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RESUMEN

El Tabaco (Nicotiana tabacum) es uno de los cultivos no alimenticios con mayor
superficie cultivada en el mundo, después del algodén, en Ecuador pocas
empresas lo desarrollan o fomentan en zonas muy especiales. Atendiendo a
los nuevos retos para el cultivo de plantas con medio de cultivo liquido, se han
disefiado equipos y sistemas de cultivo que posibilitan su utilizacion en la
propagacion masiva. El objetivo de esta investigacion fue la determinacion de
variables significativas para el establecimiento y la multiplicacién in vitro de
Nicotiana tabacum, con miras al desarrollo de un prototipo de sistema de
inmersion temporal con arquitectura tipo reloj de arena. Se desarrollaron tres
etapas, que son: El establecimiento de un protocolo de desinfeccion para
semillas de Nicotiana tabacum, mediante un DCA se evaluaron 4 tratamientos
con distintos tiempos de inmersion en las soluciones de hipoclorito de sodio
(NaClO) 20% y Etanol 70%, se determin6 que el tratamiento de desinfeccion
mas viable es el tratamiento 1 con un 83.3% de viabilidad. En la segunda fase
tabacum mediante un disefio experimental de Plackett-Burman se evalu6 el
efecto de siete variables independientes (6-BAP, Sacarosa, pH, Temperatura,
Concentracion de sales MS, Tiempo de subcultivo, y ANA) en el
establecimiento de Nicotiana se determind que las variables mas significativas
son la sacarosa y el 6-bencilaminopurina (6-BAP), ademas se determin6 a
partir de la velocidad de crecimiento que el mejor tratamiento fue el 3 con 0,37
cm.dia™ con una concentracion de 1 mg.L” de 6-BAP, y 30 g.L"" de Sacarosa.
Finalmente, mediante un disefio experimental de Plackett-Burman se evaluo el
efecto de siete variables independientes (6-BAP, Sacarosa, pH, Temperatura,
Concentracion de sales MS, Tiempo de subcultivo, AIA) en la multiplicacion de
Nicotiana tabacum se determind que las variables mas significativas son el 6-
bencilaminopurina (6-BAP) y el Acido Indol-acético(AlA), ademas se determind
a partir de la cantidad de brotes (N° de brotes.dia’) que el mejor tratamiento fue
el 5con 0.5mg.L™" 6-BAP, y 1.5 mg.L" AIA .



ABSTRACT

Tobacco (Nicotiana tabacum) is one of the crops without food with the largest
cultivated area in the world, after cotton, in Ecuador. Attending to the new
challenges for the cultivation of plants with liquid culture medium, equipment
and systems of culture have been designed that make possible their use in the
massive propagation. The objective of this investigation was the determination
of significant variables for the establishment and multiplication in vitro of
Nicotiana tabacum, with a view to the development of a prototype of a
temporary immersion system with an hourglass architecture. It was developed
in three stages, which was: The establishment of a disinfection protocol for
seeds of Nicotiana tabacum, through a DCA was evaluated 4 treatments with
immersion times in the solutions of sodium hypochlorite (NaClO) 20% and 70%
Ethanol, it was determined that the most viable disinfection treatment is
treatment 1 with 83.3% viability. In the second phase tabacum by means of an
experimental design of Plackett-Burman, the effect of seven independent
variables (6-BAP, Sucrose, pH, Temperature, MS Sales Concentration,
Subculture Time, and NAA) in the establishment of Nicotiana was evaluated. It
was determined that the most significant variables are sucrose and 6-
benzylaminopurine (6-BAP), in addition it was determined from the growth rate
that the best treatment was 3 with 0.37 cm.day™" with a concentration of 1 mg.L~
' of 6-BAP, and 30 g.L"' of Sucrose. Finally, by means of an experimental
design of Plackett-Burman, the effect of seven independent variables (6-BAP,
Sucrose, pH, Temperature, MS sales concentration, Subculture time, and 1AA)
in the multiplication of Nicotiana tabacum was evaluated, it was determined that
the most significant variables are 6-benzylaminopurine (6-BAP) and Indolacetic
acid (IAA), in addition it was determined from the number of outbreaks (No. of
outbreaks.day™) that the best treatment was 5 with 0.5 mg.L™ 6-BAP, and 1.5
mg.L™" IAA.



INDICE

1. Capitulo I. Introduccion ... 1
1.1, ANntecedentes...........ccooveiiiiiiceeceee e 1
1.2. Problematica............oooooii e 4
1.3, JUSHFICACION ..o 5
1.4, ODJELVOS ...t 7

1.4.1. Objetivo general: ... 7
1.4.2. Objetivos €SPECITICOS: ... .cciii i 7

2. Capitulo Il. Marco tedrico.................cocooooooicie. 7

2.1. Tabaco (Nicotiana tabacum)............ccocooniiiiiiiniiiccee 7
2.1.1. DescripCion taXxOnNOMICA ........cccouuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e e e e e e e 8

2.2. Descripcion botanica del Tabaco

(Nicotiana tabacum)............c.cooiiieeeeceeee e, 9
2,20 RaAIZ et e e 9
2.2.2. TAllO e e 10
2.2.3. HOJS i 10
2.2, FlOIES .ot a e e e e aaaaaa 11
2.2.5. FIULO. e 12

2.3. Condiciones de cultivo del Tabaco

(Nicotiana tabacum).............cooooiiiiieeeeeeeeee e 13
2.3, TemMPEratura .........ooe i 13
2.3.2. FOOPEIIOAO... .o 13
2.3.3. HUMEAAA ... e 13
2.3.4. Medio de cultivo del tabaco..............ooovviiiiiiiiii e 13
235, PH e, 14

2.4. Importancia del cultivo de Tabaco

(Nicotiana tabacum)..........cccooiiiiiii e 14

2.5. Formas de propagacion y cultivo

CONVENCIONAL.......c.oiuiieiiiiece e 15

2.6. CURIVO IN VITFO ....ovieiieeeceeee e 15

2.7. Factores que influyen en un cultivo in vitro ................cc.cc......... 16
2.7, TeMPEIAtUra ..ot e e e e e e e e e e e e e e 16
2.7.2. FOOPEIIOUO .. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e 17
2.7.3. Fuente de carbonO..........coooiiiiiiii 17

2.8. Sistemas de inmersion temporal.............cccooooeeeeeiiiecee, 18

2.9. Algunos disefos de sistemas de inmersion
EEMPOTAL... ... 18



2.9.1. RITA® (Récipient a Immersion Temporaire Automatique).........
2.9.2. Sistema TWiN-FIask®............cccoovurvreerreereceeee e,
2.9.3. Sistema Ebb-FIOW® ..........oovoiviveeeeceeieceece e,
2.9.4. Sistema Thermo-Photo-Bioreactor®.............cccooeeeccoeeeerereenns
2.9.5. SiSteMa ROCKEI® ...t
2.9.6. Biorreactor de inmersion por burbujas ............cccccooeeiiiiiiiiinne
2.9.7. Sistema tambor giratorio ..............uuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e,

2.10. Factores que influyen en el cultivo de un sistema

de inmersion temporal..............ccoooveieiiiiiiiee e
2.10.1. Frecuencia y Tiempo de inMersion.........cccccceeeeeeeiiiiiiiniieennee
2.10.2. Volumen de medio de CUltiVO...........coovviiiiiiiiiiii,

2.11. Diseno experimental.............cccccooeveiiiiiiiiicceece e
3. Capitulo Ill. Diseno del plan experimental..............
3.1, HIPOLESIS ..o
3.2. Fase |: Establecimiento de material vegetal estéril .........

3.3. Fase ll: Identificacion de variables significativas
con un disefio Plackett-Burman para el establecimiento

de Nicotiana tabacum..........c.oooe oo,

3.4. Fase lll: Identificacion de variables significativas
con un disefio Plackett-Burman para la multiplicacion

de Nicotiana tabacum. .............c.ccoooiiiiiiii
3.5. Diagrama de FIUJO.........ccocviviieiciiececeeeee e
4. Capitulo IV. Procedimientos ...
4.1. Poblacidony muestra............cccooeveiiiiiiiiecccceee

4.2. Obtencion de los explantes..........c.cccocooviiievciiiiiecece
4.2.1. DeSINfECCION ...ooeiiiiiiiiii e
4.2.2. Siembra de semillas y obtencion de explantes .........................

4.3. Etapa de ldentificacion de variables significativas...........
4.3.1. Establecimiento cultivo in vitro en medio solido ........................
4.3.2. Multiplicacién de cultivo in vitro en medio sélido.......................

4 4. Evaluacion estadistica de los resultados.........cccoovvveeei.

5. Capitulo V. Resultados y discusion ...

5.1. Fase I: Establecimiento de material vegetal estéril .........
5.1.1. Porcentaje de contaminacion...........ccccccooevveiiiiiiieiiiee e,
5.1.2. Porcentaje de viabilidad .............ccccoeeiiiiiiiiiiiiiie e
5.1.3. Nivel de Necrosamiento ..........cccoevveeeeiiiiiiiiiiiiiiccee e

5.2. Fase ll: Identificacidn de variables significativas con un

....... 31



diseno Plackett-Burman para el establecimiento de Nicotiana

LD ACUIM. ..t 49
5.2.1. Velocidad de CreCimi€NtO .........covuiiieii e 49
5.2.2. |dentificacién de variables significativas para el
establecimiento in vitro de Nicotiana tabacum. ...........cccccocoeiiiiiiiiiiiieeennnen. 54

5.3. Fase lllI: Identificacion de variables significativas con
un disefio Plackett-Burman para la multiplicacion de

Nicotiana tabacum. ... 56
5.3.1. Tasa promedio del numero de brotes por tratamiento ..................... 56
5.3.2. Identificacion de variables significativas para la multiplicacién
in vitro de Nicotiana tabacum.............cccooiiiiiiiiii 61

6. Conclusiones y recomendaciones................................ 64
6.1, CONCIUSIONES ... ..ttt e e e e e e e e e e eennnees 64
6.2. ReCOMENAACIONES........ouiiiiiiiiiiee e e e 65

ReferencCias ... 66



1. Capitulo I. Introduccion
1.1. Antecedentes

La micropropagacion es una técnica de cultivo in vitro, mediante la cual, un
explante es seleccionado y desinfectado para propagarse en un medio de
cultivo previamente esterilizado, aprovechando la premisa de la totipotencia de
las células vegetales. Ademas, es la técnica mas utilizada actualmente de
reproduccién asexual. No obstante, a través del tiempo esta técnica ha
presentado ciertos inconvenientes en relacién al alto uso de mano de obra

calificada y una escasa posibilidad de automatizacion. (Etienne et al., 2012)

Los Sistemas de inmersion temporal (SIT) constituyen una alternativa para el
cultivo in vitro. El mismo combina las ventajas de los medios de cultivo de tipo
semi-solido y liquido. Hasta el dia de hoy existen varios modelos de SIT
reportados, algunos de forma empirica, otros de forma comercial. (Georgiev et
al., 2012)

Teisson y colaboradores en 1999, disefiaron un sistema empirico con medio
liquido que alterna periodos de inmersion, con los de aireacién uno mas corto
que el otro. A partir del uso de este principio se han reportado resultados

satisfactorios para la propagacién de varias especies vegetales.

El RITA® (Récipient & Immersion Temporaire Automatique, CIRAD, 1993) es el
primer sistema disefiado, se ha utilizado principalmente para el cultivo de
embriones somaticos. El sistema funciona con un compresor de aire filtrado
este impulsa el medio liquido, de un recipiente que se encuentra en la parte
inferior a uno en la parte superior, en el cual se cultivan los explantes
(Steingroewer, et.al., 2013). A pesar de los altos costos que conlleva la
importacion de este sistema de inmersién al Ecuador y del mantenimiento del

mismo, sigue siendo disefio es uno de los mas utilizados en la actualidad.



El uso de sistemas de inmersion temporal en Francia, incentivo a Cuba a crear
el sistema de frascos gemelos en el centro de Bioplantas, en reemplazo al
sistema automatizado (RITA®) creado en el CIRAD. En este sistema se han
propagado varias especies vegetales como la pifia, sin embargo, se han
estudiado principalmente lineas de banano como la FHIA-18 (AAAB (Basail et
al. 2011),

El Centro Nacional para los Recursos Genéticos y Biotecnologia (NACGRAB)
junto al Ministerio Federal de Ciencia y Tecnologia, en Nigeria en el afio 2012,
proporcionaron patrocinio para la construccién de varios sistemas de inmersién
temporal de frascos gemelos similares a los desarrollados en Cuba, en los que
estudiaron varias especies agricolas. (Balogun, Maroya, Asiedu y Taiwo, 2014).
Esto desencadeno estudios y modificaciones de dicho sistema innovandolo
mediante el uso de tanques rectangulares superpuestos de la marca SETIS de
la empresa BIOCHEMIE B.V.

El sistema “Ebb-Flow ®” es una modificacion del sistema de frascos gemelos o
“Twin-Flask®, consta de dos recipientes: uno de ellos posee una abertura
ancha que facilita su funcion de camara de cultivo y uno de abertura mas
pequeno que funciona como un contenedor de almacenamiento para el medio
de cultivo. (Cabrera et al., 2008)

El sistema “Thermo-Photo-Bioreactor ®

, desarrollado para el cultivo del pasto
antartico (Deschampsia antarctica) en un estudio de actividad antibacteriana o
antibiotica, ademas de estudios en| especies productoras de metabolitos
secundarios. Este sistema de inmersion posee aspectos muy importantes para
el cultivo de plantas extremafilas como el control preciso de la temperatura y la

radiacion UV. (Sequeida, et.al.; 2012).

El BIB® “Biorreator de Imersdo por Bolhas” utiliza una estrategia de
propagacion mediante la inmersion temporal de explantes en espuma, en lugar

de medio liquido. El sistema consta de un recipiente de vidrio, el cual se divide



mediante una membrana microporosa. Este sistema de inmersion proporciona
mayor numero y un mejor crecimiento de brotes por explante, en comparacién
a un RITA. (Scheidt, et.al.; 2011)

El sistema “Rocker®” utiliza una plataforma mecanica que como técnica de
propagacion permite una inclinacion de los recipientes, esta inclinacién provoca
que el medio se distribuya de un extremo a otro y viceversa. A pesar de que a
este sistema no se puede conectar una estructura adicional, es posible la
apilacion de varios recipientes de cultivo uno encima de otro dentro de la

misma plataforma. (Uchendu, et.al.; 2011)

El sistema de tambor giratorio es un sistema de inmersion de facil construccion,
consiste en un recipiente que puede ser una botella de plastico o vidrio
autoclavable, colocado encima de un rodillo, dentro del recipiente se coloca
una red de acero inoxidable para soportar los explantes al momento del cultivo.
(Araujo dos Santos, et.al.; 2014)

El empleo de biorreactores para el cultivo en medios liquidos se ha convertido
en una herramienta eficaz para la micropropagacion, debido mejoramiento en
la calidad del material regenerado in vitro y al incremento del coeficiente de

multiplicacion. (Mehrotra, Goel, Kukreja y Mishra, 2007).

En un proceso de micropropagacién para cualquier tipo de especie vegetal, las
etapas de establecimiento y multiplicacion, junto a la mano de obra
especializada constituyen puntos clave en el cultivo in vitro, debido al alto costo
que involucra por el uso de agentes gelificantes (Adelberg, Chen, Counsins, y
Rieck, 2007). Una de las medidas que se puede adoptar ante este problema es
el uso de medios de cultivo liquidos, para asi reducir los costos y posibilitar la

automatizacion del cultivo in vitro (Hvoslef-Eide y Preil, 2005).

En el Ecuador, después del algodon el tabaco es uno de los cultivos que, a

pesar de no ser alimenticio, cuenta con una de las superficies cultivadas mas



grandes. Actualmente pocas empresas lo desarrollan, y esto sucede en zonas
muy especiales, aun asi, alcanza las 4.179 Has. de produccién lo cual
representa el 0.42% de los cultivos transitorios, y el 0.16% de los cultivos
totales. (FAO, 2011).

1.2. Problematica

Las células vegetales son las principales herramientas para |la
micropropagaciéon de cultivos que son importantes a nivel comercial, como la
fitorremediacion de aguas residuales o la produccion de metabolitos
secundarios. Para una correcta propagacion a gran escala es necesario que se
realice de manera in vitro, optimizando de tiempo y recursos, sin importar si es
a partir de explantes diferenciados es decir a partir de embriones, brotes,
plantulas, raices transformadas o adventicias, o explantes desdiferenciados

como las células suspendidas. (Georgiev, Schumann, Paviov y Bley, 2014).

La propagacién masiva de plantas como el tabaco, requieren el desarrollo de
nuevas técnicas que sean eficientes, para la obtencién de plantas libres de
patdbgenos en el menor tiempo posible, aumentando el rendimiento de
produccion. Esto es necesario ya que al automatizar dicho proceso ciertos
parametros como frecuencia y tiempo de inmersion, entre otros se optimizan.
Las técnicas de cultivo in vitro son de gran importancia, uno de ellos es la
produccion de metabolitos secundarios de interés, como en el caso del tabaco

que sirve para la obtencion de glicosidos. (Mehrotra et al., 2007).

La necesidad de obra calificada para realizar cultivo in vitro y el alto costo que
esto implica, en paises subdesarrollados se han perfeccionado técnicas de
inmersién temporal en medio liquido para la produccién de dichas plantas de
interés. (Gupta y Ibaraki, 2008). A pesar de que estos biorreactores facilitan la
automatizacion y escalado de la produccion, muchos disefios siguen
presentando dificultades en cuanto a la produccion comercial, esto se debe a la

mala estandarizaciéon de los protocolos, al mantenimiento que el equipo



requiere lo que resulta en un alto costo de inversién, y las dificultades de la

aclimatizacion de las plantas al ambiente ex vitro. (Basail, 2011)

Sin la necesidad de realizar grandes inversiones en equipos sofisticados
alrededor del mundo se han desarrollado una gran variedad de sistemas, con la
finalidad de continuar con la investigacion disminuyendo los costos de
produccion y de mantenimiento. Actualmente y a diferencia de otros paises, el
Ecuador a pesar de que cuenta con un alto nivel de investigacion en cuanto al
cultivo in vitro, no ha desarrollado prototipos o patentes de disefos de
inmersion temporal que sean faciles de ensamblar y que usen la menor

cantidad de recursos posibles.

1.3. Justificacion

El disefio y construccidon de un biorreactor de inmersion temporal propio implica
que, en comparacion a los prototipos comerciales ya existentes, se encuentre
la manera de realizar una menor inversion obteniendo los mismos resultados
sin afectar la velocidad de crecimiento que se alcanza con los SIT ya
existentes, esta necesidad radica en que actualmente algunos de los disefios
son desechables y aun asi implican altos costos. Por lo tanto, se obtendra la
misma cantidad de explantes de igual tamafio con las mismas condiciones,
pero en menor tiempo y con menor cantidad de recursos (Acufia, 2009)

En relacion a las técnicas convencionales que se usan en el pais, la
automatizacién reducira la mano de obra empleada en el proceso de cultivo in
vitro, lo cual repercute en costos de operacion, ademas que es mucho mas facil
el control de los parametros de operacion, resultando en una micropropagacion
mas eficiente (Gueguim, Oloke, Lateef, Azanfack y Adeyemi, 2010).

Francia en Europa y Cuba en Latinoamérica son referentes en el desarrollo y
aplicacion de metodologias, que permiten mejorar la eficiencia de los métodos
convencionales de propagacion. Se han realizado investigaciones para producir
plantas de varias especies como cafia de azucar (Lorenzo et al., 1998), pifia y

banano (Escalona et al., 1999), banano y microtubérculos de papa (Jiménez et



al., 1999), entre otros. Por otro lado, paises como Estados Unidos, Holanda e
Israel, ya han optado por estas técnicas, desarrollando y usando
comercialmente sistemas para produccion de plantas in vitro. (Alvarenga et al.,
2015).

El empleo de todos estos sistemas incide en la reduccion de los costos de
produccion en el cultivo a gran escala, o en el tiempo de los mismos. Esto se
ha documentado en un gran numero de especies de valor comercial (Watt,
2012). Por otra parte, se controlan los tiempos de inmersién y se reducen los
problemas de hiperhidricidad, frecuentes en sistemas de cultivo en medios

liquidos (Alvarenga, et.al., 2015).

Siempre es necesario mejorar la produccién del cultivo tanto en cantidad como
en calidad, optando por el desarrollo de nuevas alternativas en la
agrotecnologia del cultivo, en este caso del tabaco, lo que requiere de
paquetes técnicos que favorezcan el logro de cosechas con alto rendimiento.
Para esto se plantea el disefio de un sistema de inmersion, el cual preservara y
mantendra la estructura del explante, sin que esta sufra un posible estrés en

cuanto a movimientos bruscos por parte del sistema de inmersion.

Debido al incremento de la poblacion mundial, en los ultimos afios se ha
acentuado el interés por la biotecnologia vegetal con el propdsito de producir
alimentos, mejorar cultivares, adaptarlos a diferentes condiciones climaticas y
edafoldgicas y obtener metabolitos de interés comercial (Ibafiez, Rosell6 y Del
Amo, 2013).

En este contexto, el cultivo de tejidos vegetales ha merecido especial atencion,
debido a que comprende un grupo heterogéneo de técnicas que permiten el
cultivo en condiciones asépticas de 6rganos, tejidos o células en un medio de
composicién quimica definida e incubados en condiciones ambientales
controladas (Mroginski y Roca, 1991).

Ademas, el disefiar un sistema de inmersion propio ayuda a reducir el costo de

la inversion y el tiempo que normalmente toma la adquisicion de sistemas



externos. En este caso el sistema planteado cuenta con la estructura adecuada
para aprovechar nutrientes, incrementando el crecimiento de brotes, con la

menor cantidad de dinero, ya que la estructura planteada es facil de ensamblar.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general:

Determinar las condiciones de cultivo para la micropropagacion de Nicotiana
tabacum, con miras al desarrollo de un prototipo de sistema de inmersion

temporal.

1.4.2.  Objetivos especificos:

- Determinar las mejores condiciones de desinfeccion para el cultivo in vitro a

partir de hojas de Nicotiana tabacum.

- Determinar las mejores condiciones para el establecimiento y multiplicacion

para el cultivo in vitro a partir de hojas de Nicotiana tabacum.

2. Capitulo Il. Marco teérico

2.1. Tabaco (Nicotiana tabacum)

El tabaco (Figura 1), es una planta solanacea, perteneciente al género
Nicotiana, abarca mas de 60 especies las cuales se encuentran clasificadas en
tres subgrupos; Nicotiana tabacum con 4 especies, Nicotiana rustica con 9
especies, y Nicotiana petunoides con 45 especies. El nombre de Nicotiana
tabacum fue dado en 1565 por Jean Nicot, fue descrita por el naturalista Carlos
Linneo cuando publicé el tratado "Species Plantorum", y en ella denominé al

tabaco "Nicotiana tabacum". (Troncoso et al, 1997)



Figura 1. Planta de tabaco (Nicotiana tabacum).

Tomado de (Sharma, Bala, Srivastava, y Nagar, 2016)

Entre los tres subgrupos descritos, Nicotiana Tabacum alrededor del mundo
proporciona el 90% de todos los tabacos, Nicotiana Petunoides es una especie
que no representa ningun tipo de interés a nivel comercial, finalmente Nicotiana
Rustica es conocida por la produccion de tabacos fuertes. (Sharma, et al.,
2016)

2.1.1. Descripcion taxondmica
La clasificacion taxondmica del tabaco (Nicotiana tabacum) se divide de la

siguiente manera:

Tabla 1.

Clasificacion taxonomica del tabaco.
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Subdivision Magnoliopsida
Clase Dicotileddnea
Orden Solanales
Familia Solanaceae




Género Nicotiana L., 1753

Especie tabacum L., 1753

Tomado de (CONABIO, 2011)

2.2. Descripcion botanica del Tabaco (Nicotiana tabacum)

El Tabaco es una planta de cosecha anual, tiene una altura entre 1.4 a 2. 7 m.,
cuenta con una raiz fibrosa, un tallo redondo, erecto, semilefioso y pubescente,
presenta una coloracion verde o blanquecina dependiendo del tipo o de la
variedad de tabaco. Sus hojas son abundantes, sésiles, largas, lanceoladas, y
punteadas. Su inflorescencia es terminal. Ademas, su fruto posee un caliz
persistente, con una capsula de tipo bilobulada. Finalmente, las semillas
poseen una estructura externa rugosa, son reciformes, e higroscépica si se
almacenan en condiciones Optimas, presentaran alta viabilidad. (Gonzélez y
Guardian, 1997)

2.21. Raiz

Aunque la mayoria de las raices finas se encuentran en la zona mas fértil, el
tabaco tiene un sistema tipo radicular abundante y penetrante (Figura 2)
(Gostinchar, J, 1954). En cuanto a la profundidad llega en promedio a medir 30
cm. (Sanchez, et.al., 2004)

Figura 2. Raiz del tabaco (Nicotiana tabacum).

Tomado de Tomado de (Sharma, Bala, Srivastava, y Nagar, 2016)
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2.2.2. Tallo

La planta de tabaco pose un con médula blanca en su interior, ademas se
encuentra recubierto de varios pelos glandulares y tiene una estructura

totalmente erguida. (Figura 3). (Gostinchar, J, 1954)

Figura 3. Tallo del tabaco (Nicotiana tabacum).

Tomado de (Sharma, Bala, Srivastava, y Nagar, 2016)

2.2.3. Hojas

En general las hojas del tabaco en algunas variedades son grandes
aproximadamente 50 cm de longitud, su coloracion es verde, posee nervios
centrales glutinosos y gruesos, ademas son de tipo sentadas, los bordes

peludos, enteros y lanceolados. (Figura 4) (Hamorsky, et.al., 2013)
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Figura 4. Hojas sentadas del tabaco (Nicotiana tabacum).
Tomado de (Sharma et.al., 2016)

2.2.4. Flores

La flor de tabaco, posee estructura simétrica. Nacen en la parte mas alta de los
tallos, reunidas en racimo. Sus 5 pétalos estan fusionados formando una
trompeta. Dependiendo de la variedad presentan una coloracién desde el
blanco verdoso al rosa. La polinizacion la llevan a cabo insectos, abejas y
mariposas principalmente. La floracion comienza en primavera y puede
alargarse durante todo el verano. Ademas, casi todas las variedades son
autdbgamas es decir las flores se abren después de la fecundacion. (Figura 5).
(Pujana, 1, 2011)
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Figura 5. Flor de la planta del tabaco (Nicotiana tabacum).

Tomado de (Sharma, Bala, Srivastava, y Nagar, 2016)

2.2.5. Fruto

El fruto es una capsula recubierta por un caliz persistente, que se abre en su
vértice por dos valvas bificas, dispuesto en capsula coénica, a modo de cajita
oval de dos celdillas que se abren por la parte superior, con muchas semillas
diminutas, puede haber mas de mil por fruto, y unas 10.000 unidades pesan un

gramo. Germinan en 10-20 dias. (Figura 6) (Pujana, I, 2011)

Figura 6. Fruto del tabaco (Nicotiana tabacum).

Tomado (Sharma, Bala, Srivastava, y Nagar, 2016)
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2.3. Condiciones de cultivo del Tabaco (Nicotiana tabacum)

El tabaco es una de las especies mas susceptibles a la influencia de los
diversos factores que integran el medio formulado y las condiciones de cultivo

en que se desarrollaran los explantes.

2.3.1. Temperatura

En cuanto a la temperatura 6ptima para el cultivo de tabaco (Nicotiana
tabacum) segun Palacios, S., 2008 debe encontrarse entre 18°C y 28 °C, ya
que se observé que a menor o mayor temperatura de este rango los explantes

no crecian y morian al poco tiempo de siembra.

2.3.2. Fotoperiodo

En cuanto al fotoperiodo es importante determinar el mismo ya que la luz es un
factor determinante para las hojas de esta planta en cuanto a la textura, el
grueso Yy el contenido de las mismas, segun Palacios, S., 2008 se recomienda
que sea el de 16/8 h, teniendo en cuenta la principal funciéon de esta especie a
la formacion de nicotina, para la obtencion de este alcaloide es necesario que

la luz este a favor de la posicion del explante.

2.3.3. Humedad

El tabaco es muy sensible a la falta o exceso de humedad. Una humedad
elevada no permite el correcto desarrollo del explante y, en general. Conduce
hacia la muerte del mismo. (CONABIO, 2011)

2.3.4. Medio de cultivo del tabaco

Es necesario tener en cuenta la formulacién del medio en el mismo las
concentraciones de las sales son determinantes para el crecimiento de los

explantes. Por ejemplo, a bajos niveles de nitrégeno se obtienen hojas
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pequenas, delgadas, por lo tanto, en la aclimatazacion ex vitro las hojas

contendran bajo contenido de nicotina. (Murashige, Skoog, 1962)

El fésforo, acelera el desarrollo del explante, sin embargo, si su disponibilidad

es alta, afecta al crecimiento y calidad del explante. (Ganaphati, et.al., 2004)

El potasio para el tabaco es fundamental, ya que si se presenta déficit del
mismo en su desarrollo la planta presentarse dificil combustién. (Palacios,
2008)

2.35. pH

En general en el cultivo in vitro se ocupa un rango de entre 5.6 y 5.8 de pH, el
tabaco en este sentido tiene un amplio rango de aceptacion entre 5.5 y 6.5,
siempre teniendo en cuenta que si el medio de cultivo se encuentra por debajo

de 4.5, provocara que el explante no crezca y muera. (CONABIO, 2011)

2.4. Importancia del cultivo de Tabaco (Nicotiana tabacum)

La importancia del tabaco en la actualidad radica en la gran demanda del
mismo para consumo, por lo cual alrededor de 90 paises contienen cultivos de
tabaco. La importancia del desarrollo de plantas en masa es debido a que es
una de las Unicas cosechas que un total de 60% de su mercado son las hojas,
lo que convierte a esta planta no comestible como la mas cultivada en el

mundo. (Machado y Gonzélez, 1984).

La mayoria de los descubrimientos en el campo del cultivo de tejidos vegetales
y la biologia molecular se han originado a partir de la experimentacién con las
plantas de tabaco, se ha convertido en un sistema modelo la denominan la
Cenicienta de la Biotecnologia Vegetal. Es una planta que se considera un

extremadamente versatil en todos los aspectos. (Palacios, 2008)
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En 1962, Murashige y Skoog idearon una amplia gama, de estudios de cultivo
de tejido de tabaco, variando factores fisicos y quimicos, esto les permitio tener
mas control sobre el crecimiento, diferenciacion, induccién de haploides vy
seleccion de lineas de etanol mutantes, convirtiéndose asi en una planta
modelo para el aislamiento y regeneracion de otras plantas a partir de
protoplastos, la importancia de esta planta radica en estos descubrimientos qué
se han logrado utilizando al tabaco como planta élite en estudios de cultivo in

vitro lo cual la convierte en invaluable. (Ganaphati, et.al., 2004)

2.5. Formas de propagacion y cultivo convencional

2.6. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro tiene como objetivo el propagar especies vegetales a partir de
organos, tejidos o células vegetales obteniendo como resultado plantas con las
mismas caracteristicas de la que se quiere propagar. Para el estandarizar un
proceso de cultivo in vitro y obtener las respuestas morfoldgicas vy fisiologicas
deseadas, es necesario definir las condiciones de cultivo como la luz,
temperatura, pH, o la cantidad de nutrientes que se suplementaran al medio.
(Ibafez, 2013)

En 1993 Seemann, describié que esta técnica de cultivo permite establecer una
especie vegetal, obtener plantas libres de patdégenos, producir metabolitos
secundarios, realizar una mejora genética como la induccion de mutaciones e

introduccion de nuevas caracteristicas, o la conservacion de germoplasma.

El cultivo in vitro consta de 5 fases: la fase 0 es la etapa de preparacion, la fase
| es la etapa establecimiento, a continuacion, la fase Il es la etapa
Multiplicacion, la fase es la etapa elongacién, la fase IV es la etapa
enraizamiento y finalmente la fase V es la etapa aclimatacién (Posada, 2005).
Las fases 0, |, Il, son las etapas mas criticas he importantes de establecer para

el cultivo in vitro.
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Dentro de la fase de preparacion es importante que el material vegetal a
usarse, es decir los sean descontaminados para asi asegurar la obtencion de
cultivos que estén libres de patdogenos, para ello es necesario la
estandarizacion de un protocolo de desinfeccion que permita obtener un
balance entre el porcentaje de necrosamiento, contaminacién y viabilidad.
(Pablo-Pérez, Lagunes-Espinoza, Lopez-Upton, Aranda-lbafez y Ramos-
Juarez, 2015)

Una vez determinado el protocolo de desinfeccion del material vegetal, se
procede a la Fase de establecimiento en esta es necesario determinar el medio
de cultivo a utilizarse, esto dependera de la especie vegetal de estudio,
generalmente se opta por un medio Murashige-Skoog suplementado con varios
reguladores de crecimiento como auxinas o citoquininas. (Rajeevan y Pandey,
1986).

La fase Il o etapa de multiplicacién se caracteriza por la utilizacion de los
reguladores de crecimiento en cantidades mas grandes, segun Rahman, et.al,
(1993), el regulador mas efectivo en concentraciones entre 0.5 — 1 mg.L™", es el
6-BAP en conjunto con el &cido 1-naftalenacético (ANA) o el Acido Indol-

acético.
2.7. Factores que influyen en un cultivo in vitro

2.7.1. Temperatura

La temperatura es un factor interno actua directamente con el crecimiento de
las plantas cultivadas in vitro, a la estimulacién para el crecimiento de plantas
en cultivo in vitro. La temperatura optima de la planta depende del estado de
desarrollo de la planta, ya que la planta posee caracteristicas biolégicas
especiales que le permiten establecer su sensibilidad a la temperatura.
(Manrique & Arévalo, 2015)
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El tabaco se desarrolla adecuadamente a una temperatura que oscila entre los
25 a 28°C, es importante tener en cuenta cualquier tipo de variacion brusca de
temperatura ya que segun Salisbury y Ross (1992), un aumento de
temperatura es proporcional a la cantidad de O, cloroplastico disuelto en la
planta, de este modo la fijaciéon de oxigeno ocurrirda mas rapido. Cuando la
planta es sometida a altas temperaturas la fijacion de CO; se ve afectada esto

se debe a que el ATP y el NADPH" no se produce lo suficientemente rapido.

2.7.2. Fotoperiodo

Un fotoperiodo es el intervalo al que se le somete a la planta, esta comprendido
por intervalos de luz y oscuridad al que estara expuesta la planta durante un
dia. Los fitocromos que son los foto-receptores de la planta, tienen la capacidad
de diferenciar la duracion de las fases ademas de identificar si la planta se

encuentra expuesta a luz o a la oscuridad (Krzymuski, M, 2016).

Hay que tener en cuenta que a menos horas de luz mas se acelera el
crecimiento de la planta, pero se disminuye la cantidad. (Krzymuski, M, 2016).
Se ha demostrado en estudios que la sensibilidad a la luz de las plantas también
varia durante su desarrollo. Conforme avanzan hacia la madurez, las plantas
aumentan o disminuyen su sensibilidad al fotoperiodo. (Tulecke y Thompson,
1963)

2.7.3. Fuente de carbono

En el cultivo in vitro es necesario agregar una fuente de carbono debido a que
en su mayoria las células de los tejidos vegetales son heterotréficas, dicha
fuente actuara en el potencial osmético del medio de cultivo aumentandolo,
ademas de servir como fuente de energia. El crecimiento, la produccion de
metabolitos, entre otras son procesos estimulados a partir de los azucares que
se encuentren en el medio para el cultivo in vitro. Debido a que la sacarosa es

el carbohidrato mas facil de metabolizar por las plantas, es una de las fuentes
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de carbono mas usadas en concentraciones del 1 al 5% para el cultivo in vitro.

(Troncoso, Matte, Venegas y Cantos, 1997).

2.8. Sistemas de inmersioén temporal

Como alternativa para el cultivo in vitro, en 1983, Harris y Mason describieron
al sistema de inmersiéon temporal como una maquina basculante que fue
disefiada para lograr una inmersion temporal, utilizando el principio de la
aireacion en conjunto con la técnica de cultivo in vitro en medio liquido. Estos
biorreactores difieren con respecto al tamafo del contenedor, el tipo de soporte
que se utilice para el cultivo, el tipo de control que tenga el sistema ya sea
completamente computarizado o un temporizador simple, si se emplea o no el
uso de una bomba peristéltica, si se da o no un reciclaje del medio, y
finalmente la disponibilidad de dos contenedores lo que provoca la separacion
o incorporacion del frasco del medio con la camara de cultivo. (Etienne y
Berthouly, 2002)

Por otro lado, entre los sistemas hay caracteristicas en comun como que el
frasco mas grande cumple el papel de camara de cultivo a diferencia del
reservorio del medio que suele ser mas pequefo; los recipientes de cultivo son
transparentes y autoclavables para asi asegurar las condiciones de cultivo
como la esterilidad y fotoperiodo. Los sistemas de cultivo de inmersion
temporal proporcionan un contacto programable el cual puede ser parcial o
total entre el explante y el medio liquido formulado. Estos sistemas son mas
faciles de usar que los biorreactores convencionales, y con la mayoria de ellos

los periodos de subcultivo mas largos son posibles. (Georgiev et al., 2014)

2.9. Algunos diseiios de sistemas de inmersién temporal

Entre disefios empiricos de laboratorio y disefios de tipo comercial, podemos
encontrar una amplia variedad, entre los que se destacan: Sistema RITA,

Sistema Twin-Flask, Sistema Ebb-flow, Sistema Thermo-Photo-Bioreactor,
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Sistema Rocker; Biorreactor de inmersion por burbujas, Sistema tambor

giratorio, y los Sistemas de bajo costo entre los mas importantes.
2.9.1. RITA® (Récipient a Immersion Temporaire Automatique)

El sistema RITA® (Figura 7), consta de un solo recipiente autoclavable de
polipropileno de 500 mL de capacidad, cuenta con dos compartimentos
separados por una bandeja instalada con un soporte de malla y un tubo de
plastico, montado en su centro. El recipiente esta cerrado por una tapa de tipo
tornillo equipada con puertos externos centrales y laterales en la parte superior.
Ambos puertos poseen filtros de membrana que permite la esterilidad del

sistema. (Steingroewer, et.al., 2013).

Figura 7. Sistema de inmersion temporal “RITA®”.
Adaptado de Georgiev et al., 2014.

El sistema RITA® se ha utilizado con éxito en casos de estudio como en el de la
micropropagacion via yemas axilares de la cafia de azucar y los bananos
hibridos (Musa sp. AAAA cv. FHIA-01 y AAAB cv. FHIA-18). (Posada, 2005).

2.9.2. Sistema Twin-Flask®

El sistema Twin-Flask © (Figura 8), consta de dos contenedores, los cuales tienen

la funcion de camara de cultivo, y tanque de almacenamiento respectivamente.
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El recipiente de la camara de cultivo en este sistema puede o no tener material
de soporte para los explantes es decir una red de metal o nylon, perlas de
vidrio, o espuma de poliuretano en su parte inferior. Cada contenedor tiene una
conexion propia de aire a presion, que se puede controlar a partir de dos

relojes temporizadores. (Arencibia, Vergara, Quiroz, y Carrasco, 2013).

e

N——

Figura 8. Sistema de inmersién temporal “Twin-Flask®”.
Adaptado de Georgiev et al., 2014.

Los sistemas Twin-Flask® se han aplicado con éxito en la propagaciéon de
plantas, plantulas, brotes, agrupamiento de nédulos y cultivos de embriones de
cacao (Theobroma cacao) (Niemenak, Saare-Surminski, Rohsius, Omokolo y
Lieberei, 2008).

2.9.3. Sistema Ebb-Flow®

El sistema “Ebb-Flow® (Figura 9) consta de dos recipientes que se encuentran
interconectados entre si. El recipiente que cumple la funcion de camara de
cultivo, cuenta con un soporte de espuma de poliuretano que permite que se
mantenga la suficiente humedad entre 85-90% para que los explantes se
desarrollen de manera adecuada durante todo el cultivo. Por otro lado, y como
es usual en los otros tipos sistemas de inmersion temporal el otro recipiente
cumple el papel de reservorio del medio de cultivo la caracteristica principal es

que es mas pequefio que el de la camara de cultivo. (George, et.al.; 2008)
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Figura 9. Sistema de inmersién temporal “Ebb-Flow®™”.
Adaptado de Georgiev et al., 2014.

Recientemente, los sistemas Ebb-Flow® se han utilizado en trabajos de
investigacion sobre la acumulacion de metabolitos secundarios por cultivos in
vitro diferenciados de Happy tree (Camptotheca acuminata) (Sankar, et.al.,
2011).

2.9.4. Sistema Thermo-Photo-Bioreactor®

El sistema Thermo-Photo-Bioreactor® (Figura 10), consta de dos recipientes de
vidrio que se encuentran interconectados con tubos de acero inoxidable. El
contenedor superior cumple la funcién de camara de cultivo. El sistema posee
una camisa de agua que permite un control preciso de la temperatura, ademas
esta equipado con una fuente integrada de luz UV que se encuentra en la tapa
superior. Dentro de la camara de cultivo se encuentra una malla de acero
inoxidable que sirve para dar soporte al material vegetal. (Georgiev et al.,
2014).
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Figura 10. Sistema de inmersién temporal “Thermo-Photo-Bioreactor™”.
Adaptado de Georgiev et al., 2014.

El sistema Thermo-Photo-Bioreactor ha sido ocupado con éxito como método
alternativo para el cultivo y la micropropagacién masiva de Césped Antartico

(Deschampsia antarctica) in vitro (Navarro, et.al., 2011).
2.9.5. Sistema Rocker®

El sistema Rocker® (Figura 11), consta de dos contenedores en forma
rectangular de policarbonato transparente autoclavable en la parte lateral
posee una abertura ancha que se cierra con un tapdn de rosca que posee en el
interior una membrana como filtro. Luego de la siembra, los contenedores se
pueden colocar apilados en la plataforma mecanica. El funcionamiento de la
estructura se basa en inclinaciones que crean pequenos frentes de onda y asi

sumerge los explantes. (Uchendu, et.al.; 2011)
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Figura 11. Sistema de inmersion temporal “Rocker™".
Adaptado de Georgiev et al., 2014.

Este sistema ha sido ocupado con éxito en el incremento de la tasa de
embriogénesis somatica y proliferacion de brotes de microtubérculos en las
especies Papa (Solanum tuberosum) y Café (Coffea arabica) (Etienne y
Berthouly, 2002).

2.9.6. Biorreactor de inmersion por burbujas

El sistema BIB® (Figura 12), consiste en un recipiente de vidrio de forma
cilindrica, dentro se divide por una placa microporosa con un tamafo de poro
de 170-220 uym en dos compartimentos. EI compartimiento superior es la
camara de crecimiento, posee redes de acero inoxidable una sobre otra que

sirve para soportar los explantes a ser cultivados. (Scheidt, et.al.; 2011)



24

Figura 12. Sistema de inmersién temporal “B/IB®”.
Adaptado de Georgiev et al., 2014.

Un estudio reciente demostré que este sistema permite un mejor crecimiento y
mayor cantidad de brotes por explante, mediante un estudio comparativo con el
RITA en la propagacién de Melaleuca alternifolia y Oncidium leucochilum.
(Scheidt, et.al., 2011).

2.9.7. Sistema tambor giratorio

El sistema Tambor giratorio (Figura 13), consiste una botella que puede ser de
vidrio o plastico autoclavable, dentro de la misma se encuentra una red de
acero inoxidable o espuma de poliuretano que sirve para sostener los explantes
y una estructura en forma de rodillo. La estructura gira a una determinada

velocidad, y los explantes se sumergen periddicamente. (Reis, et.al.; 2011)
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Figura 13. Sistema de inmersion temporal “Tambor giratorio”.
Adaptado de Georgiev et al., 2014.

Como caso exitoso de uso de este sistema se encuentra el establecimiento del
cultivo de raiz adventicia de la especie (Stevia rebaudiana), en el cual el uso de
este sistema permitié que el cultivo de las plantas sea mas homogéneo. (Reis,
et.al., 2011).

2.10. Factores que influyen en el cultivo de un sistema de inmersion

temporal

2.10.1.Frecuencia y Tiempo de inmersion

El tiempo de inmersion es importante, especialmente en la fase de
multiplicacion, pues es un proceso determinante que los explantes reciban los
nutrientes necesarios para crecer de manera adecuada. Asimismo, esta
variable no debe ser variada en rangos altos, ya que se puede convertir en un
problema para los explantes provocando hiperhidricidad en los mismos lo cual

resultaria en la muerte de los mismos. (Ventura et al., 2002)

Los tiempos de inmersion utilizados en los SIT varian considerablemente,
debido a la gran variedad de especies. Los tiempos de inmersion largos 1 h
cada 6 h fueron eficaces para la tuberizaciéon de la papa, mientras que los
tiempos de inmersion muy cortos 1 min cada 12 h estimularon la produccién de
embriones somaticos de C. arabica, como se puede observar en la Figura 14 y

el crecimiento de los explantes en la Figura 15 (Etienne et al., 1997).
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Figura 14. Produccién de embriones somaticos de C. arabica.
Adaptado de Etienne et al., (1997).

Figura 15. Crecimiento de explantes de C. arabica.
Adaptado de Etienne et al., (1997).

2.10.2.Volumen de medio de cultivo

El volumen del medio liquido debe optimizarse dependiendo de los sistemas de
inmersion a utilizarse, por ejemplo, en sistemas como el RITA o Twin Flasks,
segun Lorenzo et al. (1998), el volumen 6ptimo de medio por explante es de 40
mL para Saccharum spp, en el Sistema Twin Flask, pero en el sistema RITA es

de 50 mL por explante. El aumento del volumen de medio de cultivo permite
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una mejor multiplicacién, sin embargo, no afecta en la longitud de los brotes

formados.

2.11. Diseiio experimental

Descrito en el aino 1946 por Plackett y Burman (Figura 16), el disefio factorial
Plackett-Burman tuvo como objetivo encontrar disefios experimentales que
demuestren a partir de niveles como algunas variables muestran dependencia
de otras, con el fin de que la varianza entre las dependencias disminuya, se
utiliza una matriz la cual arrojara un numero limitado de experimentos. (Plackett
y Burman, 1946)

Este disefio es utilizado en las primeras etapas de un experimento ya que
permite analizar varias variables al mismo tiempo, ademas permite determinar
si las variables independientes tienen o no efecto sobre la variable respuesta. Al
final es necesario realizar un diagrama de Pareto, para asi lograr establecer

cuales de las variables dentro del estudio son significativas. (Palacios, 2008)
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Figura 16. Ejemplo de matriz de combinaciones de un disefo factorial Plackett-
Burman con 7 variables independientes (Columnas de la A-B) con dos niveles
de variacion (+, -) y 8 tratamientos (Filas 1-8)
Adaptado de (Mesa, Romero, y Cruz, 2002)

3. Capitulo lll. Diseino del plan experimental

Este trabajo consta de 3 fases para la especie de estudio Nicotiana tabacum.
En primer lugar, la fase de establecimiento de material vegetal estéril mediante
un disefio completamente al azar; en segundo lugar, la de identificacién de las
variables significativas mediante un disefio factorial Plackett-Burman para el
establecimiento del cultivo in vitro de Nicotiana tabacum, y finalmente la de
identificacion de las variables significativas mediante un disefio factorial

Plackett-Burman para la multiplicacion del cultivo in vitro de Nicotiana tabacum.
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3.1. Hipoétesis

Ho: No existe diferencia significativa entre los tratamientos planteados es decir
p>0.05.

H4: Si existe diferencia significativa entre los tratamientos planteados es decir
p>0.05.

3.2. Fase I: Establecimiento de material vegetal estéril

En la primera etapa, se implementd un disefio experimental completamente al
azar (DCA), para estandarizar el proceso de desinfeccidén de las semillas de
Nicotiana tabacum. Para esto se varid el tiempo de exposicion ante las

soluciones de Hipoclorito de sodio y Etanol para cada tratamiento.

Se realizo 4 tratamientos con 10 repeticiones cada uno, modificando el tiempo
de exposicion ante las soluciones de hipoclorito de sodio y Etanol entre cada
tratamiento. Se evalu6 como variables dependientes el porcentaje de
contaminacion bacteriana y fungica, el porcentaje de necrosamiento todo a los

alos 7 y 14 dias después de la siembra y el porcentaje de viabilidad.

3.3. Fase II: Identificacion de variables significativas con un disefo

Plackett-Burman para el establecimiento de Nicotiana tabacum.

Para la identificacion de las variables significativas se utilizé un disefo factorial
Plackett-Burman, el mismo cuenta con 8 tratamientos cada uno con dos niveles
de variacion (Plackett y Burman, 1946). (Tabla 2). Las variables independientes
son la concentracién de citoquininas, temperatura, concentracion de sacarosa,
concentracion de sales, tiempo de subcultivo, concentracién de citoquininas y

pH en el medio de cultivo. (Tabla 1)
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Las condiciones constantes para los tratamientos seran él fotoperiodo de 16
horas luz/8 horas oscuridad. Como variable dependiente se analizaran:

velocidad de crecimiento en relacion a la longitud de brotes.

Tabla 1.
Variables utilizadas para el disefio de Plackett-Burman.
Factor | Nombre del factor - + Unidades
A | Citoquinina (6-BAP) 1 1.5 mg.L”’
B Aztcar 15 30 gL’
C Temperatura 22 25 °C
b Concentracion de 05 ’ x
sales

E Ph 5.6 5.8 -
F Tiempo subcultivo 14 21 Dias
G Auxina (ANA) 0.5 1 mg.L”

Nota: Variables independientes (A, B, C, D, E, F y G) para los tratamientos en el SIT con la
variedad Nicotiana tabacum, para el disefo factorial Plackett-Burman con dos niveles (un valor
maximo y uno minimo de concentracion de las diferentes variables. Se realizaran 2 réplicas

bioldgicas con 3 repeticiones por tratamiento con cuatro explantes en cada uno.

Tabla 1.
Matriz codificada del disefio experimental Plackett-Burman.
A B C D E F G

+ - - + - + +

N O O Al WO N =
1
+
+
+
1
1
+




31

Nota: Tratamientos codificados del disefio factorial Plackett-Burman en relacion a los 7

factores.

3.4. Fase lll: Identificacion de variables significativas con un disefo

Plackett-Burman para la multiplicacion de Nicotiana tabacum.

Para la identificacion de las variables significativas se utilizd un disefio factorial
Plackett-Burman, el mismo cuenta con 8 tratamientos cada uno con dos niveles
de variacion (Plackett y Burman, 1946). (Tabla 4). Las variables independientes
son la concentracion de citoquininas, temperatura, concentracion de sacarosa,
concentracion de sales, tiempo de subcultivo, concentracién de citoquininas y

pH en el medio de cultivo. (Tabla 3)

Las condiciones constantes para los tratamientos seran él fotoperiodo de 16
horas luz/8 horas oscuridad. Como variable dependiente se analizara:

velocidad de multiplicacion en relacién al numero de brotes.

Tabla 3.
Variables utilizadas para el disefio de Plackett-Burman
Nombre del .
Factor - + Unidades
factor
Citoquinina (6- ’
A 0.5 1 mg.L"
BAP)
B Aztcar 15 30 gL’
Temperatura 22 25 °C
Concentracion
D 0,5 1 X
de sales
E pH 5.6 5.8 -
Tiempo
F 10 15 Dias

subcultivo
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G Auxina (AIA) 1 15 mg.L”

Nota: Variables independientes (A, B, C, D, E, F y G) para los tratamientos en el SIT con la
variedad Nicotiana tabacum, para el disefo factorial Plackett-Burman con dos niveles (un valor
maximo y uno minimo de concentracion de las diferentes variables. Se realizaran 2 réplicas

biolégicas con 3 repeticiones por tratamiento con cuatro explantes en cada uno

Tabla 4.
Matriz codificada del disefio experimental Plackett-Burman.
A B (o D E F G
1 + - - + - + +
2 + + - - + - +
3 + + + = - + -
4 - + + + - - +
5 + = + + + S =
6 - + - + + + -
7 - - + = + + +
8 - - - - - - -

Nota: Tratamientos codificados del disefio factorial Plackett-Burman en relacién a los 7

factores.
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A continuacion, la figura 17 muestra un diagrama de flujo sobre el proceso

general de cultivo in vitro de Nicotiana tabacum, con miras al desarrollo de un

disefio de sistema de inmersioén temporal tipo reloj de arena.
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Figura 17. Diagrama de flujo de multiplicacion in vitro de Nicotiana tabacum
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4. Capitulo IV. Procedimientos

4.1. Poblaciéon y muestra

Las semillas de tabaco se obtuvieron como donacion de la Agencia
Ecuatoriana de Aseguramiento para el Control del Agro (AGROCALIDAD),
situado en la parroquia de Tumbaco, en la ciudad de Quito, provincia de
Pichincha. Las mismas se llevaron al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de
la Universidad de las Américas (LQ34), para que se puedan secar durante 3
dias. A continuacion, se escogieron las mejores para someterlas al proceso de

siembra.

4.2. Obtencion de los explantes

Para la obtencion de explantes de tabaco, se sembré las semillas en medio MS
Basal, luego se estandarizo los protocolos para Establecimiento, vy

Multiplicacion para el cultivo in vitro de Nicotiana tabacum.

4.2.1. Desinfeccion

Se prepararon las soluciones de Etanol al 70% y de hipoclorito de sodio
comercial al 20%; dentro de la camara de flujo se sumergieron las semillas
dentro de un tubo microtubo de 1.5 mL con 1 mL de solucion de hipoclorito de
sodio comercial durante 5 minutos o 3 minutos respectivamente dependiendo
del tratamiento; se retird la mayor cantidad de hipoclorito de sodio comercial
dejando las semillas en 100 pL de solucion. A continuacion, se sumergieron las
semillas dentro del microtubo de 1.5 mL con 1 mL de solucion de Etanol
durante 5 minutos o 3 minutos respectivamente dependiendo del tratamiento.
Se retiro la mayor cantidad de Etanol dejando las semillas en 100 pL de
solucioén. Finalmente, se realizaron tres lavados con 1 mL agua destilada estéril
durante 5 minutos, el ultimo paso se repitid 3 veces. Los tratamientos usados

se detallan en la tabla 5.



Tabla 5.
Tratamientos para la desinfeccion de semillas de Nicotiana tabacum
Cantidad
1 Hipoclorito de 5 min
sodio 20%
Etanol 70% 5 min
2 Hipoclorito de 3 min
sodio 20%
Etanol 70% 5 min
3 Hipoclorito de 5 min
sodio 20%
Etanol 70% 3 min
4 Hipoclorito de 3 min
sodio 20%
Etanol 70% 3 min

Nota: Tratamientos para la desinfeccion de semillas de Nicotiana tabacum.

4.2.2. Siembra de semillas y obtencion de explantes
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En los frascos estériles con medio de cultivo basal formulado segun Murashige,

T y Skoog (1962) como se observa en la Tabla 6, se colocaron 4 semillas por

frasco; y se incubaron a una temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de 16

horas luz 8 horas oscuridad.

Tabla 6.
Formulacién de medios de Siembra para cultivo in vitro de Nicotiana tabacum.
Fase Compuesto Cantidad x L
1 Siembra Macroelementos 100 mL
1x
Microelementos 10 mL

1x
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Hierro 1x 10 mL
Agar 74
Sacarosa 30¢g
Ph 5.8

Nota: Cantidades de reactivos en la formulacion de medio para el cultivo de semillas de
Nicotiana tabacum.

Una vez transcurrido 14 dias, se realizdé la identificacion del grado de

necrosamiento de las semillas mediante la tabla 7.

Tabla 7.
Grados de necrosamiento segtn escala Nozak
Grado Descripcion
1 0 no hubo oxidacion
2 1 Incipiente coloracion sin llegar a la necrosis.
3 2 25% de tejido necrotico
4 3 50% de tejido necrotico.
5 4 75% de tejido necrotico.
6 5 100% de tejido necrdtico.

Fuente: Adaptada de Nozak, et.al, 1994

Nota: Niveles de identificacion de necrosamiento para cultivo in vitro.

A partir de una tabulacion de los datos obtenidos luego del conteo de frascos
contaminados se evaluo el porcentaje de contaminacion y con el conteo de los
frascos viables se evalud el porcentaje de viabilidad en frascos. dia™, esto a
partir de las siguientes férmulas:

cf-ci

Porcentaje de Contaminacion (N° frascos. dia’) = "

* 100

Dénde:

Cf: Numero de frascos contaminados (14 dias)



37

Ci: Numero de frascos totales (1 dia)
tf: Tiempo final (14 dias)
ti: Tiempo inicial (1 dia)

Ecuacion 1. Porcentaje de Contaminacion
Adaptado de Imani, et.al, 2010

Porcentaje de Viabilidad (N° frascos. dia') =% * 100

Dénde:

Vf: Numero de frascos viables (14 dias)
Vi: Numero de frascos totales (1 dia)

tf: Tiempo final (14 dias)

ti: Tiempo inicial (1 dia)

Ecuacion 2. Porcentaje de Viabilidad
Adaptado de Imani, et.al, 2010

4.3. Etapa de Identificacion de variables significativas
4.3.1. Establecimiento cultivo in vitro en medio sélido

Para la fase de establecimiento en medio solido; se realizaron los medios de

cultivo que se detallan en la tabla 8 — Capitulo V.

Segun el método modificado de Pérez-Rodriguez, et.al., (2016) para el
establecimiento de los explantes, se prepard la cantidad necesaria de medio
MS basal para una concentracién final de trabajo 1X o 0.5X, la cual se
suplemento con ANA 0,5mg/mL o 1mg/mL, y 6-BAP 1 mg.L”" 0 1.5 mg.L™", se
colocaron 30 g.L”" 0 15 g.L™! de Sacarosa; y se ajustd el pH a 5,6 0 5,8; segun
corresponda cada tratamiento. A todos los tratamientos se colocaron 7 g.L” de
Agar; en cada frasco se dispensaron 20 mL y se autoclavaron a 15 libras de

presiony 121 ° C por 2 horas.



38

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo de cada tratamiento es decir 14 o 21
dias respectivamente; se evalué mediante la tabulacion de la medicién manual
de la altitud de los explantes y se determind la velocidad de crecimiento en cm.

dia” mediante la siguiente formula:

Wf-Wi
tf—ti

Velocidad de crecimiento (cm. dia-?) =

Doénde:

WF: Altitud en cm en el tiempo final (7 dias) y (14 dias)
Wi: Altitud en cm en el tiempo inicial (1 dia)

tf: Tiempo final (7 dias) y (14 dias)

ti: Tiempo inicial (1 dia)
Adaptado de Imani, et.al, 2010

4.3.2. Multiplicacion de cultivo in vitro en medio solido

Para la fase de multiplicacion en medio sélido; se realizaron los medios de

cultivo que se detallan en la tabla 10 — Capitulo V.

Segun el método modificado de Saucedo, et.al., (2008) para la multiplicacién
de los explantes, se preparo la cantidad necesaria de medio MS basal para una
concentracion final de trabajo 1X o 0.5X, la cual se suplemento con 6-BAP 0,5
mg.L" 0o 1 mg.L”", y AIA 1mg.L™" 0 1.5 mg.L™", se colocaron 30 g.L™" 0 15 g.L"
de Sacarosa; y se ajustdo el pH a 5,6 o 5,8, segun corresponda cada
tratamiento. A todos los tratamientos se colocaron 7 g.L™' de Agar; en cada
frasco se dispensaron 20 mL y se autoclavaron a 15 libras de presiéony 121 ° C

por 2 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo de cada tratamiento es decir 10 Y 15
dias respectivamente; se evalué mediante la tabulacion de la medicién manual
de la altitud de los explantes para determinar la tasa de crecimiento en N° de

brotes. dia™ mediante la siguiente férmula:
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Wf-Wi
tf—ti

Tasa de multiplicacion (N° brotes. dia’) =
Dénde:
Mf: Numero de brotes en el tiempo final (10 dias) y (15 dias)
Mi: Numero de brotes en el tiempo inicial (1 dia)
tf: Tiempo final (10 dias) y (15 dias)

ti: Tiempo inicial (1 dia)

Modificado de Imani, et.al, 2010

4.4. Evaluacion estadistica de los resultados

Con los datos obtenidos se realizd el analisis estadistico ANOVA para
determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos
realizados en el establecimiento del cultivo in vitro y la multiplicacién del cultivo
in vitro, ademas de una prueba de contraste de medias de Duncan para
establecer cual es el mejor tratamiento, finalmente se realizé6 un diagrama de
Pareto para establecer que variables del disefio experimental Plackett-Burman,

son mas influyentes en el cultivo de tabaco.

5. Capitulo V. Resultados y discusion

5.1. Fase I: Establecimiento de material vegetal estéril

5.1.1. Porcentaje de contaminacion

En la fase de desinfeccion se realizaron cuatro tratamientos en los cuales se
varié el tiempo de inmersién en las soluciones de etanol 70% y de Hipoclorito
de sodio 20% de cloro. Las barras en la figura 18 representan los porcentajes
de contaminacion bacteriana y fungica de yemas axilares y hojas de Nicotiana

tabacum a los 14 dias de siembra en medio MS basal, con su respectiva
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desviacién estandar. Los resultados reflejan que, a los 14 dias de evaluacion,
el tratamiento 1 tuvo el menor porcentaje de contaminacién, con un 8,3% de

contaminacion bacteriana y 8,3% de contaminacioén fungica.

Por otro lado, el tratamiento 4 present6é el mayor porcentaje de contaminacion
bacteriana (Figura 18B) con un 41,7% y 20,8% de contaminacién fungica. Los
tratamientos 2 y 3 presentaron un porcentaje menor de contaminacion en
relacion al tratamiento 4, con un 25% de contaminacion bacteriana y 12,5% de
contaminacion fungica para el tratamiento 3 y 29,2% de contaminacion
bacteriana y 16,7% de contaminacién fungica (Figura 18A) para el Tratamiento
2.
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Figura 18. Porcentaje de Contaminaciéon bacteriana y fungica en Nicotiana
tabacum a los 14 dias de siembra.
Nota: (A) Contaminacion bacteriana, (B) Contaminacion fungica.
Tratamiento 1: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%
Tratamiento 2: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%

Tratamiento 3: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% +3 minutos en EtOH 70%

Tratamiento 4: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 3 minutos en EtOH 70%.

Los resultados en la Figura 19 indican una diferencia significativa en cuanto a
la contaminacion total entre los cuatro tratamientos en Nicotiana tabacum El
tratamiento con una mayor diferencia significativa fue el numero 4, el cual
presentd el valor mas alto de contaminacién (62,5%) en comparacién con los

otros tratamientos. El tratamiento 2 también presentd6 un nivel alto de
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contaminacion (41.7%) y los tratamientos con un porcentaje bajo de
contaminacion total fueron el 1y 3 con 16,7% y 37,5% respectivamente.
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Figura 19. Porcentaje de Contaminacion total en Nicotiana tabacum a los 14
dias de siembra.

Nota: Tratamiento 1: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%
Tratamiento 2: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%
Tratamiento 3: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% +3 minutos en EtOH 70%

Tratamiento 4: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 3 minutos en EtOH 70%.

Los resultados del analisis estadistico ANOVA y la prueba de Duncan indican
que existe una diferencia significativa entre los tratamientos con el hipoclorito
de sodio y el etanol a diferentes tiempos de inmersion sobre los porcentajes de
contaminacion de Nicotiana tabacum.

En la fase de desinfeccion de semillas se obtuvieron los menores porcentajes
de contaminacién mientras mayor es el tiempo de inmersion de los dos
compuestos. Se determiné que el tratamiento 1 presentd el menor porcentaje
de contaminacion total, con 16.9%. Esto debido a que el hipoclorito de sodio
actua como un agente desinfectante superficial, el cual es letal para la mayoria

de microorganismos ya sean virus, hongos y bacterias vegetativas. (Ibafez,
Rosellé y Del Amo, 2013).
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La contaminacion fungica en esta etapa fue principalmente contaminacion
introducida, es decir, contaminacion resultante de una mala desinfeccion del
area de trabajo y los materiales como pinzas y bisturi (Ponmurugan y Kumar,
2012), o por contaminantes internos del explante los cuales sobreviven a la
desinfeccién inicial del material apareciendo asi en etapas posteriores del

cultivo (Stewart y Kane, 2006) como se observa en la Figura 20A.

Figura 20. Contaminacion bacteriana y fungica en Nicotiana tabacum a los 14

dias de siembra.

Nota: (A) Contaminacién bacteriana (Tratamiento 4: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 3
minutos en EtOH 70%.).
(B) Contaminacién fungica (Tratamiento 2: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5
minutos en EtOH 70%)

La eleccién de un buen método de esterilizacion para el material vegetal es
fundamental y para eso es necesario seguir ciertos principios entre ellos la
eleccion del agente esterilizante y la duraciéon del mismo deben ser siempre en
relacion a la planta de estudio, también hay que tener en cuenta que la
superficie a esterilizarse debe estar mojada por completo y que al final del
proceso siempre el desinfectante debe eliminarse de la superficie del material
lavandolo con agua destilada estéril. (Tuleke & Thompson, 1963) En este caso
se utilizé hipoclorito de sodio el cual, segun Garcia y colaboradores, 2009; es el
compuesto mas frecuentemente usado por varios investigadores que obtuvo
buenos resultados en cuanto a la desinfeccion para el cultivo in vitro variando el

tiempo y las concentraciones.
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En este caso la variacion de tiempo de inmersion en el desinfectante provoco
tratamientos practicamente libres, de contaminacion con un porcentaje
relativamente alto de germinacién. Sin embargo, para obtener cultivos sin
contaminacion en su totalidad se podria usar soluciones mas fuertes, teniendo
en cuenta que altas concentraciones podrian desencadenar niveles altos de

necrosamiento y disminuir el porcentaje de viabilidad del cultivo.

La estandarizacion del método de desinfeccion tiene como objetivo la obtencion
de semillas libre de contaminacion y transferibles. Fred, et.al., 2002 hizo
énfasis en el proceso de lavado del desinfectante argumentando que se
transfiera con la semilla una cantidad suficiente del desinfectante para asegurar
la accion antiséptica durante la germinacién de la semilla en agar, pero las
bacterias pueden desarrollarse mas tarde, cuando la semilla se transfiere al
cultivo final, lo cual en este caso podria relacionarse con el tratamiento 2 que
se observa en la figura 20B, la cual luego de 14 dias de cultivo presento

contaminacion bacteriana.

El tratamiento 4 presento la mayor cantidad de contaminaciéon bacteriana y
fungica, esto podria deberse a la estructura de la semilla de tabaco las mismas
segun Grover, et.al., 2015, son muy pequenas y rugosas, la superficie es
reticulada y la cubierta protectora de la semilla tiene una epidermis prominente;
ademas las finas paredes exteriores se doblan hacia adentro en la madurez lo
que provoca una apariencia reticulada de la semilla como se observa en la
figura 21, esto podria estar imposibilitando que la desinfeccion sea la adecuada
debido a que el desinfectante usado no pudo penetrar por completo en las
hendiduras prominentes de la semilla, a diferencia de otros casos de semillas
que se producen en vainas, o frutos solidos las cuales en la mayoria cuentan
con estructuras lisas lo cual los vuelve relativamente simple de obtener libres
de contaminacién, como por ejemplo semillas de rabano, tomate y varias

cucurbitaceas. (Duggar y Davis, 1919)
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Figura 21. Semilla de Nicotiana tabacum vista microscopica. Adaptado de
(Mesa, Romero, y Cruz, 2002)

Se puede asumir ademas que al no adicionar la cantidad necesaria de un
detergente pudo ser una de las causas de aparicion de contaminacion en el
2014 Brandl y Huynh, describié que el detergente es importante para permitir
un mejor contacto del desinfectante con la superficie vegetal, este actua
reduciendo la unién bacteriana a la superficie vegetal e inhibir la formacién de
biofilm, debido a que rompe la tensién superficial, usualmente se adiciona

Tween 20 u 80 para realizar esto.

5.1.2. Porcentaje de viabilidad

Para el porcentaje de viabilidad se realiz6é el analisis estadistico ANOVA vy la
prueba de Duncan del porcentaje de viabilidad (frascos no necrosados o
contaminados) de los cuatro tratamientos de desinfeccion. Las barras de la
figura 22 indican los porcentajes de viabilidad que presentan los cuatro
tratamientos cada tratamiento se encuentra graficado con su respectiva
desviacion estandar. Los resultados determinaron que el tratamiento 1 y 3
presentaron el mayor porcentaje de viabilidad con 83.3% y 62.5%
respectivamente, mientras que el tratamiento 2 y 4 tienen el menor porcentaje
de viabilidad con 58% y 37.5%
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Figura 22. Porcentaje de viabilidad en Nicotiana tabacum a los 21 dias de
siembra.

Nota: Tratamiento 1: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%
Tratamiento 2: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%
Tratamiento 3: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% +3 minutos en EtOH 70%

Tratamiento 4: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 3 minutos en EtOH 70%.

El analisis estadistico ANOVA vy la prueba de Duncan, determiné que si existe
diferencia significativa entre los tratamientos con lo cual se rechaza la hipétesis
nula y se acepta la hipdtesis alternativa que se observan en el planteamiento
del diseno experimental. Se determiné que el tratamiento 1 es el tratamiento de
desinfeccidn mas eficiente para las semillas de tabaco, con un 83.3% de
frascos cultivados supervivientes (Figura 23). Esto se puede deber a que el
efecto del desinfectante fue Optimo frente a la contaminacién bacteriana y
fungica al someterse a un tiempo de inmersion de 5 minutos en conjunto del

hipoclorito de sodio al 20% con el etanol al 70%.
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Figura 23. Planta viable de Nicotiana tabacum a los 21 dias de siembra
(Tratamiento 1: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH
70%)

La fase mas importante que afecta a la capacidad de regeneracion del explante
y a la viabilidad del cultivo es el proceso de desinfeccidon superficial, hay que
tener en cuenta que ademas de la concentracion y el periodo de inmersién, la
temperatura a la que se encuentra al momento de estar en contacto el
hipoclorito de sodio con el explante es importante, ya que esto también puede
afectar a la germinacién de semillas in vitro (Yildiz & Er, 2002). Este compuesto
a pesar de ser muy factible presenta problemas al momento de estandarizar un
protocolo de desinfeccion ya que puede ser perjudicial para las células
vegetales en altas concentraciones, mientras que es ineficaz en bajas

concentraciones.

En general, los porcentajes de viabilidad son altos pero segun Jorquera, M,
(2007), para obtener un mayor porcentaje de plantas viables, se sugiere el uso
de soluciones fungicidas o de antibidticos, para asi lograr una desinfeccion

optima.
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5.1.3. Nivel de Necrosamiento

El grado de necrosamiento se puede observar en la Figura 24, en este caso se
puede asumir que al utilizar una misma concentracién del desinfectante el
grado de necrosis es similar en la mayoria de los tratamientos con un grado
segun la escala de Nozak de 1 es decir una incipiente coloracion sin llegar a la
necrosis. El tratamiento 4 presentd una diferencia significativa en comparacién
con los otros tratamientos, ya que no presento necrosis en ninguna de sus

repeticiones.

Grado de necrosamiento

2.5+ b
20, L
1.54

1.0+

raao ae necrosamiento

0.0-

N ¥ 2 >
N° de Tratamientos

Figura 24. Grado de necrosamiento del cultivo de semillas de Nicotiana
tabacum a los 14 dias de siembra.

Nota: Tratamiento 1: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%
Tratamiento 2: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 5 minutos en EtOH 70%
Tratamiento 3: 5 minutos en Hipoclorito de sodio 20% +3 minutos en EtOH 70%

Tratamiento 4: 3 minutos en Hipoclorito de sodio 20% + 3 minutos en EtOH 70%.

El analisis estadistico ANOVA vy la prueba de Duncan, determind que si existe
diferencia significativa entre los tratamientos con lo cual se rechaza la hipétesis

nula y se acepta la hipdtesis alternativa que se observan en el planteamiento

del disefio experimental.
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Por lo general, el hipoclorito de sodio esta disponible en soluciones desde
concentraciones del 5.25% siendo efectivo para ciertas especies el tiempo de
inmersion varia entre 5 a 30 minutos (Tuleke & Thompson, 1963). En este caso
se utilizé una solucién de hipoclorito de sodio al 20% lo cual podria provocar la
necrosis de los tratamientos 1, 2 y 3. Para evitar esto es necesario realizar de
manera adecuada los lavados con agua destilada estéril para eliminar todo el
desinfectante sobrante, es recomendable realizar de 3 a 5 lavados con agua

destilada estéril.

Gashaw, et.al., 2014 en base al estudio de Duggar y Davis en 1919 realizaron
un protocolo de desinfeccion de semillas de tabaco, en el cual realizaron
tratamientos con intervalos de 12 y 13 minutos los cuales resultaron
inadecuados, a diferencia de un intervalo de 10 minutos, aunque este
tratamiento resulto en una contaminacion de menos del 2 por ciento cuando se
sembraron 12 placas de aproximadamente 30 semillas cada una, a pesar de un
bajo nivel de contaminacion se pudo observar un alto porcentaje de necrosis
alrededor del 60% por lo cual no es muy factible el uso de estas

concentraciones.

Existen otras consecuencias ante el uso de desinfectantes como el hipoclorito
de sodio, por ejemplo, a nivel molecular este compuesto es conocido como un
agente bactericida que induce al dafio de polinucleétidos, ARN, y ADN.
(Hawkins y Davies, 2002). Esto se corrobora con el estudio realizado por Phe,
Dossot, Guilloteau y Block (2007), en el que se observé una interferencia entre
la interaccidn quimica de hipoclorito y las células de Nicotiana tabacum, que
resulto en un deterioro de la de las células expuestas a esta sustancia con una

concentracion de 3 pmolL™". (Hussain et.al., 2006)

En relacion a los tratamientos realizados se podria determinar que son factibles
ya que tienen equilibrio en cuanto al porcentaje de contaminacion, y el

necrosamiento, obteniendo un algo porcentaje de viabilidad.
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5.2. Fase II: Identificacion de variables significativas con un diseio

Plackett-Burman para el establecimiento de Nicotiana tabacum.

5.2.1. Velocidad de crecimiento

En la fase de establecimiento de Nicotiana tabacum y basandose en el disefio

factorial Plackett-Burman que se observa en las tabla 8, se realizaron 8

tratamientos con 7 variables. En la figura 25 se puede observar la altitud de los

explantes por tratamiento después del cultivo en los medios evaluados. Las

barras indican que el tratamiento T3 presenté una mayor altitud a los 21 dias

de cultivo con un promedio de (4,75 cm) seguido del tratamiento TS con un

promedio de (4,3 cm) y el tratamiento T6 con un promedio de (3,5 cm). Los

tratamientos restantes fueron los menos eficientes, el T7 con un promedio de

(2,58 cm), T4 con un promedio de (2,42 cm), T1 con un promedio de (2,3 cm),

T8 con un promedio de (2,25 cm) y finalmente el tratamiento T2 que presenté la

menor altitud con un promedio de (1,83 cm).

Tabla 8.
Matriz decodificada del disefio experimental Plackett-Burman.
A B c D E F G

1 1,5mgL" [ 15g.L" | 22°C | 1x 5,6 21d 1 mg.L”
2 1,5mg.L" [ 30g.L"[22°Cc| 05x | 5,8 14d 1mg.L”
3 1,5mg.L"[30g.L"[25°C | 0,5x | 5,6 21d 0,5mg.L”
4 1mg.L" [30g.L"[25°C| 1x 5,6 14d 1 mg.L”
5 1,5mg.L"|15gL" [25°C| 1x | 5,8 14d | 0,5mg.L”
6 1mgL" [30gL"[22°C| 1x | 58 | 21d | 0,5mgL”
7 1mgL" [15g.L" [25°C | 0,5x | 5,8 21d 1 mg.L”
8 1mgL" [15g.L" [22°C | 0,5x | 5,6 14d 0,5mg.L”

Nota: Tratamientos decodificados del disefio factorial Plackett-Burman en

factores.

relacion a los 7
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Fase de Establecimiento
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Figura 25. Velocidad de crecimiento (cm) de cada uno de los 8 tratamientos del

disefo experimental Plackett-Burman en Nicotiana tabacum.

Nota: T1: 1,5 mg.L'1 de 6-BAP + 15 g.L'1 Sacarosa + 22°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 21 dias
de cultivo y 1 mg.L'1 de ANA.

C1:
T2:

C2:
T3:

C3:
T4:

C4:
T5:

C5:
T6:

C6:
T7:

C7:
T8:

C8:

15 g.L" Sacarosa + 22°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 21 dias de cultivo

1,5 mg.L'1 de 6-BAP + 30 g.L'1 Sacarosa + 22°C + 0,5X sales MS + pH: 5,8 + 14 dias
de cultivo y 1 mg.L”" de ANA.

30 g.L'1 Sacarosa + 22°C + 0,5X sales MS + pH: 5,8 + 14 dias de cultivo

1,5 mg.L" de 6-BAP + 30 g.L”" Sacarosa + 25°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 21 dias
de cultivo y 0,5 mg.L™" de ANA.

30 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 21 dias de cultivo

1 mg.L'1 de 6-BAP + 30 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 14 dias de
cultivo y 1 mg.L'1 de ANA.

30 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 14 dias de cultivo

1,6 mg.L™" de 6-BAP + 15 g.L™' Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 14 dias
de cultivo y 0,5 mg.L™ de ANA.

15 g.L" Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 14 dias de cultivo

1 mg.L'1 de 6-BAP + 30 g.L'1 Sacarosa + 22°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 21 dias de
cultivoy 0,5 mg.L'1 de ANA.

30 g.L" Sacarosa + 22°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 21 dias de cultivo

1 mg.L'1 de 6-BAP + 15 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 0,5X sales MS + pH: 5,8 + 21 dias
de cultivo y 1 mg.L™" de ANA.

15 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 0,5X sales MS + pH: 5,8 + 21 dias de cultivo

1 mg.L™" de 6-BAP + 15 g.L”" Sacarosa + 22°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 14 dias
de cultivo y 0,5 mg.L™" de ANA.

15 g.L'1 Sacarosa + 22°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 14 dias de cultivo
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El analisis estadistico ANOVA vy la prueba de Duncan, determiné que si existe
diferencia significativa entre los tratamientos con lo cual se rechaza la hipétesis
nula y se acepta la hipétesis alternativa que se observan en el planteamiento

del disefio experimental.

Los tratamientos con las mejores velocidades totales de crecimiento fueron el 3
y el 5 con 0,37 cm.dia™, y 0.33 cm. dia™, respectivamente, lo cual se puede
comprobar estadisticamente en la Figura 25 y de manera cualitativa en la
(Figura 26 A, B) en la que se puede observar la diferencia entre las longitudes
de Nicotiana tabacum. Ademas, el tratamiento 2 obtuvo la menor velocidad de
crecimiento de 0.14 cm.dia”, de igual manera se puede comprobar

estadisticamente en la Figura 30 y de manera cualitativa en la (Figura 26 C).

A = B

w

Figura 26. Establecimiento de Nicotiana tabacum a los 21 dias de siembra.

Nota: (A) T5: 1,5 mg.L™" de 6-BAP + 15 .g.L” Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 14
dias de cultivo y 0,5 mg.L™ de ANA.
(B) T3: 1,5 mg.L'1 de 6-BAP + 30 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 21
dias de cultivo y 0,5 mg.L™ de ANA.
C) T8: 1 mg.L'1 de 6-BAP + 15 g.L'1 Sacarosa + 22°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 14
dias de cultivo y 0,5 mg.L'1 de ANA.
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A pesar de que el tratamiento 5 tuvo una mejor velocidad de crecimiento en
relacion al tiempo de subcultivo, estadisticamente el tratamiento 3 es el mejor
tratamiento con una concentracion de 6-BAP (1,5 mg.L™"), esta hormona tiene
como funcion el estimular la divisién celular del tejido vegetal. Segun. Shimelis,
et.al.,, (2014), la citoquinina mas usada en el cultivo in vitro, debido a su

efectividad es la 6-BAP, ya que actua directamente en la mitosis de las células.

Se recomienda que la concentracion de citoquininas no sea muy alta ya que la

misma podria resultar toéxico para la planta (Villanueva, F et al., 2013).

Segun el estudio de Azcon-Bieto y Talon, (1993) realizao en tabaco, se
demostré que mientras en los tratamientos exista una concentracién alta de
auxinas se producia un incremento en la formacién de raices. Por otro lado,
una alta concentracion de citoquininas producia un incremento en la formacion
de tallos. En este caso al utilizar los dos compuestos provoco una alta

velocidad de crecimiento de Nicotiana tabacum.

La citoquinina 6- Bencilaminopurina permite la supresion de la dominancia
apical, la formacién de nuevos 6rganos, la inhibicion de la senescencia de las
hojas, ademas de la apertura de estomas (Mok y Mok, 2001). En este caso el
tratamiento 3 con una concentracién de 1,5 mg.L” de 6-BAP, permiti6 el
crecimiento de los brotes de manera mas rapida en comparacion a los demas

tratamientos.

Por otro lado, segun el estudio de Mesa et al. (2002), no se observo influencia
al someter al cultivo a diferentes concentraciones de 6-BAP en cuanto al
porcentaje de brotes totales formados, se concluyd que las mejores
concentraciones de 6-BAP son 5 y 7 mg/L para el cultivo de Leucaena
leucocephala. A diferencia de dicho estudio para el cultivo de Nicotiana
tabacum se pudo observar que la mejor concentracion de 6-BAP fue menor vy si

fue significativa para el cultivo, para lo cual se puede deducir que al ser
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diferente la respuesta de cada genotipo a los requerimientos hormonales, ya
que la especie de estudio es diferente, ademas de que las condiciones de
cultivo a las que fueron sometidos los explantes como concentracion de

sacarosa, temperatura, entre otros, afectaron directamente al cultivo.

El tratamiento 3 tiene una concentracion de sacarosa de 30 g.L-1, resultando
que a mayor concentracién de este compuesto se obtiene mejores resultados
en cuanto al establecimiento del cultivo in vitro, esto puede deberse a la posible

presencia de enzimas que se asocian con la sacarosa,

Segun Imani, Qhrmanzadeh, Azimi, y Janpoor (2010), en otras especies
vegetales se ha determinado que la sacarosa en cuanto sea mas alta su
concentracion en este caso 60 g.L™", produce un mayor crecimiento y un mayor
peso de microtubérculos en el cultivo de Solanum tuberosum. Esto se
corrobora con el otro estudio en el que demostraron que la maxima induccién
del tubérculo fue a 90 g.L™' de sacarosa. (Hussain et.al., 2006). Es uno de los
estimulos mas importantes que influye directamente en el cultivo in vitro,
ademas es de los mas usados como fuente de carbono, ya que ademas de ser
un agente barato, es seguro, y da buenos resultados en cuanto a la

micropropagacion (Miherehtu, F., et.al., 2013).

También se estudio el efecto de la concentracion de sacarosa, en el cultivo de
Citrus assamensis, en el cual la formacién de brotes era 6ptima cuando el
medio se suplemento con 30 g.L” 0 40 g.L™" sacarosa. (Yaacob, J., 2013). Esto
demuestra que la concentracion del tratamiento 3 puede ser aplicable a otras

especies vegetales resultando en un cultivo éptimo.

Sin embargo, existen estudios que demuestran que el uso de altas
concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo también puede provocar
una disminucion de la capacidad fotosintética de las plantas, lo cual en

contraste con otros estudios en los que se realizaron cultivos sin azucar, se
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observaron tasas fotosintéticas mejoradas al compararlo con plantas cultivadas

en medios suplementados con sacarosa. (Fuentes et al., 2005).

Segun RejSkova et al., 2007, las altas concentraciones de sacarosa también
pueden limitar el crecimiento, esto debido al incremento del potencial osmatico
que produce la sacarosa en el medio. Dichos estudios a pesar de ser
comprobados no pueden influir en cuanto a la respuesta obtenida en este
trabajo debido a que dichos estudios fueron realizados en otras especies
vegetales, y cada especie debe ser sometida a diferentes condiciones para asi
lograr su crecimiento y desarrollo éptimo. En este caso la adicién de sacarosa
dio como resultado la aceleracion de la division celular aumentando el volumen

del explante.

5.2.2. Identificacion de variables significativas para el establecimiento in vitro

de Nicotiana tabacum.

Para la identificacion de las variables significativas en el establecimiento de
Nicotiana tabacum se realizé un diagrama de Pareto el cual muestra los valores
absolutos de los efectos estandarizados o estadisticos t que prueban que la
hipoétesis nula tiene un efecto de 0. De acuerdo a las variables establecidas en
la matriz del disefio experimental de Plackett-Burman (tablas 2 y 3 - capitulo
[ll.), se realiz6 el analisis estadistico con un nivel de significancia de 0.05 (a =
5%). Dando como resultado que las variables mas influyentes estadisticamente
en el nivel de 0.05 con los términos del modelo actual, son el 6-
bencilaminopurina (6-BAP) y la Sacarosa ya que cruzan la linea de referencia.

Estos datos fueron obtenidos mediante el programa estadistico Minitab 18.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados-Establecimiento
(la respuesta es R; o = 0,05)

Término
Factor Mombre
A A 6-BAP
B Sac
C Temp
8 o ph
E AMNA
C F Tiemp
G Csal

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado
Figura 27. Diagrama de Pareto de efectos significativos para el establecimiento
de “Nicotiana tabacum” con cada una de las variables planteadas en el disefo

factorial de Plackett-Burman.

Nota: (A): 6-bencilaminopurina (6-BAP) — 1,5 mg.L'1 y 1 mg.L'1. (B): Sacarosa — 30 g.L'1 y 15
g.L'1. (C): Temperatura — 25 y 22 ° C. (D): pH — 5.8 y 5.6. (E): Acido 1-naftalenacético
(ANA) — 1 mg.L'1 y 0,5 mg.L'1. (F): Tiempo de cultivo — 14 y 21 dias. (G): Sales MS — 1y
05X

En el cultivo in vitro los reguladores del crecimiento vegetal son los
componentes mas importantes, que afectan a la capacidad de multiplicacion de
los brotes (Ozcan, Yildiz, Sancak y Ozgen, 1996). En estudios anteriores ya se
han evaluado el efecto de distintas concentraciones de sacarosa debido a que
esta fuente de carbono es de las mas utilizadas para el cultivo in vitro. (Borges,
Malaurie, Portales, y Calzadillas, 2008).

En este estudio y en relacion a la figura 27 en la que se observa que la
sacarosa es una de las variables mas significativas, se puede relacionar con el
estudio realizado por Yaacob, J., et.al., (2013), que menciona que el tamano
del brote se reduce a medida que la concentracion de sacarosa aumenta, esta
ausencia de crecimiento podria deberse a un efecto del nivel super-6ptimo de

sacarosa que resulta en una condicién osmaética desfavorable para la planta en
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cuanto a la captacién de agua, por lo cual hay que tener mucho cuidado en

cuanto a la concentracion de sacarosa que se usa en el medio de cultivo

Relacionando las figuras 25 y 26 con la velocidad de crecimiento y teniendo en
cuenta el diagrama de Pareto de la figura 27 se puede determinar que el mejor
medio para el establecimiento es el que se observa en la (Tabla 9), para esto
se tomaron los valores del mejor tratamiento que resulto del disefo
experimental Plackett-Burman, teniendo en cuenta que las cantidades de 6-

BAP y sacarosa son las mas importantes para el cultivo de Nicotiana tabacum.

Tabla 9.
Formulaciéon de medio de Establecimiento para cultivo in vitro de Nicotiana
tabacum.
Fase Compuesto Cantidad x L
Macroelementos 1x 100 mL
Microelementos 1x 10 mL
Hierro 1x 10 mL
1 Establecimiento 6-BAP (1.5 mg L) T
ANA (1 mg.L™) 0.25 mL
Agar 79
Sacarosa 30g
pH 5.8

Nota: Cantidades de reactivos en la formulacion de medio para el establecimiento in vitro de

Nicotiana tabacum

5.3. Fase lll: Identificacion de variables significativas con un disefio

Plackett-Burman para la multiplicacion de Nicotiana tabacum.

5.3.1. Tasa promedio del numero de brotes por tratamiento

En la fase de multiplicacion de Nicotiana tabacum y basandose en el disefio

factorial Plackett-Burman que se observa en las tabla 10, se realizaron 8
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tratamientos con 7 variables, en la figura 28 se puede observar el numero de
brotes por tratamiento después del cultivo en los medios evaluados. Las barras
indican que el tratamiento T4 presentdé mayor numero de brotes a los 10 dias
de cultivo con un promedio de (11,5 brotes) seguido del tratamiento T1 con un
promedio de (7,75 brotes) y el tratamiento T6 con un promedio de (4,33 brotes).
Los tratamientos restantes fueron los menos eficientes, el T2 con un promedio
de (2,67 brotes), T3 con un promedio de (2,5 brotes), T5 con un promedio de
(2,31 brotes), T7 con un promedio de (2,25 brotes) y finalmente el tratamiento

T8 que presentod la menor altitud con un promedio de (1,75 brotes).

Tabla 10.
Matriz decodificada del disefio experimental Plackett-Burman.
Columna1 A B C D E F G
1 1mgL’ | 15g.L" [22°C| 1x [ 56 | 15d | 1,5mg.L™
2 1mg.L" | 30gL" [22°C|0,5x | 58 | 10d | 1,5 mg.L"”
3 1mg.L" | 30gL" [25°C|0,5x | 56 | 15d [ 1mg.L™”
4 05mg.L" | 30g.L" |25°C| 1x | 56 | 10d | 1,5 mg.L”
5 1mgLl’ | 15gL" [25°C| 1x | 58 | 10d [ 1mg.L™
6 05mg.L" | 30g.L" |[22°C| 1x | 5,8 | 156d | 1 mg.L"
7 05mg.L" | 15g.L" |25°C|0,5x | 58 | 15d | 1,5 mg.L™”
8 0,5mg.L" | 15g.L" |22°C|0,5x| 56 | 10d | 1 mg.L"

Nota: Tratamientos decodificados del disefio factorial Plackett-Burman en relacion a los 7

factores.
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Fase de multiplicacion
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Figura 28. Cantidad de brotes (N° de brotes) de cada uno de los 8 tratamientos

del disefio experimental Plackett-Burman en “Nicotiana tabacum”.

Nota: T1:1 mg.L” 6-BAP+15 g.L "' Sacarosa+22°C+1X sales+pH: 5,6 +15 d. cultivo+1,5 mg.L”
AIA.
C1:15 g.L"1 Sacarosa + 22°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 15 d. cultivo
T2:1 mg.L™ 6-BAP+30 g.L™' Sacarosa+22°C+0,5X sales+pH: 5,8+10 d. cultivo+1,5 mg.L”
AIA.
C2:30 g.L'1 Sacarosa + 22°C + 0,5X sales MS + pH: 5,8 + 10 dias de cultivo
T3:1 mg.L" 6-BAP+30 g.L”" Sacarosa+25°C+0,5X sales+pH: 5,6 +15 d. cultivo+1 mg.L™
AIA.
C3:30 g.L'1 Sacarosa+25°C+0,5X sales MS+pH: 5,6 + 15 d. cultivo
T4:0,5 mg.L™" 6-BAP+30 g.L™" Sacarosa+25°C+1X sales+pH: 5,6+ 10 d. cultivo+1,5 mg.L"
'AlA.
C4:30 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 10 d. cultivo
T5:1 mg.L”" 6-BAP+15 g.L”' Sacarosa+25°C+1X sales+pH: 5,8+10 d. cultivo+1 mg.L”
AIA.
C5:15 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 10 d. cultivo
T6:0,5 mg.L”" 6-BAP+30 g.L”' Sacarosa+22°C+1X sales+pH: 5,8+15 d. cultivo+1 mg.L"
AIA.
C6:30 g.L" Sacarosa + 22°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 15 d. cultivo
T7:0,5 mg.L”" 6-BAP+15 g.L”' Sacarosa+25°C+0,5X sales+pH: 5,8+15 d. cultivo+1,5
mg.L" AIA.
C7:15 g.L'1 Sacarosa+25°C+0,5X sales+pH: 5,8+15 d. cultivo
T8:0,5 mg.L ™' 6-BAP+15 g.L ™" Sacarosa+22°C+0,5X sales+pH: 5,6+10 d. cultivo+1 mg.L™”
AIA.
C8:15 g.L'1 Sacarosa+22°C+0,5X sales+pH: 5,6+10 d. cultivo.
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El analisis estadistico ANOVA vy la prueba de Duncan, determiné que si existe
diferencia significativa entre los tratamientos con lo cual se rechaza la hipétesis
nula y se acepta la hipétesis alternativa que se observan en el planteamiento
del disefio experimental.

Los resultados de las figuras 29A, 29B y 29C se puede observar la diferencia
entre los numeros de brotes de Nicotiana tabacum en los diferentes
tratamientos, para el tratamiento T4 se observé una tasa de multiplicacion de
0,88 N° brotes.dia™, seguido del tratamiento T1 el cual obtuvo una tasa de
multiplicacién de 0.6 N° brotes.dia™, y finalmente el tratamiento T8 el cual
obtuvo la menor tasa de multiplicacion de 0.13 N° brotes.dia™. Por lo tanto, el
mejor tratamiento en comparacion con los otros tratamientos es el T4 con 0,5
mg.L" de 6-BAP + 30 g.L”" Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 10 dias
de cultivoy 1,5 mg.L™" de AIA.

Figura 29. Multiplicacion de “Nicotiana tabacum” a los 14 o 21 dias de siembra.

Nota: (A) T5: 1,5 mg.L'1 de 6-BAP + 15 g.L'1 Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,8 + 14
dias de cultivo y 0,5 mg.L”" de ANA., (B) T3: 1,5 mg.L™" de 6-BAP + 30 g.L™' Sacarosa +
25°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 21 dias de cultivo y 0,5 mg.L'1 de ANA,, y (C) T8: 1
mg.L™" de 6-BAP + 15 g.L”" Sacarosa + 22°C + 0,5X sales MS + pH: 5,6 + 14 dias de
cultivo y 0,5 mg.L™" de ANA.
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En 1975 Saunders y Bingham, las concentraciones altas de citoquininas en
combinacion con concentraciones bajas de auxina inducen a la elongacién de
las células, lo que promueve al desarrollo de brotes. Esto podria explicar lo que
sucedié en el tratamiento 4, el cual contiene 0,5 mg.L”" de 6-BAP + 30 g.L”
Sacarosa + 25°C + 1X sales MS + pH: 5,6 + 10 dias de cultivoy 1,5 mg.L'1 de
AlA. Hay que tener cuidado en cuanto la formulacion de medios ya que si se
coloca concentraciones de hormonas que no lleguen al equilibrio se puede
interrumpir la sintesis proteica para la division celular, inhibiendo asi la

multiplicacion de brotes.

Segun el estudio de Basail, et.al., (2006), la combinacion de AlA y 6-BAP entre
los tratamientos a varias concentraciones, se observé un mejor resultado con la
combinacién de 2.0 mg. L™ y 0.65 mg. L™ respectivamente, ya que se produjo
una disminucion del grado de oxidacion, y un incremento en la altura de los
brotes de Nicotiana tabacum. Este estudio tiene una relacion directa en cuanto
al uso de una concentracion alta de auxina y una concentracion baja de

citoquina como es el caso de tratamiento 4.

La combinacion de 6-BAP y AlA tiene influencia significativa en la multiplicacion
de brotes frente a otros tratamientos y al control al que no se le aplicé ninguna
hormona de crecimiento. (Canchignia, F., et.al., 2007). La tasa de multiplicacion
segun Bidwell (1993), se relaciona con las hormonas directamente ya que

estas en conjunto provocan la estimulacién acelerada de brotes.

A pesar de que el estudio de Attia et al., 2012, en el que las citoquininas en
combinacion con concentraciones bajas de auxina promovieron al desarrollo de
multiples brotes, mediante la elongacion de las células. Gonzalez et al., 1999,
demostré que ante altas concentraciones de auxina en el medio de cultivo se
produce una interferencia para la multiplicaciéon de brotes, esto se debe a que
las auxinas mantienen la dominancia apical de las células, alejandose hacia la

base de la planta, resultando en la inhibicion de brotes axilares.
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A diferencia del presente estudio en el que se pudo observar que la
combinacion de las hormonas promoviéo a la multiplicacion de brotes de
Nicotioana tabacum, concluyendo que no se produjo ninguna interferencia
sobre la dominancia apical de la planta. La concentracion 6ptima por otro lado
fue similar a la propuesta en 1991 por Krikorian de 0.5 a 1 mg.L'1, quien
ademas recomienda usarla siempre en presencia de acido indolacético a

niveles entre 0.1y 1 mg.L™", para asi potenciar su eficacia.

5.3.2. l|dentificacion de variables significativas para la multiplicacion in vitro de

Nicotiana tabacum

Para la identificacion de las variables significativas en la multiplicacion de
Nicotiana tabacum se realiz6 un diagrama de Pareto el cual muestra los valores
absolutos de los efectos estandarizados o estadisticos t que prueban que la
hipétesis nula tiene un efecto de 0. De acuerdo a las variables establecidas en
la matriz del disefio experimental de Plackett-Burman (tablas 5 y 6 - capitulo
[ll.), se realiz6 el analisis estadistico con un nivel de significancia de 0.05 (a =
5%). Dando como resultado que las variables mas influyentes estadisticamente
en el nivel de 0.05 con los términos del modelo actual, son el 6-
bencilaminopurina (6-BAP) y el Acido Indolacético (AIA) ya que cruzan la linea
de referencia. Estos datos fueron obtenidos mediante el programa estadistico
Minitab 18.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados-Multiplicacion
(la respuesta es R; o = 0,05)

Término 2'093
I Factor Mombre

A A G-BAP
B Sac

E [ Temp
o ph
E AlA

G F Tiemp
G Csal

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado

Figura 30. Diagrama de Pareto de efectos significativos para la multiplicacion
de “Nicotiana tabacum” con cada una de las variables planteadas en el disefio

factorial de Plackett-Burman.

Nota: (A): 6-bencilaminopurina (6-BAP) — 1 mg.L”" y 0,5 mg.L'1. (B): Sacarosa — 30 g.L'1 y 15
g.L'1. (C): Temperatura — 25 y 22 ° C. (D): pH — 5.8 y 5.6. (E): Acido Indolacético (AIA) —
1,5mg.L"y 1 mg.L™". (F): Tiempo de cultivo — 10 y 15 dias. (G): Sales MS — 1y 0,5 X

Independientemente de las concentraciones y combinaciones de las variables,
segun Sudha y Seeni (1993), cuando se usa citoquininas en altas
concentraciones es posible la aparicién de oscurecimiento seguido de necrosis
de los cultivos, esta respuesta letal se puede erradicar con el uso de una
auxina puede ser (ANA o AlA), teniendo siempre en cuenta el equilibrio entre

las concentraciones de dichas hormonas.

Segun Cano, C., et.al., (2004), las citoquininas y auxinas juegan un papel
importante en las fases de multiplicacion y enraizamiento, dentro del cultivo in

vitro, en este caso es lo que se observa en la figura 30.

Relacionando las figuras 28 y 29 con la tasa de multiplicacién y teniendo en

cuenta el diagrama de Pareto de la figura 30 se puede determinar que el mejor
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medio para la multiplicacion de Nicotiana tabacum es el que se observa en la
(Tabla 11), para esto se tomaron los valores del mejor tratamiento que resulto
del disefio experimental Plackett-Burman, teniendo en cuenta que las
cantidades de 6-BAP y AIA son las mas importantes para el cultivo de

Nicotiana tabacum.

Tabla 11.
Formulacion de medio de Multiplicacion para cultivo in vitro de Nicotiana
tabacum.
Fase Compuesto Cantidad x L
1 Multiplicacion Macroelementos 1x 100 mL
Microelementos 1x 10 mL
Hierro 1x 10 mL
6-BAP (0,5 mg.L™) 0.35mL
AIA (1,5 mg.L™) 1 mL
Agar 749
Sacarosa 3049
pH 5.8

Nota: Cantidades de reactivos en la formulacion de medio para la multiplicacion in vitro de

Nicotiana tabacum.
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6. Conclusiones y recomendaciones
6.1. Conclusiones

Se establecié un protocolo de desinfeccion de semillas para Nicotiana tabacum,
mediante el cual se obtuvo un 83.3% de explantes viables. El mejor tratamiento de
desinfeccion fue el tratamiento 1, compuesto por una concentracion de hipoclorito

de sodio al 20% v/v con un tiempo de inmersién de 5 minutos + Etanol al 70%.

Se identificaron las variables significativas para el establecimiento in vitro de
Nicotiana tabacum. Estas variables son: la sacarosa, debido a que ayuda a la
planta con el incremento de su capacidad fotosintética y la citoquinina 6-
bencilaminopurina (6-BAP) la cual a partir de la sintesis de proteinas promueve a
la division celular. La concentracién 6ptima de sacarosa fue de 30 g.L'1 y la de 6-
BAP fue de 1 mg.L™”

La combinacién entre las concentraciones de reguladores de crecimiento,
concentraciones de sales inorganicas, pH, temperatura y concentraciones de
sacarosa en el medio de cultivo del tratamiento T3, tuvieron una accion directa en

la velocidad de crecimiento de los brotes con un desarrollo de 0,38 cm. dia™.

Se identificaron las variables significativas para la multiplicacién in vitro de
Nicotiana tabacum. Estas variables son: la citoquinina 6-bencilaminopurina (6-
BAP) la cual a partir de la sintesis de proteinas promueve a la divisién celular y la
auxina sintética Acido Indol-acético (AlA) la cual es la mas relevante en relacién al
resto de auxinas en cuanto a cantidad y actividad, influyendo en el crecimiento ya
que estimula a la elongacion de células. La concentracion optima de 6-BAP fue de
0,5mg.L", y de AIAde 1,5mg.L™.

La combinacién entre las concentraciones de reguladores de crecimiento,
concentraciones de sales inorganicas, pH, temperatura y concentraciones de
sacarosa en el medio de cultivo del tratamiento T4, tuvieron una accién directa en

la tasa de multiplicacion de brotes con un de 0,88 N° de brotes. dia™.
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Se determinaron las condiciones de cultivo para la micropropagacion de
Nicotiana tabacum, la combinacién de las variables de estudio del disefio para
el establecimiento y multiplicacion permitieron identificar los medios de cultivo

adecuados para el cultivo de tabaco.

6.2. Recomendaciones

Para el proceso de desinfeccion se recomienda el uso de una solucion de

antibiéticos para asi reducir la contaminacion bacteriana por completo.

Para el establecimiento y la multiplicacion de Nicotiana tabacum se recomienda
probar con mas combinaciones de concentraciones y tipos de auxinas y

citoquininas para incrementar el crecimiento.

Se recomienda establecer un disefio experimental similar al del utilizado en el

presente trabajo dentro de un prototipo de sistema de inmersion.
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SALES MURASHIGE SKOOG

Tabla 12: Cantidad de reactivos (macroelementos) para medio MS.

Macroelementos

Cantidad (mg.L") 1X

CaCl;*2H,0 332
KH,PO, 170
KNO; 1900
MgSO4*7H,0 370
NH;NO; 1650

Tabla 13: Cantidad de reactivos (microelementos) para medio MS.

Microelementos

Cantidad (mg.L") 1X

CuS0O4*6H,0 0.025
Kl 0.83
CoCl,*6H;0 0.025
N82M004 ' 2H20 0.25
H3;BO3 6.2
Kl 0.83
MnSO4 . H20 16.9







