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EVALUACION DE PROCEDIMIENTOS DE DESINFECCION DE EXPLANTE DE
HOJA Y MEDIOS DE CULTIVO PARA LA INDUCCION DE ORGANOGENESIS Y
DE CALLO EN VALERIANA (Valeriana prionophylla Standl).

EVALUATION OF PROCEDURES FOR LEAF EXPLANT DESINFECTION AND
MEDIA EVALUATION FOR ORGANOGENESIS AND CALLUS INDUCTION IN
VALERIANA (Valeriana prionophylla Standl).

RESUMEN

La flora de Guatemala es diversa, esta incluye plantas ornamentales, plantas comestibles y
plantas medicinales, éstas Ultimas desde la antigiiedad han sido usadas ya que contienen
propiedades curativas y otras suelen ser terapéuticas, por eso personas que no tienen recursos
para la compra de medicamentos utilizan estas plantas, una de ellas es Valeriana prionophylla
Standl., la cual es una planta medicinal nativa de Guatemala, la que es extraida de su héabitat
natural, lo cual esta provocando la extincion de sus poblaciones. Con la finalidad de buscar
alternativas para su propagacion se evalué la desinfeccion de hojas para ser utilizadas como
explantes, se evaluaron medios de induccién de organogénesis y medios de induccién de callo

en explantes de hoja

En el procedimiento de desinfeccidn de hojas se realizaron diferentes tratamientos, se utilizo
jabdn antibacterial, hipoclorito de sodio comercial, benomyl, en algunos de ellos se incluyo
tetraciclina, las hojas fueron sometidas a procesos de desinfeccion para conocer cuél de los
tratamientos presentaba menos contaminacién. EI mejor tratamiento fue el lavado de hojas
con jabdn antibacterial, luego inmersion en una solucién de benomyl por 30 min, seguida de
tres lavados con agua estéril para eliminar restos de benomyl, luego inmersion en hipoclorito
de sodio comercial al 10 % por 10 min retirando nuevamente los residuos de hipoclorito con

tres lavados con agua estéril.



El rizoma de valeriana no pudo ser utilizado como explante debido que éste contiene

exudados viscosos, los cuales producen alta oxidacién ademaés de dificultar la desinfeccion.

Se evaluaron hojas como explantes para inducir organogénesis, para ello se evaluaron los
reguladores de crecimiento ANA y BAP, el primero en rango de concentraciones de 1 mg/l a
10 mg/l y el segundo en rango de concentraciones de 0.5 mg/l a 2 mg/l, en medio basal MS,
no se observd organogénesis en los medios de induccion evaluados, las hojas permanecieron
verdes y turgentes por 15 dias luego se tornaron de color café hasta necrosarse

completamente.

Se evalud la induccion de callos en hojas de valeriana, se utiliz6 como medio basal MS vy los
reguladores del crecimiento 2, 4-D, solo o combinado con Kinetina o IBA. En los medios
evaluados no se observo la formacion de callo. De igual manera las hojas permanecieron
turgentes y verdes por 15 a 30 dias; cuando se utilizd 2,4-D solo 0 en combinacion con
Kinetina las hojas permanecieron turgentes y se tornaron de color café oscuro, cuando se
utilizé IBA solo o combinacion con 2,4-D las hojas después de 15 dias perdieron brillo y

mostraron areas amarillas y verdes, posteriormente se necrosaron.
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1. INTRODUCCION

En Guatemala las plantas medicinales son importantes, ante la falta de recursos financieros
para adquirir medicinas, éstas son utilizadas de forma confiable. Entre las plantas
medicinales se encuentra Valeriana prionophylla Standl., la cual se distribuye en los
departamentos de Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango,
Sacatepequez, San Marcos, Solola, Totonicapan; en México en el estado de Chiapas y en
Costa Rica, es usada para tratar problemas de insomnio, estrés y ansiedad, contiene

metabolitos activos, los que tienen propiedades que inducen el suefio.

Las plantas de valeriana son extraidas de sus poblaciones naturales, son recolectadas por
poseer numerosas y valiosas propiedades medicinales, esto hace que no se encuentre esta
especie con facilidad, Con el incremento de la poblacion que hace uso de esta planta, la

misma puede desaparecer paulatinamente.

Con el fin de contribuir al conocimiento de la respuesta de esta especie al cultivo in vitro,
se realizaron evaluaciones de procesos de desinfeccion y de la respuesta de explantes de

valeriana a medios de induccién de organogénesis y medios de induccion de callo.

En este documento se presentan los resultados de la evaluacién de procedimientos para la
desinfeccion de hojas para ser utilizadas como explantes, la evaluacion de medios de
induccion de organogénesis y medios de induccion de callo. Los medios de induccion de
organogénesis fueron suplementados con Bencilaminopurina (BAP) y Acido
Naftalenacético (ANA) en varias concentraciones. Se evalud 2,4-D y Kinetina para inducir

callo, asi también se evalu6 2,4-D en combinacion con Acido Indol Butirico (IBA).

Se evaluaron procedimientos de desinfeccion de hojas de valeriana, el mejor tratamiento
fue el que consistio en el lavado de las hojas con jabdn antibacterial, luego inmersion en
una solucién de benomyl por 30 min, realizando tres lavados con agua estéril para
eliminar restos de benomyl, luego inmersién en hipoclorito de sodio comercial al 10 %, (el
cual contiene 5.25 % de hipoclorito de sodio) por 10 min, retirando nuevamente los

residuos de hipoclorito por medio de tres lavados con agua estéril.



El rizoma de valeriana no se pudo utilizar como explante debido a que este contiene
exudados viscosos, los cuales producen alta oxidacién ademaés de dificultar la desinfeccion.

En los medios de induccion de organogénesis evaluados no se obtuvo respuesta
organogénica. Asi también no se produjo callo en los medios de induccion de callo
evaluados. Por la no respuesta de explanes de hoja de valeriana a la induccion de
organogenesis y de callo, esta planta puede considerarse como recalcitrante, de acuerdo a lo
expuesto por Klimaszewska, Bonga, & Von Aderkas (2009), Beltran Pedroza (2011),
Trujillo Moya (2009), Ochatt, Atif, Patatochatt, Jacas & Conreux (2010).



2. MARCO TEORICO
2.1.MARCO CONCEPTUAL

2.1.1. Descripcién boténica, morfoldgica y clasificacion de valeriana

Valeriana prionophylla Standl., es una planta perenne perteneciente a la familia
Valerianaceae que tiene un olor caracteristico que para algunas personas es desagradable,
con tallos de 10 cm a 80 cm de alto, las hojas son basales, numerosas y aparecen un poco
cespitosas, de forma oblongo-linear o espatuladas, su tamafio es de 3 cm a 30 cm de
longitud y 0.5 cm a 3 cm de ancho, pilosas, obtusas, atenuadas hacia la base, sus margenes
serrados, serrado- dentados, crenada o rara vez completa. La mayoria de las hojas tienen un
tamario de 2 cm a 22 cm de largo envueltas en la base. Esta planta tiene un tallo floral que
es producido cada dos o tres afios, éste tiene forma redonda, pilosa o glabrosa, sus flores
son abundantes, con forma tubular, bracteas lineales, el caliz contiene 9 a 11 segmentos, su
corola mide aproximadamente de 1.5 mm a 3 mm de largo, la coloracion de las flores es
blanca y rosa. Los frutos tienen un tamafio de 2 mm a 3 mm de longitud. Los rizomas
tienen forma ovoide o cilindrica de 3 cm a 5 cm, con un color gris-amarillento con muchas
raices de tamafio pequefio (Nash, 1976). En la figura 1 se muestran hojas, rizomas y tallo

floral de valeriana.

Figura 1. A. Hojas y rizoma de Valeriana. B. Flores de valeriana. C. Tallo floral.



2.1.2. Distribucidn geografica de valeriana

En Guatemala la especie valeriana (Valeriana Prionophylla Standl) se encuentra distribuida
en los departamentos de Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango,
Sacatepéquez, San Marcos, Solold, Totonicapan; en México en el estado de Chiapas y en
Costa Rica (Nash, 1976). En la figura 2 se muestra la distribucion de valeriana en

Guatemala.
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o

Figura 2. Mapa de distribucion de Valeriana prionophylla Standl en Guatemala.

2.1.3. Habitat de la especie Valeriana Prionophylla Standl.

Valeriana prionophylla Standl., es una planta que crece en bosque himedo montano bajo,
estos bosques presentan una biotemperatura de 12.5 °C a 18.6 °C y tienen una precipitacion
promedio de 2,730 mm/afio, esta planta se ha ubicado a diferentes alturas que van desde
1,600 m s.n.m. a 3,500 m s.n.m. (Céceres, 2011; Caseres Estrada , 2009; Garrido, 2007).

2.1.4. Usos medicinales de valeriana

Los extractos obtenidos de las especies de valeriana son utilizados como sedantes, para el
estrés, suefio y ansiedad. La decoccién de la hoja de valeriana se utiliza en curacion de
heridas y afecciones de la piel, esta se puede encontrar en capsulas, raiz seca para té y
forma liquida combinada con otras especies de plantas medicinales (Gaitan Fernandez,
2005).



2.1.5. Composicion quimica de valeriana

Segun Barrios Valenzuela (2007), la valeriana contiene componentes que Vvarian
considerablemente dependiendo de la variedad, edad y sus condiciones de crecimiento. El
rizoma de valeriana contiene cantidades bajas de: acevaltrato, didrovaltato hidroxi-
isovalérico y homovaltrato. El aceite volatil (rango de 0.2 % -2.8 %) contiene acetato de

bornilo e isovalerianato de bornilo, estos son sus componentes principales.

Otros constituyentes significativos de valeriana incluyen al (3-cariofileno, valeranona,
valerenal, acido valérico, a- y B-pineno, B-inona, isovalerato de eugenilo, isovalerato de
isoeugenilo, alcohol patchouli, valerianol, borneol, camfeno, B-bisaboleno, ledol, acido
isovalérico, terpinoleno y algunos otros sesquiterpenos y monoterpenos. Hay un segundo
grupo importante de constituyentes (rango de 0.05 % - 0.67 %) es la serie de valepotriatos,

de los cuales son abundantes el valtrato e isovaltrato (Barrios Valenzuela, 2007).

Los componentes que en valeriana se encuentran en cantidades menores son: el
dihidrovaltrato, isovaleroxi-hidroxidihidrovaltrato y 1-acevaltrato. Contiene alcaloides
como la actinidina, valerianita, valerina y catinina, entre otros. Posee colina, metil 2-pirrolil
cetona, acidos caféico y clorogénico, B-sitosterol, taninos y gomas. Actualmente no existen
estudios para V. prionophylla que reporten cual de sus componentes es al que se le atribuye
la actividad sedante, sin embargo, se cree que los iridoides son los responsables de la

misma (Barrios Valenzuela, 2007).
2.1.6. Propagacion de valeriana

A. Propagacion por semilla

Para la propagacion de valeriana por semilla, se debe preparar el semillero entre marzo y
abril. Las semillas se pueden obtener de las plantas adultas (méas de 2 a 3 afios), se cortan
los frutos cuando estos se tornaron de color amarillo. En el semillero se colocan las semillas
y se cubren con una capa delgada de tierra. En el caso de los rizomas, éstos son erectos,
aproximadamente de 2 cm a 4 cm de longitud y de 1 cm a 2.5 cm de diametro. Antes del
trasplante al terreno definitivo, es conveniente la preparacion del lugar de cultivo, dandole
las condiciones adecuadas en la preparacion del suelo, riego vy la fertilizacion. Se trasplanta

a los 15 a 20 dias posteriores a la germinacion, aproximadamente entre mayo a junio. En



terreno definitivo o en maceta se aplica riego cada dos o tres dias a la semana (Cultivo de

valeriana, s.f.).

B. Propagacion por rizomas

La propagacion por medio de rizomas se realiza haciendo cortes o dividiéndolo en
secciones, porque generalmente éste esta formado por varios internodos y debe tener yema
vegetativa 0 un meristemo para producir brotes. El rizoma contiene altas cantidades de
nutrientes que hacen que produzca raices adventicias con mucha facilidad. Generalmente
las secciones seleccionadas y cortadas del rizoma se trasplantan al lugar directamente
(Quispe Calle , 2009).

2.1.7. Micropropagacion

En documento publicado por la Universidad Nacional Abierta y a Distancia (1999), se
menciona que a la micropropagacion también se le denomina propagacion in vitro, la cual
consiste en utilizar un conjunto de técnicas donde se extraen 6rganos o tejidos de distintas
porciones o explantes con métodos asepticos, esto permite realizar una propagacién masiva
de plantas. Estas tecnologias se aplican en varias especies como hortalizas, plantas

ornamentales y plantas forestales.

La micropropagacion tiene ventajas sobre métodos convencionales, algunas de las méas
importantes son las siguientes: presenta un incremento acelerado del nimero de plantas,
una reduccion del tiempo de multiplicacion, posibilidad de multiplicar grandes cantidades
de plantas en una superficie reducida, a bajo costo y con tiempos econdémicamente
costeables, mayor control sobre la sanidad del material que se propaga, facilidad para
transportar el material in vitro de un pais a otro con menos restricciones aduaneras y
posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual solo existian pocos

individuos.

A. Etapas de la micropropagacion

Duarcelis, Maryoret, Sanchez, y Torres (2013), proponen que un programa de
micropropagacion puede contener las siguientes etapas: desinfeccion de los explantes,
introduccion del material seleccionado in vitro, multiplicacion de brotes, enraizamiento y

aclimatacion.



B. Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales contiene variadas tecnologias de propagacion vegetal
incluyendo los protoplastos (células sin pared celular), células, 6rganos, tejidos y plantas
completas. Con la ayuda de estas tecnologias se puede obtener plantas libres de
microorganismos, los explantes utilizados se colocan en medios nutritivos estériles bajo
condiciones controladas, esta tecnologia puede realizarse en recipientes de plasticos o de
vidrio (Segretin, 2008).

2.1.8. Tipos de cultivos de tejidos vegetales

A. Cultivode meristemos

El cultivo de meristemos es una de las tecnologias mas importantes para obtener plantas
libres de microorganismos, utilizando partes pequefias de la planta que ain no presenta
patdégenos. EIl cultivo de meristemos es una tecnologia importante para realizar
multiplicacién vegetal, la cual ha demostrado alto potencial debido a que se puede obtener
alta cantidad de plantas en comparacion con los métodos tradicionales. Se puede acelerar el
crecimiento de plantas de lento crecimiento y se acelera la produccién de plantas bianuales
(Segretin, 2008).

B. Cultivo de células

Los cultivos celulares pueden realizarse a partir de callos separados, éstos se utilizan para
realizar la suspension de células los que son colocados en medios liquidos en constante
movimiento (Esquivel & Escalant, 1994). Con esta tecnologia podemos obtener embriones
somaticos para conseguir semillas sintéticas y obtener metabolitos secundarios, donde las
células bajo condiciones adecuadas sintetizan compuestos quimicos que son utilizados por

las industrias farmaceéutica y alimenticias (Segretin, 2008).

C. Cultivo de callos

El cultivo de callos se deriva de tejidos que son diferenciados, éstos son sometidos a una
desdiferenciacion celular, con una apariencia desorganizada que tiene forma de masa
amorfa constituidas por células. Cuando se desea realizar cultivo de callos se desinfecta el

tejido y este es colocado en medios de cultivo suplementados con una o0 méas de una de las



auxinas siguientes: Acido Indol-3-Acético (AIA), Acido Naftalén Acético (ANA) vy el
Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 -D), los rangos de concentraciones utilizadas para AIA
son 0.4 mg/l a 2 mg/l, para ANA son 0.1 mg/l a 4 mg/l y para 2,4-D son de 0.22 mg/l a 10
mg/l (Thorpe, 1981).

El cultivo de callos presenta diferentes tipos morfolégicos que dependen de la textura,
composicion celular y apariencia externa, la coloracion depende del grado de pigmentacion
caracteristicas de la especie utilizada y los factores nutricionales y ambientales, también

dependen de la edad del tejido y su origen.

Las células del callo tienen una caracteristica que es muy importante, esta es la totipotencia
la cual puede ser inducida al proveerles condiciones hormonales, ambientales y
nutricionales, con un adecuado manejo se puede obtener brotes, raices 0 embriones para

poder lograr formar plantas completas (Cardenas Avila, 2001).

D. Cultivos de protoplastos

Los protoplastos son células vegetales sin pared celular. El cultivo de protoplastos se utiliza
para realizar trabajos de manipulacion genética donde se modifica un organismo para tener
nuevas caracteristicas, también se utiliza para estudios fisioldgicos, bioquimicos vy
biofisicos, se utiliza esa técnica cuando no se puede usar plantas o células intactas
(Esquivel & Escalant, 1994).

E. Cultivo de anteras

En el cultivo de anteras se cultiva polen inmaduro, este se divide para formar embriones o
callos. Después éstos son transferidos a un medio de regeneracién para que de las células de
los callos se formen brotes o embriones somaticos los cuales dan origen a nuevas plantas,
las cuales seran haploides. Para la produccion de plantas se pueden utilizar dos vias, por
organogénesis indirecta que se produce por medio de induccion de brotes y por

embriogénesis somatica (Esquivel & Escalant, 1994).

F. Organogénesis
La organogénesis es la produccion de raices adventicias y/o brotes a partir de algin
segmento de planta. El desarrollo del primordio en brotes vegetativos a partir de yemas, se

produce por un proceso donde las celulas tienen la capacidad de diferenciarse para formar



nuevos Organos (raiz, hojas y tallos) a esta capacidad celular se le conoce como
totipotencia. Los brotes pueden formarse directamente del explante (organogenesis directa)

o indirectamente a partir de callo (organogénesis indirecta) (Llorente, 2000).

La induccidn de organogénesis in vitro es determinada por la totipotencialidad celular; cada
célula contiene informacion genética que puede inducir la formacion de tejido vegetal,
organos y plantas completas. Para que ello ocurra se requieren condiciones, las que se

proveen a los explantes en el cultivo in vitro.

Se podria esperar que todas las células vivas son capaces de expresar totipotencia, sin
embargo, no todos los tipos de células tienen capacidad totipotente, la probabilidad que ésta
se exprese decrece conforme ocurre la diferenciaciéon de la célula. Kung & Wu (1993) y
Vasil & Thorpe (1998), mencionados por Mufioz Ramirez (2014), indican que la no
manifestacion de la totipotencialidad de las células se debe a bloqueos que pueden actuar en

tres niveles diferentes.

Un primer nivel es el bloqueo genético, éste se manifiesta cuando no existe la
totipotencialidad celular real o se carece de algin factor genético indispensable para que
exista manifestacion totipotente aun teniendo las condiciones externas para expresarla. Un
segundo nivel es el bloqueo epigenético en el cual puede existir capacidad totipotente, pero
la misma es reversible debido a las condiciones ambientales a las que se expongan los

explantes en la experimentacion.

El tercer nivel de bloqueo de la totipotencia es el fisiologico el cual se debe a la falta de
condiciones externas para la expresién organogénica, estas condiciones pueden ser de luz,

temperatura, concentracion y combinacion de reguladores del crecimiento.

La relacion de auxinas y citoquininas se debe tener en cuenta en la expresion totipotente, es
especifica para las variedades de cada especie vegetal, ya que estos reguladores son los que
promueven que se produzca la regulacién de organogénesis, ésta se regula por medio de
concentraciones adecuadas segun el oOrgano a inducir. Cuando la relacién de
auxina/citoquininas es alta se forman raices, cuando es baja se producen vastagos y con

relaciones cercanas a uno se producen callos (Llorente, 2000).
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2.1.9. Tipos de medios de cultivo
A. Medio liquido

Los medios liquidos son constituidos por componentes organicos, componentes
inorganicos, vitaminas, reguladores de crecimiento. En este medio hay mejor
homogeneidad de nutrientes que en los sélidos, pues no se establecen gradientes con el
crecimiento de tejidos. Los que a su vez pueden ser agitados (mediante el empleo de
agitadores de uso continuo) o estacionarios (Levitus, Echenique, Rubinstein, Hopp, &
Mroginski, 2004).

B. Medio sélido

Los medios solidos se preparan a partir de los medios liquidos, agregandoles un agente
gelificante como es el agar. Otros gelificantes utilizados son Phytogel utilizado al 0.25 % -
0.40 %, Agargel utilizado al 0.40 % - 0.60 %, Gelrite utilizado al 0.10 % - 0.20 % y agarosa
utilizada al 0.80 % - 0.90 % (Cabrera Navarrete , 2014).

2.1.10. Medio de cultivo

El medio maés utilizado en cultivo de tejidos vegetales es el de Murashige y Skoog (MS)
(1962) que es un medio artificial desarrollado para cultivar los tejidos y 6rganos vegetales,
proporcionandoles nutrientes necesarios para el desarrollo de los explantes, este medio
contiene sales inorganicas, vitaminas, myo-inositol, carbohidratos (sucrosa) y agente

gelificante que es el agar.

La concentracion final de los distintos nutrientes minerales del medio MS se muestra en el
anexo 1. Este medio de cultivo es muy usado, particularmente si el objetivo es regenerar
plantas (Galindo Guzman, 2015).

2.1.11. Componentes del medio de cultivo

A. Nutrientes inorganicos

En los medios de cultivo se utilizan compuestos inorganicos que se agrupan en macro y

micronutrientes (Puche & Rodriguez, 2012).
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a. Macronutrientes

Estos nutrientes son conocidos como los primarios, elementos mayores 0 macroelementos.
Se requieren en cantidades milimolares (mM) y son los elementos requeridos en mayor
cantidad, estos son: Calcio (Ca?*), Potasio (K*), Magnesio (Mg?"), Nitrogeno NO3),
Fosforo (PO4>) y Azufre (SO4*) (Contreras Loera, 2016).

b. Micronutrientes

Segun Puche & Rodriguez (2012), los micronutrientes o elementos menores se requieren en
cantidades micromolares. Los elementos menores son: Hierro (Fe), Zinc (Zn), Manganeso
(Mn), Cobre (Cu), Cobalto (Co), Boro (B) y Molibdeno (Mo) estos son los que forman
parte de la estructura de algunas proteinas vegetales, o vitaminas de interés bioquimico-
fisioldgico.

B. Complementos organicos

Los complementos organicos estan agrupados en vitaminas, aminoacidos y algunos
reguladores del crecimiento de origen organico. Estos se incorporan al medio para que

ayude al crecimiento y la morfogénesis (Puche & Rodriguez, 2012).

C. Vitaminas

Las vitaminas son esenciales para las plantas, éstas se requieren para el crecimiento y
diferenciacion cumpliendo un rol catalitico en el metabolismo celular. Las que se utilizan
con mayor frecuencia en medios de cultivo son: Tiamina-HCI, Acido Nicotitico,
Piridoxina-HCI, Biotina, Acido Folico, Acido Pantoténico, Riboflavina (Abedini, Sharry, &
Adema, 2015).

D. Aminoacidos

Segun Puche & Rodriguez (2012), para la célula los aminoacidos son importantes porque
son una fuente de nitrégeno que se puede incorporar al metabolismo de ellas de forma
inmediata, las fuentes de nitr6geno deben ser puras porgque es mas rapida su incorporacion
que el nitrégeno inorganico. El nitrégeno organico es una fuente esencial para la
embriogénesis y muy importante para la organogénesis. Los aminoacidos se basan en la

relacion de NH4/NOz que se agrega como NOs-, NHs+, NO3z y NH4ClI, estos compuestos
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orgénicos son estimulantes en la proliferacion celular y son necesarios para iniciar la

formacion de callo.
E. Reguladores del crecimiento

Los reguladores de crecimiento son importantes para cubrir las necesidades de la planta,
éstas son sustancias quimicas que ayudan a regular el crecimiento de las células, la division
y la diferenciacion celular, asi como la organogénesis. Pueden ser naturales o sintéticos y se
dividen en auxinas, citoquininas, giberelinas y retardadores e inhibidores del crecimiento
(Puche & Rodriguez, 2012).

F. Auxinas naturales

Las auxinas naturales regulan el crecimiento, el Acido Indolacético (AIA) actta a nivel de
los apices, en los que hay tejido meristematico, el cual es indiferenciado. Es la Unica auxina
natural que actGa en zonas de crecimiento. El AIA es recomendado para ser utilizado en
cultivos en suspensién porque es desnaturalizada por la luz, ademas es metabolizado por las
enzimas oxidasas, las que hidrolizan esta hormona. Por ello es de poca duracion y su efecto
es leve (Puche & Rodriguez, 2012). Cabrera Navarrete (2014) indica que las auxinas
generalmente se aplican en cultivos de tejidos vegetales en concentraciones de 0.1 mg/l a
10 mg/l.

G. Auxinas sintéticas

Seglin Puche y Rodriguez (2012), las auxinas sintéticas son: el Acido Naftalenacético
(ANA), Acido 2,4 Diclorofenoxiacético y Acido Indolbutirico (AIB). Los reguladores que
son utilizados para enraizar son el ANA y el AIB. En muchas especies de plantas se utiliza
el AIA o el ANA que sirven para la formacion de 6rganos, estos son mejores que el 2,4-D,
ya que este se utiliza para la formacion de callos. Ademas Thorpe (1981) indica que los
rangos de concentracidn para observar respuestas en organogénesis directa son para ANA
de 0.5 mg/l a 4 mg/l, para 2,4-D es de 0.04 mg/l y para AIB es de 1 mg/l a 2 mg/l y para
induccion de callo las concentraciones son: ANA 0.1 mg/l a 5 mg/l, 2,4-D 0.22 mg/l a 10
mg/l y AIB 1 mg/l.
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H. Citoquininas
a. Citoquininas naturales

Las citoquininas son utilizadas para la induccion de organogénesis, pero estas en presencia
de auxinas inducen la division celular. Existen citoquininas que son naturales como la
Zetina que es extraida del endospermo del maiz, Thorpe (1981) menciona que la
concentracion de esta citoquinina para organogenesis directa e indirecta es de 0.2 mg/l.
Otra citoquinina natural es la lopentanil Adenina (2iP), la cual se aisla de Clostridium
tumefacien (Puche & Rodriguez, 2012).

b. Citoquininas sintéticas

Segun Puche y Rodriguez (2012), las citoquininas sintéticas principales son: Benciladenina
(6 BA) o también conocida como Bencilaminopurina (6 BAP). También se emplea la
Zeatina o Isopentil Adenina como sustancias de naturaleza citoquinética. Thorpe (1981),

indica que la concentracion utilizada de BAP es de 0.06 mg/l a 1.5 mg/I.

La Kinetina es el regulador que ayuda a la estimulacion de la division celular, crecimiento y
desarrollo. Esta hormona es utilizada en concentraciones de 1.0 mg/l a 10 mg/l, induce la
formacion de brotes adventicios, formacion de raices y retrasa el envejecimiento
(Castarieda Castro, y otros, 2008). Thorpe (1981), menciona que las concentraciones para
induccion de organogénesis varian de 0.02 mg/l a 6 mg/l y para induccién de callo varian
de 0.04 mg/l a5 mg/l.

I. Acido Giberélico

En varias especies vegetales el Acido Giberélico provoca un aumento en la elongacion de
brotes, las actividades biol6gicas son muy variadas como lo es el crecimiento, ya que este
puede producir elongacién o provocar enanismos genéticos (Garcia Canté de Chaycoj,
2004). Thorpe (1981), menciona que la concentracion para induccion de organogénesis es

de 0.10 mg/l y para la induccion de callo varia de 0.3 mg/l a 0.6 mg/I.

J. Substancias naturales

Puche Acosta y Damaso Alvarado (2013) mencionan que las sustancias naturales son

extractos que son adicionados a los medios de cultivo. En las sustancias naturales existen
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diferentes tipos de extractos que se han utilizado estos son: levadura, malta, carne, extractos
de papa, de maiz, de raices y de rizomas. Jugos de frutas u hortalizas (sustancias naturales
que son adicionadas a los medios de cultivo), algunos extractos utilizados son de naranja,
banano, pifia, tomate, patata, leche de coco, agua de coco, entre otros. Su uso no se
aconseja por no poder darse una composicion precisa del extracto afiadido, pueden resultar

Utiles s6lo en casos concretos.

K. Materiales inertes

a. Agar

El agar es un extracto de algas marinas, este es un gel que por poseer caracteristicas fisicas
adecuadas se utiliza para solidificar los medios béasicos. Se considera un agar de buena
calidad cuando cumple con las siguientes caracteristicas: hierve a 100 °C y que solidifica a
45 °C, aproximadamente. Esta caracteristica le confiere estabilidad a cualquier temperatura
de incubacién, no es digerido por enzimas vegetales y no reacciona con los constituyentes
del medio de cultivo. Estas caracteristicas son utilizadas cuando se trabaja con cultivo

solido o semi-sélido (Puche & Rodriguez, 2012).

b. Carbén activado

En algunas especies se tiene problemas con liberacion de fenoles los que producen
oxidacion o muerte de tejidos, para evitar esto se utiliza el carbon activado porque este
adsorbe sustancias quimicas que pueden intervenir con el explante cultivado. El carbdn
activado al ser utilizado en medios que contienen auxinas y citoquininas, retiene los
reguladores y los libera en el medio, esto favorece la embriogénesis somatica. Las
concentraciones comunmente utilizadas van de 0.1 g/l a1 g/l (Esquivel & Escalant, 1994).

c. Intercambio gaseoso

Esquivel & Escalant (1994) indican que el intercambio gaseoso es uno de los factores
fisicos que interviene en el cultivo de tejidos vegetales, entre los gases mas corrientes en los

cultivos in vitro estan: O (Oxigeno), CO: (Dioxido de Carbono) y C2Ha (Etileno).
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L. Condiciones de los cultivos in vitro.

a. Humedad

Las condiciones de humedad para los cultivos in vitro es del 100 % de humedad relativa, lo
que hace que las plantas cultivadas no desarrollen un sistema de regulacion hidrica, es decir
que no desarrollen cera, estomas y cuticula (Esquivel & Escalant, 1994).

b. Laluz

La luz es importante para el cultivo in vitro, las condiciones son bajas en intensidad y
calidad (10 W/m?), en cambio en las condiciones naturales la luz puede representar hasta
900 W/m?. En el cuarto de incubacion se recomienda utilizar diferentes tipos de luz por las
longitudes de onda. Los vegetales utilizan un espectro que va de 400 nm a 700 nm. La luz
tiene efecto en dos fendmenos, que dependen de ella, que son la fotosintesis y la

fotomorfogénesis (Esquivel & Escalant, 1994).
c. ElpH

Segun Roca y Mroginski (1991), los pH iniciales de la mayoria de los medios son
generalmente de 4.0 a 5.5, cuando no son suplementados con reguladores de crecimiento.
Pero en la mayoria de los casos se requerira ajustar el pH, aumentandolo con una solucion

0.01 N de hidroxido de potasio o de sodio, el ajuste del pH se hace a 5.5, 5.8 6 6.3.
d. Fotomorfogénesis

La fotomorfogénesis se manifiesta en respuestas en crecimiento y desarrollo de las plantas
que estan controladas por la luz, es decir produce una expansion en las laminas foliares,
sintesis de antocianinas, desarrollo de plastidos, estos pueden ser afectados por la radiacion
o la densidad de ciertas longitudes de onda, los cuales pueden verse influidas por la calidad
y la intensidad. Ademas, Esquivel & Escalant (1994) indican que la luz es un factor
importante que funciona por medio de pigmentos, porque responden a la absorcion de luz
azul y roja ya que estos son susceptibles a estas radiaciones. EI pigmento que es susceptible
y tiene las funciones mas conocidas al color rojo es el fitocromo (rojo 660 nm y rojo lejano
730 nm).
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e. Fotoperiodo

Segun Irvin Valerio (2012), el fotoperiodo es un conjunto de procesos donde puede
presentarse condiciones de luz y oscuridad para regular las funciones biologicas de los
organismos y vegetales. Algunos fendmenos propios del desarrollo de las plantas
(germinacion, floracion, tuberizacion, etc.) pueden ser activados por el nimero de horas

diarias de luz que recibe la planta.

De forma anéaloga, el nimero de horas de luz que recibe el explante cultivado in vitro puede
afectar su desarrollo. En general, el mejor fotoperiodo in vivo serd también el mejor
fotoperiodo in vitro. En general se utiliza luz blanca y un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h
de oscuridad (Valerio, 2012).

M. Disefio completamente al azar

El disefio completamente al azar (CDA) es uno de los disefios mas simples, donde los
tratamientos son colocados de una forma aleatoria. La magnitud del error tienda a disminuir
utilizando unidades experimentales homogéneas, este error lo provoca la variacion
intrinseca de las unidades experimentales. Este disefio es utilizado para trabajar
experimentos en laboratorios o invernaderos, (Gutiérrez & de la Vara, 2008; Lopez &
Gonzaélez, 2014).

a. Ventajas del disefio completamente al azar

Algunas de las ventajas que presenta el Disefio Completamente al Azar, segin Lopez &
Gonzélez (2014), son las siguientes: El andlisis estadistico es de una forma simple, tiene
una maxima flexibilidad con el nimero de tratamientos y el nimero de repeticiones, lo que
hace que este disefio se realice de la manera mas facil, ya que otros disefios no tienen

dificultad y se obtienen mayor nimero de grados de libertad en el residuo.
b. Inconvenientes de disefio completamente al azar

Algunos de los inconvenientes que presenta el disefio completamente al azar son: cuando el
namero de unidades experimentales es muy grande es dificil encontrar lugares grandes que

presenten la homogeneidad requerida y las fuentes de variacion no asociadas a los
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tratamientos o0 a los niveles del factor en estudio estan incluidas en el residuo (L6pez
Bautista & Gonzélez Ramirez, 2014).

c. Supuestos para validar analisis de varianza

Segun Lopez & Gonzélez (2014) y Castejon Sandoval (2011), la varianza tiene supuestos

que la hacen valida y estos son los siguientes:

a) Los errores son independientes de un tratamiento a otro, éste utiliza un calculo con la
siguiente formula ERROR_RESIDUAL = Yi - Yi. Utilizando como verificacion del
supuesto la prueba de aleatoriedad, la cual contiene un ambito no paramétrico.

b) Los errores estdn normalmente distribuidos con media cero y varianza constante, para
cada tratamiento sus respuestas deber tener una distribucion normal, para este supuesto
se utiliza la prueba de Shapiro-Wilk que es para muestras pequefias y Kolmogorov-
Smirnov o Shapiro-Francia que son para muestras mas grandes.

c) Existe homogeneidad de varianzas entre los tratamientos. Es decir que cada tratamiento
es igual a otro tratamiento porque poseen una variacion parecida. Este supuesto se
puede verificar por la prueba de Bartlett o Levene que van directo a un rechazo de
hipétesis nula y asi existird homogeneidad en las varianzas.

d) El modelo es lineal y de efectos aditivos. Hace referencia a que las sumas de medias
generales tienen respuestas en cada grupo de los tratamientos y estan asociados a un
efecto aleatorio, este supuesto se puede validar por medio de la prueba de Tukey, esta

prueba no rechaza la hipotesis nula ya que conduce a que el supuesto se cumpla.

N. Prueba de Kruskal-Wallis

La prueba de Kruskal — Wallis se utiliza para realizar comparaciones de dos 0 mas muestras
con la intencion de conocer si proceden de la misma poblacion, o bien, comparar si existen
diferencias entre las medidas de tendencia central de més de dos poblaciones y no se
justifica la suposicion de normalidad y de igualdad de varianzas (Carmona Medero, Rubios
Torres, & Lemus Flores, 2002).

Esta prueba es una alternativa no paramétrica al anélisis de varianza usual, en el
planteamiento de hipotesis nula para la prueba de Kruskal-Wallis no existe diferencia entre

los tratamientos (#1 = # =.... #a) ¥ la hipétesis alternativa indica que existe diferencia entre
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al menos un par de tratamientos (# ! #) (Carmona Medero, Rubios Torres, & Lemus
Flores, 2002).

O. Software para el analisis estadistico

a. Infostat

InfoStat es un software estadistico que permite el manejo de datos utilizando plantillas
electronicas, éste permite importar y exportar bases de datos en formato Excel y texto.
Infostat tiene diferentes herramientas de las cuales se puede utilizar para el manejo de datos
para realizar formulas, aplicar transformaciones, ordenar datos, categorizar variables,
generar variables aleatorias por simulacion, concatenar tablas, registros activos, entre otros,
también permite trasladar a otras aplicaciones de Windows de una forma facil las tablas,
resultados y gréaficos para poder interpretarlos de una forma profesional (Balzarini,
Gonzalez, & Roblero, 2008; Universidad Nacional de Cordoba, 2010; Zambrano Gavilanes,
2012).

P. Plantas recalcitrantes al cultivo de tejidos

Klimaszewska, Bonga y Von Aderkas (2009), definen como planta recalcitrante al cultivo
de tejidos vegetales a las especies cuyos procesos para la induccion de embriogénesis
somatica u organogénesis resultan fallidos, después de haber realizado una extensiva
evaluacion de su respuesta por métodos tradicionales de cultivo de tejidos o por aplicacion
de reguladores de crecimiento de descubrimiento reciente, que no producen respuesta
alguna. La recalcitrancia en algunas especies vegetales continGa siendo un obstaculo,

principalmente cuando se reproducen en su fase adulta.

Beltran Pedroza (2011), quien trabajé en cultivo in vitro de la especie comino (Cuminum
cyminum) menciona que la falta de respuesta o recalcitrancia al cultivo in vitro se debe a la
inhabilidad de las células, tejidos y 6rganos de responder a la manipulacion para su cultivo
in vitro. Los factores que pueden influir en la recalcitrancia pueden ser ecologicos,

fisiolégicos y/o ambientales.

Trujillo Moya (2009), trabajo en la especie de tomate (Solanum lycopersicum) en la cual
encontré genotipos recalcitrantes al cultivo in vitro. Expone que ademas del componente

genético existen otros factores como las condiciones fisiologicas del material, los
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componentes del medio de cultivo y las condiciones de incubacion, que contribuyen a la
recalcitrancia al cultivo in vitro de ciertos genotipos. Por otra parte, expone que la
recalcitrancia al cultivo de tejidos es influenciada principalmente por cuatro factores, los
cuales son: el genotipo, el estado fisiologico de la planta dadora, la fisiologia asociada al

estrés de la planta en cultivo y las manipulaciones realizadas para su cultivo in vitro.

Steinitz et al. (2003), mencionado por Gémez Aguilar (2016) quienes trabajaron en chile
habanero (Capsicum chinense) indican que en el género Capsicum es una especie
determinada como recalcitrante a la induccion morfogénica, lo anterior se afirma debido a
la baja eficiencia de los sistemas de regeneracion, la baja reproductividad de los protocolos
de regeneracion, el alto indice de embriones deformados y la baja tasa de embriones

somaticos inducidos.

Medina Collado (2016), quien trabajo en analisis de diploidia en Brassica napus concluye
que para que exista regeneracion en plantas de la especie trabajada los juegos
cromosomicos deben ser diploides, tetraploides y hasta octoploides, y las plantas con mas
complementos cromosoémicos no tienen la capacidad de formar brotes organogénicos.
Capote Rodriguez, Fundora Mayor y Pérez Diaz (2000) trabajaron en regeneracion de
plantas de cebollas apartir de callos indican que la variacion genética que se prodce en los
tejidos somaticos produce inestabilidad genética lo cual disminuye la capacidad de

regenaracion de plantas.

Roubelakis-Angelakis (1993), indica que el término recalcitrante se utiliza comdnmente
para referirse a las plantas que no muestras proliferacion celular o no muestran respuesta a

la morfogénesis.

Ochatt, Atif, Patatochatt, Jacas y Conreux (2010), analizaron, en mutantes de Arabidopsis
thaliana, varios parametros citolégicos para identificar algunos que pudieran servir como
indicadores para conocer la competencia celular para producir embriogénesis u
organogenesis. Resaltan que las respuestas a la regeneracion de diferentes genotipos, dentro
de la misma especie, son comunes en la bibliografia y las diferencias entre especies son

mayores. La regeneracion es un proceso complejo que involucra a varias fases;



20

desdiferenciacion, reactivacion celular, division celular y aspectos metabdlicos asi como

fases del desarrollo que requieren reprogramacion.
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2.2.Marco referencial

2.2.1. Ubicacién geografica

El trabajo se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, ubicado en el
laboratorio C-16 en el tercer nivel del edificio T8 de la Facultad de Agronomia, en el
campus central de la Universidad de San Carlos de Guatemala, ubicado en la zona 12 de la
ciudad de Guatemala.

2.2.2. Facilidades del laboratorio

El laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales esta dividido en diferentes areas, las cuales

son:

a) Area de preparacion de medios. Es el area donde se preparan los medios de cultivo,
tiene espacios para el almacenamiento de cristaleria, reactivos quimicos y en ella se
tiene balanza analitica, potenciometro y platos con agitacion orbital.

b) Area de lavado y esterilizacion de los materiales: en esta area se tienen facilidades
para lavar cualquier tipo de cristaleria, también existe un horno para secado y
esterilizacion de cristaleria. En esta &rea existe una autoclave para la esterilizacion.

c¢) Area de transferencia: en esta area se tienen dos camaras de flujo laminar, las que
son utilizadas para hacer las transferencias en condiciones de esterilidad.

d) Area de incubacion: este es un espacio en donde los cultivos se incuban, en el
mismo se tienen control de temperatura y de fotoperiodo. Existen estanterias en las
cuales se colocan los cultivos. Para proveer luz se utilizan ldmparas led de luz

blanca.

2.2.3. Condiciones del laboratorio

Las condiciones del laboratorio son las siguientes: intensidad luminica de 1,000 lux a 3,000
lux, fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad, temperatura: 25 °C + 1 °C y humedad
relativa del 70 % a 80 %.
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2.2.4. Obtencion de plantas de Valeriana prionophylla Standl.

Las plantas de Valeriana prionophylla Standl fueron recolectadas en el caserio Ciénaga
Grande, municipio Santa Lucia Utatlan en el departamento de Solol4, las plantas completas
fueron colocadas en papel periédico humedo y en una bolsa plastica. Se transportaron en

una hielera, posteriormente se plantaron en macetas.

2.2.5. Medio de cultivo MS (Murashige y Skoog)

El medio Murashige y Skoog (MS) (1962), en un medio que contiene macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas, hierro, mio-nositol y 3 % de sucrosa. Este medio sirve para
proveer un ambiente artificial a los explantes, aportandoles nutrientes, hormonas, humedad,
para que estos desarrollen dependiendo el proceso al cual son sometidos. La composicion
del medio MS se muestra en el anexo 1.

2.2.6. Uso de reguladores del crecimiento en la induccion de organogénesis

Abdi & Khosh-Khui (2007), trabajaron en Valeriana officinalis L., utilizaron como
explantes hojas, al medio de cultivo le agregaron BAP en concentraciones de 0.25 mg/l y
0.5 mg/l asi como combinaron 1 mg/l y 1.5 mg/l de BAP con Kinetina. En los medios que
contenian bajas concentraciones de BAP lograron producir un solo brote y cuando

combinaron BAP con Kinetina produjeron dos o mas brotes.

Tansaz, Zamani, & Otroshy (2014), indujeron organogénesis en Valeriana officinalis L.,
con el propdsito de desarrollar un protocolo para la regeneracion de ésta especie. Utilizaron
como explantes hojas, las que colocaron en medios de induccién organogénica que
contenian BAP en concentraciones de 0.25 mg/l, 0.5mg/l y 1 mg/l. Obtuvieron respuesta
con las concentraciones de 0.25 mg/l y 0.5 mg/l de BAP, sin embargo, el mas alto nimero
de brotes de mayor tamafio los obtuvieron en las concentraciones de 0.5 mg/l y 1 mg/l de
BAP.

Saini y otros (2018), evaluaron concentraciones de 2 mg/l de BAP y 2 mg/l de ANA en
medio basal MS e indujeron rizogénesis en explantes de hoja de Valeriana jatamansi Jones.
Obtuvieron respuesta después de 90 dias en cultivo, obtuvieron hasta 70 raices por explante

con una longitud maxima de cinco centimetros.
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Camen, Beinsan y Sumalan (2012), con el proposito de conocer la respuesta a la
regeneracion a la propagacion in vitro de Valeriana officinalis L., evaluaron como
explantes segmentos de hoja y segmento de tallo, los que pusieron en medios de cultivo que
contenian medio basal MS suplementado con 10 mg/l ANA y 0.1 mg/l de BAP, 1 mg/l de
ANA 'y 1 mg/l de BAP y 0.1 mg/l de ANA y 1 mg/l de BAP. Observaron la formacion de
callo o la formacion de raices en los explantes, no asi la presencia de brotes apicales.

2.2.7. Uso de reguladores del crecimiento en la induccion de callo

Cabrera Navarrete (2014), trabajo en la induccion de callo en explantes de hoja de
Valeriana piramidalis Kunth, con el propdsito de establecer suspensiones celulares, utiliz6
el medio MS como medio basal, el cual fue suplementado con 2,4-D en concentraciones de
1.5 mg/l, 2 mg/l y 2.5 mg/l, observé la formacion de callo en las diferentes concentraciones

de 2,4-D utilizadas y utilizo ese callo para establecer las suspensiones celulares.

Castillo, Marquez, Rubluo, Hernandez, & Lara (2000), evaluaron la induccion de callo,
organogeénesis indirecta e induccion de embriones somaticos en Valeriana edulis sp.
Utilizaron como medio basal el medio MS al cual adicionaron 1 mg/l o 2 mg/l de 2,4-D
combinados con 0.1 mg/l 0 0.2 mg/l de Kinetina, el explante utilizado fue hoja, después de
16 semanas de cultivo observaron la formacion de callo, el cual subcultivaron en medios
semi- sélidos y medios liquidos, habiendo obtenido brotes y embriones somaticos, los

primeros fueron enraizados y los segundos puestos a germinar.

Zamini, Mokhtar, Tansaz, & Zarei (2016), trabajaron en Valeriana officinalis, utilizaron
como explantes el peciolo y la parte basal de la hoja, asi como la parte media de la hoja.
Utilizaron como medio basal el medio MS al cual adicionaron 1.5 mg/ de 2,4-D y 1 mg/I de
Kinetina, asi como 2 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l o 1 mg/l de Kinetina, las primeras
concentraciones las utilizaron con la parte basal de las hojas y las segunda con la parte
media de la hoja. La mayor produccién de callo (95.83 %) la observaron con la
concentracion de 1.5 mg/l de 2,4-D y 1 mg/l de Kinetina y no observaron diferencias

estadisticas significativas en los explantes.
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2.2.8. Benomyl en desinfeccion de explantes

Urrea, Gomez y Naranjo (2012) realizaron desinfeccion de hojas con benomyl con 400
mg/l esto con el fin de eliminar la contaminacién de los explantes de hoja, sumergieron las
hojas en benomyl por 30 min y posteriormente las colocaron en hipoclorito de sodio al 1.5

%, seguidamente fueron lavadas con agua estéril.

Ferreira de Santana, Paiva, Ibrahim Aloufa y Pinto de Lemos (2003), mencionan que el
benomyl es un fungicida efectivo para eliminar hongos en los explantes de hojas y la
concentracion que se utiliza es de 1 g/l. La ampicilina estos autores la utilizaron para
controlar la contaminacion producida por bacterias, habiéndola utilizado en

concentraciones de hasta 4 mg/I.
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3.  OBJETIVOS

3.1.  Objetivo General

Evaluar procedimientos de desinfeccién de explante de hoja y medios de cultivo para la
induccién de organogénesis y de callo en valeriana (Valeriana prionophylla Standl) para

contribuir a la propagacion vegetativa de esta especie.

3.2.  Objetivos Especificos

1. Evaluar siete procedimientos de desinfeccion de hojas de valeriana para disminuir la

contaminacion de los explantes de hoja.

2. Evaluar dos concentraciones de BAP y ANA para la induccion de organogénesis en

rizoma de valeriana.

3. Evaluar siete concentraciones de BAP y tres concentraciones ANA en medio basal MS

para la induccién de organogénesis en hojas de valeriana.

4. Evaluar el efecto de siete concentraciones de 2,4-D combinadas con Kinetina para la

induccién de callo en hojas de valeriana.

5. Evaluar el efecto de dos concentraciones de 2,4-D e IBA para la induccién de callo en

hojas de valeriana.
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4.  HIPOTESIS

El procedimiento mas efectivo para la desinfeccion de hojas de valeriana es el que
combina el lavado con jabon antibacterial y agua potable, luego la inmersion en
benomyl con posterior lavado con agua estéril, después la inmersion en hipoclorito de

sodio comercial al 0.5 % y el lavado posterior en agua esteéril.

El medio de induccion de organogénesis en el cual se agreguen 1 mg/l de BAP y 0.5
mg/l ANA inducira una mayor cantidad de yemas adventicias en explantes de rizoma de

valeriana.

Los explantes de hoja de valeriana al ser colocados en medios de induccion de
organogeénesis que contenga BAP solo o en combinacion con ANA inducird la

formacion de yemas adventicias.

Los explantes de hoja de valeriana al ser colocados en medios de induccion de callo que
contengan 2,4-D induciran la formacion de callo, a mayor concentracion de 2,4-D se

inducirdn mayor formacion de callo.

Los explantes de hoja de valeriana en medios de induccion de callo que contengan 2,4-

D combinado con IBA, a mayor concentracion se inducira mayor formacion de callo.
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5. METODOLOGIA
5.1. Metodologia Experimental
5.1.1. Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas de valeriana

A. Descripcion de los tratamientos

En la evaluacion de procedimientos de desinfeccidn de hojas se utilizaron siete tratamientos
los cuales se describen a continuacién en grupos de acuerdo a los elementos comunes de
cada uno. Al primer tratamiento se le asignd el codigo T1 (B) y al segundo tratamiento el
codigo T2 (B-m), estos tratamientos tienen en comun que al inicio se lavaron las hojas con
jabon antibacterial y agua potable, luego se trasladaron a la cdmara de flujo laminar para
colocarlas en una solucién de benomyl (se utiliz6 como fuente de benomyl el producto
comercial Pronto® WP) a una concentracién de 0.5 g/l en agitacion constante por 30 min,
posteriormente fueron lavadas tres veces con agua estéril. En el primer tratamiento (cédigo
T1 (B)) las hojas fueron sumergidas en una solucién que contenia 0.5 % de hipoclorito de
sodio por 10 min en agitacion constante, y en el segundo tratamiento (T2 (B-m)) las hojas
fueron sumergidas en la misma solucién por un periodo de cinco minutos. Posteriormente
en ambos tratamientos las hojas fueron lavadas tres veces con agua estéril y colocadas en

cajas de Petri estériles.

El tercero, cuarto y quinto tratamientos se les asignaron los cédigos T3 (C), T4 (C-m) y T5
(C-m2) respectivamente, en estos tratamientos se lavaron las hojas con jabon antibacterial y
agua potable, luego se trasladaron a la cdmara de flujo laminar en donde fueron sumergidas
en una solucion de benomyl a una concentracion de 0.5 g/l por 30 min en agitacion
constante, luego fueron lavadas con agua estéril tres veces y colocadas en una solucion de
tetraciclina a una concentraciéon de 0.5 g/l por 15 min, posteriormente fueron lavadas tres
veces con agua estéril y después en el tercer tratamiento (T3 (C)) las hojas fueron colocadas
en una solucion que contenia 0.5 % de hipoclorito de sodio por 10 min en agitacion
constante. En el cuarto tratamiento (T4 (C-m)) las hojas fueron colocadas en una solucion
de hipoclorito de sodio a la misma concentracién del tratamiento anterior por cinco minutos
y las hojas en el quinto tratamiento (T5 (C-m2) no fueron desinfectadas con hipoclorito de

sodio. Para los tres tratamientos después de haber sido colocadas en soluciones
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desinfectantes las hojas fueron lavadas tres veces con agua estéril y colocadas en cajas de
Petri estériles.

Los tratamientos seis y siete fueron identificados con los cédigos T6 (D) y T7 (D-m),
respectivamente, en ambos tratamientos al inicio las hojas fueron lavadas con jabon
antibacterial y agua potable, posteriormente en la cdmara de flujo laminar fueron colocadas
en una solucion que contenia benomyl a una concentracién de 0.5 g/l y mancozeb (se
utiliz6 como fuente de mancozeb el producto comercial mancozeb 80 % WP) a una
concentracion de 0.8 g/l por 10 min en movimiento constante, posteriormente fueron
lavadas tres veces con agua estéril, luego se trasladaron a una solucion que contenia 0.5 %
de hipoclorito de sodio, en el tratamiento seis (T6 (D)) las hojas fueron sumergidas en esta
solucion por 10 min en agitacion constante, y en el tratamiento siete (T7 (D-m)) las hojas
fueron sumergidas en la solucién que contenia 0.5 % de hipoclorito de sodio por cinco
minutos. Posteriormente en ambos tratamientos las hojas fueron lavadas tres veces con
agua estéril y colocadas en cajas de Petri estériles. En la figura 3 se muestran los procesos

realizados con los diferentes tratamientos de desinfeccion de hojas.
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Figura 3. Metodologia de la evaluacion de procesos de desinfeccién de hojas de valeriana. Evaluacion
de procedimientos de desinfeccidon de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

B. Unidad experimental

La unidad experimental consistié de tres explantes de hoja de valeriana de dos centimetros

cuadrados en una caja de Petri con 20 ml de medio MS.

C. Disefio experimental

Para la evaluacion del efecto de los tratamientos para la desinfeccidn de hojas de valeriana

se utilizo el disefio experimental completamente al azar con siete tratamientos y cuatro

repeticiones.
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D. Variables de respuesta.

Las variables de respuesta fueron el nimero de explantes que presentaban contaminacién y
turgencia en cada unidad experimental. La contaminacion se observo por la presencia de
hongos o bacterias sobre los explantes y la turgencia se observo por la firmeza y expansion
de las celulas de la epidermis de las hojas. Los datos obtenidos de estas variables de

respuesta fueron registrados en una base de datos, se utilizo una hoja electronica de Excel.
E. Analisis de datos

Los datos fueron analizados en el programa InfoStat, se utilizo para su analisis la prueba de

Kruskal-Wallis (Carmona Medero, Rubios Torres, & Lemus Flores, 2002).

5.1.2. Induccion de organogénesis en rizoma de valeriana

A. Tratamientos

Para evaluar el efecto de BAP y ANA en la induccion de organogénesis en explantes de
rizoma de valeriana, se utilizaron combinaciones de BAP y ANA y como medio basal fue
utilizado el medio MS. El primer tratamiento al cual se le asign6 el codigo TR1 estuvo
constituido por la combinacién de 1 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de ANA. El segundo
tratamiento que fue identificado con el codigo TR2, estuvo constituido por la combinacion
de 1 mg/l de BAP y 1 mg/l de ANA, el tercer tratamiento se identifico con el codigo TR3
que estuvo constituido por 3 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de ANA, y en el cuarto tratamiento,
que se identifico con el cddigo TR4, se evaluaron 3 mg/l de BAP y 1 mg/l de ANA. En el
cuadro 1 se muestran los tratamientos evaluados para la induccién de organogénesis en

rizomas.
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Cuadro 1. Tratamientos utilizados para la induccion de organogénesis en rizomas de valeriana.
Evaluacion de procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccién de
organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cadigo Tratamientos
TR1 1 mg/l de BAP + 0.5 mg/l de ANA
TR2 1 mg/l de BAP + 1 mg/l de ANA
TR3 3 mg/l de BAP + 0.5 mg/l de ANA
TR4 3 mg/l de BAP + 1 mg/l de ANA

B. Unidad experimental para la evaluacion de induccion de organogénesis en
rizomas.

La unidad experimental para la evaluacién de medios de cultivo con combinaciones de
BAP y ANA estuvo constituida por cuatro explantes de rizoma de valeriana de dos

centimetros cuadrado en una caja de Petri con 20 ml de medio de cultivo.
C. Disefio experimental

Para la evaluacion de medios de induccién de organogénesis de rizoma de valeriana se
utilizé el disefio experimental completamente al azar con cuatro tratamientos y seis

repeticiones.
D. Variables de respuesta.

La variable de respuesta para la evaluacion de la induccién de organogénesis en rizomas de
valeriana fue la presencia de yemas adventicias sobre el explante de rizoma, por lo que no

se pudo cuantificar.
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5.1.3. Induccién de organogénesis en hojas

Para evaluar medios de cultivo en la induccion de organogénesis en hojas de valeriana se
realizaron siete experimentos en los cuales se utilizaron combinaciones de BAP y ANA y

como medio basal se utiliz6 el medio MS.

A) Tratamientos para inducir organogénesis en hojas de valeriana.
a) Tratamientos evaluados en el primer experimento

En el primer experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccion de
organogénesis en hojas de valeriana se evaluaron seis tratamientos con seis repeticiones de
cada uno. Al primero se le asigno el cédigo THAL y al segundo tratamiento el cddigo
THAZ2, en ambos tratamientos se utilizd 1 mg/l de BAP, al primero se le agreg6 0.5 mg/l de
ANA y al segundo 1 mg/l de ANA. El tercero se identificd con el cddigo THA3 y cuarto
con el cédigo THA4 a ambos se les agrego 3 mg/l de BAP, al tercero se le agregd 0.5 mg/I
de ANA vy al cuarto fue agregado 1 mg/l de ANA. El quinto tratamiento se identificé con el
codigo THAS vy el sexto tratamiento se identifico con el cddigo THAB, a ambos se les
agrego 5 mg/l de BAP, al quinto se le agregd 0.5 mg/l de ANA y al sexto le fue agregado 1
mg/l de ANA. En el cuadro 2 se muestra los codigos y tratamientos del primer
experimento.

Cuadro 2. Tratamientos para evaluar la induccion de organogénesis en hojas de valeriana. Evaluacién

de procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cddigo Tratamiento

THA1 1 mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA

THA2 | 1 mg/l de BAP + 1 mg/l ANA

THA3 | 3 mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA

THA4 | 3mg/l de BAP + 1 mg/l ANA

THA5 | 5mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA

THAG 5 mg/l de BAP + 1 mg/l ANA
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b) Tratamientos evaluados en el segundo experimento

En el segundo experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccion
de organogénesis en hojas de valeriana se evaluaron cuatro tratamientos con cuatro
repeticiones de cada uno. Al primero se le asigné el codigo THB1 y al segundo tratamiento
el cddigo THB2, en ambos tratamientos se utiliz6 3 mg/l de BAP, al primero se le agreg6
0.5 mg/l de ANA y al segundo 1 mg/l de ANA, a ambos medios de cultivo se les agrego 1
% de carbdn activado. El tercer tratamiento se identificd con el codigo THB3 y cuarto con
el cadigo THB4 a ambos se les agregé 3 mg/l de BAP, al tercero se le agregd 0.5 mg/l
ANA 'y al cuarto le fue agregado 1 mg/l de ANA. En el cuadro 3 se muestra los cédigos y
tratamientos del segundo experimento.

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar efecto de carbén activado en la induccién de organogénesis en

hojas de valeriana. Evaluacién de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la
induccidn de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cadigo Tratamiento

THBC1 3 mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA + 1 % carbon activado

THBC2 3 mg/l de BAP + 1 mg/l ANA + 1 % carbdn activado

THBC3 | 3mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA

THBC4 | 3 mg/l de BAP + 1 mg/l ANA

¢) Tratamientos evaluados en el tercero experimento

En el tercer experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccién de
organogénesis en hojas de valeriana se evaluaron tres tratamientos con seis repeticiones de
cada uno. Al primero se le asigné el cédigo THC1 y al segundo tratamiento el codigo
THC2, en ambos tratamientos se utiliz6 10 mg/l de BAP, al primero tratamiento se le
agregd 2 mg/l de ANA vy al segundo no se le agregdé ANA. EI tercer tratamiento se
identificé con el cédigo THC3 y estuvo constituido por 5 mg/l de BAP. Los explantes
permanecieron por 15 dias en los medios de induccion. En el cuadro 4 se muestra los

codigos y tratamientos del tercer experimento.
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Cuadro 4. Tratamientos para evaluar la induccién de organogénesis en hojas de valeriana. Evaluacién
de procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccion de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cadigo Tratamiento

THC1 | 10 mg/l de BAP + 2 mg/l ANA

THC2 10 mg/l de BAP

THC3 5 mg/l de BAP

d) Tratamientos evaluados en el cuarto experimento

En el cuarto experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccién de
organogénesis en hojas de valeriana se evaluaron cuatro tratamientos con 10 repeticiones
cada uno. Al primer tratamiento se asignoé el cdédigo THD1 y al segundo tratamiento el
codigo THD2, en ambos tratamientos se utilizd 5 mg/l de BAP, al primero se le agreg6 0.5
mg/l de ANA y al segundo 1 mg/l de ANA. El tercero se identificd con el codigo THD3 y
cuarto con el cédigo THD4 a ambos se les agrego 10 mg/l de BAP, al tercero no se le
agregd ANA vy al cuarto le fue agregado 2 mg/l de ANA. En todos los tratamientos se
adicion0 al medio de cultivo 0.2 mg/l de benomyl. Los explantes permanecieron por 15 dias
en los medios de induccion. En el cuadro 5 se muestra los codigos y tratamientos del cuarto
experimento.

Cuadro 5. Tratamientos evaluados para inducir organogénesis en hojas de valeriana. Evaluacion de

procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cddigo Tratamiento

THD1 |5 mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA

THD2 5 mg/l de BAP + 1.0 mg/l ANA

THD3 10 mg/l de BAP

THD4 | 10 mg/l de BAP + 2 mg/l ANA

e) Tratamientos evaluados en el quinto experimento

En el quinto experimento para la evaluacion de medios de cultivo para la induccion de

organogeénesis en hojas de valeriana se evaluaron dos tratamientos con cuatro repeticiones
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de cada uno. Al primer tratamiento se asigndé el cddigo THEL y al tratamiento dos el codigo
THEZ2, el primero estuvo constituido por 2 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de ANA vy el segundo
por 5 mg/l de BAP y 1mg/l de ANA. En todos los tratamientos se adiciond al medio de
cultivo 0.2 mg/l de benomyl. Los explantes permanecieron por ocho dias en los medios de
induccién En el cuadro 6 se muestran los cédigos y los tratamientos que se evaluaron en el

quinto experimento.

Cuadro 6. Tratamientos evaluados para inducir organogénesis en hojas de valeriana. Evaluacion de
procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Tratamiento Descripcion

THE1 2 mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA

THE2 5 mg/l de BAP + 1.0 mg/l ANA

f) Tratamientos del sexto experimento

En el sexto experimento para la evaluacion de medios de cultivo para la induccion de
organogénesis en hojas de valeriana se asigné al tratamiento uno el codigo THF1, el cual
estuvo constituido por la combinaciéon de 1 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de ANA. Al segundo,
tercer y cuarto tratamientos se les asignaron los codigos THF2, THF3 y THF4,
respectivamente; a todos estos tratamientos se les agregd 1 mg/l de ANA vy al segundo,
tercero y cuarto tratamiento les fueron agregado 2 mg/l, 3 mg/l y 5 mg/l de BAP,
respectivamente. Los explantes permanecieron por ocho dias en los medios de induccion.
En el cuadro 7 se muestran los cédigos y los tratamientos que se evaluaron en el sexto

experimento.
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Cuadro 7. Tratamientos utilizados de prueba para evaluar reguladores de crecimiento. Evaluacién de
procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Tratamiento Descripcion

THF1 1 mg/l de BAP + 0.5 mg/l ANA

THF2 2 mg/l de BAP + 1.0 mg/l ANA

THF3 3 mg/l de BAP + 1.0 mg/l ANA

THF4 5 mg/l de BAP + 1.0 mg/l ANA

g) Tratamientos del séptimo experimento

En el séptimo experimento para la evaluacién de medios de cultivo para la induccion de
organogeénesis en hojas de valeriana se asignd al tratamiento uno el cédigo THG1, el cual
estuvo constituido por la combinacién de 0.25 mg/l de BAP. Al segundo tratamiento se le
asignd el codigo THG2 constituido por la combinacion de 0.5 mg/l de BAP vy el tercer
tratamiento se le asignd el cddigo THG3 constituido por la combinacion de 1 mg/l de BAP.
En el cuadro 8 se muestran los cddigos y los tratamientos que se evaluaron en el séptimo
experimento.

Cuadro 8. Tratamientos utilizados de prueba para evaluar reguladores de crecimiento. Evaluacién de

procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Tratamiento Descripcion

THG1 0.25 mg/l de BAP

THG2 0.5 mg/l de BAP

THG3 1 mg/l de BAP

B) Unidad experimental

En todos los experimentos la unidad experimental consistio de cuatro explantes de hoja de

dos centimetros cuadrados en una caja de Petri con 20 ml de medio de cultivo.
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C) Disefio experimental

En todos los experimentos, se utilizé el disefio experimental completamente al azar con el
numero de tratamientos que se describe para cada uno de ellos. EI nimero de repeticiones
de cada tratamiento en cada uno de los experimentos se menciona en la descripcion que se

hace de cada uno de ellos en este documento.
D) Variable de respuesta.

La variable de respuesta para la evaluacion de la induccion de organogénesis en hojas de
valeriana fue el nUmero de yemas adventicias o brotes desarrollados sobre cada uno de los

explantes. Por lo tanto no se pudo cuantificar.
5.1.4. Induccion de callo en hojas de valeriana.

A) Tratamientos evaluados en los experimentos de induccion de callo.
a) Tratamientos evaluados en el primer experimento

En el primer experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccion de
callo en hojas de valeriana se evaluaron tres tratamientos con 10 repeticiones cada uno. Al
primero se le asignd el cédigo TCAL y se le agregd 0.1 mg/l de 2,4-D, el segundo
tratamiento se identifico con el cddigo TCA2 y se le agreg6 0.5 mg/l de 2,4-D. Al tercer
tratamiento se le asigné el codigo TCA3 y se le agregdé 1 mg/l de 2,4-D. En el cuadro 9 se
muestra los cddigos y tratamientos del primer experimento para la evaluacion de la
respuesta de las hojas de valeriana a la induccién de callo.

Cuadro 9. Tratamientos para evaluar la respuesta de hojas de valeriana a la induccién de callo, primer

experimento. Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la
induccion de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cddigo Tratamientos

TCAl 0.1 mg/l de 2,4-D

TCA2 0.5 mg/l de 2,4-D
TCA3 1.0 mg/l de 2,4-D
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b) Tratamientos evaluados en el segundo experimento

En el segundo experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccion
de callo en hojas de valeriana se evaluaron seis tratamientos con seis repeticiones de cada
uno. Al primero se le asigné el codigo TCB1 al cual se le agregd 2 mg/l de 2,4-D, el
segundo tratamiento se identificd con el cddigo TCB2 y se le agregd 5 mg/l de 2,4-D. Al
tercer tratamiento se le asigno el codigo TCB3, el cual se le agregd 2 mg/l de IBA, el cuarto
tratamiento se identifico con el codigo TCB4 y se le agregd 5 mg/l de IBA. Al quinto
tratamiento se le asigno el cddigo TCB5, que se le agregd 2 mg/l de 2,4-D combinado con 5
mg/l de IBA, Al sexto tratamiento se le asigno el codigo TCB6, se le agrego 5 mg/l de 2,4-
D combinado con 2 mg/l de IBA. En el cuadro 10 se muestra los codigos y los tratamientos
evaluados en el segundo experimento.

Cuadro 10. Tratamientos para evaluar la respuesta a la induccion de callo de hojas de valeriana,

segundo experimento. Evaluacién de procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para
la induccidn de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cddigo Tratamientos
TCB1 2 mg/l 2,4-D

TCB2 5 mg/l 2,4-D

TCB3 2 mg/l IBA

TCB4 5 mg/l IBA

TCB5 2 mg/l 2,4-D + 5 mg/l IBA
TCB6 5 mg/l 2,4-D + 2 mg/l IBA

c) Tratamientos evaluados en el tercer experimento

En el tercer experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccién de
callo en hojas de valeriana se evaluaron tres tratamientos con seis repeticiones de cada uno.
Al primero se le asignd el cddigo TCC1, al segundo tratamiento el codigo TCC2, y al tercer
tratamiento el cddigo TCC3, en todos los tratamientos se utilizé 0.1 mg/l de Kinetina, la
concentracion de 2,4-D fue diferente en los tratamientos, al primero tratamiento se le

agrego 2 mg/l, al segundo tratamiento se le agregd 5 mg/l y al tercer tratamiento se le
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agregd 10 mg/l. En el cuadro 11 se muestra los codigos y tratamientos del tercer
experimento en el cual se evalud la induccién de callo en valeriana.
Cuadro 11. Tratamientos evaluados para inducir callo en hojas de valeriana, en tercer experimento.

Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién de
organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cadigo Tratamientos

TCC1 0.1 mg/l Kinetina + 2 mg/l 2,4-D
TCC2 0.1 mg/l Kinetina + 5 mg/l 2,4-D
TCC3 0.1 mg/l Kinetina + 10 mg/l 2,4-D

d) Tratamientos evaluados en el cuarto experimento

En el cuarto experimento para conocer el efecto de medios de cultivo para la induccién de
callo en hojas de valeriana se evaluaron tres tratamientos con cinco repeticiones de cada
uno. Al primero se le asignd el cddigo TCD1, al segundo tratamiento el codigo TCD2, y al
tercer tratamiento el cddigo TCD3, en todos los tratamientos se utiliz6 0.1 mg/l de
Kinetina, la concentracién de 2,4-D fue diferente en los tratamientos, de la forma siguiente:
al primero tratamiento se le agreg6é 5 mg/l de 2,4-D, al segundo tratamiento se le agrego 10
mg/l y al tercer tratamiento se le agrego 15 mg/l. En todos los tratamientos se adiciond al
medio de cultivo 0.2 mg/l de benomyl. En el cuadro 12 se muestra los codigos y
tratamientos del cuarto experimento que se realizé para evaluar la respuesta de las hojas de
valeriana a la induccion de callo.

Cuadro 12. Tratamientos utilizados para evaluar la respuesta de hojas de valeriana a la induccién del

callo, cuarto experimento. Evaluacién de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo
para la induccién de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Cddigo Tratamientos

TCD1 0.1 mg/l Kinetina + 5 mg/l 2,4-D
TCD2 0.1 mg/l Kinetina + 10 mg/l 2,4-D
TCD3 0.1 mg/l Kinetina + 15 mg/l 2,4-D
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B) Unidad experimental

En todos los experimentos en los que se evalud la respuesta de hoja de valeriana a la
induccion de callo, la unidad experimental consistio de cuatro explantes de hoja de dos

centimetros cuadrados en una caja de Petri con 20 ml de medio de cultivo.
C) Disefio experimental

En todos los experimentos para la evaluacion de la respuesta de hojas de valeriana a la
induccion de callo se utilizo el disefio experimental completamente al azar con el niUmero

de tratamientos y de repeticiones que se describe en cada uno.
D) Variable de respuesta.

La variable de respuesta para la evaluacion de la induccién de callo en hojas de valeriana

considerada fue la presencia de callo en los explantes, el cual no se pudo cuantificar.



5.2.Manejo del experimento

5.2.1. Materialesy equipo

e Agua esteril

e Agitadores

e Alcohol

e Bisturis

e Autoclave

e Balanza analitica

e Beackers

e Matraces de Erlenmeyer
e Tubo de ensayo

e Agua desmineralizada

e Estufa con agitacion magnetica
e Camara de flujo laminar
e Frascos de vidrio

e Papel aluminio

e Pinzas

e Jabon antibacterial

e Potenciometros

e Reguladores de crecimiento
e Atomizadores

e Encendedores

e Hipoclorito de sodio

e Soluciones madres

e Marcadores

e Mecheros

o Papel cristal

41

Hules

Cajas de Petri estériles
Agar

(NH4)NOs
KNOs

CaCl2 -2H20
MgSOs - 7TH,0
KH2PO4

FeSO4 - 7TH20
Na,EDTA
MnSOq - 4H.0
ZnS0Oq4 - TH20
H3BOs

Kl

Na2MoOQO4 - 2H.0
CuSOq - 5H20
CoClz - 6H20
Myo-inositol
Acido Nicotinico
Piridoxina-HCI
Tiamina-HCI
Glicina
Tetraciclina
Benomyl

Mancozeb
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5.2.2. Area experimental

La evaluacion de procedimientos de desinfeccion y de medios de cultivo para la induccion
de organogénesis y de callo en hojas de valeriana (Valeriana prionophylla Standl.), se
realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Agronomia de

la Universidad de San Carlos de Guatemala, ubicado en el tercer nivel del edificio T-8.

5.2.3. Condiciones del cultivo

Las condiciones que presenta el cuarto de incubacion donde fueron colocados los cultivos
son: intensidad luminica de 1,000 lux a 3,000 lux, fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de
oscuridad, temperatura de 25 °C £ 1°C y humedad relativa del 70 % a 80 %.

5.2.4. Determinacion de la planta

Se obtuvo muestras de la planta (rizoma, tallo, hojas, flores y frutos), se consulto la Flora

de Guatemala y con el uso de claves taxondémicas se determing la especie.

5.2.5. Colecta, cultivo y acondicionamiento de plantas

Las plantas de valeriana se colectaron en el caserio Ciénaga Grande, municipio Santa Lucia
Utatlan en el departamento de Solola, posteriormente se trasladaron a macetas con didmetro
de 22.5 cm y profundidad de 16 cm, se prepar6 una mezcla de suelo y arena en proporcion
3:1, en esta mezcla fueron sembradas las plantas, las que se ubicaron en un lugar
sombreado, se regaron cada tres dias, fueron fertilizadas con fertilizante foliar. Asi también
se asperjaron con pesticidas e insecticidas de acuerdo a la presencia de plagas o
enfermedades. Para reducir la contaminacion por patdgenos fueron asperjadas con benomyl
a una concentracion de 0.5 g/l. Se observd su desarrollo y cuando las mismas se
establecieron y desarrollaron hojas sanas se obtuvo de ellas sus rizomas y hojas para ser

utilizadas como explantes en la investigacion.
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5.2.6. Medios de cultivos

Se utiliz6 como medio basal el medio Murashige y Skoog (MS) (Dodds & Roberts, 1985),
cuyos componentes se muestran en el anexo 1. A este medio basal se agregaron los
reguladores del crecimiento en las concentraciones que se indican en cada uno de los

tratamientos descritos en la metodologia experimental.

5.2.7. Preparacion de medios de cultivo

Para preparar los medios de cultivo se utilizd soluciones concentradas, las que se
prepararon en funcion de los componentes del medio basal Murashige y Skoog. Las
soluciones concentradas de los reguladores de crecimiento se prepararon en
concentraciones 1000X teniendo como referente un miligramo por litro. El procedimiento

para la preparacion de las soluciones concentradas se muestra en el anexo 2.

Los medios de cultivo tuvieron como medio basal el MS, se prepararon utilizando las
soluciones concentradas, cuyo procedimiento de preparacion se muestra en el anexo 3. Se

utilizé en todos los medios 3 % de sucrosa, 0.7 % de agar y el pH fue de 5.7.

Para los medios de induccion de organogénesis y de callo, se prepararon soluciones
concentradas de reguladores de crecimiento (BAP, ANA, 2,4-D, Kinetina, IBA), y se
adicion0 a éstos concentraciones para las diferentes evaluaciones realizadas. Los medios de

desarrollo se prepararon con medio MS sin adicidn de reguladores de crecimiento.

Todos los medios de cultivo fueron preparados y posteriormente esterilizados en Matraces
de Erlenmeyer, en una autoclave a 15 psi por 15 min, a una temperatura de 121 °C, después
se trasladaron a la cdmara de flujo laminar en donde se procedié a verter 20 ml de medio de

cultivo en cada una de las cajas de Petri, segun correspondia el tratamiento.

Las cajas de Petri se almacenaron en cajas de cartdn, una vez solidificado el medio se

utilizaron para hacer las siembras o transferencias.
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5.2.8. Preparacion de la camara de flujo laminar

La cadmara de flujo laminar fue puesta a funcionar 15 min antes de iniciar el trabajo en ella,
se desinfectd con una solucion de etanol al 70 % la cual fue asperjada con atomizador
manual en las paredes, techo y mesa. Posteriormente el exceso de la solucion de etanol
aplicada se seco con papel absorbente. Al mismo tiempo se prepar6 el mechero, la solucién
de etanol al 95 % para flamear y se desinfectd por medio de flameo los instrumentos que se

utilizaron en el trabajo que se realizé.
5.2.9. Control de patdgenos en las plantas de valeriana

Las plantas cultivadas en macetas fueron asperjadas con benomyl a una concentracion de

0.5 g/l, el cual se aplico al area foliar y al suelo, cada dos dias por ocho dias.
5.2.10. Aplicacién de benomyl al medio de cultivo

Con base en informacién que se obtuvo de trabajos de investigacion Ferreira de Santana,
Paiva, Ibrahim Aloufa, & Pinto de Lemos (2003), en los cuales se utilizd benomyl en
medios de cultivo, se adicion6 benomyl a una concentracion de 0.2 mg/l en algunos medios
de cultivos evaluados para la induccion de organogénesis y callo, en la metodologia

experimental se mencionan los tratamientos en los cuales fue utilizado.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Procedimiento de desinfeccion de hojas

La menor contaminacion de hojas se observo cuando éstas fueron lavadas con jabon
antibacterial y agua potable, posteriormente fueron colocadas en benomyl a una
concentracion de 0.5 g/l por 30 min, después fueron colocadas en una solucién que contenia
0.5 % hipoclorito de sodio por 10 min, finalmente fueron lavadas tres veces con agua estéril
y colocadas en los medios de cultivo. Con este procedimiento se observo el 18.75 % de
unidades experimentales con contaminacion. El segundo mejor procedimiento observado
fue una variante del mencionado anteriormente, esta variacion consistié en el tiempo de
inmersion en hipoclorito de sodio comercial, en este tratamiento el tiempo de inmersion fue
cinco minutos y el porcentaje de contaminacién fue del 43.75 % En los otros tratamientos

evaluados la contaminacion se observo en todas las unidades experimentales.

Existe diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en los tratamientos de desinfeccion
evaluados, la prueba de Kruskal-Wallis muestra tres grupos, un primer grupo lo conforma
el tratamiento de desinfeccidn en el cual las hojas fueron lavadas con agua potable y jabon
antibacterial, posteriormente colocadas en benomyl a una concentracion de 0.5 g/l por 30
min, luego colocadas en una solucién que contenia 0.5 % hipoclorito de sodio por 10 miny
posteriormente sembradas en el medio de cultivo. El segundo grupo lo constituye el
tratamiento que es una variante del procedimiento antes descrito, en este tratamiento la
diferencia es el tiempo de inmersion en hipoclorito de sodio, el cual fue de cinco minutos.
Un tercer grupo lo conforman el resto de tratamientos en donde la contaminacion se
observo en todas las unidades experimentales. En el cuatro 13 se muestra los resultados de

la prueba de Kruskal-Wallis de la evaluacion de tratamientos de desinfeccion de hojas.
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Cuadro 13. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis en la evaluacién de procesos de desinfeccién de
explante de hoja de valeriana. Evaluacién de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de
cultivo para la induccion de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Variable | Tratamiento N Medias D.E. Medias H P
Escala T1(B) 7 1.71 0.49 2.00 8.76 0.0001
Escala T2 (Bm) 7 1.14 0.38 1.00
Escala T3(C) 7 1.00 0.00 1.00
Escala T4 (Cm) 7 1.00 0.00 1.00
Escala T5 (Cm2) 7 1.00 0.00 1.00
Escala T6 (D) 7 1.00 0.00 1.00
Escala T7 (Dm) 7 1.00 0.00 1.00

Tratamiento Medias Rangos

T5 (Cm2) 1.00 A

T6 (D) 1.00 A

T7 (Dm) 1.00 A

T4 (Cm) 1.00 A

T3(C) 1.00 A

T2 (Bm) 1.14 A B

T1(B) 1.71 B

Al evaluar la turgencia de los explantes de hoja de valeriana como complemento de las
pruebas de desinfeccion se observo que las hojas mantuvieron la turgencia por 15 dias,
después se observo necrosis en los bordes y partes del limbo hasta tornarse todas de color
café oscuro, esto ultimo se observo 30 dias después de haber sido colocadas las hojas en el
medio de cultivo. La prueba de Kruskal-Wallis no muestra diferencia estadistica
significativa (p > 0.05) en la turgencia de las hojas para los diferentes tratamientos de
desinfeccion, en el cuadro 14 se muestran los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis
para la turgencia de los explantes de hoja, en la figura 4 se muestra una comparacion entre
los dos procedimiento de desinfeccion en los que se observaron mejores resultados y en la
figura 5 se muestran los explantes de hoja 15 dias después de haber sido colocados en

medios de cultivo.
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Cuadro 14. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis en la evaluacién de turgencia en explantes de
hoja de valeriana segiin procedimiento de desinfeccion. Evaluacion de procedimientos de desinfeccion
de hojas y medio de cultivo para la induccion de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala,

2018.

Variable | Tratamiento N Medias D.E. Medias H P
Escala T1(B) 7 1.00 0.00 1.00 6.60 0.1492
Escala T2 (Bm) 7 1.14 0.38 1.00
Escala T3 (C) 7 157 0.53 2.00
Escala T4 (Cm) 7 1.57 0.53 2.00
Escala T5 (Cm2) 7 1.57 0.53 2.00
Escala T6 (D) 7 1.29 0.49 1.00
Escala T7 (Dm) 7 1.43 0.53 1.00

120,00%

100 % 100 %
100,00%
81.25%
3 80,00%
I 56.25 % W % de explantes contaminados
g 6000% 43.75 %
E 40,00% H % de explantes no
50,00% 18.759 contaminados
' . % de explantes turgentes
0,00%
T1(B) T2 (Bm)

Tratamientos evaluados en el proceso de desinfeccion de hojas de
valeriana

Figura 4. Comparacion de los dos mejores tratamientos de desinfeccion en relacién a la contaminacién
y la turgencia de los explantes. B, el mejor tratamiento de desinfeccion de hojas y Bm representa el
segundo mejor tratamiento de desinfeccion de hojas. Evaluacion de procedimientos de desinfeccién de
hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Figura 5. Explantes de hoja de valeriana 15 dias después de haber sido desinfectados con el mejor
tratamiento. Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la
induccion de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.
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6.1.1. Induccién de organogénesis en rizoma de valeriana

Cuando se utiliz6 como explante el rizoma de valeriana no se observo respuesta
organogenica debido a que en todas las unidades experimentales se presenté contaminacion
por hongos y bacterias. Esta contaminacion se debid a la alta cantidad de exudados que son
producidos por el rizoma de valeriana al ser cortado, asi como por la estructura de la
epidermis, la cual es plegada y por ello se hace dificil la desinfeccion. En la figura 6 se
muestran cortes de rizoma en la cual se puede observar los pliegues de la epidermis. En la
figura 7 se muestran los tratamientos que fueron evaluados en donde se puede observar la

contaminacion en los explantes en cada unidad experimental.

Figura 6. Corte de rizoma de valeriana en donde se muestran los pliegues de la epidermis. Evaluacion
de procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccion de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Figura 7. Explantes de rizoma de valeriana en medios de cultivo para la induccion de yemas adventicias
contaminados por bacterias y hongos. Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio
de cultivo para la induccion de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.
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El rizoma no es una opcion adecuada para ser utilizada como explante en la propagacién in
vitro de valeriana debido a los exudados que presenta y los pliegues de la epidermis, lo cual
hace muy dificil la desinfeccion para su cultivo. Quispe Calle (2009) afirma que los
rizomas son explantes con alta contaminacion que provienen, ya sea de macetas o de campo
abierto, al estar en contacto directo con el suelo se contaminan con una diversidad de

patdgenos por lo que su desinfeccion es imposible.

6.2. Induccion de organogénesis en hojas de valeriana.

6.2.1. Resultados del primer experimento

Cuando se evaluaron medios de cultivo con 1, 3 y 5 mg/l de BAP combinados 0.5 mg/l y 1
mg/l de ANA, a los ocho dias de haber colocado los explantes en medio de cultivo se
observd que los tratamientos que contenian 3 y 5 mg/l de BAP mostraron turgencia y
coloracion verde, a los 15 dias se observo necrosis en los bordes, luego se extendié por todo

el explante hasta observarse totalmente necrosados.
6.2.2. Resultados del segundo experimento

Cuando se evaluaron medios de induccion con 3 mg/l de BAP combinados 0.5 mg/l y 1
mg/l de ANA, a los ocho dias de haber colocado los explantes en medio de cultivo se
observd que en todos los tratamientos los explantes mostraron turgencia y coloracion verde,
a los 15 dias se observd necrosis en los bordes de las hojas, después de 25 dias los

explantes se observaron necréticos.
6.2.3. Resultados del tercer experimento

Cuando se evaluaron medios de cultivo con 5 mg/l de BAP, 10 mg/l de BAP y 10 mg/l de
BAP con 2 mg/l de ANA, los explantes de hoja se mantuvieron turgentes los 15 dias que se
mantuvieron en medio de induccién, en este medio se observd que los explantes del
tratamiento que contenia 10 mg /I de BAP y 2 mg/l de ANA cambiaron de coloracién verde
a café claro y los explantes colocados en los medios con 10 mg/l y 5 mg/l de BAP
mantuvieron la coloracion verde. Al ser trasladados los explantes a los medios de
desarrollo, los que provenian del medio que contenia 10 mg/l de BAP y 2 mg/l de ANA se
tornaron café claro a los cinco dias después de su traslado. Los explantes provenientes del

medio que contenian 10 mg/l de BAP mostraron division celular (protuberancias) y
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necrosis en los bordes, la cual se extendid en 10 dias por todo el explante. Los explantes
provenientes del medio de cultivo que contenia 5 mg/l de BAP mantuvieron por 15 dias la
coloracion verde, después se observé necrosis en los bordes, la cual se extendio por todo el
explante a los 25 dias, en la figura 8 se muestran los explantes en el medio de induccién
con las combinaciones de reguladores de crecimiento evaluadas y en la figura 9 se muestra
la apariencia de los explantes ocho dias después de haber sido trasladados al medio de
desarrollo.

Figura 8. A. Explantes de hoja de valeriana colocados en medios de induccion de organogénesis
conteniendo 10 mg/l de BAP y 2 mg/l ANA. B. Explantes de hoja de valeriana colocados en medios de
induccién de organogénesis conteniendo 10 mg/l de BAP. C. Explantes de hoja de valeriana en medios
de induccion de organogénesis conteniendo 5 mg/l de BAP, 15 dias después de la siembra. Evaluacion
de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Figura 9. A. Explantes, provenientes del medio que contenia 10 mg/l de BAP y 2 mg/l de ANA,
necrosados cinco dias después de su traslado a medios de desarrollo. B. Explantes provenientes del
medio que contenia 10 mg/l de BAP, necrosados 10 dias después de ser colocados en medios de
desarrollo. C. Explantes, proveniente del medio que contenia 5 mg/l de BAP necrosados 25 dias después
de ser trasladados a medios de desarrollo. Evaluacidon de procedimientos de desinfeccion de hojas y
medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.
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6.2.4. Resultados del cuarto experimento

Cuando se utilizaron 5 mg/l de BAP y 10 mg/l de BAP combinados con 0.5 mg/l de ANA 'y
1 mg/l de ANA, asi como 10 mg/lI de BAP combinados por 2 mg/l de ANA y sin la adicion
de ANA, los explantes se mostraron turgentes y con signos de division celular a los 15 dias
en el medio de induccion. Cinco dias después de haber sido transferidos al medio sin
reguladores de crecimiento se observo necrosis en los bordes de los explantes y en
diferentes partes del area del explante, las partes necroticas se extendieron hasta cubrir todo
el explante, observandose areas con signos de division celular (abultamientos también

necrosadas).

En la figura 10 se muestran en A explantes turgentes en medios de induccién, en B

explantes necrosados y en C explantes necrosados con aumento de 10X.

Figura 10. A. Explantes en medios de induccion a los 15 dias antes de su transferencia a medios de
desarrollo. B. Explantes cinco dias después de ser transferidos a medios de desarrollo. C. Explantes
deshidratados, cinco dias después de transferidos a medios de desarrollo. Evaluacion de procedimientos
de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de callo en valeriana,
Guatemala, 2018.

6.2.5. Resultados del quinto experimento

Cuando se utilizaron 2 mg/l de BAP combinado con 0.5 mg/l de ANA y 5 mg/l de BAP
combinado con 1 mg/l de ANA los explantes se mantuvieron turgentes en los ocho dias que
estuvieron en los medios de induccion, al ser transferidos a los medios de desarrollo la
turgencia la mantuvieron por 15 dias a partir de los cuales se observé necrosamiento en los
bordes y en algunas partes del explante, éstas areas necroticas se extendieron por todo el

explante hasta observarse totalmente necrosado 20 dias después de haber sido transferido
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al medio de desarrollo. En la figura 11 se muestran lose explantes de los tratamientos
evaluados en los medios de induccion a los ocho dias de ser colocados en los medios de
induccion y en la figura 12 se muestran los explantes a los 15 dias después de haber sido

transferidos a los medios de desarrollo.

Figura 11. A. Explantes de hoja de valeriana colocados en medios de induccion de organogénesis
conteniendo 2 mg/l de BAP y 0.5 mg/l de ANA. B. explantes de hoja de valeriana colocados en medios
de induccién de organogénesis conteniendo 5 mg/l de BAP y 1.0 mg/l de de ANA. Evaluacién de
procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccion de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Figura 12. Aspecto de los explantes de hoja 15 dias después de haber sido transferidos a medios de
desarrollo. A. Explantes de hoja de valeriana colocados en medios de desarrollo proveniente de 2 mg/I
de BAP y 0.5 mg/l de ANA. B. Explantes de hojas de valeriana proveniente de 5 mg/l de BAP y 1.0 mg/I
de ANA. Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién
de organogeénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

6.2.6. Resultados del sexto experimento

Cuando se evaluaron medios de cultivo con 1, 2, 3 y 5 mg/l de BAP, el primero combinado
con 0.5 mg/l de ANA y los otros tres con 1 mg/l de ANA, los explantes mantuvieron

turgentes a los ocho dias en los medios de induccién, 15 dias después de haber sido
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trasladados a los medios desarrollo se observo necrosamiento en los bordes y algunas partes
del explante, la necrosis se extendid por todo el explantes hasta observarse totalmente
necrosados a los 25 dias después de haber sido trasladados a los medio de desarrollo. En la
figura 13 se muestran los explantes a los ocho dias después de haber sido colocados en los
medios de induccidn, previo su traslado a los medios de desarrollo y en la figura 14 se
muestran los explantes a los 15 dias después de haber sido trasladados a los medios de

desarrollo.

Figura 13. Apariencia de los explantes de hoja de valeriana ocho dias después de haber sido colocados
en medios de induccidn. A. Explantes colocados en medios de induccién de organogénesis conteniendo 1
mg/l de BAP y 0.5 mg/l de ANA. B. Explantes colocados en medios de induccién de organogénesis
conteniendo 2 mg/l de BAP y 1.0 mg/l de ANA. C. Explantes colocados en medios de induccién de
organogenesis conteniendo 3 mg/l de BAP y 1.0 mg/l de ANA. D. Explantes colocados en medios de
induccién de organogénesis conteniendo 5 mg/l de BAP y 1.0 mg/l de ANA. Evaluacién de
procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de
callo en valeriana, Guatemala, 2018.

Figura 14. Apariencia de los explantes de hoja de valeriana 15 dias después de su traslado a medios de
desarrollo. A. Explantes provenientes de medio de induccién que contenia 1 mg/l de BAP y 0.5 mg/I de
ANA. B. Explantes proveniente de medio de induccion que contenia 2 mg/l de BAP y 1.0 mg/l de ANA.
C. Explantes proveniente de medio de induccion que contenia 3 mg/l de BAP y 1.0 mg/l de ANA. D.
Explantes proveniente de medio de induccién que contenia 5 mg/l de BAP y 1.0 mg/l de ANA.
Evaluaciéon de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la inducciéon de
organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.
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6.2.7. Resultados del séptimo experimento

Cuando se evaluaron medios de cultivo con 0.25, 0.5 y 1 mg/l de BAP, los explantes
mantuvieron turgentes a los cinco dias en los medios de induccion, a los ocho dias que se
realizo el traslado a medios de desarrollo, algunos de estos ya se encontraban necrosados,
fueron trasladados Unicamente los que presentaban color verde, a los ocho dias después de
haber sido trasladados a los medios desarrollo, la necrosis se extendio por todo el explantes.
En la figura 15 se muestran los explantes a los ocho dias antes de su traslado a medios de
desarrollo y en la figura 16 se muestran los explantes a los ocho dias después de haber sido

trasladados a los medios de desarrollo.
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Figura 15. Apariencia de los explantes de hoja de valeriana ocho dias después de haber sido
colocados en medios de induccion. A. Explantes colocados en medios de induccion de organogénesis
conteniendo 0.25 mg/l de BAP. B. Explantes colocados en medios de induccién de organogénesis
conteniendo 0.5 mg/l de BAP. C. Explantes colocados en medios de inducciéon de organogénesis
conteniendo 1 mg/l de BAP. D. Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de
cultivo para la induccién de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.
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Figura 16. Apariencia de los explantes de hoja de valeriana ocho dias después de su traslado a
medios de desarrollo. A. Explantes provenientes de medio de induccidén que contenia 0.25 mg/l de
BAP. B. Explantes proveniente de medio de induccion que contenia 0.5 mg/l de BAP. C. Explantes
proveniente de medio de induccion que contenia 1 mg/l de BAP. Evaluacién de procedimientos de
desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién de organogénesis y de callo en valeriana,
Guatemala, 2018.
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6.3.Induccion de callo en hojas de valeriana
6.3.1. Resultados del primer experimento de induccion de callo

Cuando se utilizaron 0.1, 0.5y 1.0 mg/l de 2,4-D los explantes se mostraron turgentes y con
signos de division celular a los ocho dias después de la siembra en medios de induccion de
callo. A los 15 dias se observé perdida de turgencia hasta mostrar necrosis de los bordes
hacia el centro del explante. En la figura 17 se muestran los explantes en el medio de
induccion de callo con las diferentes concentraciones de 2,4-D evaluadas, 15 dias después

de haberse colocado en dicho medio.

Figura 17. A. Explantes de valeriana en medio de induccion de callo una concentracion de 0.1 mg/l de
2,4-D. B. Explantes de valeriana en medio de induccién a una concentracion de 0.5 mg/l de 2,4-D. C.
Explantes de valeriana en medio de induccion de callo a una concentracion de 1.0 mg/l de 2,4-D.
Evaluacion de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la induccién de
organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

6.3.2. Resultados del segundo experimento de induccién de callo

Cuando se evaluaron concentraciones de 5y 2 mg/l de 2,4-D, 2 y 5 mg/l de IBA, y las
combinaciones de 2 mg/l de 2,4-D con 5 mg/l de IBA y 5 mg/l de 2,4-D con 2 mg/l de IBA,
los explantes de hoja se mantuvieron turgentes los 15 dias que estuvieron en medio de
induccién de callo, posteriormente los explantes presentaron necrosis en los bordes. Los
que fueron colocados en 2 mg/l de 2,4-D mostraron coloracion verde y amarilla y los que
fueron colocados en 5 mg/l de 2,4-D presentaron necrosis. Los explantes que fueron
colocados en medio con 2 mg/l y 5 mg/l de IBA mostraron coloracién verde y algunas
partes necrosadas. Los explantes que fueron colocados en medio con combinaciones de 2,4-
D e IBA se necrosaron. En la figura 18 se muestran los explantes en medio de induccion de

callo en hojas de valeriana.
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Figura 18. Aspecto de los explantes de valeriana 15 dias después de haber sido colocados en medios de
induccién de callo. A. Explantes en medio a una concentraciéon de 2 mg/l de 2,4-D, B. Explantes en
medio a una concentracion de 5 mg/l de 2,4-D. C. Explantes en medio a una concentracion de 2 mg/l de
IBA. D. Explantes en medio a una concentraciéon de 5 mg/l de IBA. E. Explantes en medio a una
concentracion de 2 mg/l de 2,4-D con 5 mg/l de IBA y F. Explantes en medio a una concentracion de 5
mg/l de 2,4-D con 2 mg/l de IBA. Evaluacion de procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de
cultivo para la induccion de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

6.3.3. Resultados del tercero experimento de induccion de callo

Cuando se utilizaron 2 mg/l, 5 mg/l y 10 mg/l de 2,4-D con 0.1 mg/l de Kinetina, los
explantes perdieron su coloracion verde y no se observo turgencia. En el medio con 10 mg/I
de 2,4-D se pudo observar protuberancias de color amarillo con apariencia de callo, en
forma esponjosa. Caetano Nunez, Escobar, Caetano, & Vaca Vaca (2014) reportan que en
la especie pitahaya amarilla cuando utilizaron 2,4-D en combinacién con BAP para
formacion de callo obtuvieron callos esponjosos. Cruz Pizarro (2012) menciona que los
callos suelen ser masas celulares compactas y solidas con espacios intercellares limitados,
otros forman tejidos esponjosos. La coloracion del tejido también varia, con la especie se
pueden presentar callos que carecen de pigmentacion, mientras que otros pueden ser de
diferentes tonos de verde, amarillo, café o rojo. Esto esta influenciado por factores como la
nutricion y el ambiente, pueden observarse pigmentos como clorofila, carotenos,
antocianinas, entre otros. En la figura 19 se muestran los explantes de hojas de valeriana en
medios de induccién de callo 15 después de cultivados en medios con 2, 5y 10 mg/l de 2,4-

D combinados con 0.1 mg/l de Kinetina.
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Figura 19. Apariencia de explantes 15 dias después de haber sido colocados en medios de induccion de
callo. A. Medio que contenia 2 mg/l de 2,4-D y 0.1 mg/l de Kinetina. B. Medio que contenia 5 mg/l de
2,4-D y 0.1 mg/l de Kinetina y C. Medio que contenia 10 mg/l de 2,4-D y 0.1 mg/l de Kinetina.
Evaluacion de procedimientos de desinfeccién de hojas y medio de cultivo para la inducciéon de
organogeénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.

6.3.4. Resultados del cuarto experimento de induccion de callo.

Cuando se evaluaron medios de induccion de callo en hojas de valeriana con 5 mg/l, 10
mg/l y 15 mg/l de 2,4-D con 0.1 mg/l de Kinetina, se observé que los explantes de hoja en
las tres concentraciones evaluadas presentaron coloraciéon café claro. Esta coloracion se
observo a los ocho dias en cultivo, cuando se aplicaron 15 mg/l de 2,4-D se observé una
coloracion café oscuro. En la figura 20 se muestra la apariencia de los explantes de hoja 30
dias después de haber sido colocados en medios de induccion de callo que contenian 5, 10 y
15 mg/l de 2,4-D y 0.1 mg/Il de Kinetina.

5 mg/l de 2,4-D 10 mg/l de 2,4-D 15 mg/l de 2,4-D

Figura 20. Apariencia de explantes después de 30 dias en medios de induccidn de callo con 5, 10 y 15
mg/l de 2,4-D. Evaluacidon de procedimientos de desinfeccion de hojas y medio de cultivo para la
induccidn de organogénesis y de callo en valeriana, Guatemala, 2018.
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6.4.Comportamiento general de explantes de hoja en medios para inducir

organogénesis y callo.

Los explantes que fueron evaluados en medios de induccion para organogénesis en hojas
utilizando concentraciones de BAP (1 mg/l a 10 mg/l) y ANA (0.5 mg/l a 1 mg/l),
presentaron turgencia mostrando una coloracion verde al principio luego mostraron
necrosis en las orillas y en el centro hasta cubrir completamente el explante. En la
induccion de organogénesis cuando se utilizd Unicamente BAP los explantes permanecieron
mas tiempo verdes y turgentes en los medios de desarrollo en comparacion con los

explantes que provenian de medios de induccién con combinaciones de BAP y ANA.

En los explantes de hojas evaluados en la induccion de callo utilizando concentraciones de
2,4-D (0.5 mg/l a 15 mg/l), IBA (2 mg/l a 5 mg/l) y Kinetina (0.1 mg/l) los explantes
después de 30 dias en medios de induccién de callo no presentaron respuesta alguna. Al

incrementarse la concentracion de 2,4-D se observé mayor pérdida de la coloracion verde.

La falta de respuesta a la organogénesis y a la induccion de callo puede ser afectada por
factores como la fisiologia, que depende del estado de la planta, y la genética del explante
utilizado. A las plantas que muestran esta problematica se les denomina recalcitrantes
(Klimaszewska, Bonga, & VVon Aderkas 2009; Beltran Pedroza 2011; Trujillo Moya 2009;
Gomez Aguilar 2016; Medina Collado 2016 y Ochatt, Atif, Patatochatt, Jacas, & Conreux
2010). Se ha propuesto que la no expresion de la organogénesis puede ser debida a blogueo
genético, epigenetico y fisioldgico (Vasil y Thorpe 1998; Kung y Wu 1993 y Mufioz
Ramirez 2014).
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7. CONCLUSIONES

1. El menor porcentaje de contaminacion, cuando se utilizan explantes de hoja de
Valeriana prionophylla Standl., se obtiene cuando éstas son lavadas con jabon
antibacterial, posteriormente colocadas en wuna solucion de benomyl a una
concentracion de 0.5 g/l por 30 min, después lavadas tres veces con agua estéril,
posteriormente colocadas en una solucién con 0.5 % de hipoclorito de sodio por 10 min

y finalmente lavadas tres veces con agua estéril.

2. La especie Valeriana prionophylla Standl., no presenta respuesta organogénica a los
medios de induccion que contienen como medio basal MS y BAP en concentraciones
de 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5y 10 mg/l, solas o0 en combinas con ANA en concentraciones de
0.5,1y2mgll.

3. Laespecie Valeriana prionophylla Standl., no presenta respuesta a la induccién de callo
en medios de cultivo que contienen como medio basal MS y 2,4-D en concentraciones
de 0.1, 0.5, 1, 2 y 5 mg/l. Asi también no presenta respuesta a la induccién de callo
cuando se combinan concentraciones de 2,4-D de 2, 5, 10 y 15 mg/l con 0.1 mg/l de

Kinetina o cuando se combinan 2 y 5 mg/l de 2,4-D con 2 y 5 mg/l de IBA.
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8. RECOMENDACIONES

1. Debido a que Valeriana prionophylla Standl., no mostré respuesta a la propagacion
in vitro por medio de organogénesis e induccion de callo, se recomienda realizar

investigacion para incrementar su propagacion por medio de semillas y de rizomas.

2. Se hace necesario concientizar a los agricultores del area en donde valeriana se

distribuye naturalmente para hacer uso sostenible de la especie.
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10. ANEXO

10.1. Anexo 1. Componentes del medio MS
Cuadro 15A. Componentes del medio MS (Murashige y Skoog, 1962).

Componentes Cantidad
(mg/l)
(NH4)NO3 1650
KNO3 1900
CaCl; "2H,0 440
MgSO. * 7H,0 370
KH,PO,4 170
FeSO. " 7H,0 27.8
Na,EDTA 33.6
MnSO, * 4H,0 223
ZnS0O4 * 7H,0 8.6
H3:BO3 6.2
KI 0.83
Na:MoO, * 2H,0 0.25
CuS04 " 5H,0 0.025
CoCl; * 6H,0 0.025
Mio-inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina-HCI 0.5
Tiamina-HCl 0.1
Glicina 2

Fuente: Experiments in Plant Tissue Culture, 1985
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10.2. Anexo 2. Preparacion de Soluciones Concentradas

La preparacion de soluciones concentradas se realizé en funcion de la naturaleza de los

compuestos. La concentracion dependid de la cantidad que se utilizé en el medio.

En el cuadro 16A se muestra la concentracion a la que se prepararon las soluciones
concentradas y la cantidad que se agregd de cada uno de los compuestos en el orden en que

aparecen en el cuadro.
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Cuadro 16A. Cantidad de componentes del medio MS agregada por volumen
preparado de soluciones concentradas.

Soluciones concentradas preparadas

Componentes del | Cantidad
medio MS (mg/1) Concentracion Volumen Cantidad agregada por
preparado (ml) | volumen preparado (mg)
Macronutrientes A
(NH4)NO; 1650 10X 500 8250
KNO; 1900 10X 500 9500
CaCl, 2H,0 440 10X 500 2200
Macronutrientes B
MgS0Os * 7H20 370 10X 500 1850
KH2PO4 170 10X 500 850
Solucion de hierro
FeSO, * 7H,0 27.8 50X 500 695
Na,EDTA 33.6 50X 500 840
Micronutrientes A
MnSO; " 4H,0 22.3 100 X 200 446
ZnS0O4 " 7H,0 8.6 100 X 200 172
H3BO3 6.2 100 X 200 124
Micronutrientes B
KI 0.83 1000 X 500 415
Micronutrientes C
Na;MoO; * 2H,0 0.25 1000 X 100 25
CuS0O4 * 5H,0 0.025 1000 X 100 2.5
CoCl, - 6H,0 0.025 1000 X 100 2.5
Mio-inositol 100 100X 200 2000
Vitamina
Acido nicotinico 0.5 1000X 100 50
Piridoxina-HCI 0.5 1000X 100 50
Tiamina-HCl 0.1 1000X 100 10
Glicina 2 1000X 100 200

Los reguladores del crecimiento se prepararon a una concentracion 1000X con referencia a

1 mg/l. Se prepard de cada regulador 50 ml de solucion concentrada. La Bencilaminopurina

(BAP) se prepar6 de la forma siguiente: se disolvié 50 mg de BAP en diez gotas de HCI

1N, una vez disuelta se procedi6 a agregar agua hasta completar 50 ml. Para preparar acido

naftalenacético (ANA) se preparo de la forma siguiente: se disolvié 50 mg de ANA en diez

gotas de NaOH 1N, una vez disuelta se procedio a agregar agua hasta completar 50 ml.
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10.3. Anexo 3. Preparacion de medios de cultivo

Para preparar el medio basal MS se utilizd las soluciones concentradas, las cuales se

agregaron de acuerdo al orden que se muestras en el cuadro 17A.

Para la preparacion de un litro de medio basal MS se agregaron a un matraz de Erlenmeyer
500 ml de agua desmineralizada, luego se procedio a agregar las soluciones concentradas.
Después se procedié a agregar 30 g de sucrosa. Se afor6 a 1000 ml. Posteriormente de
acuerdo a los tratamientos, se procedio a colocar en matraz de Erlenmeyers el volumen de
medio que correspondia, posteriormente se agregaron los reguladores del crecimiento,
después se ajusto el pH 5.7 y se agreg6 el agar en la cantidad que correspondia en relacion

al volumen y finalmente se esterilizé el medio.
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Cuadro 17A. Volumen de soluciones concentradas utilizadas en la preparacion de un
litro de medio basal MS.

Solucién concentrada Concentracion Volumen agregado para preparar un litro de solucion

Macronutrientes A

(NH4)NO3 10X 100
KNO3 10X 100
CaClz '2H,0 10X 100

Macronutrientes B
MgS04 - 7H20 10X 100

KH2PO4

Solucion de hierro
FeSOs * 7H.0 50X 100

Na:EDTA 50X 100

Micronutrientes A

MnSOs * 4H,0 100 X 10
ZnS0s " 7H20 100 X 10
H3BO3 100 X 10

Micronutrientes B

Kl 1000 X 1

Micronutrientes C

Na2Mo0Os * 2H.0 1000 X 1
CuS04 " 5H0 1000 X 1
CoClz " 6H20 1000 X 1
Mio-inositol 100X 10

Vitamina

Acido nicotinico 1000X 1
Piridoxina-HCl 1000X 1
Tiamina-HCl 1000X 1

Glicina 1000X 1




10.4. Anexo 4. Cantidad de antibioticos y fungicidas utilizados en la desinfeccion de

hojas.
Cuadro 18A. Cantidad en gramos de fungicidas y antibioticos utilizados para la
desinfeccion de hojas.

Cantidad
Cantidad | agregada para el
Componentes Volumen (g/1) : \:golumpen
preparado ml preparado (g)
Benomyl 200 0.5 0.1
Tetraciclina 250 0.529 0.13225
Mancozeb 200 0.8 0.16




