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RESUMEN

E! presentz trabajo tiene como objetivos, analizar la utilizacién de sudancias
bioestimulantes. elaboradas con tecnologia cubana como ¢l oligopectato (Pectimorf) y
el andlogo de brasinoesteroides (Biobras-16) como posibles sustitutos de los
reguladores del crecimiento tradicionales y asi lograr una mejora en las diferentes
etapas que debe soportar una planta in vitro y estudiar que esta posible combinacion
en diferentes concentraciones y con la tecnologia cubana dan excelentes resiitados
para la propagacion madva de especies de interés econémico teniendo en cuenta que
el Ecuador al ser un pais agricola exige tecnologia que mejore la calidad y sea de

mayor conveniencia para su economia.



I. INTRODUCCION

La existencia de los bioestimulantes se supone desde la segunds mitad del siglo
XIX cuando sefialaron la posibilidad de que en las hojas de algunas plantas existieran
substancias que podfan ser transportadas para dar origen a la formacién de organos

(Viasquez y Torres, 1995).

Es ad que a partir de varias observaciones y experimentos se encontré la
presencia de los reguladores de crecimiento, que se definen como compuestos orgénicos
diferentes de los nutrientes, que en pequefias cantidades fomentan, inhiben o modifican
de una forma u otra cualquier proceso fisiol6gico vegetal (Devlin, 1975).

Desde entonces las subdtancias biorreguladoras del crecimiento han sido usadas
para diversos fines entre los cuales se pueden ditar, enraizamiento y propagacion, letargo,
floracién. amarre y desarrollo de los frutos. senescencia, abscsion, control del tamafio y

control de malas hierbas (Weaver, 1976).

Con el avance de la biotecnologfa y con la finalidad de abagtecer la demanda de
plantas para sembrarlas en grandes cantidades, las substancias reguladoras decrecimiento
juegan un papel importante en los medios de cultivo para la micropropagacion in vitro
plantas. segiin (Cevallos,1999) el desamrollo de plantas in vitro es producto de la
interaccién cuantitativa entre los reguladores del crecimiento, especialmente entre
auxinas y citoquininas estas substancias al intervenir en la micropropagadion i vitro
toman un papel protagbénico ya que sirven de herramientas en diversas aplicaciones que

ayudan a los cientificos & hacer avances importantes en la biotecnologia.

La produccién de plantas in vitro tiene como ventsja principalmente la
propagacién masiva que permite manejar altos volimenes de plantas en corto tiempo
(Pérez. 1998), ademds s2 puede mencionar la rapida introduccién de nuevas variedades,

la obtencién de plantas sanas y uniformes capaces de adaptarse con éxito a su lugar



lefinitivo de siembra. siendo de méxima finalidad el sumento de los rendimientos v
1demas en general varias utilidades que han permitido bajar los precios por cada planta 'y
sbtenerlas con mayor calidad y en corto tiempo en forma masiva. Potencialmente con
:#ta técnica de micropropagacion. un meristerno posibilita la obtencién de hasta 15

nillones de plantulas (Angarica y Perea, 1991, citado por Echenagusia, 1999).

En el Ecuador las ventajas obtenidas por la micropropagacion in vitro plantas es
nuy limitada especialmente por la falta de técnicos con la preparacién adecuada y por los
iltos costos que significan montar un laboratorio capacitado, sin embargo con el avance
le la industria agricola se esta tratando de usar métodos nuevos de propagaciéon que
yemnitan obtener plantulas y semilla bésica para satisfacer la demanda de los agnicultores
:n vanos culivos (MAG,2002)

La industria agricola ecuatoriana tiene la desventaja de que se destinan muy pocos
ondos por parte del gobiemo para la investigacion, lo que no a permitido un desarrolio
fe la tecnologia, sin embargo el uso de la micropropagacion y el uso de las subdtancias

eguladoras del crecimiento no son una novedad

Lo que sf condtitiyese una premiss sena la implementacién del uso de
vicestimulantes orgdnicos en reemplazo de las fitohormonas comunes que se usan en los
nedios de cultivo como por ejemplo el: RIZOBAC, BIOSTAN, LIPLANT, BIOBRAS
6 Y PECTIMORF, que son compuestos preparados en Cuba y que han demostrado ser
in excelente sustituto de las Auxinag Citoquininas y Giberelinas, con la gran ventaja de
baratar los costos de produccién y conseguir un efecto positivo en la adimatacién de las

'itro plantas (Dfaz, et al., 2002).

lipotesis

Es posible a partir de la utilizacién de substancias orgénicas, reguladoras del
recimiento, sustitutas de las fitohormonas, conseguir una mejora en las caracterfsticas de

a8 vitroplantas, y una buena adaptacion a la fase de vivero y lugar definitivo de slembra.
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OBJETIVO GENERAL

- Estudiar la podbilidad de la sustitucion de sustancias bioestimulantes de origen
Cubano por los reguladores tradicionales del crecimiento en la micropropagacion

masiva de plantas iz vitro para aumentar los rendimientos y mejorar su calidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Utilizar sustancias bioestimulantes de ongen cubano como sustitutos de
reguladores del crecimiento tradicionales en la produccion madva de plantas in

vitro para sumentar los rendimientos y mejorar su calidad

- Analizar la utilizacion del Pectimorf y Biobras-16 en la micropropagacion masiva

y la dimminucion de los costos de produccion de vitroplantas.

- Valorar la podbilidad de introducir en la produccién de plantas de interés
economico. métodos biotecnologicos y uso de sustancias bioestimulantes en el

Ecuador.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes histéricos del cultivo de tejidos

Sin poder determinar una fecha cxacta en la que o cultivo de tejidos dio inicio se
sueden mencionar sucesos importantes, como por ejemplo en los afios 1860-1861, Sacko
1860) y Knops (1861) descubrieron las substancias més importantes absorbidas por las
:élulas, que dicron lugar a la daboracién de una sustancia nutritiva (solucién de Knops)
:mplcada hasta la fecha y que histéricamente s¢ usa como componente bésico de los medios
I¢ cultivo. D¢ ahi hasta 1902 Haberlant tubo reconocimicnto siendo o mayor aportador en ¢l
:ultivo de tejidos con importantes descubrimientos y terminologias que ayudaron a
iesarroliar 1a dencia. entre cllos sc pucde citar ¢l cultivo de células. la especuladén con
‘¢specto a una fitohormona que llamé traumatina, y asf mismo fuc ¢l primero en usar ¢l
ermino callo para describir a una masa amorfa de cdulas; sin embargo debido a que usé un
nedio de cultivo simple y la sdeccidn como cxplantes de células altamente diferenciadas. no
yudo obtener division celular (Villalobos. 1990)

Teniendo nocion de los medios de cultivo y que cn d s¢ pucden cultivar células
)artieron con una variedad de experimentos que determinaron sfio tras afio una mejora en las
condiciones para una répida divisién cclular, mayor veocidad de crecimiento y otros
omponentes que determinaron o éxito de los medios de cultivo. sin embargo siguen
1sbiendo dificultades que son motivo de estudio v que han ayudado a obtener avances en
liversos campos como la genética, morfogénesis. fisiologia, bioquimica. y fitopatologfa. En
1 futuro préximo este método puede ser utilizado mas frecuentemente y en varios campos de
a ciencia (Villalobos, 1990).

2.2, Utilizacion del Cultivo de Tejidos

H desarrollo ¢en las téenicas de cultivo de tejides a dado un gran aporte no solo ala
gricultura si no también a la biotecnologia, que en la actualidad constituye una via
undamental en la actividad cientifico tecnolégica (Cevallos, 1999). Siendo una herramienta
n varios campos de la ciencia que se complementan para hacer importantes avances

ecnolégicos y metodolégicos.



H cultivo de tejidos vegetales presenta aspectos y aplicaciones précticas mmry

vatiadas, tales como:

- mejora genética

- multiplicacién vegetativa (micropropagacién)

- obtencién de plantas libres de virus y otros patégenos
- obtencién de haploides y lineas isogénicas

- conservadén de germoplasma

- crioconservacion

- cultivo de células y protoplastos (Pienk, 1990).

Scgin Angarica y Pearca (1991), la técnica del cultivo de tejidos in vitro, comsiste en
aislar una fraccién de la planta (explantes), a la cual se le proporcionan las condiciones
adecuadas para que sus céllas expresen su potencid intrinseco o induddo, empledndose
procedimicntos asépticos para cvitar con clio la contaminacién microbiana del medio de
cultivo donde estas se desarrollan. Es asf que segln Angarica y Perca (1991) se puede

mencionar ¢l avance obtenido en especialidades como:

Cultivo de meristemos

Es un método muy eficaz para la obtencién de plantas libres de virus. viroides,
fitoplasmas, y otros patégenos a partir de materiad infestado. estos materiales se¢ propagan de
forma clonal y de esta manera pucden fomentarse bancos dc germoplasma y combinarse csta

técnica con la crioconservacion

Micropropagacion

Consiste en la propagacion acelerada de brotes, mediante la fragmentacién de dpices,
vemas axilares. etc. de genotipos selecdonados por su alto valor genético, u otros
provenientes de otras técnicas biotccnoldgicas en cualquier época del afio y en cantidades

ilimitadas. los cuales se pueden producir en las biofabricas.



~ultivo de Callos

Sc pucden obtener a partir de pequefios segmentos o explantes de érganos como rafces,
allos, hojas, peciolos, etc. Se emplean fundamentalmente para obtener variacién somaclonal
' en la obtencién de nmtanges deseados. en estudios de resistencia y tolerancia temprana a
strés bidticos y abiéticos.

~ultive de Anteras, Polen y Ovulos

Mediante estos sc¢ pueden obtener mutantes y plantas haploides, s¢ cxplotan de forma
otidiana cn la creadén dc mievas vaiedades y somacloncs, fundamentalmente de

ranfneas.

“ultivo de céulas en swspendén

Cultivo en o que las células aidadas y sgregados celulares crecen y se multiplican
uspendidos en un medio liquido. Muy utilizado para la seleccién de variantes o mutantes,
so de fermentadores en la cmbriogenesis somdtica y semilla artificid, ademds en la
roduccién de metabolitos secundarios tales como antibidticos, saborizantes, proteinas,

itaminas, bioinsecticidas, enzimas. etc, para fines famacolégicos y alimenticios.

ultivo de protoplastos

Es cl cultivo de cAulas a las cuales les ha sido climinada la pared cdular por digestion
nzimética, quedando solamente la membrana rodeando ¢l citoplasma. Sc utiliza en la
tleccion de mutantes, hibridadén somdtica ¢ ingenicria genética.



2.3 Micropropagacion

Esta téenica supera ampliamentc a otras técmicas de propagacién, posibilitando la
obtencién masiva de plantulss, las cuales deben estar sometidas & un control estricto de

calidad para que pucdan scr adaptadas con éxito a su lugar definitivo de siembra

Es asi que desde 1974 cuando Murashige propuso tres fases para la micropropagacion
de plantas, los investigadores han ido acurmiado informacién y s¢ han puesto de acuerdo
para diferenciar cinco fases que logran una exitosa multiplicacién (Pérez, 1998).

Fase 0: Comprende la seleccion de la planta madre con las caracteristicas descadas y la
desnfecadn del matenial vegetal.

Fase I: Fase de iniciacién en Ia cual se establece el cultivo inicial. Tiene como finalidad la
adaptacién del explante a las condiciones del cultivo in vitro.

Fase II:  Sc¢ produce la multiplicadén del material vegetal. Su objetivo es aumentar ¢l
nlmero total de plantas que partan de una yema

Fase ITI:  Comresponde al enraizamiento. En esta etapa se debe obtencr plantas autétrofas
que sobrevivan a las condiciones de trasplante a suclo.

Fase IV: Transferencia final a Ias condiciones naturales o face de adimatacién
Hay que tomar c¢n cuenta que cn o desarrollo de estas fases juega un papel muy
importante, principios bésicos indispensables que garantizan el éxito de los mismos, los

cuaes son

a) Selecdin de Explante

Pricticamente se puede utilizar cualquier porcién de las plantas: en primera instancia
dicha selcccidn estd determinada por cl objetivo perseguido y la especic vegetal utilizada.

Para ambar a una scleccidn del explante es recomendable comparar sistemticamente varias



fuentes de cdulas. tejidos u drganos amtes de decidirse por algunma de cllas. Generalmente se
recomienda utilizar plantas sanas y vigorosas y dentro de estas las zonas que se encueniran en
activa division, como los meristemos. De forma general se admite que son plantas jévenes
las que aportan los cxplantes més reactivos. va que la potencialidad disminuye con la edad;
este fenémeno se manifiesta particularmente en las plantas lefiosas (Dodds y Roberts, 1982).

b) Desinfecdin de explante

La relacién cxplante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente s¢ incuban
estos cultivos, constituye un ambiente propicio para la proliferacién de microorganismos, los
cudes s reproducen més répidamente que las cdulas vegetales, agotando de csta forma los
nutricntes del medio de cultivo, ademds que liberan hacia cste metabolitos téxicos para el
material vegetal.

La climinxidn de los padgenos contaminantes debe realizarse antes de poner en
contacto el explante con el medio de cultivo, cominmente se utiliza el etanol 70% vy el
hipoclorito de sodio (N#OCl) de 1-3%. Con menor frecuencia se usa el hipoclonto de calcio
Ca(OCl), 6-12% vy el clonwo de mercurio Hg(l, , 0,1-1,5%, se debe recalcar que este

compucsto ¢s demasiado téxico y no es ficil removado dd explante.

c¢) Los medios de cultivos

Mediante & medio de cultivo sintético se le debe proporcionar al explante, los
requerimicntos nutricionales esenciales:  Sales inorgénicas, reguladores del crecimiento,
vitaminas. fuentes de carbono y aminodcidos, ¢n la propordén y dosis cspecificas para cada
tipo de tejido cultivade (Cevallos, 1999).

Cuando se va a establecer un cultivo por primera vez, el procedimiento comsiste en
probar un medio previamente definido ¢l cual sc ird modificando al nuevo sistema vegetal.
Generalmente la complejidad del medio aumenta a medida que disminuye ¢l tamafio del

explante a cultivar.

d) Condiciones ambientales de incubadon




Es un requenmiento riguroso para el éxito de los cultivos in vitro que exige que los
explantes sean sometidos a ambientes controlados de hiz y temperatura, asi como la humedad

relativa acordes al objetivo de trabajo.

Por ¢jemplo en el cultivo de embriones y évulos se recomienda una temperstura de
25 a 28°C, una fuente luminosa compuesta de lamparas fluorecentes de 40W y ldmparas
incandescentes de 25W que brinden cntre 1000 y 4000 Lax de iluminacion. E fotoperiodo
varia en dependencia de la planta. ¢l més utilizado s el de 16h luz (Ochoa, 1990).

Scgun a plantcado Kitto (1997), la micropropagacién ¢s una industria joven con un
cxcelente futuro, pero su incremento dependerd del desamollo de muevas téenicas para la

automatizacién de los procesos y del mejoramiento de los sistemas de adimatacién de las

plantas (Pérez, 1998).

2.4 Medios de cuiltivo

Existen aproximadamente 260 medios cultivo publicados y muchas revisiones acerca
de cllos asi como su composicién, cstos difieren esencialmente por su composicién general
de sales (Cevallos, 1999). Como se explicé anteriormente es importante realizar pruebas o
ensayos antes de determinar ¢l medio de cultivo mis adecuado para las exigendas del
material vegetal, teniendo en cuenta factores como: o ongen del explante, los compucstos
nutritivos esenciales y los reguladores de crecimiento empleados (Lépez, 1990).

Se conoce que las plantas en la naturaleza a través de las raices se alimentan absorbiendo
macronutricntes tales como sales de nitrégeno, fésforo. potasio, calcio, magnesio y azufre y
micronutrientes como sales de hierro, manganeso, zinc, boro, cobre. molibdeno y cobalto. El
medio de cultivo tiene estos elementos ademds de carbohidratos (ususlmente sacaross) , para
rcanplazar ¢l carbono, quc la planta normalmente fija de la atmdsfera por medio de la
fotosintesis. Se sabe también que s¢ obtiene mejores resultados al incluir compuestos
orgénicos en pequefias cantidades. como vitaminas, aminodcidos v reguladores del

crecimiento (Lépez, 1990).



En general los medios de culivo se encuenfran constituidos por los siguientes

componentes:

L Sales inorginicas

a) Maaonutrientes

Los tejidos en cultivos requieren de una fuente continua de compuestos inorganicos.
Ademés de carbono, hidrégeno y oxigeno, los clementos més requeridos son principalmente:
N,P, K, Ca, MgyS.

H nitrégeno s¢ adicdona en grandes cantidades y s¢ encuentra presente en o medio
en forma de nitrato o iones de amonio, o la combiancién de ambos iones.

H fésforo pucde adicionarse en cualquicra de las formas NaH,PO, 6 KH,PO,.

H potasio se encuentra en grandes cantidades en la naturaleza; es un catién que se
agrega en forma de KCl, NO,K, 6 KH,PO,.

H sulfato de magneso (MgSO,) satisface tanto ¢l requerimiento de magnesio como
de amfie.

H caldo se adiciona con CaCl,, Ca(NO3),, o la formadén anhidra de cualquier sal.

H cloro cstd presente en la forma KC1 6 CaCl,.
b) Micronutrientes

Paa wna adecuada actividad metabélica, las células vegetales requicren de
micronutrientes. Los més csenciales sox Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co y Mo. Los itimos cinco

elementos son fundamentales para la sintesis de clorofila y la funcién de los cloroplastos.

H Fe ¢s requerido para la formacion de precursores de la clorofila y ¢s adicionado en
forma de quelato EDTA.
H Mn ¢s nccesario paa ¢! mantenimicnto de la ultracstructura y el proceso

fotosintético.
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II. Vitaminas

Las vitaminas son compucstos orgdnicos que a bajas concentracioncs actilan como
reguladores del crecimiento (Vésquez y Torres, 1995). Son necesarias para llevar a cabo wna
seric de reacciones catalfticas en ¢l metabolismo y son requeridas en pequefias cantidades.
Las més empleadas son:

Tiamina (Vitamina B1) s¢ afiade como tiamina-HCl en cantidades que varian de 0,1
8 30mgl. Esta es redmente la nica vitamina esencial para el crecimiento de células
vegetales.

Adde Nicatinico (Niacina)

Piridexina (Vitamina B6) se aftade como piredoxina-HCl

Mio-inositol: no c¢s propiamente una vitamima. sino wn azficar-alcohol. Tiene un
efecto estimulante sobre la morfogéneds, participando probablemente en la via biosintética
del 4cido galacturénico.

Acido pantoténico: syuda al crecimiento de varios tejidos.

Acido falicx Dismimuye la proliferacién de tejido en la obscuridad, mientras que en
la luz la aumenta csto ¢s debido a que en presenda de luz, es hidrolizado a acido P-

aminobenzoico.
Riboflavina: es inhibidor del crecimiento de raices.

Vitamina E: ayuda a la formacién de callos que provienen de embriones, y en
cultivos en suspensién, ayuda a la viabilidad de células.

O1.  Reguladores del Credmiento

En cultivo de tejidos s¢ utilizan propiamente cuatro grupos:
2) Auxinas: ayudan a la clongacién de las cétulas.
AIB (dddo indolbutirico) ; AIA (4cido indolacético) se wtlizan independientemente en un
rango de 0,1 - 10mg/1.
ANA (&cido naftllenacéico); 2.4D (4ddo 2.4 Diclorofenoxiacético), PCA (4cido paracloro

fenoxiacético) s¢ utilizan independientemente en un rango de 0.001 — 10me/l.

La actividad suxfnica en células cultivadas se considera de 1a manera siguiente:

11



2.4D > ANA > AIB> AlA.

b) Citocininas: promueven la divisién celular y organizacién de callos. Las més utilizadas
son: BA benciladening; cinctina y zeatina, ¢n concentracién de 0,03 - 30mg/l. La cincting
estimula la formacién de brotes y de yemas adventicias.

¢) Acido Giberdico: promueve la elongacion y reprime la formacién de brotes de
cualquier clase de tejido organizado.

d) Addo absicicc sc utiliza en casos muy especiales, estimula la sincronizacion durante la

embriogénesis en ciertos cultivos; también inhibe ¢l crecimicnto.

IV Aminedddos

Ningin arminodcido es csencial para ¢l aecimicnto de tejidos i vitro, sin embargo,
existen vanos que s¢ han utlizado experimentalmente. Estos proporcionan una fuente
inmediata de nitrégeno al tejido y a su asimilacion puede ser més ripida que el nitrégeno
inorggnico proporcionado por ¢l medio. Los aminofcidos pueden actuar como apentes
quelmtes. A contimacién se indica las funciones principales de los aminodddos en
sistamnas in vitro.

La giutamina y asparagina son transportadores de nitrégeno; L-arginina estimula

rafces; L-serina es empleada en cultive de microsporas y Lcistefna es un agente reductor.

Iv. Carbohidratos

Son utilizados como fuente de encrgia y como reguladores osmdticos. La sacarosa cs
el azicar empleado universalmente. Le siguen en importancia glucosa, maltosa, rafinesa,
fructosa y galactosa, manosa y lactosa. La consentracién a la cual sc utiliza la sacarosa es de
20 a 45¢/l.

V. Agua

El agua utilizada para preparacioncs debe ser bidestilada, tridestilada o desmincralizada, de
cualquier el empleo de un destilador de vidrio es requerido en la destilacién final.

12



VI.  Agentes salidificantes

Comunmente s¢ ha utilizado ¢l agar como un sisterma de soportc para la preparacién de

medios sélidos o semisélidos. Las ventajas que representa el agar sor

a) Con agua forma geles que sc demiten a 100°C y se solidifican a 45°C. Esto significa que
este gel ¢s estable a todas las temperaturas de incubacion.

b) El agar no ¢s alterado por las encimas vegetales.

¢) El agar no reacciona con los constituyentes del medio.

d) No interfiere con la movilizacién de los constituyentes del medio.
Sin ecmbargo hay que tener cn cuenta ofros tipos de compuestos que resultan menos

costosos que ¢l agar.

VIL  Suplementos no definidos

Algunos de los suplementos utilizados han sido:
3) Extracto de levadura
b) Jugos y extractos de varios frutos (pl#tano, tomate, y sgua de coco).
¢) Caseina hidrolizada (protefnas).
d) Antioxidantes, como el 4cido ascérbico, y
¢) Absorbentes como ¢l carbén activado.

2.5 Reguladores de crecimiento

El #rmino repuladores de crecimiento se usa con la finalidad de abarcar todos aquellos
compuestos que no cumplen un papel nutricional en la planta pero que sin embargo, en
pequefias cantidades modifican ¢l crecimiento vy desarrollo de la misma, induyendo
compucstos maturdles y sintéticos, ¢s importantc definir que los compucstos naturdes son
producidos en la misma planta y se las conoce con el nombre de fitohormonas, mientras que
las que son producto de la obtencién del hombre se las conoce como compuestos sintéticos

similares a las hormonas (Vasquez y Torres. 1995).

Generalmente  las  substancias de crecimiento naturales y sintéticas pueden ser

clasificadas en tres gupos principaless hormonmas prometoras del credmicnto conocidas
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como las auxinas. las giberelinas, y las citoquininas: supucstas hormonas promotoras como
el florfgeno, la antesina. y el 4&cido traumftico. cuyas estructuras ain no se conocen: y
hormonas imhibidoras del crecimiento como el 4cddo abscisico (ABA), el etileno, los

compucstos fendlicos y otros (Vézquez y Torres. 1995).

2.5.1 Auxinas

Es un término genérico que desipna los compuestos caracterizados por su capacidad
para inducir ¢l alagamicnto de las células del brote, la basc la constituye el 4cido indol-3-
acético (AIA), que se produce ¢n la planta y otros pueden ser el dcido naftalenacético (ANA),
acido indolbutirico (AIB), 4cido 2.4 diclorofenoxiacético (2,4-D) que son sintéticos.

Las axinas sintéticas mencionadas anteriormente son relativamente mds activas que
las naturales, tenen la capacidad de inducir:
- divisién y alargamiento celular
- diferenciacién del tejido vascular
- iniciacién de las raices
- formacién de callos
- dominancia apical
- absdsién
-  partenocarpia
- respiracion y tropismos (Devlin, 1975).

Los érganos productores de mmina son los épices de crecimiento de las hojas, los
tallos, las yemas y las raices, munque esta substancia s¢ encuentra ampliamente distribuida
por la planta El transporte de la suxina se realiza fundamentalmente en dos direcciones:
hada la base o hada el extremo superior de la planta; a primero se lo denomina basipeto y al
seeundo acrépeto, ticnen como caracteristica estos compuestos de ser prodicidos en un

érgano y tener su funcidn cn otro.

La mavor parte de las plantas necesitan auxings para conseguir una regeneracién

cficaz, esta necesidad no ¢s constante. pucs al producirse la inidacidn de la raiz se necesita
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una alta concentracién de dicha hormona. mientras que ¢l desamrollo de los primordios
radicales requieren una baja concentracién; por esta razén a veces la iniciacion radical se
lleva a cabo i vitro y la iniciacién de los primordios radicales se rediza m vwo

(Pierik.1990).

Existen muchas evidencias de que las auxinas procedentes dd tallo influyen mucho
en la iphibicién de la iz, ya que la eliminacién de yemas y hojas jévenes ambos ricos en
este regulador, inhiben ¢l nimero de rafces laterales formadas. se puede plantear que la
sustitucion de este regulador por cstos 6rganos con frecuencia restituye la capacidad de la
planta de formar raices. Existe una diferencia importante en los efectos de estas auxinas
cxdgenas sobre la clongaciéon de la raiz y en el desarollo temprano se¢ observa una

promocion.

La influenda que cjarce la yema apical en ¢l desamrollo de las yemss laterales hace
que estas Gltimas no s¢ desarollen y permanczcan dommidas cuanto mds cerca s¢ encucntren
del extremo apical. Este fenémeno se conoce con el nombre de dominancia apical (Vasquez y
Torres, 1995).

2.52 Giberelinas

Esta fitohormona fuc descubicrta por fitopatélogos japoneses en la decada de 1930 al
surgir uns enfermedad en el arroz que provocaba en las plantas caracteristicas morfolégicas
difaentes a las de las plantas mormales. ecstas plantas con frecuencia cran incapaces de
sostencrce por sf mismas y terminaban por morir debido a la combinacién de daffos causados
por la debilidad y ¢l parasitismo (Salisbury, Ross, 1994)

Las giberdinas (GA3) son una familia de compuestos que son sintetizadas en en
putos d¢ caccimicnto como cmbriones. meristemos o tcjidos en desarrollo vy son
transportadas por ¢ xilema y ¢l floema. Se han sintetizado varias giberelinas a partir de la
planta. pero solamente se encuentran disponibles em el mercado dos o tres compuestos

activos. Los principales efectos producidos por la giberelina son

- Credmicrto de las plantas
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- Espigamiento

- Foracién

Como accién contraria debe scfialarse:

- Inhibicién del aecimiento normal de raices y tallos en ¢l cultivo de callos
- Partenocarpia

- Germinacion

- Control de {2 sencscencia.

En los cultives in vitro s¢ usa generalmente para las plantas superiores y sc¢ usa para
acerar el crecimiento de érganos ya formados. En la mayor pate de los casos son
substancias no esenciales en el cultivo in vitro, ademés se debe temer en cuerta que es un

compucsto muy sensible al calor y luego dd sutoclaveado se piarde un 90% de su actividad
biolégica (Pierk,1990).

La giberdina actia en cl crecimiento de las plantas enanas las cuales presentan
entrenudos cortos sin perder el nimero natural de estos. esto se¢ debe a la mutacién de un gen
unico que provoca un bloqueo de la via metabdlica de la giberelina, lo cual ocasiona que
estas plantas tengan una concentracién muy baja de esta homnona Pars lograr respuesta en la
clongacion de los entrenudos se¢ debe aplicar gibercling exégena determinando la dosis
adecuada de acuerdo a la planta o tipo de cxplante.

La giberelina actiia de forma independiente al AIA en varios procesos, tales como la
movilizacién de los glicidos de reserva en la semilla, d cspigamicnto y la floracién, pero por
otra partc cuando actilan asociadas su cfecto s aditivo, ademds s¢ a comprobado que ¢l AG3
puede producir slargamiento del talo de chicharo en presencia de concentraciones
inhibitorias d¢ AIA. Sc puede decir que las giberclinas actGan en forma sinémeica con las
suxinas ¢n la induccién del alargamiento celular, sabiendo que la planta sometida al A
produce una enzima que transforma el triptéfano en AIA (Vésquez y Torres, 1995).

253 Citoquininas
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La citoquininas forman un grupo de fitohormonas cuya acdon caracteristica cs la
estimuladén de la divisén celular, estos compuestos son principalmente sntetizados en las
raices de las plantas. desde donde son traslocados hacia los brotes y hojas, su transporte es
acrépeto (Cevallos, 1999).

Son compuestos desivados de ls adenina, algunos de los cuales se han encontrado en
los tejidos de muchas espedies vegetales como fitohormonas (tales como la dnetinma y la
zedting) y otros son moléculas sintéticas (como la bencilaminopurina). Estos son compucstos
de reciente descubrimiento por lo tanto su conocimicnto ¢s menos completo y sus vias
biosintéticas sun no han sdo definidas. (Vésquez y Torres, 1995).

Estos compucstos sc¢ utilizan frecuentemente para estimular o crecimicnto y
desarrollo; siendo las més comunes: kinetina (kink 6 bencilaminopurina (6 BAP): n-2
isopentenifadenina (2ip); éstas estimulan la division cclular, sobre todo si estin acompaiiadas
de las aninas. Skoog (1971), citado por Rodriguez, (1999) cncontré que al cultivar tejido
parenquimético de tallos de tabaco. sova u otras dicotileddneas en un medio con apar, auxinas
y los nutrienters adecuados. se forma una masa de células indiferenciadas llamada
generalmente callo; al agregar a este medio de cultivo una citoquinina s¢ promueve ain més
la division. Lo anterior denmicstra la necesidad de determinar ¢l balance hormonal adecuado
para lograr el objetivo propuesto; respecto a esto Salisbury y Ross (1994) plantean que al
cultivar determinado tejdo i vitro manteniendo una sita relacién de citoquinings-auxinas se
producen células meristeméticas en o callo; estas se dividen y genaran otras que se
diferencian para formar vemss, tallos y hojas; pero si se reduce esta relacién hormonal,
entonces es favorecida la fomacion de raices; seleccionando una relacién adecuada se puede

lograr tanto el crecimiento de los érganos aéreos como de la raiz o de ambos.

2.5.4 Etileno

Se ssbe que tanfo el cultivo de drganos como el de callos pueden producir etileno,
una hommona gascosa (Mcle et a/. 1982. citado por Picrik. 1990). Esta intavienc en ¢l
crecimiento y el desarrollo de las plantas. esta se asemeja a las demas hormonas por o hecho
de que en pequefias cantidades puede causar intensos cambios en las actividades fisiolégicas

de las plantas, esta sc mueve por difusidn de su lugar de simtesis, su repucsta cs variable cnfre
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especics, comunmente s¢ utiliza para la produccion in vitro se utiliza para la produccién de
tuberculos de papa

H modo dc accion del ctilmo consiste en que muchos cfectos dd mismo sc
acompafian de un incremento en la sintesis de enzimas y el tipo de inzima depende del tejido
blanco, cuando ¢l etileno estimula la abscision aparece celulasa y otras enzimas que degradan
la pared celular (Salisbury, Ross. 1994).

Algunos de los cfectos fisiolégicos provocados por las auxinas también pueden scr

producidos por la accién del etileno, ya sea solo o en colaboracién con estas.

Los principales cfectos son:
- ¢l geotropismo
- la dominancia apical
- la abscién
- laregulacién de la cantidad de alfa-amilasa
- laregulacién dd letargo de algunas semillas
- la maduracion de fos frutos.

H ctileno bloquea ¢l movimicnto nomnal de la auxina. y se¢ detecté en prucbas que ¢l
cfecto que cste tiene s¢ da en cxposiciones largas al mismo més no en exposiciones cortas,

que no tienen efecto en ¢ transporte longitudinal de las auxinas.

Por otra partc s¢ a cncontrado que las altas concentraciones de auxina inducen la
formacién de ctileno en los frutos, las semillas. las raices y las hojas de todas las plantas en
general y estos en interaccion  accleran la absccidn esto definiria que ¢l AIA regula la
formacidn del ctileno, d cual se¢ encuentra e grandes cantidades ¢n zonas donde ¢s comiin la
presencia del AIA.

2.5.5 Acido Abscisico
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H 4cddo abscisico (ABA) ¢s un compucsto smple que se sintctiza en plastidios v
cloroplastos esto tiene lugar en las hojas adultas. de donde se trasiada répidamente al épice

foliar por ¢l floemay a las raices y brotes por ¢ xilema.

H modo de acaén del ABA consiste en una respuesta a la deficiencia de agua que
causa un estrés hidico y perdida de twrgenda que activa los genes que controlan la sintesis
del ABA el cual es transportado a las hojas pars cerrar los estomas, también puede actusr en
posible defensa comrta o estrés causado por el fifo y los niveles de salinidad (Salisbury, Ross,
1994).

Esta ¢s um substancia inhibidora del crecimicnto v contramesta la accién de las

auxinas. las giberelinas y las citoquininas y viceversa

De los cfectos dd ABA pueden mumerarce los siguientes:
- Acclera la absicidn v la senescencia de un buen mimero de plantas
- inhibe ¢l arecimiento
- inhibe la germinacidn de las semillas fotosensibles
- Contramresta la sintesis de alfa-amilasa inducida por la giberclina en las capas de alcurona
- inhibe la induccién dc la floracién en algumas plantas

- induce ¢l reposo o letargo de las yemas y en cultivos in vitro (s¢ usa en casos muy
especiales) como por cjemplo paa cstimular la sincronizacién de la anbriogénesis

somética en ciertos cultivos.

2.6 Antecedentes de la utilizacién de substancias bioestimulantes

Las prinapales condicioncs mutricionales y ambientales para el crecimiento ilimitado de
céluas, tejidos y organos han sido cstablecidas en los dltimos 40 afos gracias a las
aportaciones de numerosos investigadores (Vézquez y Totres, 1995).

Siguicndo los pasos determinados para la obtencién de bucnos resultados en los cultivos

de tejidos. estd en segundo fugar, luego de la obtencidn de un buen explante la determinacion

del medio de cultivo apropiado (Hidrobo, 2000), ésto es importante ya que cuando un drgano
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¢s cultivado en medios sintéticos. d patrén de desarrollo puede continuar dec manera
semejante al que tenfa en la planta o cambiar totamente, sin embargo estd en dependencia de
los bioestimulantes presentes en el medio, que podrian favorecer sélo el desarollo de los

primordios foliares o radiculares del embrién (Ochoa, 1990).

Cas siempre, crecdmiento significa aumento de tamafio. A medida que crecen los
organismos multiculares a partir del dgoto, no solo mumentan en volumen. sino también en

peso, numero de células. cantidad de protoplasma y complejidad .

En las plantss, el credmiento se restringe a determinadas zonss que tienen células
reproducidas recicternente por division celular en un meristemo, hay que tener en cuenta que
la divisién cdular en los meristemos no significa aumento de tamaiio, pero si los productos

celulares de 1a divisién incrementan u originan ¢l crecimiento (Salisbury, Ross, 1994).

Esto ¢s importantc para poder emender que las plantas son organismos complejos, ¢n
donde la diferenciacién de drganos estd bien definido por la informacién genética de cada
célua. teniendo en cuenta que en el proceso de divisién celular ocuren diversos procesos
bioquimicos y en ¢l caso de las hormonas a diferentes concentraciones son las responsables

de la induccidn de certos éreanos.

2.6 Utilizacion actual de Bioestimulantes

En la actualidad muchos investigadores han hecho importantes avances en diferentes
campos de la ciencia ayudados del las técnicas de cultivo de tejidos, en la cual intervienen
numerosas dencias que se interrelacionan por la complejidad de los procesos, los
biocstimulantes tienen wn papel importantc va que cn diferentes concentraciones inducen y

regulan e crecdmiento, pudiendo mencionar su utilizacién en:

2.6.1 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis ¢s d resultado de una organizada divisén y diferenciacion celular
con patrones definidos y que dependen biscamente de la actividad y expresidn de ciertos

genes. Tales procesos s¢ desarrollan y relacionan fntimamente con multiples factores que son
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imposibles de definir aisladamente ya que interactian en cada fenomeno morfogenético
(Hidrobo. 2000).

No solo implica los cambios obscrvables en la forma y estructra, sino también cn los
procesos que controlan el desarrollo de los drganos y tejidos. es por todo esto que podemos
definiria como todo el conjunto de fenémenos relativos a la diferenciacéon y desarollo de los

tejidos y érganos vegetales (Hidrobo, 2002).

En la planta adulta hay cstablecidas corrcladoncs hormonales y nutricionales que
posibilitan un funcionamiento arménico del sistema. En determinadas zonss de la planta se
sintetizan y traslocan diferentes hormomas que van a actuar de forma especifica en los tipos
cclulares localizados en todos los puntos del organismo (Montes.1994).

En ¢l culivo dc tcjidos, ¢l control de la morfogénesis s¢ realiza a través de la
incorporacion cxdgena de compucstos hormonales y otros clementos nufricionales. Al ser
colocado un fragmento de tejido en un medio nutritivo, posibilita la liberacién de cdulas al
control a que estdn sometidas en el organismo vive vy se readquiere la capacidad de divisién
celular (desdiferenciacién) (Roca. 1991).

La morfogéneds conduce a dos cventos diferentes: La Organogénesis y la
Embriogénesis somética

2.6.1.1 Organogénesis

La formacién de érganos de novo se puede inducir reproduciblemante a través de la
manipulacion quimica de los medios de cuitivo, como sc¢ cité anteriormente ¢l desarrollo
organizado ocurre comw consecuencia de la inferacddén cuantitativa entre reguladores del
crecimiento, espedalmente awinas y citoquinings y un balance de los componentes del

medio que determinan el curso del desanrollo.

Es un hecho ampliamente demostrado que la formacién de érganos m vitro. & partir
de células v tejidos vegetaes sc rediza de novo  sin an la preexistencia de
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meaistemos iniciales (Thorpe. 1997). La organogénesis comprende ¢l desamrollo de vemas o

de meristemos radicales a partir de los explantes directamente o partir de callos.

Los cxplantes » vitro scpuirdn un proceso morfoldgico por cuslquicra de las rutas
generales; esto es por medio de meristemoides, subsecuentemente primordios. brotes y
findmente la formacién de raices adventicias o bien a través de la embriogénesis somatica.
En cualquicra de los dos procesos, la maturaleza que controla el mecanismo de diferenciacién
siguc siendo, a la fecha. una de las mas importantes incégnitas de la biologia modema
(Villalobos. 1990).

Los brotes son basicamente cstructuras monopolares. los cuales presentan concxioncs
vasculares con la masa del callo o dd tejido. En muchos casos pueden desarrollarse raices
adventidas en el extremo basal de dichos brotes, dando lugar a estructuras aparentemente
bipolares.

La organogénesis ¢s dc forma general, repetitive los brotes apicales generan
adicionalmente brotes o meristemos apicales en las axilas de las hojas. y los dpices radicales
producen raices secundanas a lo largo de las zonas més maduras (Cevallos. 1999).

El cultivo dc callos, d cultive de células en suspencién y o cultivo de dpices y
meristemos ¢n el proceso por organogénesis son factores importantes en los que intervienen
en sus diferentes etapas los bioestimulantes. en ¢l caso de la formacidn de callos lo més
importante ¢s la totipotencia de las células que tienen la capacidad de desarollar brotes.
raices y embriones somdticos dependiendo fundamentalmente del balance auxina-citocinina
en ¢l medio de cultivo, ademds para la formacién del callo es necesario usar cualquier auxina
potente. otro factor importante ¢s ¢l cfecto que ticnen en la pared celuar induciendo la
divisién celular (Baranca.2001).

En ¢l caso de meristemos. fpices o vemas se necesita un balance apropiado entre auxinas
y ctoquininas. cstc balance esta determinado por las concentraciones cnddgenas de ambas
hommonas presentes en o cxplante. las cuales dependen de la especic y el tipo de explante. Se
puede hacer la siguiente divisién. en relacion con el crecimiento (Pierik. 1990):
1. Cultivos que no necesitan ni auxina y ni citoquinina.

2. Cultivos que necesitan solo auxina.
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3. Cultivos que necesitan solo citoquininas.

4. Cultivos que necesitan auxing y citoquinina

Las giberdinas han sido adicionadas sélo en d 17% de los casos. d parccer en la mayoria

de los explantes se sintetiza suficiente cantidad de estas hormonas (Jiménez. 1998).

2.6.1.2 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somdtica es la formacién de un embrién a partir de una célula. sin
necesidad de la fusién de gametos (Barranca. 20001).

Los embrioncs somdticos son cstructuras bipolares con un ¢je radical-apica y no
poscen conexién vascular con ¢l tefido materno, estas estructuras bipolares son capaces de

crecer y formar plantas normales. Este método es comsiderado como d més eficente para la

produccién masiva de plantas 21 vitro.

Sus desventajas radican en el desconocimiento que existe sobre los parémetros que
regulan el proceso siendo aun limitado ¢l mimero de especies en las cuales, se reporta una

cmbriogénesis somdtica cficiente que permite un uso aplicado del método.

En la actuslidad la embriogénesis somética es posible inducirla en mas de 200
especics vegetales procedentes de 86 géneros y de 34 familias sicndo esto bastante commin en
las siguicntes familias: Rammculaccacs, Rutaccas. Solanaccas, Umbdiferss, y Gramincas
(Vasil, 1994).

H desamrollo dc un sistema cxperimental para la repencracién de plantas  via
embriogénesis somdtica incluye los siguientes pasos:
- Induccién de los embriones sométicos
- Desarrollo de los embriones sométicos
- Proliferacién
- Maduracién

- Germinacién y conservacion de plantas
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En consecuenda el embrién somdtico presenta las siguientes caracteristicas:
- Tiene autonomia frente al tejido generador (protegido gencralmente por una epidermis).

- Histolégicamente se¢ plantea que no tiene conexién vascular con el tefido que le dio

origen, por lo que puede ser separada facilmente de ésta.
- Es una estructura bipolar, radical-apical y cotiledonar.

- Presenta bandas procambiales cntre los dpices.

Morfolégicamente un embrién somdtico es muy similar & uno cigético. sobretodo en su
desarrollo desde proembrion, fase globular, corazon, torpedo, y fasc cotiledonar o embrién

maduro, ¢sto para d caso de las especics dicotileddncas (Messa 1999).

Existen dos patrones del desarrollo de los embriones sométicos:

a. Embriogenesis directa

Los cmbriones s¢ forman a aprtir del propio tejido del cxplante. sin pasar por la fase de
callogenesis. Esto ocure a través de cébdas proembriogenicas determinades, donde las

células estdn listas para iniciar el desarrollo embriogenico y necesitan solo ser activadas.

b. Embriogenesis indirecta

En este tipo de embriogénesis, primero se forma un callo a partir del cual se originan después
de los embriones. Las células a partir de las cuales se forma los embriones, reciben el nombre
de células determinadas embriopénicas que producen embriones cuando son inducidas a dlo
mediante la  incorporacion dc  rcguladores dd  aecimiento  (células  inducidas

embriogénicamente deteminadas).

La reaccién del cxplante para la embriogénesis esta determinada por la cdad de cste,
asf como la concentracién de auxina empleada. Una fuerte comelacién ha sido establecida
entre ¢l estado de desamollo del cxplante inicial v 1a concentracion de 2.4-D en ¢l proceso de
dediferenciacion v diferenciacion in vitro.(Carimi. 1994 citado por Hidrobo. 2000).

En la embriogénesis existen factores importantes que deben ser comsiderados para su

desarrollo, estos som tipo de explante, medio de cultivo y condiciones del medio ambiente.
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La mavoria de los sistemas cmbriogénicos requicren una concentracion alta de awxina en

¢l medio pars {a induccién de los embriones (Evans ef al,, 1981).

Actualmente sc postula la hipétesis. que rdaciom que ¢l nivd cndégeno de auxina
provoca la polaridad de la masa embriogénica. la cual es indispensable para la induccién de la
embriogénesis, las axinas afiadidas exdéeenamente pueden cancelar la polaridad, al
difindirse dentro de la masa provocando la inhibicién del proceso embriogénico iniciado por
la suxinas enddégenas. Esta hipétesis postula que ¢l papel de las awdnas es doble. (Nafiez,
2000).

Debe recordarse que las axinas afectan las células diferenciadas. induciendo la

desdiferenciacdén de una partc y ¢n la formacion de primordios de cmbrioncs por otra

Pucde comprenderse esta aparente contradicadn. s se¢ considera que una vez formados
los agregados pro cmbriogénicos, éstos s¢ vuelven insensibles a las auxinas. La sensibilidad a
auxina se reestablece en un estadio posterior, cuando los embriones detienen su  programa
diferenciativo v se revierten hacia un tejido desorganizado en presencia del bioregulador.
(Santos, 1998).

El rol de las citoquininas esta menos claro en la primera fase de induccién de los
embriones somaticos. aunque normalmente s¢ adicionan algunas de ellas a este medio. Ellas
pueden favorecer la produccién de callo embriopénico. También se ha sciialado que pucden
desempefiar un papel en la maduracién y germinacién de los embriones sométicos (Barranca,
2001).

El &cido giberdico (AG3) también s¢ ha incorporado al medio, con ¢l fin dc ayudar a la
maduracén normad y a la germinacion de los embriones som#ticos en Panicum maximun

(Salisbury y Ross, 1994).
El #cido abscisico (ABA) actila como represor de la embriogénesis somética y reductor

de la frecuencia de momaias en o desarrollo, como son la formacién secundana de

cmbrioncs a partir de¢ cmbriones  somdticos y la germinacidn precoz. ademds, sc¢ ha
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obscrvado que ¢l balance entre ¢l AG3, zeatina y ABA controla o desarrollo v la maduracion
del embridén.

El ctileno desempeita un papd importante ¢n la reguladén de 1a embrogénesis somatica
en el cultivo de hojas de C. Canephora.

2.7 Oligopectatos

Los oligopectatos son polisacéridos complejos que pueden fincionar en las plantas
como secfiales moleculares que regulan el crecimiento, la diferenciadén y la adaptacién al
ambicnte (Cotc y Hahn. 1994). Hacc poco tiempo sc¢ descubrié que las oligosacarinas
(definidas estructuralmente como fragmentos de los polisacaridos de la pared celular) son
mensajeros quimicos. con propiedades reguladoras especificas que ademss de interferir en los

distintos mecanismos de defensa de la planta. controlan la morfogénesis in vitro.

Las oligosacarinas sc¢ desprenden de la parcd cclular por la acdén enzimitica y
pueden actuar como reguladores no solo “disparando” los mecanismos de defensa de las
plantas contra patdgenos y d estrés ambicental. sino también regulando la tasa de crecdmiento
y diferenciacién para producr raices, flores y yemas vegetativas (Pierik, 1990), de igual
forma se consderan hommonas endégenas de las plantas ya que regulan la sintesis y accién de

ciertas fitohormonas. (Rodrigucz, 1999).

Investigaciones realizadas por Rodriguez (1999), demostré que las oligosacarinas son
bioldgicamente activas a muy bajas concentraciones y son capaces de controlar diferentes
funciones relacionadas con el creamiento y la diferendacién. la defensa cortra
enfermedades. ¢l control de diversas funciones clicitorias y la adaptacién al ambiente (Cote y
Hahn. 1994).

El efecto de los oligosaciridos sobre la organogénesis ¢s ¢l més semsible de los reportados
hasta el momento segiin lo sefialé Valdés (1997).
Ciertos oligosacaridos fragmentados enziméticamente por la accion de la celulasa a partir

de xiloglucano (XG) i vitro, actuan como reguladores del crecimiento. El primer
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oligosacérido del xiloghucano identificado como oligosacarina fue ¢l XG9, amtagomista del
crecimiento inducido por 2.4-D en segmentos de epicétilo de guisante (Cevallos, 1999).

En Cuba. ¢l gupo de oliposacarinas dd Instituto Naconal de Ciencias Agricolss
(INCA) trabaja en la obtencidn de oligopectatos con actividad en la mofogénesis in vitro, a
partir del la degradacion enzAmatica de la pectina de la conteza de los frutos de los citricos
(Cabrera et al, 1997).

Con basc a cstos compuestos s¢ han hecho en Cuba vanos cstudios sobre los
beneficios que brindan en diferentes tipos de medios para wna variedad de cultivos. entre los
cudes se¢ pucde citar investigaciones realizadas en cftricos al utilizar pectimorf en
concentraciones bajas para cultivar vulos; obtencidn de raices a partr ded cultivo de
cmbriones sométicos de naranjo aerio los cuales se trataron con pectimorf el cual causo un
desarrollo vigoroso, con una marcada tendencia @ formar multiembriones cuando se¢ empleo
combinado con ¢l 6 BAP; cn awscencia de la dtoquinina s¢ estimula ¢l desamollo radical
(Redondo, 1995).

Con ¢ objtivo de conocer la actividad biolégica del oligopectato “Pectimorf” en ia
calidad del polen dc papa, sc¢ cmplearon cinco medios de perminacién con difercntes
concentraciones de este producto (10 mg.L' de Pectimorf). Se colectaron flores de papa
(solanum tuberosum, L.y la variedad Desirée en horas tempranas de ia maftana en el momento

de |3 antesis.

No se observé diferencias significativas entre los dos aflos de estudio para el
porcentaje de germinacion y la longitud del tubo polinico. S¢ pudo constatar que la adicion al
medio dc cstos biomrcguladores como complemento, cstimulé la germinacién del polen. asi
como ¢l crecimiento de los tubos polinicos: y como sustitutos de las sales tambidn estimulé la
germinacién y el crecimiento de los tbos polinicos, con mayor favorecimiento en aquellos

desarrollados en ¢l medio con Pectimorf (Gonzilez et al., 2001).
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2.7.1 Pectimor{

H Pectimorf ¢s un bioregulador cubano, cuyo prindpio activo es una mezcla
de oligosacaridos d¢ origen péctico. Este compuesto ¢s capaz de indudr y desamollar
¢l cnraizamicnto, estimdar d crecimicnto de los callos. incrementar de forma notable
¢l desamrollo y vigor de las vitroplantulas en diferentes cultivos. El emplco de este
nuevo producto Cubsno en el cultivo in vitro permitird validar su acdén como
regulador del credmiemnto, y posibilitard hacer més eficiente este proceso (More y
Gonzélez, 2001).

Los aspectos que més resaltan del PECTIMORF son:

¢ Estimila d crecimiento v diferenciacion cclular de  difarentes especies
vegetdes (cafia de azicar, café, citricos, papa, tomate. gjo, tabaco. platanos y

bananos. airoz).

o H efecto biolégico del PECTIMORF en los medios de cultivo de cdulas
vegetades in vitro puede ser del tipo auxinico o citoquininico en dependencia

del balance hormonal en ¢l medio.

o Los resultados obtenidos hasta la actualidad cvidencian que las cdulas
vegetales cultivadas i vero en presencia de este producto no cambian su
informacién genética Es conocido que algunas fitohormongs inducen

variacion genética en algunos cultivos.

o Puede sudtitnir paraal o totalmente las hormonas tradicionales en los
esquemas de micropropagacion de diferentes cultivos. En todos los casos
ensayados s¢ obscrvé una cstimulacién del vigor de los brotes vegetativos
obtenidos en presencia de estos oligosaciridos y un estimulo marcado del
ennizamiento. En algunos cultivos se comprobé que este factor incrementa el
porcentaje de supervivencias de las vitroplantas al pasar del medio estéril a la
fase de adaptacidn cn vivero.
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¢ Varicdades recdcitrates a cultive » vitro manificstan un comportamicnto
satisfactorio en presencia de PECTIMORF, ¢jm La vanedad Ja 60-5 de cafia

de azicar.

o Estimula la desagregacion celular durante la obtencién de suspensiones

celulares aumentando ia eficencia del proceso.
¢ Las aspersiones foliares estimulan el crecimiento de las plantas.

o La induccién de respuestas defensivas en las plantas a aplicar foliarmente
estc producto cvidencia que la planta perabe estas biomoleculas en la
superficie foliar v que la sefial mediada por éstos es traslocada a través del
vegetal.

¢ Las concentraciones dptimas dd PECTIMORF e¢n los medios de cultivo para
obtener una respuesta bioldgica satisfactoria oscilan entre los 5 y 20 mg/.
rango similar utilizado para las hormonas tradicionales al cxpresarla en
unidades de concentraciones molares. Este bioestimulante presenta vertajas
dc solubilidad en ¢l medio acuoso utilizado para preparar los medios y su
estabilidad ¢n las condiciones utilizadas para csterilizar los medios.(Cabrera.
2000)

2.8 Brasinoesteroides

En la década dec los 60 fuc descubierto un grupo de sustancias esteroiddes
reculadoras del crecimiento vegetal en granos de polen de varias especies, cuyo componente
activo s¢ lo denominé brasinélido (Rodrigucz, 1999).

Poco ticmpo después s¢ han descubierto de forma natural y por sintesis quimica
numeroso anélogos de estas sustancias llamados brasinoesteroides (Rodriguez, 1999)..

Los brasinoesteroides son un grupo de polihidroxiesteroides que existen naturalmente
v que son derivados del 5 alfa colestano; en la actuslidad quimicamente sc¢ han identificado
aproximadamente 30 brasinoesteroides de fuentes vegetales (Messa.1999)
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Estudios recicntes sobre la distribucion de ¢stos compucstos sugicren que los mismos
al igual que las giberelinas y las auxinas estdn smpliamente distribuidos en el reino vegetal.
tanto en plantas superiores como inferiores (NUfiez, 1996).

Est¢ nuevo grupo de reguladores tiene diversos efectos sobre el  crecimiento de
algunas plantss y se plantea que actian de forma parcial al incrementar la sensibilidad de los
tejidos a las muxinas. ademés pueden ser capaces de estimular el alargamiento celular por su
accion sinérgica con las muinas. pero ain queda por demostrarse la importancia de las
brasinas ¢n fisiologia vegetal, asi como su mecanismo de accién (Salisbury y Ross, 1994), va
que este tipo de compuesto puede actuar como miinas en un momento, y como giberelinas o

citoquininas ¢n otro (Nifkez. 1996).

Los efectos positivos de los brasinocsteroides sobre la elongacién celular de los
tefidos s¢ han detectado en muchas cspecics vegetales. pero cn pocas se¢ han estudiado con
profundidad (Rodriguez. 1999).

Al probar la activided Biolégica del bragnélido en comparadén con las auxinas en
diversos bioenssyos rdizados por Yopp et a. (1981), el brasionoesteroide manifesté
respucstas similares a las mostradas por las amxinas como ¢l incremento de la masa fresca del
tejido y el alaryamiento celular; Sn embargo no ejercié efecto alguno sobre la inhibicién del
crecimiento de la vema latersl en plantas decapitadas. ni sobre la formacién de rafces en las
plantas probadas: la aplicacién simultdnca de muinas y brasinoestcroides ¢n determinados
experimentos efectuados demostré el fuerte efecto sinérgico que existe entre ambos

compuestos.

La aplicacdén simultanca del brasinocsteroide (BR)y AIA cn los biocnsayos del
hipocétilo del frijol v de la dongacién de scgmentos de epicétilo de fiijol v la clongacién y
ganancia en masa fresca del guisante enano demostraron el fuerte efecto sinérgico que existe

entre ambos compucstos (Rodriguez. 1999).

Segiin Mandava (1988) la estimulacion de la elongacién provocada por los

brasinocsteroides ocurre en presencia de la hz paro no en la oscuridad; en este scntido han
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demostrado que la accion ded brazinoesteroide pucde estar reiacionada con la regulacién del

crecimiento mediada por fotocromos.

En Cuba no solo s¢ ¢stan produciendo sustancias de este tipo sino también ofras que
estén dando buen resultado en la fisiologia de la planta in vitro v que estén ligadas

directamente con la mejora de la economia nacional.

2.8.1 Biobras-16

Productos de la serie BIOBRAS. son formulaciones cuyos principios activos son
mucvos analogos de Brasinocsteroides sintetizados en Cuba. Dentro de esta seric ¢f BB-6 y ¢l
BB-16 ha mostrado uns importante actividad biolégica como promotores del crecimiento
vegetal aumentando los rendimientos y la calidad de las cosechas en varios cultivos de interés
cconomico, lo cual conflevado a la cextension naciond de la aplicacion del

producto (Jomarromn. .....

En la linea d¢ cultivo in vitro v ¢n los trabsjos de las biofrdbicas, ademds de los
productos anteriomente mencionados se incluyen entre otros CR44, MHS, MRCL con
resultados positivos fundalmente ¢n la fase dc adaptacion de las plantulas. en el porcentaje de
genminadén y vigor dc las plantulas de papaya vy citricos; asi como en la cvaluacién
citogenética ¢ isoenzimitica donde demostré que los mismos no producen variabilidad
genttica.

Estas investigaciones se llevan a cabo por un grupo multi ¢ interdisciplinario con la
paticipacion de¢ mas 10 Instituciones de prestigioso aval investigativo en las esferas
agrobioldeica v toxicolégica del pais. logrando abarcar lss vertientes fundamentales
siguientes:  Sintesis quimica validacién agrobiolégica (m vitro, en macetss, pequefias
parcclas cxperimentales y extension agricola a nivel naciomal). cstudios toxicoldgicos,

registro, produccién. promocién y comercializacion del producto.

Desde ¢f punto de vista cientifico. la sintesis de Brasinocsteroides y de nuevos
andlogos de los mismo coloca al pafs Cubano en un hugar cimero en América Latina va que
esta temdtica ¢s abordada solo por paises desarrollados entre los que se encuentran Canada,

Japén, Estados Unidos v Alemania. La comercidizacion de estos productos en el extranjero
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comstituve uma fuente de divisas para ¢l laboratorio y podria convertirse en wna fuente de

ingreso de divisas para el pais (Coll, et al., 199..)

9 Rizobacterias

Por més de 100 affos la simbioss Rhizobium-leguminosas ha sido considerada como la
mas cficiente forma de transtormacién dd N, amosférico en nutrienge aprovechable para las
plantas: sin embargo. durante las dos ultimas décadss el estudio de Ia fijacién biolégica del
Nitrégeno por bacterias asociativas o de vida libre cobra cada vez mayor stencién por parte
de los investigadores ¢n su affin de encontrar alternativas a la creciente demanda de
fertilizantes minerales que como ¢s bien conocido atentan contra 1a vida tanto de los seres
humanos como de las propias piantas y animales, provocsndo ademss un desequilibrio
ecoldgico que amenaza con ser ifreversible.

Unido a ¢sto los microorganismos rizostéricos juegan un importante papel en la
agricultura. ya que poscen la capacidad de descomponer y recidar clementos que son
inuilizables en su estado natural ¢ incluso establecer entre sf relaciones que pueden condudr

a la proteccidn contra patdgenos.

Por esto actualmente se dedica particular atencién al estudio y esclarecimiento de las
interacciones plantas-microorganismos rizosféncos, trabajo que ha sido desarrollado de
forma gradual y ascendente comprobéndose que cstos microorganismos son capaces de

intluir positivamente sobre la germinacién de la semilla y el desarrollo posterior de las raices

Entre Jos microorganismos de vida libre que se emplean para la biofertilizadén se
encucntra ¢l género Azospirillum, ¢l cual ha sido objeto de estudio desde 1a década del 70 por
su capaaidad de fijar nitrégeno atmosférico y estimular el crecimiento vegetal, permitiendo
de esta forma el desarrollo mas saludable y econémico de las plantas. Es por ello que cobra
auge ¢l aislamiento v caracterizacién de cepas de este género, empleando metodologias cada

vez més eficaces que sustituyan el trabajo engorroso de los métodos tradicionales.
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En ¢ presente trabajo un total de cuarenta cepas bacterianas s¢ aislaron. empleando cl
modelo Microcosmos. a partir de dos tipos d¢ suelos de la localidad de San Nicolds de Bari.
doce de estas identificadas como pertenecientes d género Azospirilliom, por combinacién de
méodos tradiciondes v serolégicos de aglutinacién cn portaobjetos ¢ inmmmodifusién dobic.
Se realizb la caractenizacién de las mismas en cuanto a reduccién de acetileno y produccién
de 4cido indolacético (AIA). Las doce cepas mostraron actividad reductora del acetileno; sin
embargo. solo presentaron una capacidad para reducir el acetileno de forma consistente e

importantc 5 dc ¢stas cepas (41.66%), igualmente s¢c comprobé que producen AIA.

Para la identificadén se¢ pudo comprobar que los métodos serolégicos corroboraron los
resultados obtenidos por los métodos tradiciondes. Doce de las cepas respondicron a la
aghitinacién en portaobjcto de¢ forma positiva. aunque cxisticron diferendas cntre dlas en
custo a la intenddad de la reaccién se logra una alta discriminacién para este género
bactcriano con respecto a otros que habitan tambidn la nizosfera de cultivos de interés

cconémico. como ¢s ¢l caso dd control negativo empleado P, cepacia 0057.

210  Perspectivas de la utilizacién de las substancias
bioestimulantes en el Ecuador para Ia produccion de
vitroplantas

La paspectiva que s¢ presenta para la utilizacion de compuestos bioestimulantes en cl
Ecuador, siguiendo ¢l ejemplo emprendedor de Cubs. son mury slentadoras ya que con
constantc investigacion para satisfacer las necesidades cubanas s¢ ha podido consolidar varias
técnicas que han mejorado la industria cn biotecnologia cn base a las demandas agricolas.

Siendo ¢l Ecuador un pais netamentc agricola que tiene como ventaja una diversidad
de climas podris invertir en investigadones que favorezcan a dicho sector, teniendo como
incentivo el constante desamrollo en la tecnologia y la constante demanda de productos
agricolas ¢n sbundancia y con mecjor calidad. capacitando asi profesionales que puedan

trabajar y desarrollar la biotecnologia ya implantada en varios cultivos intensivos.
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2.11 Alganos resultados en caltivos de interés comercial

En los divarsos experimentos que sc han realizado en cultivos de inkerés comercial, se

puede citar los siguientes.

Scgun los resultados obtenidos por Rodrigucz (1999). en las diferentes ctapas del
cultivo de tejidos del plétano (Musa sp), andizé la etapa de multiplicacién el cual tiene como
objetivo fundamental elevar ¢l numero de individuos.

Obtcnicndo asi frente a un testigo que contenia saes solo del medio MS. mayores
valores en cudnto al mimero de brotes v a esto debe sumarse un bajo valor dd nmero de
raices formadas. Teniendo en cuenta que el testipo falla en la obtencién alta de individuos
ademfs dec que s¢ produce un cstimulo cn la formacidn de rafces, lo que no resulta

beneficioso.

Los tratamicntos que dicron resultado presentaban Tl (0.65mg. L' AIA + 4mg. L'
BAP) (testigo) y T4 (0,65mg. L' AIA + 2mp L' 6 BAP + 00lmg. L' BB-).
recomendando asi el empleo de la menor concentracién de BB-6 con reducdon a la mitad del

6 BAP. manteniendo constante el AIA.

Sc obtuvo que la utilizacion dc cstos compucstos bioactivos som una alternativa mas
economica. con un shoiro de $5925 para la propagacion i vitro de un millén de plantulas de

pléano. ya que también mantienc un clevado porcentaje de sobrevivencia (Tabla 4).

Tabla 4  Comparacién de costos ertre las sugancias bicactives y los reguladores del

reamiento tradicional

Necesidades (gf Costo(USD])
Trat. | AIA | 6BAP | BB6 |Pectim | AlA | 6BAP | BB6 |Pectim| Total | Ahomo
T-1 | 1825 | 1000 . = 378 | 11800 = . 12179
T4 | 1825 | 500 2.5 c 379 | 5800 15 - 8254 5925
15 | 1825 | 500 | 125 - 379 | 5900 | 3715 = 8854 5525
[ T-7 | 81,2 | 1000 - 2500 | 189.5 | 11800 - 12,75 | 1200175 | 17726

| T8 - | 10m - 2500 - 11800 - 12,75 | 1184217 | 366,25




Otros resultados son los obtenidos en el nimero de brotes y ¢ mimero de rafces por
cxplante diferenciando segtn los resultados alcanzados cn cste trabajo, la utilizacién de
0.65mg. L' AIA, 2mg. L 6 BAP, y 00img. L' BB-6 (T4) que pudiera ser aplicado en wno
de los subcultivos finales con el objetivo de elevar el nimero de individuos en el ditimo
periodo. donde estos tienden a dismimuir, y llevar a la fase de enrizamiento plantulas de ata
calidad para asi malizar ¢l comportamicnto dec las mismas cn diferentes combinacioncs de

BB-6 durante la ultima de las fases Hevadas a cabo i vitro.

Ademés se¢ pudicra considerar futuras investigaciones donde se amalicen los cfectos
que causan cstos biorreguladores de forma comtinua e¢n un mimero mavor de subcultivos

durante la fase de multiplicacion.

Los tatamicntos cn los cuales s¢ cmpleé Pectimof (T7 y T8) muestran valores
elevados en cuanto al porcentaje de sobrevivencia v altwa de las plantulas para ambos
subcultivos: sin embargo, no produjeron efectos positivos sobre la produccién de brotes en
ninguno de los casos va que mas bien se observé crecimiento en la longitud dado por el
alargamicnto celular y no en ¢l nimero de individuos por lo que bajo condiciones similarcs

de trabajo no se recomienda su uso para la produccién de vitroplantas de plétano.

Segtin un informe de cstudios realizados por diferentes umiversidades cn la utilizacién
del Pectimorf en diferentes cultivos de interés comercial, en el Café (Coffea arabica) se logré

en 1a induccidn de callogénesis in vitro los siguientes resuitados:

Para este estudio sc disefiaron cxpaimentos. para cvaluar ¢l cfecto combinado del
oligalacturénico con auxinas (2,4-D) y citoquininas (Kinctina cn ¢l testigo) tradicionalmente
utilizadas para provocar dicho efecto. Se wso ¢l medio de cultivo MS suplementado con:

tiamina. inositol. cistcina. y sacarosa con un pH de 5,7.

Los resultados morfolégicos y bioquimicos de los callos obtenidos en los
tratamicntos. fucron superiores al testigo (MCR,) 1.88. (MCR;) 3.76, y (MCR;) 7.52 YM. con

oligogalacturénidos en ¢ contenido de proteinas totales, asi como el crecimiento de la masa
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Los resultados presentados justificaron de forma constante, la sustitucién de las
citoquininas por los oligogalacturénidos en el proceso de la embriogénesis o vitro del café
(Coffea arabica).
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CONCLUSIONES

L

La presencia del BIOBRAS-16 y e PECTIMOREF en los diferentes medios de
cultivo han wtilizado en vanios ensavos demostrado tener efectos favorables en la
sustitudén de los reguladores del accimiento tradiconal.

En diferentes procesos de micropropagacion de plantas con las sustancias
bioactivas utilizadas existe la posibilidad de 1a sustitucion, sexin experimentos
realizados. de reguladores del crecimiento tradicional

Es posible en algumnos casos potendar alas sustancias bioactivas cn diferentes
concentracioncs.

En la mavoria de trabajos revisados al respecto se encontré una mejora en ls
calidad de caractensticas de las vitroplantas.

Es posible su implementacién en o Ecuador sobre todo por los ahoiros que csto

implica
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IV. RECOMENDACIONES

Se recomienda

- Conla fimalidad de ampliar el mercado para lograr precios convenientes deberian

considerarse los compuestos orgdnicos como sudtitutos de los reguladores del crecimiento

tradicionaes.

- Sc¢ deberia mejorar la agroindustria ccuatoriana. con la implementacion de la
biotecnologia y ¢l uso de estas sustancias bioactivas para la claboracion de medios de

cultivo en la micropropagacion masiva de plantas.

- Realizar experimentos dingidos a la obtencidn dec metodologias que sc adapten ala

necesidad de 1a agricultura ecuatoriana.

- Continuat estudios relacionados a esta tematica.
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