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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo estandarizar el protocolo de desinfeccion de semillas,
germinacion y obtencion de plantulas in vitro por medio de callos de Pothomorphe
umbellata (L.) Miq. Las semillas germinadas de P. umbellata fueron inoculadas en
diferentes concentraciones y combinaciones de BAP (benzilaminopurina) y NAA (4cido
naftalenacético) para estimular la produccion de callos. Después de 60 dias de cultivo,
los callos que contenian algunas brotaciones, fueron llevados para medio de
organogénesis (GA3 0,1 mg.L", BAP 0,5 mg.L™") por un periodo de 40 dias, para
después ser transferido para medio de desarrollo de las plantulas. Finalmente, las
plantulas fueron climatizadas y presentaron buen indice de sobrevivencia.
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Una de las familias con gran importancia medicinal y econdmica en Brasil es la
Piperaceae,' cuyo principal representante es Piper nigrum L. Esta familia posee cerca de
12 géneros, con aproximadamente 1 400 especies, distribuidas en las regiones
tropicales.? Uno de los géneros menos conocidos, pero con gran importancia medicinal
es Pothomorphe, constituido por 2 especies: Pothomorphe umbellata (L.) Migq.
conocido como “caapeba do sul” y Pothomorphe peltata (L.) Miq. “caapeba do norte”.
Son muchas las propiedades atribuidas a estas especies; P. umbellata es usada como
analgésica, vermifuga, antiinflamatoria, colagoga y colerética.’*

Debido a la presencia de varios principios activos y al gran interés de la industria de
alimentos y de cosméticos,® las piperaceas han sido objeto de muchas investigaciones
fitoquimicas, principalmente por la presencia de antioxidantes.

El cultivo de tejidos vegetales in vitro es uno de los métodos mas rapidos para la
produccion de plantas. También, el cultivo de tejidos ha demostrado éxito en la
produccion de enzimas y metabolitos secundarios.® Esta ventaja es debido al hecho de
que pueden ser cultivadas en condiciones controladas y por eso no son influenciadas por
variaciones estacionales.” Otra ventaja del cultivo in vitro es la posibilidad del control
de medios de cultivo.

En Pothomorphe umbellata, afirman que la micropropagacion mediante organogénesis
directa a partir de segmentos de hojas es mas viable, ya que la obtencion de plantulas
via semillas presentan problemas, una vez que las semillas presentan graves problemas
con la germinacién.®



El crecimiento y la morfogénesis de los cultivos de tejidos in vitro dependen de factores
fisicos, bioquimicos e fisiologicos, el ambiente tiene una gran influencia sobre el
genotipo, asi como la composicion del medio en el cual sera inoculado.® Los
reguladores, estimularan o reprimiran las actividades en las cantidades del explante,
llevando a respuestas de crecimiento, diferenciacion, alongamiento, multiplicacion y
enraizamiento.** La concentracion y la estabilidad de la temperatura del regulador
durante la preparacion y esterilizacion del medio de cultivo, influyen en la ocurrencia de
estos factores.™

De esta manera, los objetivos de este trabajo fueron establecer un protocolo de
germinacion in vitro de Pothomorphe umbellata y adaptar el protocolo de produccion
de callos y organogénesis de P. umbellata, ademas de verificar la aclimatacion de estas
plantas.

METODOS
Obtencion del material vegetal

Fueron usadas semillas de Pothomorphe umbellata L. obtenidas del Distrito de
Adriandpolis -Parana, Brasil, como fuente de los explantes. Las semillas fueron
colectadas de los frutos de la planta y secados a temperatura ambiente. Después de la
colecta, el material fue almacenado a bajas temperaturas hasta el momento de la
realizacion del experimento.

Desinfeccién de las semillas

La semillas de Pothomorphe umbellata L. fueron embebidas en agua destilada y
después de 12 horas fueron desinfectadas superficialmente en camara de flujo laminar,
con alcohol al 70% v/v por 30 segundos y solucién de hipoclorito de sodio comercial al
20% v/v (2% de cloro activo) por 5, 10, 15 y 30 segundos.

Debido al tamafo de las semillas (aproximadamente 1 mm) se desarrolld un sistema de
desinfeccion. Las semillas fueron contadas y colocadas en un recipiente con la solucion
de hipoclorito de sodio durante el tiempo correspondiente al tratamiento. Esta solucion
fue filtrada en un embudo con papel filtro y lavada 3 veces con agua destilada. Todos
estos pasos fueron realizados con materiales estériles. Finalizada la asepsia, las semillas
fueron inoculadas en placa Petri conteniendo medio semisolido MS.*? Las placas fueron
incubadas en una sala de crecimiento a 25 + 2°C, 2000 lux y fotoperiodo de 16 h/dia,
durante 30 dias. Fueron realizados 3 repeticiones por tratamiento, con 50 semillas cada
uno. En esta etapa fue evaluado el mejor tratamiento para la asepsia en las semillas de
P. umbellata, de acuerdo con el tiempo de inmersion en hipoclorito de sodio (5, 10, 15y
30 minutos).

Germinacioén de las semillas

Después de la estandarizacion de la asepsia de las semillas de P. umbellata, fue
evaluado el efecto del fotoperiodo sobre la geminacion (16 h luz/ 8 h de oscuridad, 24 h
luz con una intensidad luminosa de 2000 lux y oscuridad total) a 25 + 2°C. Las semillas
fueron incubadas durante 40 dias y evaluadas cada 7 dias. En esta etapa fue evaluado el
numero de semillas germinadas (salida de la radicula) en cada fotoperiodo.



Produccién de callos

El medio de cultivo para la obtencion de callos esta constituido por las sales basicas de
12 (MS), 30 g.L"' de sacarosa comercial, 7 g.L"' de agar, 1 mg.L"' de tiamina y
reguladores vegetales dependiendo del tratamiento. Fueron establecidos 4 tratamientos,
basados en el trabajo de Pescador R, et al en Piper hispidinervium C. DC. (tabla 1). El
pH de los medios fue ajustado a 5,8.

Después de la esterilizacion de los medios, las semillas anteriormente germinadas in
vitro fueron inoculadas en cajas de cultivo conteniendo 25 mL de medio de cultivo y
almacenadas a 16 h/luz, 200 lux y 25 + 2°C. Durante esta fase fueron evaluados el
diametro de los callos y la formacion de las brotaciones.

Tabla 1. Tratamientos usados para la obtencion de callos de P. umbellata.

| || Tratamientos |
| [To [ ] T2 T3 |
[Sales [Ms [ Ims [Ms [Ms |
[Tiamina Mmgl™ ][ |fmgl™ [[ImgL” [t mg.L" |
IAzticar comercial |30 g.L™ [ ]gogL™ [B0g.L" [30g.L” |
Agar 7gL” [ Jrgt™ gL’ 7gL” |
BAP | [ ]o5mgL™ [ImgL™  |[1,5mg.L” |
INAA [ [ ]o,4mg.L™ ]0,6 mg.L" 0,8 mg.L” |

Diferenciacion de las plantulas

Para el crecimiento de las brotaciones, los callos producidos en los tratamientos
anteriores, fueron transferidos para el medio propuesto por Pereira AM y otros® y estos
fueron comparados con el medio MS (control). La composicién del medio denominado
MS/4 (medio MS12 diluido 4 veces) fue 0,5 mg.L" BAP, 0,1 mg.L" GA3y 10 g de

azucar comercial.

Tabla 2. Tratamientos utilizados en los callos de Pothomorphe umbellata en la fase de
la organogénesis

| Tratamientos |
Control T

'Sales || MS || MS/4 |
Tiamina | 1mg.L” [l 1mg.L” |
IAzucar comercial Il 30g.L" I 10g.L” |
Agar | 7g.L” I 7g.L” |
IGA3 I _ I 0,1 mg.L" |
BAP Il - I 0,5 mg.L" |

Los callos fueron mantenidos a una temperatura de 25 + 2°C y 16 h/luz, durante 40 dias.
En esta etapa fue evaluado el nimero de plantulas producidas a partir de los callos.

CRECIMIENTO DE LAS PLANTULAS



Las plantulas obtenidas en los tratamientos propuestos fueron transplantadas en el
medio basico *? con la finalidad de evaluar su desarrollo. Las condiciones de cultivo
fueron las mismas descritas anteriormente. Fue evaluado el numero de plantulas, altura
y niimero de brotaciones en cada uno de los tratamientos.

Aclimatacion

La aclimatacion de las plantulas de P. umbellata fue realizada en un invernadero con
50% de sombra y nebulizacion 3 veces al dia durante 15 minutos. Para el plantio, se
utilizaron maceteros de pléstico, con un substrato formado por 90% de restos vegetales
y 10% de estiércol de aves.

Las plantulas fueron mantenidas en el invernadero durante 30 dias, en los primeros 15
dias cada plantula fue cubierta con un frasco transparente para protegerla del estrés
hidrico sin interferir en la fotosintesis ni en la humedad relativa. La temperatura media
del invernadero vari6 entre 18 y 25°C.

Todos los datos fueron sometidos al analisis de varianza y las cantidades medias
comparadas por el Test de Tukey al 5% de probabilidad. Se utilizo el programa
estadistico SISVAR.*

RESULTADOS
Asepsiay germinacién de las semillas

Las semillas de P. umbellata presentaron tegumento grueso, lo que pudo dificultar la
salida de la radicula en el momento de la germinacion. El tratamiento con las semillas
sometidas a inmersion en agua destilada por 12 horas, no mostré diferencia en la
germinacion con relacion al tratamiento de las semillas que no fueron embebidas. Las
semillas que no fueron embebidas en agua, presentaron un 40% de germinacién y las
semillas embebidas un 45%.

La desinfeccion de las semillas fue realizada en asepsia total, para evitar cualquier tipo
de contaminacidn externa. Se observo que las semillas desinfectadas en solucion de
hipoclorito comercial (2% de cloro activo), a una concentracion de 20% por 5 minutos
presentaron contaminacion de 67% a diferencia de aquellas tratadas por 10, 15 y 30
minutos a igual concentracion de hipoclorito. Por este motivo, se aumento el tiempo de
tratamiento de desinfeccion de las semillas.

Cinco dias después de la siembra, se observo la salida de las radiculas y después de 7
dias la aparicion de las primeras hojas. Después de 10 dias, se inicid la contaminacioén
en el tratamiento de 5 minutos. El crecimiento de estas plantulas present6 un desarrollo
normal, pero después de 10 dias murieron. No se encontr6 diferencia significativa (p <
0,05) entre el nimero de semillas germinadas en los tratamientos de 5, 10, 15 y 30
minutos (45%).

Después de 30 dias, se observo que el nimero de semillas germinadas no varid en
ninguno de los tratamientos, la diferencia fue observada en las plantulas germinadas. En
los tratamientos, 10 y 15 minutos, se observo el mayor ntimero de plantulas (32,5 y 30
plantulas respectivamente). No se observo diferencia significativa entre estos
tratamientos (p < 0,05).



Tabla 3. Evaluacion final de las semillas de Pothomorphe umbellata germinadas a los 7
dias después de la siembra.

Tratamientos || Semillas germinadas ||  Plantulas (30 dias) |
5 minutos [l 40 a || 0 |
|10 minutos Il 45 a Il 32,5a |
[15 minutos [l 45 a || 30a |
130 minutos [l 425 a || 25b |
ICV % I 5,55 % I 13,093 % |

Las cantidades medias seguidas de la misma letra en la vertical no difieren
significativamente entre si segin el Test de Tukey al 5% de probabilidad.

Las semillas germinadas presentaron diferencias cuando fueron sometidas al tratamiento
de fotoperiodo. Las plantulas obtenidas a luz continua, mostraron un amarillamiento
foliar y poco desarrollo, mientras que las plantulas germinadas a un fotoperiodo de 16
horas luz mostraron mayor tamaiio y coloracion foliar verde intensa, principalmente a
los 30 dias. No se encontro diferencia significativa entre las semillas germinadas a luz
continua y a 16 h/dia (p < 0,05) Las semillas germinadas a oscuridad total mostraron
bajo porcentaje de germinacion.

Tabla 4. Germinacion de las semillas de Pothomorphe umbellata sometidas a luz,
oscuridad total y 16 h/dia, 30 dias después de la siembra.

Tratamiento [l Plantulas |
lLuz continua || 23,88 a |
[Oscuridad total [l 9,44 b |
[16 h luz/8 h [l 23,66 a |
[CV% || 10,59 % |

Las cantidades medias seguidas de la misma letra en la vertical no difieren
significativamente entre si segun el Test de Tukey al 5% de probabilidad.

PRODUCCION DE CALLOS

Durante la primera evaluacion, a los 30 dias, se observo que la produccion de callos a
partir de las plantulas germinadas todavia no estaba muy definida en ninguno de los
tratamientos. A los 45 dias, plantulas del tratamiento conteniendo 0,5 mg.L™' de BAP y
0,4 mg.L" de NAA (T1) presentaron baja produccién de callos en la base de la plantula
y ausencia de brotaciones o formacion de yemas, pero mostraron formacion de plantulas
a partir de los callos (6 plantulas/27 callos). Los tratamientos 1,0 mg.L" de BAP y 0,6
mg.L" de NAA (T2) (11 plantulas/27 callos) y 1,5 mg.L"' de BAPy 0,8 mg.L"' de NAA
(T3) (8 plantulas/27 callos) presentaron mayor diferenciacion celular y no presentaron
raices. En el tratamiento 1,0 mg.L"' BAP y 0,6 mg.L™' NAA (T2) se observd mayor
numero de brotaciones a los 45 dias de cultivo

Tabla 5. Produccion de plantulas a partir de callos de Pothomorphe umbellata a los 45
dias.



Tratamiento Plantulas/callo 45 dias Diametro de los callos 60
dias

1 I 6b || 1,425 b |

T2 || 11 a || 1,72 a |

T3 I 8 ab I 1,463 b |

ICV % I 30,19 % || 9,44 % |

Las cantidades medias seguidas de la misma letra en la vertical no difieren
significativamente entre si segun ¢l Test de Tukey al 5% de probabilidad.

Plantulas mantenidas en el tratamiento control mostraron hojas grandes y buen
desarrollo de las raices. A los 60 dias, las plantas presentaron en promedio 3,8
brotaciones/planta. Los tratamientos T1 (1,425 cm) y T3 (1,46 cm) no mostraron
diferencia significativa en relacion con el diametro de los callos, mientras que el
tratamiento T2 (1,72 cm) obtuvo la mayor significacion. Se observo una correlacion
positiva entre el didmetro de los callos y el numero de las plantulas formadas. EI mejor
resultado obtenido por Pereira AM y otros® fue NAA 0,5 mg.L"' y BAP 0,5 mg.L",
donde se obtuvieron 3,6 yemas/callo.

DIFERENCIACION

Después de la formacion de las brotaciones, el material vegetal fue transferido para el
medio de alongamiento, tal como fue propuesto por Pereira AM y otros® (GA3 y BAP)
y para el medio MS.

Los resultados variaron mucho dependiendo del tratamiento. Callos del tratamiento T1,
transferidos para el medio MS (T1-MS), tal como se menciona en los resultados
anteriores, presentaron el menor nimero de brotaciones (tabla 6), las cuales fueron
desarrolladas después de los primeros 60 dias de la transferencia para los medios de
diferenciacion. El tratamiento T1-MS indujo en un promedio 3,5 plantas/callo. Los
tratamientos T2-MS y T2-MS/4 mostraron los mejores resultados (5 plantas/callo y 5,33
plantas/callo, respectivamente), en relacion con los otros tratamientos.

En el tratamiento T3-MS, las plantas se desarrollaron mas que en el tratamiento
T3/MS/4, a pesar de no haber sido observada diferencia significativa en el nimero de
plantas producidas por ambos tratamientos (3,28 plantas/callo y 3,33 plantas/callo,
respectivamente). Cabe resaltar que el promedio de las alturas de las plantulas
producidas fueron > 1 cm. Todas las plantulas obtenidas presentaron raices.

Para evitar la vitrificacion de las brotaciones, fue disminuida la concentracion del medio
MS en la cuarta parte y la concentracion de la sucrosa en 10%.

Tabla 6. Evaluacion de la produccion de las plantas de Pothomorphe umbellata
producidas después de 100 dias de la induccion de los callos

Tratamiento I Plantas I‘
T1-MS I 35b H
T2-MS || 50a H
T3-MS I 3,28b |




T1 - MS/4 I 26¢ |

T2 - MS/4 I 533a l}
T3 - MS/4 I 3,33b |
CV% I 38,02 % |\

Las cantidades medias seguidas de la misma letra en la vertical no difieren
significativamente entre si segtin el Test de Tukey al 5% de probabilidad.

Aclimatacién

El primer dia de la aclimatacion, fueron realizadas evaluaciones biométricas de la altura
de la planta (de la base del tallo hasta la yema apical), nimero de hojas y didmetro de
las plantas. Estas plantas fueron clasificadas en pequefias, medianas y grandes (tabla 7).

Una de las etapas mas importantes para una buena aclimatacion son los pasos previos al
transplante. Inmediatamente después de abrir los frascos de vidrio, las plantulas fueron
sumergidas en agua para evitar la deshidratacion. En esta fase, fueron retirados
delicadamente los restos de medio de cultivo, sin perjudicar las raices.

Tabla 7. Evaluacion del numero de hojas, didmetro y de la altura en plantulas de
Pothomorphe umbellata después de 30 dias de la aclimatacion.

| || Altura(cm) || Hojas(cm) || Diametro (cm) |i
(Grandes (= 4,1) I 1,2 | 8 | 2,4 I‘
Medianas (2,1 - 4,0) I 0,76 I 3,2 [l 1,1 |
Pequefas (< 2,1) | 0,53 I 3,66 I 1,3 |

En pruebas previas, las raices de P. umbellata fueron cortadas, debido a la gran longitud
y exceso de ramificacion. Después de 7 dias, apenas 20% sobrevivid. Las plantas mas
desarrolladas de Pothomorphe umbellata mostraron raices adventicias. Fueron
realizadas otras pruebas para determinar el grado de estrés hidrico en las plantas de
Pothomorphe umbellata. Para poder mantener la humedad relativa interna, la planta fue
cubierta con bolsas plasticas transparentes con pequefios huecos, para que no interfieran
con la incidencia de la luz. Las plantas no resistieron el brusco cambio de humedad y
murieron a los 10 dias, fue sustituida la bolsa por un frasco transparente.

La primera evaluacion fue realizada a los 30 dias después del transplante. Las plantas
clasificadas como pequefias mostraron una altura menor o igual a 2,0 cm, con un
promedio entre 2,1 y 4,0 cm. No se observé influencia en relacion con la altura entre las
plantas pequefias y medianas, las cuales crecieron 0,55 y 0,76 cm respectivamente; por
lo cual las plantas grandes mostraron mayor altura, con un aumento de 1,2 cm.

En relacion con el nimero de hojas, las plantas grandes también presentaron mayor
cantidad (aumento de 8 hojas/planta), con gran nimero de entrenudos. Entre las plantas
pequenas (aumento de 3,2 hojas/planta) y medianas (aumento de 3,6 hojas /planta) no se
observaron diferencias.

El didmetro de las hojas fue una caracteristica digna de resaltar entre las plantas. El
desarrollo de las hojas fue muy visible entre el inicio del transplante y las evaluaciones.



En las plantas pequeiias (1,3 cm de crecimiento), medianas (1,1 cm de crecimiento) y
grandes (2,4 cm. de crecimiento) se observd una misma caracteristica, mientras que las
plantas grandes presentaron mayor didmetro. Debido al tamafio de las hojas fue mas
facil identificar la abundancia de los tricomas en la superficie de las hojas, en los tres
tratamientos.

DISCUSION

Los problemas observados fueron en relacion con la asepsia y con la germinacion de las
semillas que presentaron tegumento grueso, dificultando la salida de la radicula en el
momento de la germinacion,® relataron diversos problemas en la germinacion de las
semillas de P. umbellata para la propagacion de plantulas y sugieren la
micropropagacion a partir de segmentos foliares. En este trabajo, a pesar del bajo indice
de germinacion, hubo éxito en la obtencion de plantulas a partir de las semillas in vitro.

La contaminacion, en el tratamiento con 5 minutos, que hubo durante la germinacion
fue principalmente bacteriana, esto puede deberse a la manipulacion o al poco tiempo de
exposicion con el desinfectante, mientras que en los tratamientos de 10 y 15 minutos se
observé el mayor nimero de plantulas sanas.

El uso de reguladores vegetales fue eficiente en la produccion de callos de P. umbellata.
Son varias las citocinas y auxinas que pueden actuar sobre la induccion y proliferacion
de las yemas axilares. El tipo de citocina y su concentracion son los actores que mas
influyen sobre la multiplicacion in vitro. BAP ha sido muy eficaz para promover la
induccion de las brotacion adventicias.** Entre las auxinas, NAA es el regulador vegetal
que ha demostrado mayor concomitancia con el BAP para la proliferacion de las yemas
y algunas raices adventicias.® Seglin estudios realizados, el uso de 6-benziladenina BA y
cinetina en Piper longum L. promovieron la formacion de multiples brotaciones
formadas a partir de los apices.*

Los tratamientos con BAP y NAA fueron buenos para la obtencion de callos. El mejor
resultado obtenido por Pereira AM y otros® fue ANA 0,5 mg.L™' y BAP 0,5 mg.L™, se
obtuvieron 3,6 yemas/callo. Por los resultados de Pescador R y otros *sel mejor
tratamiento en plantulas de Piper hispidinervium fue NAA 0,8 mg.L" con BAP 1,5
mg.L™, en este tratamiento se observé una asociacion en la respuesta morfogenética
entre las concentraciones mas altas de los reguladores, cuando son comparados con el
control. Este mismo resultado fue observado en este trabajo con P. umbellata, cuyo
mejor tratamiento fue NAA 0,6 mg.L" y BAP 1,0 mg.L™", donde se encontr6 el mayor
numero de brotaciones/callo.

Una alta tasa de proliferacion usando la combinacion BA y cinetina fue obtenida en
Piper barberi Gamble a partir de explantes nodales*” los cuales también relatan una alta
tasa de multiplicacion de esta Piperaceae.

Después de la formacion de las brotaciones, el material vegetal fue transferido para el
medio de alongamiento. Los resultados variaron mucho dependiendo del tratamiento. El
tratamiento T-MS indujo buena relacion de plantas/callo, mientras que en la
transferencia para el medio sugerido® (T1-MS/4) se obtuvo 2,6 plantas/callo.



En el tratamiento T3-MS, a pesar de no haber diferencia significativa, las plantas se
desarrollaron bien con las alturas de aproximadamente 1 cm y este resultado fue
obtenido por la accion de la combinacion de 1,0 mg.L™" BAP + 0,6 mg.L™' NAA, lo cual
se mantuvo en los resultados de los experimentos anteriores. La combinacion de acido
giberélico (GA3) y BAP no sélo promueve el alongamiento de las brotaciones, sino
también su iniciacion, durante la organogénesis directa de P. umbellata ®a diferencia de
este trabajo donde se desarrollo organogénesis indirecta.

Para evitar de la vitrificacion de las brotaciones, la concentracion de la sucrosa en 10%
fue diminuida como se describe en Bonga J y otros.*® Es bueno resaltar que las
concentraciones Optimas de los reguladores vegetales pueden cambiar de acuerdo al
genotipo de la planta y deben ser determinados dependiendo de la especie (Borda CCY.
Efecto de inductores de tuberizacion y fotoperiodo sobre la microtuberizacion de
Solanum tuberosum L. in vitro. (trabajo de diploma Licenciatura en Biologia.
Universidad Federico Villarreal. Lima, Perti; 2000). En general, para aumentar la tasa
de multiplicacion, las concentraciones de las citocininas deben ser superiores a las de las
auxinas, cuando ocurre lo contrario, y la concentracion de las auxinas es superior,
ocurre la aparicion de las raices.*

El desarrollo de las brotaciones no necesariamente podria ser inducido por el medio
MS. 2 En plantulas de Punica granatum L. (granado), la adicion de citocininas al medio
MS fue esencial para inducir la quiebra de la inactividad de las yemas y de la formacion
de las multiples brotaciones en los explantes. El medio MS conteniendo 1,0 mg.L™" de
BAP indujo la brotacion en 93% de las yemas, en aproximadamente 15 dias, a pesar de
que en este trabajo las brotaciones pueden estar inducidas en medio MS, y este es un
factor dependiente de la especie y genotipo, tal como fue mencionado por Borda CCY
(Efecto de inductores de tuberizacion y fotoperiodo sobre la microtuberizacion de
Solanum tuberosum L. in vitro. (trabajo de diploma Licenciatura en Biologia.
Universidad Federico Villarreal. Lima, Pera; 2000) y Arello E y otros.*

Todas las plantulas obtenidas presentaron raices. P. umbellata muestra gran potencial
organogénico a partir de las hojas, no solo por la formacion de las brotaciones, sino
también de las raices; los autores afirman que este potencial estd directamente
relacionado con la presencia de reguladores exdgenos en el medio de cultivo.® En este
trabajo, la presencia de los reguladores no influy6 en la formacién de las raices en las
plantulas obtenidas a partir de callos, posiblemente, este hecho puede ser atribuido a la
concentracion endogena de los reguladores.

Durante la aclimatacion, a pesar que existen algunas informaciones en un trabajo ®
donde los autores transplantaron plantulas de P. umbellata para cajas de Styrofoam®,
utilizando sustrato Plantimax®, con una humedad de 70%, en este se utilizo otro
procedimiento mas practico y barato para estar mas al alcance de los investigadores y
agricultores.

El sustrato utilizado se mostrd bueno para el desarrollo de la planta P. umbellata, con
una buena capacidad de retencion de humedad, permitié un buen drenaje de agua y
buena aeracion para el sistema radicular. Se debe resaltar la simplicidad y practicidad
del sustrato utilizado, el cual fue hecho con restos vegetales en un 90% y estiércol de
aves en un 10%. Ademas, fueron utilizadas botellas de gaseosa (2 L), no s6lo utilizada
para disminuir los costos, sino también por ser ecolégico.



La etapa de transplante es una etapa critica, en primer lugar porque la planta pasa por un
reducido flujo respiratorio, debido a la baja intensidad de luz y elevada humedad
relativa, para un ambiente que demanda un incremento en la tasa de transpiracion,
quedandose mas susceptible al estrés hidrico.** Segundo, porque la planta pasa de una
existencia heterotréfica, que dependia de un suplemento de sucrosa, para un estado
autotrofico. Tercero, porque la planta pasa de un ambiente aséptico para otro donde el
ataque de microorganismos saprofitos y patogénicos es comun y, finalmente, porque la
planta pasa de una condicion de alta disponibilidad de nutrientes para otra donde
necesita incrementar la absorcion de sales.

En estudios previos, las raices de P. umbellata fueron cortadas y después de pocos dias
tuvo pocos sobrevivientes, lo que pudo deberse a la ausencia de los meristemas,
perjudicando de esta manera el crecimiento y desarrollo de la planta. Las plantas
pasaron de un estado de alta disponibilidad nutricional para una condicion autotréfica,
lo que habria forzado a la planta a presentar un rapido alongamiento y desarrollo de las
raices, para absorber los nutrientes necesarios,** si estas no pudiesen desarrollarse,
moririan.

Las plantas de Pothomorphe umbellata mas desarrolladas mostraron muchas raices
adventicias que van desde la base del tallo, hasta aproximadamente los tres Giltimos
entrenudos. Probablemente, fueron estos los motivos por los cuales sobrevivieron el
20% de las plantas, ya que las raices superiores no fueron afectadas por la poda, y
pudieron alongarse en busca de los minerales del sustrato.

Otras pruebas fueron realizadas para determinar el grado de estrés hidrico. Para poder
mantener la humedad relativa interna, la planta fue cubierta con bolsas plasticas
transparentes con pequeios huecos, para que no interfirieran con la incidencia de la luz.
Las plantas no resistieron el brusco cambio de humedad y murieron a los 10 dias.

Después de resultados con pruebas realizadas para determinar el grado de estrés hidrico,
utilizando bolsas plésticas con pequefios huecos, fue sustituida la bolsa por un frasco
transparente, el cual fue colocado individualmente en cada planta. En la etapa in vitro,
los estomas no son funcionales y responden muy lentamente al estrés hidrico, la capa de
cera protectora presente en las hojas es minima o inexistente, y la conexion entre el
sistema vascular del tallo con las raices adventicias atn es precaria para mantener un
flujo respiratorio adecuado. Por lo tanto, con este sistema se mantuvo una alta humedad
relativa interna, y fue observado 100% de sobrevivencia con un gran crecimiento foliar.

La primera evaluacion a los 30 dias después del transplante, mostré resultados
satisfactorios para plantas clasificadas grandes. El nimero de hojas de las plantas
grandes presentaron mayor nimero, probablemente debido al gran desarrollo en altura,
con mayor nimero de entrenudos. A los 30 dias, cada entrenudo presentd una hoja
nueva, que a pesar de ser pequefia ya estaba bien definida. La caracteristica mas
resaltante fue el didmetro de las hojas en las plantas grandes.

Los resultados nos permiten concluir que la mejor desinfeccion de las semillas fue
conseguida con 20 % de hipoclorito comercial por 15 minutos. Las plantulas de
Pothomorphe umbellata germinadas a 16 h dia/8h oscuridad demostraron mayor tamafio
y coloracion verde intenso en las hojas. La produccion de callos de Pothomorphe
umbellata fue estimulada con el uso de NAA y BAP, y la combinacion de 0,6 mg.L™
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de ANA y 1,0 mg.L"' de BAP, produjo el mayor niimero de plantulas, pero con menor
altura.
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SUMMARY
Micropropagation of Pothomorphe umbellata (L.) Miq. via direct organogenesis

The present research was aimed at standardizing the protocol of seed disinfection, seed
germination and organogenesis via callus of Pothomorphe umbellata (L.) Miq.The
germinated seeds were inoculated in different concentrations of BAP (benzylamine
purine) and NAA (naphthalene acetic acid) in order to stimulate the callus induction.
After 60 days of culture, the calluses with some shoots were taken to an organogenesis
medium (GA3 0.1 mg.L™", BAP 0.5 mg.L") during 40 days, to be transferred later to a
development medium. Finally, the plantules were acclimatized, presenting a good index
of survival.

Key words: Pothomorphe umbellata, growth regulators, medicinal plants.
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