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Evaluacion de los reguladores de crecimiento (Kinetina y Acido giberélico)

para acelerar la germinacidn de Gynoxys verrucosa.
Evaluation of growth regulators (Kinetin and gibberellic acid) to accelerate the germination
of Gynoxys verrucosa.
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Resumen: Las especies de bosque nativas de los altos Andes son esenciales para el funcionamiento del ecosistema, un ejemplo
es la maleza Gynoxys verrucosa, que también es reconocida por sus propiedades para el tratamiento del cédncer. La presente
investigacion apunta a contribuir al vacio que existe con respecto a su germinacién y para ello se emplea técnicas de cultivos in
vitro. La metodologia involucrada en una seleccion previa de semillas que se sometieron al método de desinfeccion estandar,
aplicando posteriormente reguladores de crecimiento (100 ppm) a diferentes tiempos de exposicion. (12-06-24 h), se sembraron
posteriormente en viales con cultivo Murashige y Skoog (1962) en cuanto a los resultados se evalud el efecto de la adicion de
reguladores del crecimiento de las plantas (kinetina y acido giberélico) sobre la respuesta de germinacién a 15 dias se observd
una tasa de germinacion del 60% con Kinetiny en 17 la tasa de germinacién fue del 40% con giberelinas. Los datos se evaluaron
utilizando un analisis de varianza (Anova) en blogues aleatorios.
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Abstract: Native forest species of the high Andes, are essential to the functioning of the ecosystem, an example is Gynoxys
verrucosa Weed, which is also recognized by its properties for the treatment of cancer the present research aims to contribute
to the vacuum that exists with regard to its germination and for this is employed technical of in vitro crops. The methodology
involved in a previous selection of seeds, these were subjected to the standard method of disinfection (70% alcohol for 1 min,
20% hypochlorite for 5 min and 2% of Benomil) subsequently applied growth regulators (100ppm ) at different exposure times
(12-06- 24 h), they were subsequently planted in vials with culture Murashige and Skoog (1962) in terms of the results was
evaluated the effect of the addition of regulators of plant growth (kinetin and gibberellic acid) on the germination response to
15 days was observed 60% germination rate with Kinetin and at 17 was 40% germination rate with Gibberellins. The data were

evaluated using an analysis of variance (Anova) in random blocks..
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|
Introduccion

LLas especies arbustivas nativas de la zona alto andina, son
de mucha importancia dentro de las comunidades rurales?, de-
bido a que varias especies vegetales presentan ciertas propie-
dades que han ayudado al tratamiento de innumerables en-
fermedades?. La alta diversidad de plantas que tiene nuestro
pais, ha contribuido a que las distintas comunidades que han
habitado y habitan en esta regién, hayan adquirido una gran
profundidad de conocimientos sobre las plantas que crecen en
su entorno, fundamentalmente en términos de uso y su ecolo-
gia®.En las provincias de Loja y Zamora Chinchipe las familias
mas utilizadas para la preparacion de remedios caseros son:
Asteraceae, Laminaceae, Solanaceae, Fabaceae, Onagraceae
y Apiaceae*.

Gynoxys verrucosa Wedd, quien pertenece a la familia de
las Asteraceaes, comUnmente conocida como guangalo®
es utilizada tradicionalmente en las comunidades indigenas
del sur para el tratamiento de infecciones de la piel y la ci-
catrizacion de heridas por aplicacién directa de las hojas en
la piel*. Resientes investigaciones fitoquimicas del extracto de
las hojas mostraron resultados prometedores por su elevada
capacidad de luchar contra células tumorales leucémicas;
convirtiéndose con esto G. verrucosa Wedd en una fuente de

metabolitos secundarios con potencial antineoplésico® 8,

Sin embargo, normalmente en los estudios con especies
medicinales se observa que nao se aplican principios de biolo-
gia reproductiva y mucho menos en cuanto su germinacion®.
Esto se debe a que los métodos convencionales representan
un problema al momento de propagar especies forestales’ ®.
La biotecnologia aporta con métodos para optimizar el tiempo
y el espacio; dentro de ellas, los cultivos in vitro son utiliza-
dos para propagar plantas en grandes cantidades. Es por ello
que la micropropagacién es una técnica de cultivos in vitro que
hace posible alcanzar este objetivo’.

En la actualidad es muy escasa la informacion de G. verru-
cosa Wedd, pero ciertas caracteristicas como el florecimiento
y la maduracion de los frutos que es de aproximadamente de
dos meses; ademds presenta una capacidad de germinacién
baja®. Nos llevd a considerar algunas investigaciones que re-
saltan la necesidad de aplicar métodos quimicos para incre-
mentar la respuesta germinativa de las semillas; ya que la
germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas pueden
ser controladas por aplicacion exdgena de reguladores de cre-
cimiento vegetal, ciertas concentraciones fisioldgicas podrian
actuar como promotoras o inhibidoras de ambos procesos®.
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Evaluacién de los reguladores de crecimiento (Kinetina y Acido giberélico) para acelerar la germinacién de Gynoxys verrucosa.
Evaluation of growth regulators (Kinetin and gibberellic acid) to accelerate the germination of Gynoxys verrucosa.

Dentro de los reguladores del crecimiento mas estudia-
dos en lo que se refiere a germinacion, se encuentran el acido
giberélico (AG3); pero en la actualidad se han evaluado otras
hormonas como las kinetinas, las cuales se han empleado
para estimular la germinacién de semillas de diferentes es-
pecies forestales, observando resultados prometedores’. En
consecuencia, la presente investigacion se planted como ob-
jetivo general “Evaluar reguladores de crecimiento vegetal en
la disminucion del tiempo hasta la germinacion de G. verruco-
sa Wedd" y como objetivos especificos: Evaluar el efecto de
la kinetina y el AG3 en la aceleracion de la germinacion de G.
verrucosa Wedd y obtener individuos sanos a partir de la ger-
minacién in vitro.

|
Materiales y métodos

Area de estudio

El desarrollo de la presente investigacion se llevd a cabo
en el laboratorio de fisiologia vegetal del Departamento de
Ciencias Naturales de la Universidad Técnica Particular de
Loja.

Material vegetal

El material vegetal (semillas) se obtuvo de diferentes po-
blaciones en la provincia de Loja (Yangana, Villonaco, Celica).
El material vegetal que se colect, consistia en frutos maduros
proximos a la dehiscencia.

Desinfeccion de las semillas

Con las semillas colectadas se realiza un proceso previo
a la desinfeccion, el cual consiste en la separacién de las se-
millas vanas y las semillas buenas (semillas secas de semillas
“llenas” respectivamente); estas fueron colocadas en cajas Pe-
tri y se mantuvieron a temperatura ambiente, para luego ser
desinfectadas; para lo cual se fusiond un protocolo estandar
modificdndolo en cuanto a sus concentraciones y el proceso
consiste en: agitacién por 1 min con alcohol al 70% (Las se-
millas son colocadas en un tubo falcén de 50mL), seguido de
enjuague con agua destilada estéril; lavado en hipoclorito de
sodio comercial diluido al 20% con una gota de jabdn liquido
por 5 minutos y un lavado con agua destilada estéril; para fina-
lizar la desinfeccion y como escarificante se agrega agua oxi-
genada al 10% de igual manera se agita por 5min y se procede
a enjuagar con agua estéril 10-11.

Tratamiento de las semillas

En cuanto al tratamiento de las semillas se consideraron
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento,
como: kinetina (Kin) (citoquininas) (100-200-300 ppm) y &cido
giberélico (AG3) (giberelinas) (100-200-300 ppm). A los cua-
les una vez cumplido el proceso de desinfeccion, se le agrega
tratamiento por tiempos establecidos de 6, 12 y 24 horas por
cada tratamiento, al efectuar el tiempo establecido retiramos
el tratamiento y se prepara 2g de Benomil en 100ml de agua
destilada, el cual se agrega en cada tubo falcon que cumplié su
tiempo de exposicion'® 1,

Siembra

El medio de cultivo in vitro utilizado es el Murashigue
& Skoog, 1962 (MS), el cual se prepara sin suplementos. La
siembra se realiza en condiciones asépticas, en una camara
de flujo laminar, usamos una micropipeta de 5ml, debido a que
las semillas son pequefas para la siembra; se colocaran 10

semillas en cada frasco con medio de cultivo MS, asi también
haremos uso de pinzas esterilizadas para fijar las semillas en
el medio. Finalmente, los frascos seran correctamente etique-
tados y colocamos en el cuarto de crecimiento hasta su ger-
minacion.

Disefio experimental

El disefio experimental fue de bloques completos al azar.
Como factores se considerd Reguladores de Crecimiento Ve-
getal (RCV), tiempo de exposicidn al tratamiento, proveniencia
de la semilla. Los RCV fueron kinetina (KIN) y giberélina (AG3)
Como se observa en la Tabla 1. Los tiempos de exposicién fue-
ron 6, 12 y 24 horas. Cada tratamiento consisti¢ de 5 frascos.
En cada frasco se sembraron 10 semillas.

Tratamiento

Tiempos de exposicion (Horas)

24
KIN T6-K T1I2K T24K
GIB T6-G T12-G T24-G
CONTROL 6 Cl1z C24

Tabla 1. Disefio experimental planteado para la evaluacion de
los tratamientos y sus periodos.

Analisis estadistico

A cada frasco que germind se contara el numerd de semi-
llas germinadas, para luego evaluar si existe un efecto positivo
de los reguladores de crecimiento (KIN y AG3) en la germi-
nacion; para los individuos sanos (individuos que sobrevivieron
después de la germinacion) se le coloca a cada frasco el valor
de 1. Para el analisis de cada uno de los datos se evalud con
una prueba estadistica de ANOVA, la prueba de Brown-for-
sythey la prueba de Barteltt en el programa estadistico (Prism
version 6.2) que nos permitié estimar el mejor regulador de
crecimiento y en qué tiempo de exposicion.

|
Resultados

Para responder nuestro primer objetivo, el manejo de las
semillas sometidas a tratamientos con reguladores de creci-
miento la tabla 2, nos da un resumen de los resultados obteni-
dos de un total de 392 frascos sembrados in vitro, de los cuales
112 frascos han dado respuesta de germinacion. El regulador
de crecimiento que mayor respuesta ha tenido es Kinetina pre-
sentando un total de 185 plantulas germinadas, en 15 dias; Asi
también el Acido Giberélico del mismo modo presenta resulta-
dos prometedores, a partir de 17 dias después de la siembra se
observa germinacion en un total de 100 plantulas.

Normalmente se ha observado que los frascos control o
blanco mostraron baja germinacién; los pocos frascos que ger-
minaron fue en 25 dias. La figura 1, muestra el comportamien-
to que se dio con la aplicacion de reguladores de crecimiento;
la pruebas de ANOVA, la prueba de Brown-forsythe y la prueba
de Barteltt, basadas en las medias y la varianza de nuestros
datos nos arrojan un P < 0.05, con lo cual podemos definir qué
existe diferencias significativas, ya sea en los tratamientos
frente a sus controles; y en cuanto al mejor tratamiento se
observa que es KIN de 24H con un total de 84 plantulas germi-
nadas, el més bajo 12h KIN.

Al evaluar una mayor concentracion de reguladores, en
la figura 2, se observa la disminucion del patrén de germina-
cién, a pesar que existe diferencias significativas, se determing
que el porcentaje de germinacion es bajo con el aumento de la
concentracion de RCV, las KIN que anteriormente en concen-
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TRATMIENTO | TIEMPOS FRASCOS Ne SEMILLAS N° FRASCOS
EXPOSICION | GERMINADOS | GERMINADAS = CONTAMINADOS
POR FRASCO
KIN 24H 29 84 15
KIN 12H 11 32 0
KIN 6H 29 69 0
AG; 24H 18 41 5
AG: 12H 13 33 0
AGs: 6H 11 26 0

Tabla 2. Sintesis de resultados de germinacidn.
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Figura 1. Comportamiento de los tratamientos frente a sus
controles.
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Figura 4. Tratamientos frente a la supervivencia en concentracién de 200 y 300 ppm.

traciones de 100 ppm fueron positivas para dar respuesta a la
germinacion, en este caso al aumentar la concentracién hay
tratamientos que no estimulan la germinacion, sin embargo
esto no sucede con las AG3, que se observa respuesta germi-
nativa con 200 y 300 ppm.

Habitualmente se observd que las plantulas crecen en el
primer mes después de la germinacion sin ningin problema,
sin embargo, después de 30 dias, algunas plantulas sufren ne-
crosamiento en sus tejidos mientras que otras se contaminan.
Es por esta razén en el presente estudio para dar respuesta al
segundo objetivo, se evalialo a cada individuo que sobrevivio.

Por lo tanto lo que se evalud, fue la comparacion de los
datos de germinacion que se obtuvo por tiempo y tratamiento
frente a los que lograron sobrevivir; en la figura 4, se mues-
tra la reduccion de la supervivencia (Fs_Kin/Gib), lo que indica
que la supervivencia no esta relacionada con los tratamientos;
como se indicd anteriormente el mejor tratamiento fue KIN, sin
embargo no fue tan exitosa en cuanto a la supervivencia, todo
lo contario a lo que sucede con AG3, gran parte de los indivi-
duos que germinaron si logran sobrevivir; se aprecié el mismo
patrén en las concentraciones de 200 y 300 ppm, figura 4 en
donde se corrobora que AG, responde mejor a la supervivencia.

Como una respuesta positiva de los individuos que sobre-
vivieron, tomando en cuenta que no fue parte del cumplimien-
to de los objetivos; en la figura 5, se observa la obtencién de
callos a partir de las semillas que lograron sobrevivir, en cada
uno de los tratamientos en sus diferentes tiempos de exposi-
cién, se consiguié formar callos, sin embargo cabe mencionar

Figura 5. Formacion de callos, el primero
con KIN 24hy el segundo de AG, 24h.

que son mas exitosos los que estuvieron expuestos con los tra-
tamientos de AG..

1
Discusion

Los resultados obtenidos nos han permitido determinar la
efectividad de los reguladores de crecimiento, en cuanto a la
aceleracion de la en la germinacién, como se observa en la
Tabla 2, el porcentaje de germinacidén por frasco en cada trata-
miento es bajo, relativamente hablando ya que en la naturale-
za la estrategia de producir muchas semillas, estrategias “K" y
“R" representan porcentajes de germinacion menores a 10%'.
Tomando en cuenta que el material vegetal con el que se tra-
bajo fue obtenido directamente del campo, es decir que son
variedades naturales no seleccionadas; la mayoria de estudios
“in vitro" emplean semillas comerciales, es decir aquellas que
han sufrido un tipo de seleccion.

Normalmente la familia Asteraceae presenta la carac-
teristica de producir una gran cantidad de semillas con fines
de lograr mayor supervivencia, pero no todas poseen reservas
energéticas. Lo que provoca el deterioro de las semillas, por lo
que la calidad de la misma se ve afectada por dafios mecani-
cos, humedad de la semilla, patédgenos y muchos otros facto-
res que afectan su recuperacion'®,

Por lo tanto, la metodologia con la que se trabajé en el
presente estudio fue un aspecto muy importante, ya que esta
directamente relacionada con la latencia de la semilla, de
igual manera los tratamientos que se llevaron a cabo con el
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fin de acelerar el proceso de germinacion o promover el esta-
blecimiento de pléntulas. Se considera que varias hormonas y
compuestos nitrogenados pueden ayudar a romper la dorman-
cia bajo ciertas condiciones, y pueden tener al mismo tiempo
un impacto directo sobre la germinacién*.

La pérdida de la capacidad de germinacion podria estar
relacionada con los cambios en el balance enddgeno de los
reguladores del crecimiento vegetal en la semilla, por lo que
se recomienda de un suministro de éstas para estimular la
germinacion; se han reportado algunos estudios con regulado-
res de crecimiento, entre las que se destacan se encuentra las
Giberelinas (AG,), pero en la actualidad se han visto resultados
prometedores con Citoquininas (Kimetina)*°.

Las primeras investigaciones In vitro con G. verrucosa fue-
ron a partir de estacas para la obtencion de brotes, en el cual
se observd una respuesta de 68% en un periodo de 60 dias,
con alto riesgo de contaminacion'd. Pero para evitar esto se
trabajé con semillas, las cuales se obtuvo respuestaen 15y 17
dfas con la utilizacion de Reguladores de crecimiento vegetal
(RCV).

Las diferencias mostradas en la Figura 2, destacan que
KIN respondié favorablemente en el tiempo de germinacion,
segun algunos estudios en el que aplicaron ensayos con kineti-
nas (KIN) observaron que dichas hormonas presentan mejor
respuesta al estrés bidtico'®; esto se debe a que éstas promue-
ven respuesta de defensas al momento de germinar, lo que
favores a la activacion de las semilla. Comprobando con esto
que las KIN ejercen su accion principalmente en las semillas
que estan bajo condiciones de estrés?®,

No obstante, el efecto de AG, también respondio de una
manera positiva, del cual se obtuvo resultados en 17 dias, y de
igual manera son efectivas en semillas que sufren condicio-
nes de estrés o latencia. El problema esta en la concentracion
que se trabaje, debido a que aun no hay estudios que definan
una concentracién adecuada, para obtener resultados mas
prometedores. Se considera que el efecto de las Giberelinas
y las Kinetinas no es muy claro y en algunos casos es con-
tradictorio, esto se debe a las concentraciones con las que se
trabaje; por lo que es necesario investigar funcién de RCV para
Asteraceaes'’.

En cuanto a la respuesta germinativa se podria decir que
ha sido efectiva, en un porcentaje de 45% de todos los ensayos
realizados; normalmente por frasco germinan de 2 a 3 semi-
llas. Lo maximo que se ha observado ha sido de 6 semillas,
pero no es tan comun, en consecuencia se considerd realizar
ensayos con una mayor concentracion entre 200 y 300 ppm,
con el fin de aumentar el nimero de semillas germinadas. Sin
embargo, se observa que con la adicion de RCV no incrementa
de manera significativa la germinacién de semillas (Figura 3);
se piensa que con el aumento de las concentraciones de RCV
se inhiben procesos internos de las semillas, con lo cual se
afecta a la germinacion®®,

Consecuentemente al evaluar la supervivencia se observa
que se da un proceso antagonico con las KIN, lo que no sucede
con AG3. Se considera que esto es por el medio (MS) que se
utilizo; pues, la permanencia de los diferentes minerales que
componen la férmula del MS tiene una duracion diferente en-
tre si. Es asi que las concentraciones de amonio: nitrato pueden
volatilizarse en un tiempo relativamente corto; mientras que
los compuestos a base de Potasio y fésforo tendrian un mayor
tiempo de permanencia. Por lo tanto, se especula que esa sea
la razon para las respuestas percibidas en los cultivos®,

Se sefala para obtener una mayor viabilidad en la super-
vivencia de las semillas, hay que considerar evaluar factores
como la temperatura, luz humedad. Debido a que son estos

los activan o desactivan a los RCV. Ciertos estudios mencionan
que se observa mayor supervivencia en condiciones alternan-
do luz y oscuridad, dichas condiciones permiten la activacién
del metabolismo de las AG3, lo que favorece a la supervivencia
a las plantas que fueron inducidas con este RCV?,

Por otro lado, podemos definir que tanto las condiciones
manejadas in vitro como la humedad de los frascos en los que
se sembraron, el periodo de luz al que estuvieron sometidas
las semillas, y los RCV aplicados de manera externa. Repre-
sentaron ser las adecuadas como se observa en la figura 6,
el estimulo brindado por dichas condiciones, son significativas
para lograr un proceso de desdiferenciacion para la obtencién
de callos.

A pesar que en la mayorfa de estudios el suministro de
hormonas se realiza directamente al medio de cultivo. En el
presente estudio se lo desarrollo con un enfoque diferente
(acelera la germinacion) obteniendo resultados hasta este
punto. Por consiguiente, queda la oferta abierta, para el de-
sarrollo de las etapas faltantes, debido al éxito de esta inves-
tigacion.

|
Conclusiones

Aparentemente se podia considerar que fue un porcentaje
bajo de germinacion; teniendo presente que las semillas fue-
ron seleccionas directamente de sus sitios naturales. Donde
G. verrucosa Weed posee la caracteristica de producir un gran
numero de semillas; pero esto no garantiza un éxito de germi-
nacion. A lo que, si podemos atribuir la respuesta de germina-
cion, es al manejo adecuado del protocolo de desinfeccién ya
que nos permitié una escarificacion correcta de la semilla. Asi
también la aplicacién de los RCV, a pesar que aun no existe una
concentracién adecuada para trabajar con especies arbustivas.
Tomando en cuenta los resultados que se obtuvieron en cuan-
to a la aplicacién se recomienda trabajar con una concentra-
cion menor a 100 ppm; ya que como se observd al momento
de aumentar la concentracion en algunos casos se inhibia la
germinacion.
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