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RESUMEN.

La investigacion tuvo la finalidad de estudiar el efecto de diferentes
concentraciones de Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) en la induccion de
callos viables in vitro en llantén (Plantago major L.) en Pucallpa, el cual fue
desarrollado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Meristemas de la UNU,
situado en la Carretera Federico Basadre Km 6, en el distrito de Calleria,
provincia de Coronel Portillo, departamento de Ucayali, por lo cual, se desinfecto
semillas de llantén, los cuales fueron sembrados en un medio de cultivo
compuesto por sales y vitaminas de Murashige y Skoog, complementados con
30 g/L de sacarosa, 11 g/L de agar, sin reguladores de crecimiento, los cuales,
a los 58 dias desarrollaron plantulas de 3 cm de altura y 4 hojas, los mismos que
fueron cortados y sembrados en los medios de cultivo conteniendo las
concentraciones de 2,4-D estudiados, asimismo, se desinfectdé hojas y peciolos
provenientes de plantas de llantén de vivero, los mismos que fueron cortados y
sembrados en los medios de cultivos conteniendo las concentraciones de 2,4-D
estudiados, los frascos sembrados fueron acondicionados en la camara de
incubacion a 1000 lux de intensidad luminica, una temperatura controlada de 24
°C, una humedad relativa de 60% y un fotoperiodo de 12/12 horas luz y
penumbra. Se empled un Disefio Completo al Azar, con 6 tratamientos y 15
repeticiones (frascos) y una prueba de Tukey (P < 0,05), concluyendo que, el uso
de semillas de llantén como explantes, desinfectados con Hipoclorito de sodio al
1% por un espacio de 20 minutos y enjuagado con agua destilada por 4 veces,
evitd la contaminacion por hongos y bacterias, generando un 90% de
germinacion bajo condiciones de in vitro, no obteniéndose tejido sano a partir de
explantes provenientes de plantas de vivero, asimismo, los tratamientos con 0,50
ppm de 2,4-Dy 0,75 ppm de 2,4-D lograron los mejores promedios de peso final

de callos, incremento de peso de callos de llantén.

Palabras claves: Callos friables, medio de cultivo, regulador de crecimiento,

planta medicinal.

Xi



ABSTRACT.

The purpose of the research was to study the effect of different
concentrations of 2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid (2,4-D) on the induction of
viable callus in vitro in plantain (Plantago major L.) in Pucallpa, which was
developed in the UNU's Tissue and Meristem Culture Laboratory, located on
Carretera Federico Basadre Km 6, in the Calleria district, Coronel Portillo
province, Ucayali department, for which llantén seeds were disinfected, which
were sown in a culture medium composed of salts and vitamins from Murashige
& Skoog, supplemented with 30 g/L of sucrose, 11 g/L of agar, without growth
regulators, which, at 58 days, developed seedlings of 3 cm in height and 4 leaves,
the same ones that were cut and sown in the culture media containing the
concentrations of 2,4-D studied, likewise, leaves and petioles from nursery
Plantain plants were disinfected, the same ones that were cut and seeded in the
culture media containing the concentrations of 2,4-D studied, the seeded flasks
were conditioned in the incubation chamber at 1000 lux light intensity, a controlled
temperature of 24 °C, humidity percentage of 60% and a photoperiod of 12/12
hours luminary and gloom. A Complete Random Design was used, with 6
treatments and 15 repetitions (flasks) and a Tukey test (P < 0.05), concluding that
the use of Plantain seeds as explants, disinfected with 1% sodium hypochlorite
for a period of 20 minutes and rinsed with distilled water 4 times, | avoid
contamination by fungi and bacteria, generating 90% germination under in vitro
conditions, not obtaining healthy tissue from explants from nursery plants,
likewise , the treatments with 0.50 ppm of 2,4-D and 0.75 ppm of 2,4-D achieved

the best averages of final callus weight, increase in the weight of llantén callus.

Keywords: Friable callus, culture medium, growth regulator, medicinal plant.
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I. INTRODUCCION.

Las plantas medicinales contienen ingredientes activos en algunos de sus
organos, y estos ingredientes se administran en dosis suficientes para producir
normalmente efectos curativos sobre enfermedades humanas y animales. Se
estima que el 10% de las 260.000 plantas que se conocen actualmente pueden
ser consideradas medicinales, es decir, estan incluidas en articulos médicos de

fitoterapia modernos y pasados porgue tienen determinados usos (Cosme 2008).

La indagacién de compuestos de plantas medicinales se centra en
sustancias que ejercen efectos farmacologicos en humanos u organismos. Los
compuestos son azucares y heteroglucésidos (azUcares mas compuestos sin

azucar), que pueden ser glucdésidos, galactosidos, etc. (Cosme 2008).

Rodriguez (2018) indica que las plantas medicinales contienen de forma
natural, multitud de compuestos y derivados moleculares de interés
farmacoldgico, sin embargo, su extraccion directa desde la planta resulta costosa
y uno de los principales retos de esta industria es mejorar su bajo cociente

productividad/beneficio.

El cultivo in vitro de plantas productoras de metabolitos secundarios surge
a partir del interés por parte de la industria que se abastece de estas materias
primas, en establecer un método de produccién. Por ello, la siembra de plantas
medicinales es una opcion para resolver los problemas que supone un mercado
definido por el mantenimiento de la produccion regular. En la actualidad la
biotecnologia a través del laboreo in vitro es la opcién eficaz, lo que no implica
que esté exenta de problemas, especialmente la estandarizacion de las
condiciones de cultivo in vitro de células vegetales dado el numero y variedad de

principios activos producidos por las plantas medicinales (Martinez 2018).

Sin embargo, aunque el cultivo in vitro de plantas medicinales se esté
incrementando enormemente, sigue presentando todavia algunas dificultades
como son poder predecir qué productos derivados de plantas continuaran siendo

rentables, salvar impedimentos economicos en el caso de mercados pequefios



y la posibilidad de una disminucion brusca del margen de beneficio comercial
debido a variantes abruptas de la oferta y la demanda. Por ello, a pesar de
décadas de investigacién en este sector, hoy en dia so6lo catorce sustancias
derivadas de plantas se producen comercialmente, destacando el paclitaxel

como el compuesto mas importante de este mercado (Atanasov et al., 2015).

La regidbn Ucayali presenta una gran biodiversidad en cuanto a la
abundancia de especies con propiedades medicinales que pueden ser factibles
de estudiar su comportamiento bajo condiciones de cultivo de tejidos y
especificamente, la induccion para finalizar en el cultivo in vitro de células y el
desarrollo de biofabricas productoras de metabolitos de interés medicinal, de los
cuales destaca el llantén (Plantago major), el cual, crece de manera usual en las
huertas de los pobladores, y son usualmente usadas como medicina natural para

combatir diversos problemas de salud.

La especie Plantago major debido a sus propiedades antiinflamatorias,
antibacterianas, astringentes y anti-sangrantes, tiene un enorme potencial de
mercado; también se puede utilizar como agente cicatrizante interno y externo
de heridas. La aucubigemina, derivada de la aucubina, es el compuesto activo
mMas relevante y se cree que es responsable de la actividad antibacteriana de las
plantas (Blanco et al., 2008), lo cual demuestra la importancia del llantén como

una planta medicinal potencial para la region.

Por estos motivos, es necesario estudiar el comportamiento de los tejidos
vegetales del llantén (Plantago major) frente al efecto de auxinas como el Acido
2,4-Diclorofenoxiacético para la induccion de callos viables bajo condiciones de

in vitro, con la finalidad de obtener metabolitos secundarios de interés medicinal.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION.

Sanchez y Alvarenga (2014), probaron in vitro dos protocolos de induccién
de callos de los segmentos de hojas de la planta Uncaria tomentosa.
Seguidamente, se determin6 un cultivo celular en suspension. El proceso de
formacion de callos y la cinética de crecimiento del cultivo en suspension
demuestra que el medio de induccién de callos mas eficaz consiste en Murashige
y Skoog (MS) (1962), suplementado con 2 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de &cido 3-
indol butirico (IBA), el cual se utiliza para el proceso de formacion de callos
mencionado anteriormente. Ademas, segun la etapa de cultivo, las dos
morfologias celulares son dominantes en el callo y la suspension celular, y tienen

caracteristicas propias.

Urrea et al., (2009), desarroll6 un método para establecer, propagar y
obtener callos de Lippia dulcis (Verbenaceae) in vitro, ademas, también se ha
logrado el establecimiento de suspensiones celulares. Las yemas apicales y los
segmentos de la planta que quedaron en la cuadricula fueron utilizados como
explantes iniciales. El tratamiento mas eficaz para establecer y propagar L. dulcis
a partir de las yemas o segmentos superiores es el medio MS sin reguladores de
crecimiento. Para obtener la textura y el color suficientes, es necesario renovar
el medio de formacion y proliferacion de callos cada 20 dias (MS suplementado
con 2,4-D 0,1 mg/l). En medio MS en combinacién con 2,4-D (0,5 mg/l) + kinetina

(0,1 mgl/l), se puede establecer una suspension celular con alta viabilidad.

Matos (2007) observo que la adicion de reguladores de crecimiento no es
necesaria para obtener callos, pero si es necesario obtener un mejor porcentaje
de formacién de callos. Cuando se afadi6 2,4-D al medio MS solo, los mejores
resultados se obtuvieron a una concentracién de 0,1 mg.L-1, y se observé una
formacion de callos del 15%. Cuando se usO citoquinina sola, BA logro los
mejores resultados, con una formacion de callo del 17% observada a una
concentracion de 1 mg.L-1. Cuando se afiadio 2,4-D y citoquinina al medio, el

resultado depende de la concentracion y el tipo de combinacion de auxina /



citoquinina utilizada. La mejor respuesta se obtuvo con una combinacion de 1
mg. L-1 (80-87%) 2,4-D y 2 mg. L-1 BA. La combinacioén 2,4-D / kinetina tuvo un
menor porcentaje de formacion de callos, hasta un 68% a una concentracion de
2 mg.L-1 de 2,4-Dy 1 mg.L-1 de kinetina.

Arias (2002) estudio la induccion de callos de diferentes explantes de
Lepidium peruvianum (Maca) utilizando auxina 2,4-D y citoquinina en medios con
diferentes concentraciones de auxina/citoquinina. La mayoria de los medios
utilizados generaron callos, y la relacibn hormonal mas eficaz es
auxina/citoquinina 1 uM, lo que también confirma la presencia de glucosinolatos
y alcaloides en el callo obtenido. Asimismo, se observo la presencia variable de
las dos partes de glucosinolatos en el callo. Por otro lado, se observéd un alto
grado de variabilidad en presencia de alcaloides y otros metabolitos
desconocidos en el callo obtenido y se observaron las bandas positivas en las

muestras de callo y maca.

2.2. BASES TEORICAS.

2.2.1. El llantén (Plantago major L.).

El llantén es una hierba perenne sin tallos subterraneos ramificados.
Debido a que es una planta facil de ubicar, no se cultiva y se considera una mala
hierba. Hay especies relacionadas con P. major, como P. lanceolatay P. psyllium
(Blanco et al., 2008).

Debido a sus propiedades antiinflamatorias, antibacterianas,
astringentes y antihemorragicas, el P. major tiene un gran potencial de mercado;
también se puede utilizar como agente cicatrizante interno y externo de heridas.
La aucubigemina, derivada de la aucubina, es el compuesto activo mas relevante
y se cree que es responsable de la actividad antibacteriana de las plantas.
(Blanco et al., 2008).



2.2.1.1. Descripcion taxonomicay ciclo de vida.

P. major pertenece a las Magnoliaceae, Plantago y
Plantagoaceae. Es una hierba perenne con un ciclo de vida de seis a siete
meses. Su altura es de entre 15 cm y 30 cm; sin embargo, su longitud puede

variar segun los diferentes habitats de cultivo (Blanco et al., 2008).

Los tallos de P. major son rizomas cortos de color amarillo
gue pueden alcanzar hasta 15 cm en plantas adultas. Ademas, las raices son
blancas y de tamafio uniforme, provienen de tallos subterraneos (Blanco et al.,
2008).

Las hojas son glabras, ovaladas, de color verde claro, con
largos peciolos adheridos al tallo; miden unos 50 cm de largo y 20 cm de ancho
en plantas adultas. Nacen en el suelo en forma de rosetas y se desarrollan
verticalmente. Tienen bordes dentados lisos o pequefios, y estan inervados por
nervios paralelos con tres u ocho venas. El peciolo es liso, de unos 15 cm de

largo (Blanco et al., 2008).

La flor es de color marrén verdoso; su corola es amarilla y
muy pequeiia (alrededor de 3 mm); por otro lado, las anteras son inicialmente
lila y luego se tornan de color amarillo palido. El pedicelo nace del mismo punto
donde comienza el peciolo y es mas largo. La fruta es una pequefa capsula que
se abre horizontalmente cuando estd madura, dejando caer las semillas. Cada
planta puede producir més de 20.000 semillas. Estas semillas son ovaladas, de
tamafio muy pequefio y de sabor ligeramente amargo; cada cdpsula tiene de 8

a 16 semillas (Blanco et al., 2008).

2.2.1.2. Componentes quimicos.

El llantén, cientificamente conocido como Plantago major,
contiene una variedad de sustancias que contienen azlcar, como sorbitol,
sacarosa y fructosa. Ademas, esta planta también contiene alcaloides vegetales

e indoxantina, que son alcaloides (Alonso 2004; Blanco et al., 2008).



El llantén contiene flavonoides, que tienen excelentes
propiedades curativas y antioxidantes. Los flavonoides contenidos en el platano

son luteolina y narcotina (Alonso 2004; Blanco et al., 2008).

La composicion del llantén contiene vitamina C, que se
encuentra principalmente en las hojas de la planta. Ademas, las plantas suelen
contener mucha fibra. No hay muchas sales minerales en la composicion de la
planta de llantén, pero el potasio llama la atencion por su abundancia. El llantén
tiene propiedades comestibles porque contiene mucha proteina y fibra,

principalmente en las hojas (Alonso 2004; Blanco et al., 2008).

2.2.2. Cultivo de tejidos vegetales y la produccion de metabolitos

secundarios.

El cultivo de tejidos presenta aspectos y aplicaciones practicas, de
las que enfatiza la produccion de metabolitos secundarios vegetales (Kreis
2007). Se declara como una excelente ayuda en los campos de la fitoquimica,
primariamente en biogenética y enzimologia, como fuente de aislamiento y
comercializacion de metabolitos secundarios. También se usa para el
mejoramiento genético de plantas, la clonacién de microorganismos libres de
patdgenos y la preservacion de recursos de germoplasma (George y Debergh
2008).

En comparacién con el cultivo tradicional de plantas, la principal
ventaja del cultivo in vitro es que puede generar sustancias de utilidad
controladas que no se ven afectadas por factores ambientales biolégicos y no
biol6gicos, como una mejora significativa en la productividad de metabolitos
(Vanisree y Tsay 2007). También se reduce costos y aumenta la produccion
mediante el control automatizado del proceso y el ajuste del proceso metabdlico;
existe un metodo claro, calidad consistente y produccion constante del producto,
y la posibilidad de establecer un estricto sistema de control de calidad del
producto (Paek et al., 2005; Vanisree y Tsay 2007).



El cultivo in vitro igualmente brinda la contingencia de esquematizar
albuminas extrafias en explicitas condiciones, incluidas proteinas terapéuticas y
antigénicas (Doran 2000). El proceso de extraccién puede ser mas simple, rpido
y eficiente comparado con el fisicoquimico (concentracibn de sacarosa,
nutrientes minerales, reguladores de crecimiento, condiciones de cultivo como
pH, destemplanza, estructura gaseosa, agitacion, intensidad luminica), seleccién
de lineas celulares, adicion de precursores e intermediarios biosintéticos,
extraccion continua del producto, elicitacion, transformacion genética
(Goleniowski y Trippi 1999; Wang et al., 2001; Sales et al., 2002; Shohael et al.,
2006; Kim et al., 2009; Arora et al., 2010).

La gran necesidad de productos naturales en el mercado
cosmopolita hace que el cultivo in vitro sea importante como fuente de
metabolitos secundarios, lo que a su vez suscita el progreso de investigaciones
sobre los procesos metabdlicos que fiscalizan su fabricacion. No obstante, no es
solo su importancia comercial lo que aprueba que se despliegue la investigacion
en este campo. La produccion de metabolitos secundarios por cultivo in vitro
ofrece estrategias para el progreso de la investigacién bioquimica concerniente

con las vias metabdlicas en un ambiente controlado (Karuppusamy 2009).

Aungue se han realizado muchas investigaciones para aumentar la
aplicacién comercial de la tecnologia de cultivo celular en la produccién de
metabolitos secundarios, todavia hay pocos ejemplos exitosos. La shikonina, la
berberina, el acido rosmarinico y los ginsendsidos (obtenidos de Lithospermum
erythrorhizon, Coptis japonica, Coleus bluemii, Panax ginseng, respectivamente)
son el resultado de una produccion a gran escala combinada con el cultivo celular
y la tecnologia de biorreactores (los tres primeros ejemplos) y el espacio para el
cultivo de raices (cuarto ejemplo) (Bourgaud et al., 2001; Vanisree y Tsay 2007).
Diversas investigaciones han perfeccionado tacticas para conseguir agregados
antitumorales, como paclitaxel de Taxus (Ketchum et al., 1999), podofilotoxina
de Podophyllum peltatum (Kutney et al., 1991), camptotecina de Camptotheca
acuminata (Wiedenfeld et al., 1999) y vinblastina y vincristina de de Catharanthus
roseus (Verpoorte et al., 1997).



2.2.2.1. El cultivo de callos.

Hostias (2017) indica que el callo esta compuesto por masas
amorfas producidas por la proliferacion de células parenquimatosas. Por lo
general, es el resultado de una lesion y se forma un callo cuando se corta el tallo
o la raiz. El callo no tiene un patron de organizacion predecible, existe en el
centro local de actividad del meristemo y, a menudo, aparece en el area del
cambium basico con la zona de diferenciacion vascular. Desde el punto de vista
funcional, que puede desarrollar raices, brotes y embriones normales, formando

asi plantulas.

Hostias (2017), también menciona que las peculiaridades
frecuentes de la evolucion del callo incluyen la compleja relacion entre los
materiales utilizados para iniciar el callo. Algunos tejidos de los callos estan
fuertemente lignificados y tienen una textura dura, que no es facil de separar en
pequefios fragmentos. Por el contrario, los callos quebradizos son facil de
separar y se denomina cultivos friables fragiles (“frieble cultures"). El callo puede
ser amarillo, blanco, verde o con antocianina. Todo el callo puede estar
pigmentado o algunas areas pueden no presentar pigmentos. Su estructura
anatdmica presenta cambios considerables a lo largo del proceso de

diferenciacion celular.

Los explantes empleados para la generacién de callos
puede ser altamente diferenciado, como una raiz, tallo u hoja, o utilizar tejido
menos diferenciado, como hipocétilos y cotiledones de plantulas recién
germinadas, incluso embriones cig6ticos maduros e inmaduros (Correia y
Canhoto, 2010). Ademas, aunque con menor frecuencia, también se utilizan
tejidos florales como estambres, pétalos y ovario (Stefanello et al., 2005).
Depende principalmente del tipo de explante, genotipo, medio de cultivo,
regulador del crecimiento y su concentracién y combinacion (Larson et al., 2006,
Feeney et al., 2007, Rashmi y Trivedi 2014).



2.2.3. Auxinas y 2,4-Diclorofenoxiacético.

2.2.3.1. Auxinas.

Sharry et al., (2015), mencionan que la auxina incita el
aumento y elongacion celular y suscita el fraccionamiento celular en el cultivo de
tejidos. Se complementan con citoquinina en la etapa de proliferacion o sin
citoquinina en la etapa de enraizamiento. Se transportan polarmente a través del
floema desde la parte superior (tallo y raiz). Su estructura quimica varia mucho
y pueden acumularse en forma inactiva combinados con oligosacaridos vy

aminoacidos.

Sharry et al., (2015), sefiale que el &cido indol acético (IAA)
es la Unica auxina natural ubicada en la zona de crecimiento. Es fotosensible,
por lo que no es conveniente utilizarlo en cultivo en suspension. Son auxina
sintética, el 4cido naftalenacético (ANA), acido 2,4-diclorofenoxiacético y acido
indolbutirico (IBA). Son esenciales para el cultivo de meristemas, el proceso de
morfogénesis directa e indirecta, la induccion de la embriogénesis somatica y el
enraizamiento de microestacas, y juegan un papel en la promocion del
crecimiento de las puntas de los brotes. La cantidad de auxina agregada
depende del nivel endégeno, se utiliza de 0,1 a 5,0 mg/L de IAA vy, para la
diferenciacion de 6rganos, a menudo se indica que es necesario reducir la
concentracion de auxina. Si el 2,4-D se usa en muchas especies de plantas,

tienden a formar callos.

2.2.3.2. 2,4-Diclorofenoxiacético.

Rico y Ortega (2017) indican que el 2,4-D ha sido el primer
promotor sintético del crecimiento vegetal, el herbicida mas utilizado en la
agricultura, un arma quimica en la guerra, y ahora se utiliza como regulador del
crecimiento para el cultivo de tejidos vegetales para obtener metabolitos con
actividad medicinal. Pokorny en 1941, describi6 la sintesis de 2,4-D y 2,4,5-T,
pero no menciond ningun efecto biolégico. Comenzando con 2,4-D, que se

desarrollo originalmente en 1941 para promover el crecimiento de las plantas, se
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descubrid que era mas util en la agricultura y para controlar el crecimiento de
malezas, por lo que rapidamente se convirtié en el herbicida mas utilizado en el

mundo.

Rico y Ortega (2017). Asimismo, sefialaron que el cultivo de
tejidos vegetales in vitro, la fisiologia y el proceso de crecimiento de las plantas
estan relacionados con los principios de mantener cultivos bacterianos en
condiciones estériles, por lo que hay un medio especifico para suscitar el
desarrollo de las plantas. La finalidad inicial de esta tecnologia es sembrar
fragmentos de plantas en un medio especifico y agregar pequeias
concentraciones de hormonas de crecimiento, como kinetina y auxinas
sintéticas, como 2,4-D, para inducir la propagacién de miles de plantas. El
siguiente paso es obtener varios metabolitos secundarios y comprender que las
células vegetales tienen toda la informacién para producir este tipo de
compuestos, que han jugado un papel importante en la medicina de la sociedad
humana durante miles de afios. La fabricacién de los metabolitos requiere un
minucioso manejo de las hormonas vegetales agregadas al medio de cultivo en
un intento de activar la respuesta de los tejidos vegetales a situaciones de estrés
para producir estos metabolitos. Uno de los moduladores mas utilizados es el
2,4-D, debido a que la respuesta que se observa en los tejidos sembrados es un
proceso de desdiferenciacién, que produce células con caracteristicas de
meristemas, que se multiplican de manera acelerada para producir los callos
vegetales, estas células activan sus mecanismos de defensa, por lo tanto, es
posible producir metabolitos secundarios producidos por las plantas en el medio

natural para hacer frente a situaciones de estrés.

Las especies vegetales en las cuales se ha probado estas
técnicas corresponden a plantas generadoras de ingredientes activos
medicinales; asimismo, se ha aplicado en plantas que generan ingredientes
activos en bajas cantidades, y que, en condiciones convencionales, el costo de

cultivo resulta ser elevado.



11

2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS.

° Plantas medicinales: Las plantas medicinales se definen como cualquier
especie vegetal que contienen sustancias que puedan utilizarse con fines
terapéuticos y puedan emplearse como fuentes de sustancias del cual se

sintetice nuevos farmacos (Cruz y Lopez s.f.).

. Cultivo de tejidos: Estas técnicas pueden emplear en muchas especies
vegetales, manipulando fracciones vivas de tejido vegetal de estas plantas,
produciendo multiplicacion masiva de tejidos y el resguardando las
especies medicinales deseadas (Dominguez 2015).

° Cultivo de callos: El callo es un agregado de células proliferantes no
especializadas. Crece en un medio semisélido en presencia de
carbohidratos, sales minerales, vitaminas y aminoacidos, y se
complementa con reguladores del crecimiento vegetal, que determinan y
modifican la forma y propician la propagacion a gran escala de la especie.
Este tipo de propagacion de plantas in vitro tiene un gran potencial para la
produccion de medicamentos a base de vegetales de alta calidad, lo que

se puede lograr mediante la micropropagacion (Dominguez 2015).

° Principios activos: Son sustancias fundamentales que los animales y
humanos adicionan en su metabolismo al consumir verduras, semillas o
frutas en sus dietas. Estos ingredientes activos no se pueden replicar
artificialmente en el laboratorio y deben estar elaborados a partir de plantas,

por lo que son insustituibles (Cruz y Lopez s.f.).

° Metabolitos secundarios: Aquellos compuestos que tienen efectos
farmacoldgicos o toxicologicos en humanos y/o animales (Durmic y Blache,
2012). Durante afios, estos componentes se utilizan en la fabricacién de

medicinas y conservacion de alimentos.

° Auxinas: Incluyen un grupo de sustancias, que juntas tienen la destreza
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de producir elongacion celular; no obstante, se observa que promueven la
division celular en el cultivo de tejidos. Hay auxinas denominadas
"naturales”, que incluye al IAA, indol-3-acetonitrilo, etilindol-3-acetato,
indol-3-carboxialdehido, indol-3-acetaldehido, indol-3-acetamida, indol-3-
acido carboxilico, acido indol-3-propionico, acido 5-hidroxiindol-3-acético,
acido indol-3-acetilaspartico, etc.; y entre las auxinas "naturales”, el IAA es
el compuesto mas ampliamente utilizado. Algunas sustancias sintéticas que
causan efectos fisioldgicos similares también se utilizan ampliamente; son
las llamadas "auxinas sintéticas”, de las cuales el 2,4-D, ANA y AIB estan

ampliamente disponibles y son de uso comun (Roca y Mroginski 1991).



ll. MATERIALES Y METODOS.

3.1. TIPO DE INVESTIGACION.

La investigacion fue de tipo experimental, aplicada, con el propdsito
de verificar la hipotesis planteada y comprobar el resultado de los
tratamientos aplicados acerca del desarrollo del cultivo de callos
estimulados por la aplicacion de las concentraciones del 2,4—

Diclorofenoxiacético.

3.2. UBICACION.

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y
Meristemos de la Universidad Nacional de Ucayali, ubicado en el distrito de
Manantay, Carretera Federico Basadre Km 6.200. Ubicacion Geografica:

e  Latitud Sur: 8°24°14”.
o Longitud Oeste: 74°34’30".
o Altitud: 156.972 msnm.

3.3. DURACION DEL EXPERIMENTO.

La investigacion tuvo una duracion de ocho meses, iniciandose en el mes

de noviembre del 2019 y culminando en el mes de julio del 2020.

3.4. ECOLOGIA Y CLIMA.

El clima de la region Ucayali se caracteriza por ser célido y humedo, con
una temperatura media anual de 26,9 °C, con muy poca variacién entre las
maximas (30,5 °C) y minimas (17,4 °C) durante el afio. El promedio de horas sol
varia notablemente, siendo julio, agosto y setiembre las mayores radiaciones
solares registradas; los meses de mayor precipitacion con menor cantidad de
horas sol son octubre, noviembre, febrero y marzo. La precipitacion anual es de
1773 mm (promedio de 25 afios), con una distribuciéon que incluye un periodo

seco en los meses de junio, julio y agosto (Aybar et al., 2017).
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3.5. MATERIALES Y EQUIPOS.

3.5.1. Materiales.

3.5.1.1. Material vegetal.

Se utilizaron semillas de llantén y plantones de llantén.

3.5.1.2. Materiales de laboratorio.

Se emplearon: Matraces Erlenmeyers, vasos de precipitado

frascos de vidrio de 250 ml de boca ancha, placas petri, mechero de alcohol,

papel aluminio, espatula, pinzas, hojas y mango de bisturi.

3.5.2. Equipos.

Los equipos que se utilizaron fueron: Balanza analitica, cocina con

agitaciobn magnética, autoclave, pH metro y camara de flujo laminar.

3.5.3. Reactivos.

Los reactivos empleados fueron: Sales de Murashige and Skoog,
vitaminas de Murashige and Skoog, sacarosa, agar agar, acido 2,4—
Diclorofenoxiacético granulado, hidréxido de potasio, alcohol de 70%, alcohol de
96%, hipoclorito de sodio, Tween 80, fungicida a base de Benomil.
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3.6. VARIABLES.

Cuadro 1. Variables estudiadas.

Instrumentos de
Variables Indicadores medida

Independientes

Concentraciones de Acido Tratamientos: Concentraciones:
Diclorofenoxiacético (2,4-D) 0,25 ppm de 2,4-D ppm

0,50 ppm de 2,4-D
0,75 ppm de 2,4-D

1 ppmde 2,4-D
2 ppm de 2,4-D
3 ppm de 2,4-D
Dependientes
Introduccién de tejido vegetal | Tipo de tejido: semillas, hojas Conteo
de llantén Porcentaje de explantes sanos Conteo
Porcentaje de explantes fenolizados Conteo

Porcentaje de explantes contaminados Conteo

Induccion de callos Color de callos Observacion
Aspecto de callos Observacion
Peso fresco de callos Balanza analitica

Intervinientes

Condiciones ambientales de | Temperatura maxima, minima y media Termohidrémetro
la camara de incubacion Humedad relativa

3.7. PROCEDIMIENTOS.

3.7.1. Introducciéon de semillas de llantén a condiciones de in vitro.

3.7.1.1. Colecta de semillas de campo.

Se colectaron inflorescencias conteniendo frutos de llantén,
a partir de plantas que se encontraron desarrollandose en viveros en la ciudad

de Pucallpa.

Las inflorescencias fueron trasladadas al laboratorio de

Cultivo de Tejidos y Meristemas de la UNU para proceder a aplastarlos
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levemente con los dedos, de tal manera que se liberen las semillas que se

encuentran en la parte interna de los frutos.

Con la ayuda de un colador de pléstico, se procedi6 a
separar las semillas de los residuos de las inflorescencias, hasta que se obtenga

solo semillas libres de residuos.

Las semillas fueron colocadas en una placa Petri de vidrio,
rotulados y guardados en un refrigerador a 4 °C.

3.7.1.2. Elaboracién de medio de cultivo para semillas de

[lantén.

Se preparé 500 ml de medio de cultivo, para 20 frascos de
vidrio de 250 ml de capacidad, el cual estuvo constituido de sales y vitaminas de
Murashige y Skoog (1962) suplementado con 20 g/L de sacarosa y 11 g/L de
como agente gelificante, no incorporandole ningun regulador de crecimiento. El

pH del medio se ajusté a 5,7-6,0.

El medio de cultivo preparado fue vertido en cada frasco de
vidrio, generando una pelicula de 1 cm de espesor, luego se le coloco una tapa
elaborada con papel aluminio para aislar la parte interna del frasco del exterior.

Los frascos preparados fueron autoclavado a 121 °C, a 15

libras/cm?, por un espacio de 20 minutos.

Concluido el proceso de esterilizacion, se extrajeron los
frascos para trasladarlos a la cAmara de siembra para su enfriamiento y siembra

correspondiente.

3.7.1.3. Siembra de semillas a condiciones de in vitro.

Se procedi6 a cortar un trozo de papel filtro de forma
cuadrada, en el cual se colocaron las semillas de llantén ya limpias vy

conservadas. Con la ayuda de dos clips, se sujetaron los extremos del papel filtro
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guedando un cartucho.

El cartucho elaborado fue sometido al tratamiento de
desinfeccioén, el cual consistié en sumergirlo en una solucién de Hipoclorito de
sodio al 1% por un espacio de 20 minutos, enjuagandolo con agua destilada por

4 veces.

En una placa Petri estéril, y con la ayuda de pinzas estériles,
se abrio el cartucho, para poder tomar las semillas desinfectadas. Se procedio a
sembrar 20 semillas por frasco, depositando las semillas sobre la superficie del

medio de cultivo.

Los frascos sembrados fueron sellados con cinta de plastico,
y acondicionados en los estantes, dentro de la camara de incubacién, el cual
presenta condiciones de 1000 lux de intensidad luminica, una temperatura
controlada de 24 °C, porcentaje de humedad de 60% y un fotoperiodo de 12/12

horas luz y oscuridad.

Las semillas germinaron a los 10 dias de incubacién y a los
58 dias de incubacion, las plantulas formadas de llantén lograron 3 cm de altura

y 4 hojas.

3.7.2. Introduccion de explantes de llantén provenientes de vivero.

3.7.2.1. Colecta de plantas de llantén de campo.

Se colectaron plantas enteras de llantén, los cuales se
acondicionaron en macetas, conteniendo un sustrato 2:1 (materia organica:

arena).

Las plantas se acondicionaron en un pequefio jardin,
ubicado en las zonas verdes aledafias al laboratorio de Cultivo de Tejidos y
Meristemos del UNU.

Se aplicé de manera interdiaria un fungicida sistémico a

base de Benomil, diluido en agua (5 g/litro) y asperjado a las plantas con la ayuda
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de un aspersor de mano, con la finalidad de eliminar los contaminantes

enddgenos que puedan encontrarse en las plantas.

3.7.3. Siembra de explantes en medios de cultivo conteniendo las

concentraciones de 2,4-Diclorofenoxiacético estudiados.

3.7.3.1. Elaboracién de medios de cultivo conteniendo
las concentraciones de 2,4-Diclorofenoxiacético

estudiados.

Se prepar6 500 ml de medio de cultivo, para 15 frascos de
vidrio de 250 ml de capacidad, para cada tratamiento, compuesto de sales y
vitaminas de Murashige y Skoog (1962) suplementado con 30 g/L de sacarosay
11 g/L de como agente gelificante, incorporandole las concentraciones de 2,4—
Diclorofenoxiacético estudiados (0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75 pmm, 1 ppm, 2 ppm,
3 ppm). El pH del medio se ajust6 a 5,7-6,0.

El medio de cultivo preparado fue vertido en cada frasco de
vidrio, generando una pelicula de 1 cm de espesor, luego se le coloc6 una tapa

elaborada con papel aluminio para aislar la parte interna del frasco del exterior.

Los frascos preparados fueron autoclavado a 121 °C, a 15
libras/cm?, por un espacio de 20 minutos. Concluido el proceso de esterilizacion,
se extrajeron los frascos para trasladarlos a la camara de siembra para su

enfriamiento y siembra correspondiente.

3.7.3.2. Siembra de explantes (hojas y peciolos) provenientes

de plantulas de llantén germinadas in vitro.

Una vez que las plantulas hayan desarrollado hojas, se
extrajeron de los frascos de cultivo para proceder a cortar fragmentos de
aproximadamente 2 cm de largo, los cuales fueron sembrados en frascos de

vidrio, conteniendo los tratamientos en estudio.
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Los frascos sembrados fueron sellados con cinta de
plastico, y colocados en los estantes, dentro de la camara de incubacion, el cual
presento condiciones de 1000 lux de intensidad luminica, una temperatura
controlada de 24 °C, porcentaje de humedad de 60% y un fotoperiodo de 12/12

horas luz y oscuridad.

3.7.3.3. Siembra de explantes (hojas y peciolos) provenientes de
plantas de llantén de vivero.

Las hojas conteniendo peciolos, fueron desinfectados con
alcohol de 70% durante 1 minuto, para luego sumergirlo en una solucién de

hipoclorito sodico al 2%, mas tres gotas de Tween 80, durante 20 minutos.

Inmediatamente, los explantes fueron enjuagados tres veces
con agua destilada estéril para eliminar los restos de hipoclorito y etanol, y se
agrego al vaso de enjuague una solucién de 500 mg/200 ml de Gentamicina.

Los fragmentos de hojas y peciolos fueron extraidos
progresivamente de la solucién de Gentamicina, para ser cortados sobre una
placa Petri estéril, segmentos de aproximadamente 2 cm de largo, los cuales

fueron sembrados en frascos de vidrio, conteniendo los tratamientos en estudio.

Los frascos sembrados fueron sellados con cinta de plastico,
y acondicionados en los estantes, dentro de la cAmara de incubacion, el cual
presentd condiciones de 1000 lux de intensidad luminica, una temperatura
controlada de 24 °C, porcentaje de humedad de 60% y un fotoperiodo de 12/12

horas luz y oscuridad.

3.7.4. Evaluacion de las variables.

Se procedié a realizar el pesado en balanza analitica, de los
explantes preparados al momento de la siembra en ambas condiciones (de

plantulas germinadas in vitro y de plantas provenientes de vivero).
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Se realizaron observaciones de los frascos de manera semanal para
determinar el momento en el cual se inicia la formacion del tejido calloso a partir

de los explantes sembrados.

Luego de 6 meses de incubacion, se procedié a pesar el tejido
calloso que se formaron a partir de los explantes sembrados sobre los medios
de cultivo con las concentraciones de 2,4-Diclorofenoxiacético estudiados.

Asimismo, se determino por observacion, el color, textura y aspecto

del tejido calloso, de acuerdo a los tratamientos estudiados.

3.8. POBLACION Y MUESTRA

3.8.1. Poblacion.

Estuvo constituida por un total de 180 frascos conteniendo explantes
provenientes de plantulas de llantén germinadas in vitro y plantas provenientes

de vivero.

3.8.2. Muestra.

Estuvo constituida por 15 frascos, correspondiente al nUmero de

repeticiones por cada tratamiento estudiado.

3.9. DISENO ESTADISTICO.

Se aplicé un Disefio Completamente al Azar, con 6 tratamientos y 15
repeticiones (frascos) por tratamiento. Los datos se analizaron con el software
SAS, utilizando la prueba de varianza ANOVA vy las diferencias entre las medias

se determin0 mediante la prueba de promedios de Tukey (P < 0,05).

El modelo estadistico del disefio experimental es el siguiente:

Yij=U + Ti + Ejj



Donde:
Yij = Variable respuesta.

U = Media general.

Ti = Efecto del i — ésimo tratamiento.

Eij = Efecto del error experimental.

Cuadro 2. Esquema del andlisis de varianza.
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F.V. G.L.
Tratamientos 5

Error 84

Total 89

Cuadro 3. Tratamientos estudiados.

Repeticiones

Tratamiento Descripcion
(frascos)
1 0,25 ppm de 2,4-D 15
2 0,50 ppm de 2,4-D 15
3 0,75 ppm de 2,4-D 15
4 1 ppm de 2,4-D 15
5 2 ppm de 2,4-D 15
6 3 ppmde 2,4-D 15




IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. PORCENTAJE DE CONTAMINACION DE EXPLANTES.

El cuadro 4, muestra los resultados de contaminacién observados en la

introducciéon de semillas de Llantén a condiciones de in vitro.

Cuadro 4. Porcentaje de contaminacion por hongos, bacterias vy
germinacién de plantulas sanas de llantén bajo condiciones de

in vitro.

%

Tratamiento de
desinfeccién de

No de frascos
sembrados (20

%
Contaminacion

%
Contaminacién

Germinaciéon

. . . lantul
semillas semillas/frasco)| por hongos por bacterias de plantulas
sanas
Hipoclorito de sodio al
1% por un espacio de
20 minutos, enjuagado 20 0 0 90

con agua destilada por

4 veces

El cuadro 4, muestra que el tratamiento de desinfeccién aplicado a las
semillas de llantén, logr6 cero por ciento de contaminacion por hongos y
bacterias, generando un porcentaje de germinacién de 90% bajo condiciones de
in vitro.

El cuadro 5, muestra los resultados de contaminacién observados en la
introduccién de explantes de llantén provenientes de plantas en vivero, a
condiciones de in vitro.
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Cuadro 5. Porcentaje de contaminacion por hongos, bacterias, numero de
explantes fenolizados y niumero de explantes sanos de llantén

bajo condiciones de in vitro.

0,
. % Contaminacion | % Contaminacién % de % explantes
Tratamiento . explantes
por hongos por bacterias . sanas
fenolizados
T1 40 30 30 0
T2 60 40 10 0
T3 50 30 20 0
T4 50 20 30 0
T5 40 30 30 0
T6 30 50 20 0

Observando el cuadro 5, se muestra que, la aplicacién del tratamiento de
desinfeccién, constituido por 2% de Hipoclorito de Sodio mas 3 gotas de Tween
80, expuesto por un espacio de 20 minutos, para luego enjuagar los explantes
con agua destilada estéril para luego ser inmersos en una solucion de 500
mg/200 ml de Gentamicina, y sembrados en los medios de cultivo en estudio, se
determind que los porcentajes de contaminacién por hongos estuvieron en
rangos de 30% a 60%, los porcentajes de contaminacion por bacterias estuvieron
en rangos de 20% a 50% Yy los porcentajes de explantes fenolizados (oxidados)
estuvieron en rangos de 10% a 30%, motivo por el cual no se obtuvieron
explantes sanos que puedan ser evaluados en su efecto con las diferentes

concentraciones de 2,4—-Diclorofenoxiacético.

Al respecto, Hartman (1995) sefial6 que el control de patdgenos en la planta
madre facilita su introduccién en condiciones in vitro, pues cuando se establecen
explantes estériles en el medio de cultivo, los factores que inciden en el éxito de
esta etapa incluyen la seleccion de explantes, remocion de contaminantes y
condiciones de cultivo. De igual manera, Hurtado (1994) afirma que, los tejidos
vegetales contienen en su superficie una abundante microflora, las cuales deben

ser removidas por desinfeccidn antes del corte de los tejidos y 6rganos que sera
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introducidos a condiciones de cultivo in vitro. El desinfectante apropiado, asi
como su concentracion y el tiempo de exposicion, debe ser determinado
empiricamente de acuerdo al material vegetativo con el que se utiliza. El mismo
autor indica que esto puede deberse a que en cualquier medio de cultivo pueden
crecer microorganismos principalmente hongos y bacterias, las cuales compiten
ventajosamente en el explante, debido a la mala desinfeccion del tejido o debido
a la presencia de fitopatbgenos que se encuentran dentro del explante
(enddfitos), los mismos que afloran en condiciones de in vitro. Estas
afirmaciones, explican la presencia de una alta contaminacién de hongos y
bacterias, de explantes provenientes de plantas de llantén de vivero, motivo por
el cual no se pudo establecer explantes sanos para las evaluaciones de los
efectos del 2,4-D y la generacion de tejidos callosos a partir de estos.

4.2. TIEMPO DE INICIO DE FORMACION DE CALLOS.

Al efectuar el andlisis de varianza para la variable tiempo de inicio de
formacion de callos, se determind que no existen diferencias significativas entre

los tratamientos estudiados (ver anexo).

Cuadro 6. Tiempo de inicio de formacion de callos.

Tratamiento Descripcion Tiempo de inicio de
formacion de callos (dias)
1 0,25 ppm de 2,4-D 44,7 a
2 0,50 ppm de 2,4-D 45,2 a
3 0,75 ppm de 2,4-D 44,6 a
4 1 ppm de 2,4-D 44,6 a
5 2 ppm de 2,4-D 454 a
6 3 ppm de 2,4-D 45,2 a

*Letras iguales no son significativamente diferentes

Al realizar la prueba de promedios de Tukey, se constatdé que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos estudiados, en los cuales, los
explantes iniciaron la formacion de los tejidos callosos entre 44,6 a 45,2 dias,

como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Tiempo de inicio de formacion de callos.

Al respecto, Alvarado et al., (2021) determinaron el efecto del 2,4-
Diclorofenoxiacetico en la induccion de callos a partir de limbos foliares de
Ipomoea batatas "camote”, en medio de cultivo MS, observandose que, a los 50
dias de evaluacion, en la concentracion de 9,48 ppm de 2,4-D se observé la
presencia de un 100% de callos, lo cual coincide con los resultados de tiempo

de inicio de formacion de tejido calloso en los explantes de llantén.

4.3. PESO INICIAL DE EXPLANTES Y PESO FINAL DE CALLOS.

Al efectuar el analisis de varianza para la variable peso inicial de explantes,
se determind que no existen diferencias significativas entre los tratamientos
estudiados, sin embargo, al realizar el analisis de varianza para la variable peso
final de callos, se observa que existen diferencias significativas entre los

tratamientos estudiados (ver anexo).
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Cuadro 7. Peso inicial de explantes y peso final de callos.

Tratamiento Descripcion Peso inicial de Peso final de

explantes (g) callos (g9)

1 0,25 ppm de 2,4-D 0,13 a 0,16 d

2 0,50 ppm de 2,4-D 0,13 a 1,32 a

3 0,75 ppm de 2,4-D 0,12 a 1,05 ab

4 1 ppm de 2,4-D 0,13 a 0,78 bc

5 2 ppm de 2,4-D 0,12 a 0,63 c

6 3 ppm de 2,4-D 0,13 a 0,90 bc

*Letras iguales no son significativamente diferentes.

Al realizar la prueba de promedios de Tukey, para el peso inicial de
explantes, se demuestra que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos estudiados, sin embargo, al realizar la prueba de promedios de
Tukey, para el peso final de callos, se observan diferencias significativas entre
los tratamientos estudiados, en los cuales, los tratamientos con 0,50 ppm de 2,
4-Diclorofenoxiacético y 0,75 ppm de 2,4-Diclorofenoxiacético lograron los
mejores promedios de peso de callos formados en 180 dias de cultivo in vitro,

como se muestra en la figura 2.
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=
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o
3 05 AT 0,13 0,12 0,13 0,12 0,13
= I . S —
0
0,25 ppmde 2, 0,50 ppmde2, 0,75ppmde2, 1ppmde2,4— 2ppmde2,4— 3 ppmde2,4—
-0,2 4=D 4=D 4=D D D D

Tratamientos

==@==Peso inicial de explantes (g) Peso final de callos (g)

Figura 2. Peso inicial de explantes y peso final de callos.
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Al respecto, Alvez y Oropeza (2015) analizaron la efectividad de las auxinas
sintéticas acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) y &cido 3,6-dicloro-2-
metoxibenzoico (Dicamba), en la induccién del proceso de embriogénesis
somatica y la regeneracion de vitroplantulas de distintas variedades de cafia de
azucar, obteniéndose mayor porcentaje de callo embriogénico y mayor
regeneracion de plantas en medios suplementados con Dicamba (70,83% y
89,00% respectivamente), seguido de los medios con 2,4-D (62,08% y 66,12%
respectivamente). Espinosa et al., (2012) evaluaron el efecto del tipo de explante
(limbos foliares, tallos y peciolos) y la concentraciéon de 2,4-D (0; 0,5; 1,0y 2,0
mg.L-1) en la formacion de callos, en Morus alba L., utilizando un medio de
cultivo con sales y vitaminas MS (1962), observandose que la formacion de
callos en todos los tipos de explantes se inicio en los primeros 15 dias posteriores
al establecimiento in vitro y el aumento de la concentracion de 2,4-D en el medio
de cultivo, incremento el tamafio de los callos, con los mejores resultados en las
concentraciones de 1,0 y 2,0 mg.L-1. Teruya (2016) evalué el efecto de
diferentes concentraciones de fitorreguladores de crecimiento en la induccion de
callo embriogénico utilizando hipocotilos de Gossypium barbadense L. “algodén
nativo” color pardo, en medios Murashige-Skoog (MS) suplementados con
diferentes concentraciones de &cido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), kinetina
(Kin) y agua de coco, observandose la mayor proliferacion de callo friable se
obtuvo en 82,5% de explantes cultivados en medio MS enriquecido con 0.1 mg/I
de 2,4-D y 100 ml/l de agua de coco e incubados en fotoperiodo 16 h luz/8 h
oscuridad, lo cual demuestra que en estos cultivos, el 2, 4-D indujo al desarrollo
de tejido calloso, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente

estudio.

4.4. INCREMENTO DE PESO DE CALLOS.

Al efectuar el analisis de varianza para la variable incremento de peso de
callos formados, se determiné que existen diferencias significativas entre los

tratamientos estudiados (ver anexo).
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Cuadro 8. Incremento de peso de callos.

Tratamiento Descripcion Incremento de peso
de callos (g9)
1 0,25 ppm de 2,4-D 0,035 d
2 0,50 ppm de 2,4-D 1,19 a
3 0,75 ppm de 2,4-D 0,93 ab
4 1 ppm de 2,4-D 0,65 bc
5 2 ppm de 2,4-D 0,51 c
6 3 ppm de 2,4-D 0,77 bc

*Letras iguales no son significativamente diferentes.

Al realizar la prueba de promedios de Tukey, para el incremento de peso
de callos, se demuestra que existen diferencias significativas entre los
tratamientos estudiados, en los cuales, los tratamientos con 0,50 ppm de 2,4-
Diclorofenoxiacético y 0,75 ppm de 2,4-Diclorofenoxiacético lograron los
mejores promedios de incremento de peso de callos formados en 180 dias de

cultivo in vitro, como se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Incremento de peso de callos.
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Al respecto, Sanchez y Alvarenga (2014) evaluaron dos protocolos de
induccion de callo a partir de segmentos foliares de plantas in vitro de Uncaria
tomentosa, determinando el medio de cultivo mas eficiente para la formacion de
callo es el Murashige y Skoog (MS) (1962) complementado con 2 mg/L de &cido
2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) y 1 mg/L de &cido 3-indolbutirico (AIB),
generando mayor biomasa, los callo fueron friable, adecuado para el
establecimiento de suspensiones celulares, asimismo, Hernandez et al., (2019)
determinaron el efecto de la concentracion de 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)
en la induccién de callos in vitro a partir de cotiledones de rocoto cv. Serrano,
obteniéndose los mejores resultados en los tratamientos con 0.75y 1 mg-L de 2,
4-D, logrando a los 21 dias, 72% de proliferacion de callo, concordando con los
resultados obtenidos en el presente estudio en los cuales las concentraciones
de 0,50 ppm de 2, 4-Dy 0,75 ppm de 2,4-D, lograron los promedios de peso de

tejido callos en Llantén.

4.5. PORCENTAJE DE INCREMENTO DE PESO DE CALLOS.

Al efectuar el analisis de varianza para la variable porcentaje de incremento
de peso de callos formados, se determind que existen diferencias significativas

entre los tratamientos estudiados (ver anexo).

Cuadro 9. Porcentaje de incremento de peso de callos.

Tratamiento Descripcion Porcentaje de Incremento
de peso de callos (g9)
1 0,25 ppm de 2,4-D 21,76 ¢
2 0,50 ppm de 2,4-D 86,30 a
3 0,75 ppm de 2,4-D 88,36 a
4 1 ppm de 2,4-D 82,09 a
5 2 ppm de 2,4-D 73,03 b
6 3 ppm de 2,4-D 85,22 a

*Letras iguales no son significativamente diferentes.
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Al realizar la prueba de promedios de Tukey, para el porcentaje de
incremento de peso de callos, se demuestra que existen diferencias significativas
entre los tratamientos estudiados, en los cuales, los tratamientos con 0,50 ppm
de 2,4-Diclorofenoxiacético, 0,75 ppm de 2,4-Diclorofenoxiacético, 1 ppm de 2,
4-Diclorofenoxiacético y 3 ppm de 2,4—Diclorofenoxiacético lograron los mejores
promedios de porcentaje de incremento de peso de callos formados en 180 dias

de cultivo in vitro, como se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Porcentaje de incremento de peso de callos.

Al respecto, Cordova et al., (2014) estudiaron la induccion de callos in vitro
a partir de explantes (hojas, nudos y la pulpa) de Myrciaria dubia, en medio
MurashigeSkoog (1962) suplementado con &cido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-
D), bencilaminopurina (BAP) y kinetina (KIN), observandose que, el tratamiento
con 2 mg/L de 2,4-D y 0,1 mg/L de BAP estimulé mayor callogénesis en los tres
tipos de explantes, formandose los callos a partir de la primera semana (nudos),
cuarta semana (hojas) y sexta semana (pulpa), presentando los callos un
aspecto friables (hojas y nudos) y no friables (pulpa), asimismo, Bari et al.,
(2018), estudiaron el efecto de diferentes reguladores de crecimiento sobre la
induccion de callos de Salvia hispanica L. “chia”, observandose un periodo de
latencia hasta el dia 20 de cultivo, seguido de un periodo de crecimiento
exponencial entre los dias 20 y 54, siendo el tratamiento con 2,4-D (2,25 puM) el
gue mostré la mas alta velocidad especifica de crecimiento (0,22 + 0,01 /dia), el
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tiempo de duplicacion mas bajo (31,51 + 1,00 dia) y la mayor biomasa maxima
(1,46 £ 0,01 g PF), dichos resultados concuerdan con el incremento de peso de
tejido calloso de llantén, inducido por las concentraciones de 0,50 ppm y 0,75
ppm de 2, 4-D.

4.6. COLOR, TEXTURA Y CARACTERISTICA DEL CALLO.

Se realizo el analisis de media, desviacion estandar y mediana para las
variables color de callos, textura y aspecto del tejido callos para los tratamientos
estudiados, en los cuales, los tratamientos 1, 2, 3 y 5 callos con un color marrén
oscuro y los tratamientos 4 y 6 presentaron callos con un color negro. En cuanto
a la textura del tejido callos, todos tratamientos mostraron tejidos compactos y
para el aspecto del tejido calloso, todos los tratamientos mostraron un aspecto

duro y compacto.

Cuadro 10. Color, textura y caracteristica del callo.

Tratamientos Estadisticos Color Textura Aspecto del tejido

Media 1,67 1,00 1,00

1 Desv. tip. 0,48 0,00 0,00
Mediana 2,00 1,00 1,00

Media 1,93 1,00 1,00

2 Desv. tip. 0,79 0,00 0,00
Mediana 2,00 1,00 1,00

Media 2,67 1,27 1,27

3 Desv. tip. 0,97 0,45 0,45
Mediana 2,00 1,00 1,00

Media 1,40 1,00 1,00

4 Desv. tip. 0,50 0,00 0,00
Mediana 1,00 1,00 1,00

Media 1,93 1,00 1,00

5 Desv. tip. 0,88 0,00 0,00
Mediana 2,00 1,00 1,00

Media 1,00 1,00 1,00

6 Desv. tip. 0,00 0,00 0,00
Mediana 1,00 1,00 1,00
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Al respecto, Gonzales et al., (2006) se probaron diferentes concentraciones
de acido 2,4-Dicloclorofenoxiacético (2,4-D) (0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5y 1,0 mg I')
para inducir embriogénesis somatica en segmentos de hojas jovenes de plantas
de Plantago major L. y Plantago hirtella Kunth, determinandose que, a partir de
la tercera semana de cultivo, se desarrollé un callo de apariencia nodular, friable
y con una coloracion entre pardo claro y crema siendo este proceso de induccion
modificado levemente por la concentracion del regulador de crecimiento aplicado
al medio, coincidiendo con los resultados obtenidos en la induccién de tejido
calloso en llantén, en los cuales, los tejidos presentaron colores marron oscuro
y negro, y de aspecto compacto, producto de las condiciones ambientales de

cultivo y de las concentraciones de 2, 4-D al cual estuvieron expuestas.



V. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los objetivos propuestos, se concluye:

El uso de semillas de llantén como explantes, desinfectados con Hipoclorito
de sodio al 1% por un espacio de 20 minutos y enjuagado con agua
destilada por 4 veces, evitd la contaminacion por hongos y bacterias,
generando a su vez, 90% de germinacién de bajo condiciones de in vitro,
no obteniéndose tejido sano a partir de explantes provenientes de plantas

de vivero.

Los tratamientos con 0,50 ppm de 2, 4-Diclorofenoxiacético y 0,75 ppm de
2, 4-Diclorofenoxiacético lograron los mejores promedios de peso final de

callos de llantén.



VI. RECOMENDACIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se recomienda:

Utilizar semillas de llantén proveniente de plantas seleccionadas para la

introduccién y produccion de plantulas bajo condiciones de in vitro.

Utilizar las concentraciones de 0,50 ppm de 2,4-Diclorofenoxiacéticoy 0,75
ppm de 2,4-Diclorofenoxiacético para generar la produccion de tejido
callos, para ser utilizados como material genético para el cultivo de
suspensiones celulares y la produccién de metabolitos secundarios

medicinales.

Estudiar el uso de citocininas en combinaciéon con las concentraciones de
2,4-Diclorofenoxiacético para mantener el crecimiento de callos de llantén

de manera indeterminada.

Estudiar la aplicacion de diferentes concentraciones de 2,4-
Diclorofenoxiacético, en la generacion de callos en especies medicinales

tropicales como el ajo sacha, paico, jergdn sacha, entre otros.
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VII. ANEXO.



Cuadro 11A. ANOVA para el tiempo de inicio de formacion de callos.

43

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Tratamientos 5 9.15555556 1.83111111 1.66 0.1539
Error 84 92.80000000 1.10476190
Corrected Total 89 101.95555556
R-Square: 0.089799 C.V.: 2.336880
Cuadro 12A. ANOVA para el peso inicial del explante.

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Tratamientos 5 0.00129714 0.00025943 0.72 0.6093
Error 84 0.03021543 0.00035971
Corrected Total 89 0.03151257
R-Square: 0.041163 C.V.: 14.83970
Cuadro 13A. ANOVA para el peso final de callos.

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Model 5 11.77185800 2.35437160 15.83 0.0001
Error 84 12.49053760 0.14869688
Corrected Total 89 24.26239560
R-Square: ©.485189 C.V.: 47.46582
Cuadro 14A. ANOVA para el incremento de peso de callos.

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Tratamientos 5 11.81638573 2.36327715 15.79 0.0001
Error 84 12.57595427 0.14971374
Corrected Total 89 24.39234000

R-Square: 0.484430 C.V.: 56.51343
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Cuadro 15A. ANOVA para el porcentaje de incremento de peso de callos.

Sum of Mean
Source DF Squares Square F Value Pr > F
Tratamientos 5 49046 .808889 9809.361778 212.20 0.0001
Error 84 3883.110667 46.227508
Corrected Total 89 52929.919556

R-Square: 0.926637

C.V.: 9.339683
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Cuadro 16A. Composicion quimica de la solucion de Murashige y Skoog

(1962).

Solucion A Contenido
O T —— 19,00 g/L
NHANOS. ... 16,50 g/L
CaCl2. 2H20. i 3,30 g/L
MQSO4. 7 H20.... i, 3,70 g/L
KH2PO4....ee e 1,70 g/L
Solucién B

[ 1= TS 620 mg/L
MNSO4. 4H20... .o 2,23 g/L
ZNS0O4.4 H2O. ... 860 mg/L
K 83 mg/L
NazMoO4. 4 H2O......oooiiiiiii e 25 mg/L
CUSO4. BH20 ... 2,5 mg/L
COCl2. BH20 . .o 2,5 mg/L
Solucién C

NazZEDTA. ... 3,72 g/lL
FESO4.TH20. ..o 2,78 g/L
Solucién D

Acido NICOtiNICO. .........eevveeeeeeeeieee e, 50 mg/L
PiridoXiNa (B6).....cuveririeieieieeeeeee e 50 mg/L
TIamiNa (B1)...oooeeeeeeeeiieeeee e 10 mg/L
GlICING e 200 mg/L
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Cuadro 17A. Preparacion de medio de cultivo para el proceso de induccion

de callos en explantes de llantén.

Compuestos T1 T2 T3 T4 T5 T6
Solucion A 100 mi 100 mi 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
Solucién B 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1mi
Solucion C 10ml 10ml 10 ml 10ml 10ml 10 ml
Solucion D 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
Sacarosa 309 30g9 309 309 3049 309
Agar 119 119 1149 119 119 11g
2,4-D 0,25 ppm | 0,50 ppm |0,75ppm | 1 ppm 2 ppm 3 ppm
Agua destilada c.s.p. 1000 ml 1000 ml 1000 ml | 1000 ml | 1000 ml 1000 mi
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Figura 6A. Plantulas de llantén germinadas bajo condiciones de in vitro.
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Figura 7A. Plantas de llantén en condiciones de vivero.

Figura 8A. Preparacion de medios de cultivo MS con la adicién de los

tratamientos de 2,4-Diclorofenoxiacético.
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Figura 9A. Siembra de explantes provenientes de semillas germinadas in

vitro.

Figura 10A. Preparacion y siembra de explantes de llantén provenientes de

vivero.
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Figura 12A. Desarrollo de tejido calloso.
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Figura 13A. Evaluacion de variables.



