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Resumen

El propdsito de este estudio fue evaluar medios de cultivo de germinacion para el establecimiento in vitro
de Hypericum goyanesii e Hypericum juniperinum como estrategia de conservacion ex situ, por medios
biotecnolégicos de especies vegetales pertenecientes al ecosistema alto-andino. Las semillas se desin-
fectaron con hipoclorito de sodio y se sembraron en seis tratamientos basados en los medios de cultivo
Murashige & Skoog (MS) y MS con reduccion del 50% de sus macro y microsales y vitaminas, con y sin la
adicion de carbén activado y pulpa de banano. La germinacién se favorecié por el empleo de pulpa de
banano en el medio MS con reduccion de sales y suplementado con carbén activado. Fue posible eviden-
ciar que los explantes sexuales de H. goyanesii e H. juniperinum estuvieron influenciados positivamente en
la variable porcentaje de germinacion, por el empleo de sustancias organicas en reemplazo de reguladores
de crecimiento.

Palabras clave: Hypericaceae, cultivo in vitro, germinacién, desinfeccién, medios de cultivo.
Abstract

The purpose of this study was to evaluate germination culture media for the in vitro establishment Hyperi-
cum goyanesii e Hypericum juniperinum as ex situ conservation strategy for biotechnology of plant species
belonging to the high-Andean ecosystem. The seeds were disinfected with sodium hypochlorite and see-
ded into six treatments MS and MS with 50% reduction of its macro and microsales and vitaminas, with
and without the addition of activated charcoal and pulp banana. Germination is favored by the use of ba-
nana pulp in MS medium with reducing salts and supplemented with activated charcoal. It was possible to
show that sexual explants and H. goyanesii e H. goyanesii juniperinum were influenced positively variable
germination percentage, by the use of organic substances to replace growth regulators.

Key words: Hypericaceae, in vitro culture, germination, disinfection, culture medio.
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Introduccién

A nivel mundial son serias las amenazas que presentan los ecosistemas de montafa, representando
los dafos mas extremos vy significativos los Andes (Okada, 2001), que es la cadena montafiosa mas
extensa del mundo y de la cual hace parte el pdramo, considerado como uno de los ecosistemas con
mayor afectacion antrépica del continente (Morales y Estévez, 2006). Colombia no ha sido ajena a
ésta problematica, ya que los paramos vienen sufriendo serios procesos de transformacion, alteracion
y degradacion, debido a acciones antrépicas como la quema; el empleo de elementos lefiosos para
combustible y cercas vivas; actividades agricolas como pastoreo y pisoteo, residuos agropecuarios,
corrimiento de limites agricolas; actividades agricolas y las obras de urbanismo y civiles, entre otros
(Contraloria General de la Republica, 2012). De ésta forma, se hace necesario generar conocimiento
e investigacion cientifica, como elementos fundamentales para asegurar la conservacion de la biodi-
versidad (Josse C. et al., 2009).

* Ing. de Produccién Biotecnoldgica. Profesional de investigacién lider en propagacién invitro. Subdireccién Cientifica. Jardin
Botdanico de Bogota José Celestino Mutis. baperez@jbb.gov.co
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Bajo éste concepto, el Jardin Botanico de Bogotd José Celestino Mutis - JBB emplea el Cultivo de
tejidos vegetales como una estrategia de conservacion ex situ de especies nativas promisorias altoan-
dinas y de paramo. Dos de las especies priorizadas, dentro de ésta linea de investigacion, correspon-
den a H. goyanesii e H. juniperinum, debido a su potencial para la conservacion, reintroduccién o
restauracion ecoldgica.

Teniendo en cuenta que para éstas dos especies se hace necesario desarrollar estudios que determi-
nen los aspectos que influyen en la germinacién de sus semillas y que a su vez den lineamientos para
un manejo y aprovechamiento adecuados de las mismas, se planteé la presente investigacion que
tuvo como objetivo evaluar las respuestas germinativas in vitro, en seis medios de cultivo. Se busca
que con la metodologia aqui expuesta se generen plantulas completas que sean utilizadas como
fuente de explantes para los estudios de micropropagacion.

Materiales y métodos

Las salidas de campo para la colecta de material vegetal se realizaron en el departamento de Cun-
dinamarca: los frutos de H. goyanesii fueron colectados en la reserva El Tablazo, via al municipio de
Subachoque (N 5° 00°56.5” - W 74° 12734.0” con una altitud de 3437 m.s.n.m.). El material vegetal
de H. juniperinum fue colectado en el paramo de Sumapaz a 3690 m.s.n.m., bajo el siguiente registro
geografico: N 4° 17°24.2” - W 74° 12728.9”. Los frutos colectados fueron transportados en bolsas
plasticas al laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Subdireccion Cientifica del JBB, donde las
semillas fueron recuperadas, limpiadas y almacenadas durante 2 meses a 4 °C.

Las semillas maduras fueron sometidas a un proceso de desinfeccion superficial, sumergiéndolas du-
rante 10 minutos en agitacion constante, en una solucién de hipoclorito de sodio al 5% con dos gotas
de tween 20. Posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua microfiltrada estéril y se depositaron
en tubos eppendorf con el fin de llevar a cabo una nueva desinfeccion empleando la centrifuga. En
el proceso de centrifugado se realizé un enjuague con hipoclorito de sodio al 5%, seguido de tres
enjuagues con agua microfiltrada estéril. Para cada uno de los enjuagues se manejé un tiempo de 5
minutos y una rotacion de 5000 rpm (Pérez-M, 2014).

Se elaboraron seis tratamientos de germinacion basados en las sales minerales y vitaminas del me-
dio MS (Murashige y Skoog, 1962) al 100% (MS) y al 50% (2 MS) (tabla 1). El empleo de la pulpa
de banano y del carbon activado en los tratamientos T2, T3, T5 y T6, se realizé con la finalidad de
evaluar su influencia en la germinacion de las especies en estudio, teniendo en cuenta los resultados
que éstas sustancias han proporcionado en la germinacion in vitro de otras especies, especialmente
pertenecientes a la familia Orchidaceae. Los suplementos empleados en todos los tratamientos fue-
ron sacarosa (15000 mg/l) y agar (5000 mg/l).

Los nutrientes del medio de cultivo fueron pesados en una balanza analitica de precision y disueltos
en agua microfiltrada. Se emplearon recipientes de vidrio con una capacidad de 100 ml para la distri-
bucion de 20 ml de medio en cada uno de ellos. El pH del medio fue ajustado a 5,8 y la esterilizacion
se realizé en una autoclave a 15 libras de presion por pulgada cuadrada (15 Ib/in?) durante 15 minu-
tos, con una temperatura de vapor aproximada de 121.5 °C.

Tabla 1. Tratamientos para inducir la germinacién en semillas de H. goyanesii e H. juniperinum

Tratamientos Descripcion
T1 /2 MS
T2 2 MS + 2000 mg/l de carbon activado
T3 2 MS + 2000 mg/I de carbén activado + 30000 mg/l de pulpa de banano
T4 MS
T5 MS + 2000 mg/l de carbén activado
T6 MS + 2000 mg/I de carbén activado + 30000 mg/I de pulpa de banano
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Las semillas una vez desinfectadas, fueron sembradas en los seis tratamientos de germinacion ya
descritos. Se sembraron cuatro semillas por frasco de vidrio con medio de cultivo. Se manejaron
para H. goyanesii cinco repeticiones, por tratamiento de germinacion. El total de semillas evaluadas
para ésta especie fue 120. Para H. juniperinum se sembraron tres repeticiones, con un total de 72
semillas evaluadas. Los frascos se mantuvieron en la sala de incubacién durante 18 y 12 semanas,
respectivamente, tiempo en el cual se llevo a cabo el registro de la variable germinacién. Se manej6
un fotoperiodo natural (12/12), con un rango de temperatura entre 19 °C y 27 °C y humedad del
60 % al 80 %. La intensidad luminica estuvo comprendida entre 1500 lux y 5000 lux.

Analisis estadistico. Se aplicé un diseno experimental completamente al azar para cada una de las
dos especies priorizadas. La variable registrada fue el porcentaje de germinacion. Los resultados de
ésta variable fueron sometidos, por medio del programa estadistico SAS, a un andlisis de varianza
(ANOVA) y se aplicé la prueba de comparacion Mdltiple Duncan, con un nivel de confiabilidad del
95%.

Resultados y discusién

El esquema de desinfeccion brindé una contaminacién del 0% en las semillas. Este esquema fue
comparado por Pérez-M, 2014, con otras dos metodologias de desinfeccion, en las cuales la
contaminacién promedio registrada en las semillas de H. goyanesii e H. juniperinum fue del 47,5 %.

Se puede determinar que los frutos colectados en su medio natural contaban con buenas condicio-
nes sanitarias que facilitaron la desinfeccién completa con el empleo del hipoclorito de sodio, el cual
es una de las sustancias comidnmente recomendadas para la desinfeccion superficial de materiales a
introducir al cultivo in vitro (Abdelnour y Munoz, 2005), es Gtil como germicida y agente oxidante y
presenta las ventajas de ser muy eficiente para éste propdsito, de ser enjuagado facilmente y de ser
muy econdmico (Sudrez, 1997).

Los porcentajes de germinacion obtenidos se dan a continuacién para cada especie evaluada:

Hypericum goyanesii. El seguimiento a la variable germinacion se realizé durante 18 semanas. Los
porcentajes fueron nulos (0%) para todos los tratamientos, excepto para el T3 (2 MS suplementado
con 2000 mg/L de carbén activado y 30000 mg/L de pulpa de banano), en donde se registré una
germinacion del 20% al término del tiempo total de evaluacion. De ésta forma, se observa que la
curva de germinacion (figura 1), quedé representada por el Unico tratamiento que brindé condicio-
nes 6ptimas para la germinacion. Al realizar ANOVA se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados (P= 0.0471). La prueba de comparacion mdltiple Duncan indicé que el
tratamiento que era estadisticamente diferente a los demas, por producir el dnico efecto en la varia-
ble germinacion, fue el T3.

Hypericum juniperinum. Durante las 12 semanas de seguimiento al material sexual de H. juniperi-
num, la variable germinacion fue del 0% para los medios de cultivo T1: 2 MS, T2: 72 MS+ 2000 mg/L
de carbon activado, T4: MS y T5: MS + 2000 mg/L de carbon activado y T5: MS + 2000 mg/L de
carbon activado.
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Figura 1. Seguimiento, durante 18 semanas después de la siembra, a la variable porcentaje de germinacién en
H. goyanesii.
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Para el medio T6: MS suplementado con 2000 mg/L de carbén activado y 30000 mg/L de pulpa de
banano, los procesos germinativos iniciaron en la tercera semana de evaluacion con un porcentaje
del 5%, el cual se incremento hasta el 41,6% en la décima semana de seguimiento. Con el medio
T3: 2 MS suplementado con 2000 mg/L de carbén activado y 30000 mg/L de pulpa de banano,
las semillas iniciaron su germinacién en un 25% en la tercera semana de evaluacion, siendo ésta del
100% en la sexta semana de seguimiento. En la figura 2, se representa la curva de germinacion para
H. juniperinum, en donde sélo es posible apreciar la respuesta germinativa en los tratamientos T3 y
T6, ya que en los demas ésta fue nula (0%). Al realizar la prueba ANOVA se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados (P<0.001). La prueba de comparacién mdltiple de Dun-
can determiné que bajo el T3 se obtuvo el mayor valor de la media (100) para la variable evaluada.

Curva de germinacion en H. juniperinum
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Figura 2. Seguimiento, durante 12 semanas después de la siembra, a la variable porcentaje de germinacién en
H. juniperinum.

Las semillas de H. goyanesii e H. juniperinum, mostraron un requerimiento especifico de reduccién en
un 50% de las concentraciones de sales minerales y vitaminas presentes en el medio MS. Resultados
similares fueron obtenidos por Pérez-M, 2012, quien reportdé que el mayor porcentaje de germina-
cién in vitro (62,5%) para Hypericum mexicanum L., en un tiempo de evaluacion de 15 semanas, se
registré con el medio 2 MS suplementado con 2000 mg/L de carbon activado.

Cuando ésta composicion nutritiva del medio MS unida al carbén activado, fue suplementada con
pulpa de banano, se pudo favorecer los porcentajes de germinacion en H. goyanesii e H. juniperinum.
El carbon activado, se usa para absorber sustancias toxicas de la microatmésfera gaseosa, generadas
durante la incubacién in vitro (Arditti y Ernst, 1993; Pedroza et al., 2010). El banano, posee un alto
contenido de azdcares, vitaminas, aminoacidos, antioxidantes, minerales, dcidos organicos y agentes
promotores del crecimiento (Arditti, 1993; Kitsaki et al., 2004; Moreno y Menchaca, 2007; Yam vy
Arditti, 2009; Yong et al., 2009).

Conclusiones

Considerando que un factor clave en los procesos de propagacion in vitro es el lograr la desinfeccion
de explantes, en algunas ocasiones alcanzar este objetivo se convierte en un problema al no dispo-
ner de material vegetativo o disponer de él pero en un alto grado de contaminacion al colectarlo en
condiciones naturales, se plantea que el uso de semillas, como material de partida, es una muy buena
alternativa en la obtencion de explantes en condiciones asépticas, al inducir su germinacion in vitro.

Se determinaron los requerimientos nutricionales para la germinacion de las especies. La pulpa de
banano mejoro las condiciones nutritivas del medio 2 MS y permitid, junto al carbén activado, la
germinacion completa en un tiempo de seis semanas para H. juniperinum. Las mismas condiciones
nutritivas fueron las Unicas que brindaron una germinacién total del 20%, al término de 18 semanas
para la especie H. goyanesii.

Para ambas especies, son necesarios mas estudios para dilucidar aspectos como germinacién por
métodos tradicionales o convencionales, la naturaleza y concentracién de sustancias inhibitorias de
la germinacion, requerimientos de luz y pretratamientos de germinacion. Sin embargo, se considera
que los resultados aqui presentados pueden servir para el desarrollo de un sistema de produccion in
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vitro que posibilite la obtencién de plantas completas, a partir de semillas, para ser reintroducidas en
su habitat natural.
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