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LA OBTENCION DE PLANTAS
COMPLETAS

COMPLETE PLANTS in vitro PROPAGATION OF
Geranium Chiloense WILLD. EX KUNT

Thaly Benavides

Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador
Adriana Coérdova

Universidad Politécnica Salesiana, Ecuador
Ivonne Vaca ivaca@ups.edu.ec
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Resumen: Geranium chilloense Willd. ex Kunth es conocida con el nombre de Geranio
de los Chillos, es una planta ornamental silvestre, nativa de Los Andes se encuentra
distribuida en las quebradas del Distrito Metropolitano de Quito y forma parte de
la historia de la flora nativa de Quito ya que ha sido descrita desde la expedicion
de Alexander Humboldt y Aimé Bonpland en 1802. El presente estudio presenta
un protocolo de propagacién in vitro de Geranium chilloense Willd. ex Kunth, para
la obtencién de plantas completas. Para la germinacién in vitro, se evaluaron dos
escarificaciones, tres protocolos de desinfeccidn y tres concentraciones de sales MS.
La escarificacién recomendada consiste en tres dias de hidratacidn, seguida de una
inmersién de dos horas en una dilucién de 4cido acético (10%), ya que permitié obtener
un porcentaje de germinacion del 31%. Para la desinfeccidn se seleccioné el protocolo
P3 con etanol al 70% (1 min), hipoclorito de sodio al 20% v/v (1,2 p.a) mas tween (20
min), al obtener baja contaminacién fingica (3%). Mientras que, para la introduccién
al medio de cultivo, se recomiendan las sales MS reducidas al 25% de su concentra- cién,
ya que resultd en mayor porcentaje de germinacién (41%). Para la multiplicacién se
evaluaron concentraciones e interacciones de reguladores de crecimiento, se recomienda
el uso del tratamiento T2 (AIA 0,5 ppm), ya que logré el mayor ntimero de brotes por
explante (3,88). Parala fase de adaptacién al sustrato, la turba estéril presenté los mayores
porcentajes para la variable prendimiento (81%).

Palabras clave: cultivo de tejidos, Geranium chilloense , propagacién, reguladores de
crecimiento, sales MS, sustratos.

Abstract: Geranium chilloense Willd. ex Kunth is known as “Geranio de los chillos”,
is an ornamental plant native of Los Andes, that is found in Metropolitan District
of Quitos’ ravines; and, it is part of the history of Quito’s native flora because it was
described from the expedition of Alexander Humboldt and Aime Bonpland in 1802.
This paper presents a protocol for in vitro propagation of Geranium chilloense Willd.
ex Kunth, to obtain complete plants. For germination in vitro, two scarification, three
protocols of disinfection and three concentrations of salts MS were evaluated. For
scarification is recommended three days of hydration, followed by soaking two hours at
adilution of acetic acid (10%) as yielded a germination rate of 31%. For disinfecting, P3
with ethanol 70% (1 min), sodium hypochlorite 20% v / v (1.2 pa) more tween (20 min),
was selected to obtain low fungal contamination (3%). While, for introduction into the
culture medium, low salt concentrations in MS medium (25%) are recommended, as
it resulted in higher germination percentage (41%). For multiplication were evaluated
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concentrations and interactions of growth regulators, using T2 (AIA 0.5 ppm) was
achieved the highest number of shoots per explant (3.88). Finally, for the acclimatization
of plants, peat had the highest percentages for rooting (81%).

Keywords: tissue culture, Geranium chilloense , propagation, growth regulators, MS
salts, substrates.
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1 Introduccién

Geranium chilloense esté distribuida a lo largo de Los Andes, entre los
2000 y 4000 m.s.n.m., en Colombia, Ecuador y Perti (Jaramillo, 2013).
Es una planta nativa, parte histérica de la flora patrimonial de Quito,
ya que fue descubierta en la expedicion de Alexander von Humboldt y
Aimé Bonpland en el ano 1802, cuando residieron en los cantones Quito
y Ruminahui (Ruales y Guevara, 2010).

Esta especie ha sido vagamente documentada, segiin Aedo, (2012), es
una hierba perenne, que alcanzalos 26 a 100 cm de altura. Su rizoma tiene
forma de nabo, sin raices fusiformes. El tallo es ascendente, frondoso, sin
enraizamiento en los nudos, las hojas basales estds dispuestas en roseta,
la lémina presenta de 3 a 5 lébulos con peciolos de 31 c¢m de largo, con
estipulas. La inflorescencia es una cima monocasio, con sépalos suaves
lanceolados y, péta- los erectos, enteros o ligeramente entallado con leves
hendiduras, glabros o ciliados en el margen basal, de color purpura,
raramente blancas. El fruto es liso, con semillas que miden de 2 22,9 mm
de largo, 1 a 1,9 mm de ancho, de color marrén a café.

Acutalmente G. chilloense ha tomado gran interés como parte de los
programas de restauracion en las quebradas de la ciudad, mientras que en
los espacios ptblicos y parques es integrada como componente del nuevo
paisajismo de Quito (Jaramillo, 2013). La investigacién de esta especie
representa el fortalecimiento del proceso de apropiacion y valoracion del
patrimonio natural de Quito.

Para la reforestacion y ornamentacion del Distrito Metropolitano de
Quito, el Municipio cuenta con viveros donde propagan especies nativas
y exdticas por métodos convencionales, tales como siembra de semillas y
cultivo de estacas, alrededor de 300000 plantas por afio, cantidad que no
abastece lademanda (El Comercio, 2009). Por ello se ha visto la necesidad
de implementar otras metodologias de produccién de pléntulas, mediante
el desarrollo de un protocolo 7z vitro de propagacion Geranium chilloense
a partir de semillas colectadas.
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2 Materiales y métodos

2.1 Area de Estudio

El proceso de investigacién se desarroll6 en las instalaciones del
Jardin Botdnico de Quito (2820m.s.n.m.), ubicado en el Distrito
Metropolitano de Quito, coordenadas N 07 48’ 50”; E 78" 30°51”.
Las condiciones experimentales especificadas del cuarto de incubacién

fueron: Temperatura 15-24°C y Humedad relativa 60%.
2.2 Material vegetal

Las semillas fueron recolectadas en el Jardin Botdnico de Quito y en el
Parque metropolitano Metro Sur ubicado en el sector de El Troje, entre
la Av. Simén Bolivar y cantén Rumifahui.

2.3 Metodologia
2.3.1 Escarificacion de Geranium chilloense

Se evaluaron dos tipos de escarificacién. En la primera (E1), se dejaron las
semillas de G. chilloense en 50 ml de agua destilada estéril durante tres dias
a temperatura ambiente, luego se sumergieron las semillas en una dilucién
al 10% de 4cido acético por dos horas.

La segunda escarificacién (E2) se hicieron variaciones en el tiempo de
hidratacidn, hasta cinco diasy luego una inmersién en una dilucién al 10%
de 4cido acético por cuatro horas.

2.3.2 Desinfeccion e introduccion al medio de cultivo

Para la desinfeccidn de las semillas de G. chilloense se evaluaron tres
protocolos de desinfeccion, descritos en la Tabla 1.

Posterior a la desinfeccion se introdujeron las semillas en un medio de
cultivo. En esta fase, se evalud la concentracién de sales MS (Murashige &
Skoog), T1 completo (MS), T2 ala mitad (MS 1/2) y T3 un cuarto de su
concentraciéon (MS 1/4), suplementado con 30 g/L de sacarosa, 4,8 g/L de
agary 150 ml de agua de coco, en ausencia de reguladores de crecimiento.

2.3.3 Multiplicacion en explantes de Geranium chilloense

Se introdujo un explante por frasco con medio de cultivo MS 1/4. Se
evalué la interaccién entre BAP (Bencil amino purina) y AIA (Acido
indol acético) en seis tratamientos, T1: sin reguladores de crecimiento;
T2: 0 ppm de BAP + 0,5 ppm de AIA; T3: 0 ppm de BAP + 1 ppm de
AIA; T4: 1 ppm de BAP + 0 ppm de AIA; T5: 1 ppm de BAP + 0,5 ppm
de AIA; T6: 1 ppm de BAP + 1 ppm de AIA.
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2.3.4 Adaptacion al sustrato en Geranium chilloense

Para esta etapa, se utilizaron bandejas de germinacién de 48 alveolos.
Se sembraron los explantes provenientes de la fase de multiplicacién. Se
valoraron los sustratos fibra de coco (S1) y turba (S2), ambos estériles.

2.3.5 Diserio estadistico

Los experimentos fueron conducidos con un disefio de bloques
completamente al azar; para el andlisis estadistico de los datos se realizd
andlisis de varianza de una via (ADEVA); para las comparaciones de
los porcentajes y medias, se aplicé el test de Duncan. Los datos fueron
procesados con el paquete estadistico InfoStat/L.

3 Resultados y discusion

Los resultados obtenidos sobre el desarrollo de un protocolo in vitro para
Geranium chilloense, presentados a continuacidn, representan el primer

reporte sobre la especie (Benavides, y Cérdova, 2015).
3.1 Escarificacion

Se observd que el tratamiento E1 (hidratacidn tres dias + inmersién
en 4cido acético al 10% dos horas), presentd mayor porcentaje de
germinaciéon (31%) y supervivencia (29%) y, baja fenolizacién del
explante (22%) (Tabla 2).

Santamarfa, (2012), expone que para la semilla es necesario realizar
un proceso de escarificacion, puesto que la testa puede tener un alto
contenido lipidico, ser muy gruesa o dura lo cual impide la absorcién de
nutrientes del medio de cultivo 77 vitro evitando su germinacién; ademis,
recomienda el tratamiento pre-germinativo de inmersién durante dos
dias en agua destilada, en embriones maduros de Cedrela montana.
Lozano, (2011), citado por Black y Derek Bewley, (2006), sugiere realizar
una ruptura del tegumento en la semilla e inmersién en agua durante 5
dias en Caesalpinia spinosa. Pece, Sobrero, Acostay Rossi, (2014), indican
que la inmersién en agua por seis horas, permitié el 82% de germinacién
en la semilla de Geoffroea decorticans en menor nimero de dias (4,6).
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Comparacién de variables contaminacién, fenolizacion y sobrevivencia
con respecto a los protocolos de desinfeccién en Geranium chilloense.

ul
o

5

» 2

[ m Germinacion 1,5

I . . —  mRaices 1

0,5

10 ,.7. —] = Sobrevivencia 0
R
T1 T2 T3

Tratamientos

o

= Numero de

hojas
‘ M Longitud

L

T1 T2 T3
Tratamientos

% Porcentajes
NoOW D
(SIS

Promedios

Figura 2
Izquierda: Comparacién de porcentajes de germinacion, raices y sobrevivencia.

Derecha: Comparacién de promedios de numero de hojas y longitud, con respecto
ala concentracién de sales MS en G. chilloense. T1: MS, T2: MS 1/2y T3: MS 1/4.

3.2 Desinfeccion e introduccion al medio de cultivo
3.2.1 Protocolos de desinfeccion

En la desinfeccién se observd que el protocolo P1 alcanzé un 6ptimo
resultado en contaminacién bacteriana (0%) y mayor porcentaje de
sobrevivencia (31%); P2 no obtuvo contaminacién fungica (0%) y
presentd una baja fenolizacion del medio (10%); mientras que, P3 mostré
un bajo porcentaje de contaminacién fiingica (3%) y bacteriana (3%), baja
fenolizacion del medio (12%) y del explante (25%), y un porcentaje de
sobreviviencia del 28% (Figura 1). Se selecciond al protocolo P3 como
optimo, para la desinfeccién de Geranium chilloense, debido a que el
bajo porcentaje de fenolizacién y contaminacién fingica, favorece la
germinacién y desarrollo de los explantes.

El protocolo escogido (P3), concuerda con lo encontrado por Ayala,
(2012), que presenté bajos indices de contaminacion y altos porcentajes
de sobre- vivencia en la desinfecciéon de hojas de Gerbera jamesonii
utilizando hipoclorito de sodio (1%) por 20 minutos. Coba (2009),
obtuvo los mejores resultados de desinfeccién en meristemos de Fragaria
chiloensis, con una inmersién en alcohol al 70% (1 min) ¢ hipoclorito de
sodio al 20% (20 min). Norofia, (2010), recomienda el uso de hiploclorito
de sodio (1%) durante 15 minutos, para la desinfeccidon en Myrciaria
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dubia, ya que obtuvo el mayor porcentaje de sobrevivencia y éptimos
resultados en la descontaminacion bacteriana.

3.2.2 Introduccién al medio de cultivo

Paralaintroduccién al medio de cultivo se determiné que tratamiento T3
(MS 1/4) presenté mayores porcentajes de germinacion (41%), presencia
de raices (39%) y sobrevivencia (40%), de igual mane- ra altos promedios
en nimero de hojas (1,44) y longitud (2,32 cm); mientras que, T1
presenté menores porcentajes y promedios de las variables evaluadas
durante la introduccién (Figura 2).

Freire, Carnevale, Alzugaray y Bueno, (2014), reportan una
regeneracion de brotes de Schinus fasci- culata, del 100% en MS 1/2'y
MS 1/4, ademés indican se obtuvo una mayor altura del brote (3,35 cm)
con MS 1/4. Sansberroy Mroginski, (1995), revelaron éptimos resultados
en la regeneracion de Aloysia polystachia, reduciendo la concentracién de
sales MS al 25% en ausencia de reguladores de crecimiento; aludiendo que
concentraciones mayores de sales (100% y 50%), provocaron altos grados
de fenolizacién y necrosamiento del material vegetal.

Pedroza y Caballero, (2009), estudiaron distintas concentraciones de
sales MS (100%, 50% y 25%) en propagulos de Marchantia polymorpha,
obteniendo una rapida adaptabilidad al medio, buen desarrollo, ripido
crecimiento, buen vigor y alto porcentaje desobrevivencia al usar
una cuarta parte de la concentracién sales MS; indicando que, bajas
concentraciones de sales minerales provocan un mayor potencial hidrico
que favorece el buen desarrollo vegetativo.

Uribe, Delaveau, Garcés y Escobar, (2008), indicaron que el medio MS
presenta un contenido alto de nitrégeno (60 meq/L), que puede afectar
la sobrevivencia y viabilidad de los explantes; ademis, los medios ricos
en nitrégeno pueden favorecer la necrosis de los tejidos. De esta manera
al diluir los medios de cultivo se favorece al desarrollo y vigor de los
explantes, obteniendo plintulas més saludables con hojas mas verdes y
expandidas.

3.3 Multiplicacion

Durante la fase de multiplicacidn, el tratamiento T2 (AIA 0,5 ppm),
presenté mayor promedio de nimero de brotes (3,88), numero de
hojas (3,88) y longitud (4,98 cm), al igual que un alto porcentaje de
sobrevivencia (88%), de entre los seis tratamientos utilizados para la

propagacion de Geranium chilloense (Tabla 3).
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Pedroza, (2009), afirma que las auxinas o cualquier otro tipo de
regulador de crecimiento, son fisioldgicamente funcionales cuando se
encuentran en pequenas cantidades, y que una alta concentracién de estas
sustancias ejerce un efecto negativo sobre las plantas; lo que concuerda
con los resultados obtenidos.

Los resultados concuerdan con Lozada, (2010), quien en la
multiplicacién iz vitro de Solanum batacea evalué tres reguladores de
crecimiento (AIA, BAP y BRA), de manera individual y su interacciéon en
conjunto; encontrd que AIA (0,5 ppm) present6 una alta generacion de
brotes (12,49) y el mayor promedio de altura (52,17 mm); sin embargo,
recalcaquelainteraccién entre BAP:AIA proporciond mejores resultados
en namero de brotes (17,57). Pacheco y Pedroza, (2014), indican que
la adicién de AIA (0,5 ppm) y Kinetina (1,5 ppm) favorecié a la
regeneracion de brotes en Pasiflora popenovii.

3.4 Adaptacion al sustrato

El sustrato ptimo para la adaptacién de sustrato en Geranium chilloense,
fuela turba (S2), al presentar mayores porcentajes de prendimiento (81%)
y sobrevivencia (81%), al igual que mejores promedios en nimero de hojas
(4,76) y longitud (5,85 cm), en relacién a la fibra de coco (S1) (Tabla 4).

Gonzilez, (2013), evalu6 dos mezclas de sustratos (arena: turba
y perlita: vermiculita), para la pre-aclimatacién y aclimatacién en
el invernadero en plintulas de Rosa canina, obteniendo mayor tasa
de sobrevivencia con la combinacién turba: arena, en el proceso de
pre-aclimatacién con el 51% y alcanzé el 95% de sobrevivencia en
aclimatacion.

Ginderdeuren, (2009), estudié las vairables nimero de hojas, niimerro
de raices, altura y sobrevivencia en plintulas de Chlorea virescens,
mediante la evaluacién de tres mezclas de sustratos: turba + perlita
(1:1), turba+ arena (1:1) y Sphagnum, para la fase de aclimatacion;
evidenciando que, el sustrato adecuado fue turba + perlita, ya que
presentd los mejores resultados en las variables mencionadas previamente.
Ademas, explica que la turba tiene mayor cantidad de nitrégeno, fésforo,
calcio, magnesio y azufre disponible en relacién a otros sustratos, por lo
que es un sustrato favorable para la fase de aclimatacién ya sea solo o en
combinacién con otros sustratos.

4 Conclusiones

Para el cultivo in vitro de Geranium chilloense se sugiere aplicar una
escarificacién basada en hidratacion 3 diasy sumersion en dcido acético al
10% durante 2 horas. Para la desinfeccién de las semillas, se recomienda
aplicar los tratamientos P1 y P3, con adicién de alcohol en el proceso.
Para obtener una mejor adaptacién al medio de cultivo se plantea
utilizar el tratamiento T3, con sales de MS reducidas al 25% ya
que permitié obtener 41% de semillas germinadas. Para la fase de
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multiplicacién se propone usar medio MS 1/4 adicionado con 0,5 ppm
de AIA, que permitié obtener mayor niimero de brotes (3,88), nimero de
hojas (3,88) y longitud (4,98 cm). En la fase de adaptacion al sustrato, se
recomienda adaptar las vitroplantas con turba estéril, sustrato que alcanzé
el 81% de sobrevivencia en las plantas.
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