formaciéon de plantas a partir de me-
ristemos, apices o yemas, porque influyen en
el desarrollo fisiologico de los vegetales (Marti-
nez y Pacheco, 2000).

De hecho, el balance esta determinado
por las concentraciones endogenas de auxi-
nas y citoquininas presentes en el explante, las
cuales dependen de la especie y del tipo de ex-
plante (Pedroza y Mican, 20006). Por ejemplo, se
ha comprobado que a medida que se aumenta
la concentracioén del BAP en varias especies, se
aprecia una disminucién de la longitud de los
brotes y el incremento en su proliferacién, por
las altas concentraciones endogenas de este fi-
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Figura 3. Efecto de 1,5 mg/Lde BAP, en la proliferacién de brotes de P. santossi, a partir de meristemos,
durante 12 semanas de desarrollo bajo condiciones 7 vitro.

a) Meristemo de 4 semanas, con 2 primordios foliares (barra = 3 cm)

b) Meristemo de 8 semanas, con 4 hojas en desarrollo (barra = 3 c¢m)

¢ Plantula de 10 semanas, con 2 brotes (barra = 3 cm)
d) Plantula de 12 semanas, con 4 brotes (barra = 3 c¢m)

torregulador alcanzadas por los brotes (Sanchez
et al., 2002; Rodriguez et 4l., 2003; Sotolongo
et 4l,, 2003). Algunas especies son cultivadas
sin adicién de reguladores externos, probable-
mente debido a que existe suficiente cantidad
endégena de hormonas (Albany et al., 2000).
Ademids, es importante seflalar que usualmen-
te en los meristemos caulinares la citoquinina
enddgena es baja debido a que el principal sitio
de sintesis son las raices, por lo que la adicién
exbgena de citoquininas en los medios de es-
tablecimiento es generalizada. Algo contrario
sucede con las auxinas, dado que las zonas de
crecimiento activo, los apices y meristemos que
son empleados como material inicial para el
cultivo 7z vitro, son areas de sintesis de auxinas

por lo que su concentraciéon enddgena es alta
en ellos (Pedroza et al., 20006).

En términos generales, se observa que es
importante la presencia de citoquininas exége-
nas en el rompimiento de la dominancia apical
del meristemo caulinar en P. santossi, al pro-
vocar un desequilibrio en la relacién auxina :
citoquinina endégena, que se manifiesta en la
formacién de brotes potencialmente iniciado-
res de plantulas.

Enraizamiento de brotes. Los cuatro
tratamientos que evalian el efecto del ANA
en el enraizamiento de los brotes regenerados
bajo condiciones 7 vitro, a fin de lograr la ob-
tencién de vitroplantulas de P. santossi, presen-
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Figura 4. Porcentaje de brotes enraizados de P. santossi por el efecto del ANA bajo condiciones 7 vitro

(desviacion estandar = 3,33).

taron diferencias estadisticamente significativas
(P<0,01). La mejor respuesta de enraizamiento
se presentd en el tratamiento 4 (3,0 mg/L de
ANA), con un porcentaje del 100% en la décima
semana de evaluacién, mientras que los trata-
mientos 1,2y 3 (0,0; 1,0 y 2,0 mg/L de ANA)
no mostraron formacién de raices (figura 4), tal
vez debido al efecto residual de la citoquinina
adicionada al medio de cultivo durante la fase
de proliferacion de brotes, produciendo un
efecto inhibitorio en la formacién de raices. Lo
unico que se evidencié fue un aumento en su
elongacion y desarrollo celular, promovido por
la accién de la auxina (Salisbury y Ross, 2000;
Uribe y Cifuentes, 2004). El efecto de 3,0 mg/L
del ANA sobre los brotes adventicios promue-
ve el proceso de rizogénesis, donde las raices
presentan un tamano de aproximadamente 1,5-
2,0 cm de longitud con buen vigor. Las raices
adventicias se originan en la parte basal del cor-
mo o a partir de brotes, asumiendo la funciéon
de raiz primaria, y las raices secundarias son
ramificadas (Hernandez et al., 2005; Bonfil et
al., 2007).

En una planta originada iz vitro, el enrai-
zamiento se caracteriza por ser la fase mas vo-
luminosa de todo el proceso, pues en ella cada
brote, esqueje o yema de forma individual que
se ha formado durante la fase de multiplicacion

debe ser cultivada y manipulada 7z vitro para que,
ademas de crecer y desarrollar un seudotallo o
tallo con las primeras hojas, forme y desarrolle
varias rafces que le permitan comenzar la ab-
sorcion de nutrientes al trasplantarse sobre un
sustrato enriquecido y convertirse en una vitro-
planta climatizada lista para llevarse al campo.

Sin embargo, las rafces obtenidas 7 vitro
son vulnerables y no funcionan de forma ade-
cuada 7z vivo porque no poseen, o poseen muy
pocos pelos radicales. La rizogénesis es el pro-
ceso mas comprometido en la multiplicacién
vegetativa (Hartman et al., 1997). Es importan-
te destacar que los meristemos de raiz tienen
diferentes orfgenes: meristemos laterales de la
raiz principal que se forman de manera espon-
tanea en condiciones naturales, meristemos
adventicios originados en diferentes 6rganos
(tallos, hojas, bulbos, etc.), y meristemos neo-
formados en un callo, que pueden considerar-
se como un caso particular (Margara, 1988).
Ademas, a través de numerosas investigaciones
se ha comprobado que la rizogénesis esta di-
rectamente relacionada con el aumento en el
nivel de auxinas con relacién al de citoquini-
nas. Generalmente, las auxinas mas utilizadas
en la fase de enraizamiento, a nivel 2 vitro, son
el ANA, AIB, ATA y 2-4, D, con una eficiencia
del 55, 29, 11 y 3,6% en los medios de cultivo,
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respectivamente. Por esta razon se emple6 para
la fase de enraizamiento de los brotes de Puya
santossi el acido naftalenacético (ANA), porque
se ha demostrado que es la auxina mas efectiva
para la induccién de raices en plantas herba-
ceas, mientras que el ATB es la principal promo-
tora de raices en plantas lefiosas (Taiz y Zeiger,
1998; Vasquez et al., 2000).

Induccién de morfogénesis

Los 16 tratamientos que evaltan el efecto
combinado del 2,4-D y la Kinetina en el desarro-
llo morfogénico de laminas foliares de P. santossi
bajo condiciones 2 vitro, no mostraron diferen-
cias estadisticas. De hecho, en las 160 laminas
foliares incubadas, ninglin tratamiento permitié
la diferenciacion de novo a partir de las laminas
foliares durante las 36 semanas de observacion.

Ante estos resultados, las monocotiledo-
neas, con relacion a las dicotiledéneas, tienen
baja probabilidad de desarrollar el proceso de
desdiferenciacion celular. Por esta razén, la in-
duccién morfogenética se ve completamente
restringida como en el caso de especies de .As-
teraceae en vias de extincion (Izquierdo, 2000) y
Aster ericoides (Salazar et al., 2005).

De igual forma, aunque muchos estudios
han demostrado que algunas especies requieren
de concentraciones adecuadas de auxinas con
relacién a la citoquininas, este equilibrio hormo-
nal es el que favorece la formacion del tejido ca-
lloso, que es desdiferenciado, especialmente en
especies dicotiledoneas (Bolafios-Villegas, 2005;
Ruiz et 4l., 20006), pero solo en especies que ten-
gan alta vulnerabilidad a las respuestas morfo-
légicas de los fitorreguladores. Algunas especies
solo necesitan la accion de las auxinas para la
iniciacién de callo, porque las auxinas suprimen
la morfogénesis y dan como resultado la rapida
proliferacion de células tipo callo (Robledo y Ca-
rrillo, 2004; Montero et al., 20006).

Ademas, el caracter coriaceo de las hojas
de P. santossi no permite una facil absorcion de
los compuestos presentes en el medio de culti-
vo asf como tampoco la manifestacion del de-

sarrollo morfogenético por via organogénica o
embriogénica. En este contexto, la inhibicion
del proceso morfogenético de los explantes fo-
liares de P. santossi pudo ocurrir por la presencia
de las algas cloroficeas que se descubrieron en
asociacioén con los tejidos parenquimaticos de
las hojas (figura 5).

Es importante destacar que aunque el ori-
gen de las algas es incierto, es evidente que la
forma y disposicién de sus hojas constituyen
un reservorio de humedad que favorece el de-
sarrollo de estos microorganismos simbibticos.
Ademas, P. santossi habita en sitios pantanosos
con bastante contenido de agua, situacién que
es el habitat adecuado para el desarrollo de las
algas. Es posible que la presencia de las algas
inhiba el acercamiento de los fitorreguladores
con los receptores celulares de las células de P.
santossi, evitando la recepcion y la traduccion
de la senal molecular que portan los fitorregu-
ladores.

De igual forma, la multiplicacién y el de-
sarrollo zn vitro de las algas cloroficeas se activé
por el contacto con los diferentes compuestos
del medio de cultivo y las condiciones ambien-
tales de incubacion, que al parecer son las con-
diciones mas adecuadas para su proliferacién y
desarrollo celular (figura 5d).

En términos generales, el cultivo de me-
ristemos 7z vitro es una herramienta efectiva
en la propagacion de P. santossi como una al-
ternativa de multiplicacién y conservacion de
germoplasma de esta importante especie en
los ecosistemas altoandinos. De igual forma,
el descubrimiento de las algas cloroficeas, en
asociacioén simbidtica con los tejidos parenqui-
maticos de P. santossi, abre nuevas alternativas
en los estudios celulares y moleculares de esta
relacién fisiologica.

Conclusiones

En la adaptaciéon de explantes de P. santossi
bajo condiciones 7 vitro es necesario utilizar el
fungicida Benlate® al 2% durante 12 horas, y
posteriormente el hipoclorito de sodio al 1,0%
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Figura 5. Microfotografias que evidencian la presencia de algas cloroficeas en el tejido parenquimatico de las

hojas jovenes de Puya santossi. En las microfotografias a, b y ¢, la flecha indica la presencia de las algas dentro del

parénquima foliar (aumento de 1000 x.). En la microfotografia d, se observa el desarrollo de las algas sobre el

medio de cultivo, cuando el meristemo es cultivado bajo condiciones iz vitro (barra = 1 cm).

por 10 minutos en tejidos jovenes, a fin de
evitar procesos de contaminacién y de oxida-

cién.

Para la propagacion 7. vitro de Puya santossi,
el explante mas conveniente es el meristemo
caulinar, permitiendo la proliferacion masiva
de brotes adventicios cuando son cultivados
en el medio MS enriquecido con 1,5 mg/L de
BAP, generando en promedio 4,6 brotes en
12 semanas de cultivo, que continuando en su
fase de proliferacion, la produccién de brotes
mediante el cultivo de tejidos vegetales 7 vitro
favorece un incremento logaritmico en la pro-
duccién masiva de los brotes. El enraizamiento
de los brotes, provenientes del cultivo de me-

ristemos, se logr6 con 3,0 mg/L de ANA, con
un promedio de dos raices en diez semanas.

En esta investigacion se descubrieron un
grupo de algas cloroficeas que se encuentran
asociadas de forma simbidtica con P. santossi,
que presumiblemente inhiben el proceso mos-
fogenético bajo condiciones i vitro de las la-
minas foliares, a pesar de que contribuyen con
el crecimiento de las yemas por la fijacion de
nitrégeno.
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