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Desinfeccion e influencia del bencil aminopurina (BAP) y acido
naftalén acético (ANA) en la multiplicacion in vitro de Perezia
coerulescens Wedd, planta medicinal altoandina

Disinfection and influence of naftalen acetic acid and benzil aminopurine on the in
vitro multiplication of Perezia coerulescens, high-land medicinal plant

Percy Olivera G°, Carmen Tamariz A°, Marcel Gutierrez-Correa’

RESUMEN

Para el establecimiento del cultivo in vitro de yemas de Perezia coerulescens Wedd, se evaluaron seis
métodos de desinfeccion usando hipoclorito de sodio (NaOCI) y dicloruro de mercurio (HgCl,) a diferentes
concentraciones y tiempos; se evalu6 el porcentaje de contaminacion, supervivencia y fenolizacion de las
yemas. El establecimiento se realiz6 en medio Murashige y Skoog a la mitad de concentracion de sales
suplementado con sacarosa (2%), agar-agar (0,75%), un fotoperiodo de 16 horas y temperatura ambiental (16
— 20 °C). Para la multiplicacién se probo cuatro tratamientos, usando bencil amino purina (BAP) y acido
naftalén acético (ANA): TO-S4 (sin hormona), T1-S4 (1 mgL" de BAPy 0,01 mgL" de ANA), T2-S4 (1 mgL’
" de BAP), T3-S4 (2 mgL" de BAP y 0,02 mgL"' de ANA). Se encontré que el mejor tratamiento de
desinfeccion fue con HgCl, al 0,1% (p/v) por 5 minutos, el mejor método para obtener el mayor numero
promedio de brotes por yema (explante) fue el T3-S4 y ademas se encontro cierta evidencia de que el ANA a
bajas concentraciones tiene influencias negativas en la produccion de brotes.
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ABSTRACT

For establish the in vitro culture of Perezia coerulescens Weed. shoots, it was evaluated six
disinfection methods using differ concentrations and exposure times of desinfection of sodium
hypochlorite (NaOCl) and mercury (II) chloride (HgCL). It was evaluated the microbial
contamination percentage, the survival and phenolization of shoots. The establishment was on half
concentration of Murashige and Skoog medium supplemented with sucrose (2%), agar-agar
(0,75%) with 16 hours of photoperiod and environment temperature (15-20°C). For the
multiplication it was assayed four treatments using bencil amine purine (BAP) and naftalen acetic
acid (NAA): TO-S4 (without hormone), T1-S4 (1 mgL" of BAP with 0,01 mgL™" of NAA), T2-S4 (1
mgL" of BAP), T3-S4 (2 mgL"' of BAP with 0,02 mgL" of NAA). It was found that the best
disinfection treatment was using HgCl, (0,1%) by 5 minutes, the best method to get more shoots by
explants was T3-S4, and there is some evidence that low concentration of NAA has negative
influence on shoot production.
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INTRODUCCION

Perezia coerulescens es una planta medicinal
altoaldina conocida como “valeriana”, “sutuma”,
“sut'uma” “contrahierba” y “china valeriana”
(Mostacero et al. 1996, Mantilla y Olazabal 2008),
se distribuye desde el Peru, Bolivia hasta Argentina
(Franquemont et al. 1990). En la medicina popular
se utiliza toda la planta para aliviar una diversidad
de dolencias tales como tos, heridas, post-parto,
gripe, afecciones del rindn, mal viento, aerofagia;
asi mismo, se utiliza como febrifugo, sedante, y
sudorifico (Mantillay Olazabal 2008, Gibaja 1998).
Sin embargo, al ser una planta silvestre, su
recoleccion y comercializacion en las ferias
populares es informal y es una actividad econdmica
de los pobladores altoandinos. Por lo tanto, es
necesario desarrollar metodologias para que su uso
sea sostenible. En términos generales, se indica que
el aprovechamiento de la biodiversidad mediante la
biotecnologia permite lograr valorizaciones
sostenibles con potencial de aumentar la
productividad agricola e industrial, mejorar la salud
y nutricion, restaurar y proteger el medio ambiente
(Roca 2004); es decir, las herramientas
biotecnoldgicas son importantes para la
multiplicacion y el mejoramiento genético de las
plantas medicinales mediante las técnicas de
regeneracion in vitro y transformacion genética
(Tripathi y Tripathi 2003), porque a diferencia de las
técnicas tradicionales de cultivo, la propagacion in
vitro permite la propagacion de grandes volimenes
de plantas en menor tiempo y espacio (Roca y
Mroginski 1991).

En algunos paises la propagacion in vitro se utiliza
para la conservacion de las especies endémicas,
plantas en peligro de extincion (Izquierdo 2006,
Cristea et al. 2010) y para la propagacion de plantas
medicinales (Tripathi y Tripathi 2003). En el Pert, a
pesar de que las biotecnologias mas utilizadas son
las de cultivo de tejidos (multiplicacion y
conservacion in vitro), los trabajos estan orientados
hacia los de productos de panllevar mas que a uno de
los sectores con mayores oportunidades como la
bioprospeccion de plantas medicinales, debido a la
existencia de una gran variedad de plantas con
informacion de sus usos tradicionales (Roca 2004).
En este contexto, dado que la propagacion in
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vitro de las plantas tiene un gran potencial para
la produccion de plantas medicinales de alta
calidad (Murch et al. 2000), y posee muchas
ventajas comparada con los métodos
convencionales de propagacion vegetativa, y
por otro lado que P. coerulescens es una especie
que presenta alto grado de extravismo (De la
Cruz et al. 2005), declarada como una especie
vulnerable (El Peruano 2006); la presente
investigacion esta orientada a buscar una
metodologia apropiada para la propagacion de
Perezia coerulescens mediante el cultivo in
vitro, reportandose en esta ocasion los
resultados de la influencia de la citocinina
bencil amino purina (BAP) y la auxina acido
naftalen acético (ANA) como fitorreguladores
en la multiplicacion de esta especie, lo cual
contribuira finalmente a su conservacion.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Las plantas frescas de Perezia coerulescens
Wedd. fueron adquiridas en las ferias populares de
plantas medicinales en la ciudad de Huaraz, las
cuales fueron determinadas botdnicamente en el
laboratorio de Biologia de la UNASAM.

Seleccion de individuos para la propagacion in
vitro

Se seleccion6 las plantas que no evidenciaban
sintomas de enfermedades infecciosas,
preferentemente sin flores y con las mejores
caracteristicas morfoldgicas, tales como: color de
hojas, hojas mas duras y resistentes, con yemas de
aproximadamente lcm de longitud, rizomas sin
dafios mecanicos y lcm de diametro
aproximadamente, raices de 0,3 a 0,4 cm de
didmetroy 2 cm de largo aproximadamente.

Desinfeccion del material seleccionado

Las plantas seleccionadas fueron lavadas con agua
corriente para retirar los residuos de tierra y restos
de hojas secas de su superficie. Luego se retiraron
las hojas grandes para dejar una yema con hojas
pequeiias de 1,5 cm aproximadamente; los rizomas
debajo de las yemas fueron cepillados y lavados con
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agua corriente y jabon hasta retirar todas las
impurezas. Las muestras obtenidas fueron
sumergidas en agua de cafio y guardadas a 4°C por
18h. Transcurrido este tiempo se lavaron con agua
jabonosa por 20 minutos y agitacion constante,
luego se lavaron con agua destilada fria, agitacion
constante y 5 minutos por tres veces. La
desinfecciéon fue inmediata, mediante seis
tratamientos como se describe a continuacion:

Tratamiento 1 (D1): Hipoclorito de sodio (NaOCI)
al 1% (v/v) por 10 minutos.

Tratamiento 2 (D2): Hipoclorito de sodio (NaOCI)
al 1 % (v/v) por 20 minutos.

Tratamiento 3 (D3): Hipoclorito de sodio (NaOCI)
al 3% (v/v) por 10 minutos.

Tratamiento 4 (D4): Rifampicina mas Benomil por
15 minutos, seguido de lejia al 1% por 20 minutos.

Tratamiento 5 (D5): Dicloruro de mercurio (HgCl,)
al 0,1% (p/v)por 5 minutos.

Tratamiento 6 (D6): Dicloruro de mercurio (HgCl,)
al 0,1% (p/v)por 10 minutos.
Luego las muestras fueron lavadas con agua
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destilada estéril, agitacion constante por 3 minutos y
tres veces pararetirar los restos de los desinfectantes
utilizados.

Las muestras desinfectadas fueron transferidas a
placas petri con papel secante estéril.

Incubacion pre-establecimiento

Las muestras desinfectadas fueron colocadas en
viales pequenos con 1mL solucion peptonada al
0,1% (p/v) y pH de 5,7 estéril por una semana para
descartar las muestras contaminadas.

Establecimiento

Las yemas que no presentaron contaminacion
fueron trasladadas a un medio semisolido para el
establecimiento. Se utiliz6 para ello el medio basal
Murashige — Skoog (SIGMA) a concentracion
completa de sales (4,4 g/L) y a lamitad (2,2 g/L), en
ambos casos suplementados con 3% (p/v) de
sacarosay 0,07% de agar—agar, por 15 dias.

Multiplicacion

La multiplicacion para la proliferacion de nuevas
yemas se realiz6 en el medio Murashige Skoog
(1962) a mitad de sales (MS/2), suplementado con
sacarosa al 3% y 0,7% de agar — agar y tratamiento
hormonal como se presenta en el Cuadro 1.

Tabla 1. Tratamientos para la induccion de brotes en yemas con rizomas de P. coerulescens con Bencil
aminopurina (BAP) y Acido Naftalenacético (ANA).

Tratamiento BAP ANA
(mgL™) (mgL™)
TO-S4 0 0
T1-S4 1 0,01
T2-S4 1 0
T3-S4 2 0,02

La exposicion a los tratamientos fue de cuatro semanas. Al cabo de este tiempo los explantes fueron
trasplantados a medio MS/2 pero sin hormonas. Las evaluaciones finales fueron a los tres meses,
considerandose el porcentaje de yemas con brotes y promedio de brotes por yema. Las condiciones de
temperatura e iluminacion para todas las etapas de cultivo fueron temperatura ambiental entre 15-20°C y
fotoperiodode 16 h.
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RESULTADOS
Desinfeccion

Se evalud presencia de contaminantes, supervivencia y fenolizacion de las yemas. Respecto a la eliminacion
de contaminantes microbianos, se encontré mediante la prueba t (P<0,05) que existen diferencias
significativas entre los tratamientos, siendo el tratamiento D1 (NaOCl al 1% v/v por 10 minutos) el que
presenta mayor niimero de yemas contaminadas, mientras que el tratamiento D6 (HgCl, al 0,1% p/v por 10
minutos) presenta menor nimero.

Para el caso de supervivencia de las yemas, la prueba t (P<0,05) indica que existen diferencias significativas
entre los tratamientos, donde el tratamiento D5 (HgCl, al 0,1% p/v por 5 minutos) presenta el mayor
porcentaje de yemas vivas.

Respecto a la fenolizacion, los tratamientos D3 (NaOCl al 3% v/v por 10 minutos) y D6 (HgCl, al 0,1% p/v
por 10 minutos) presentan el mayor porcentaje de yemas fenolizadas, y de acuerdo a la prueba t (P>0,05) no
existen diferencias significativas entre ambos.
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Figura 1. Comparacion entre los porcentajes de yemas contaminadas, vivas y fenolizadas luego de cada uno
de los tratamientos de desinfeccion.

Establecimiento

Las yemas sembradas en medio MS con sales completas presentaron problemas de fenolizacion en
aproximadamente un 90%, a diferencia de las yemas sembradas en medio MS a la mitad de concentracion de
sus sales (MS/2) donde no se observo este problema.

Multiplicacion

El tratamiento sin hormonas (T0) no present6 formacion de brotes, mientras que los tratamientos a
los que se les aplico fitohormonas si presentaron formacion de brotes, donde los resultados del
analisis de varianza muestran que no existen diferencias significativas (P>0,05) en el porcentaje de
yemas con brotes entre los tratamientos T1, T2 y T3 (Figura 2).

Rev. Aporte Santiaguino 2010; 3(1): 1. ISSN 2070-836X



Desinfeccion e influencia del bencil Olivera P.

100,00 -
90,00 -
80,00 - 7
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 . ; ; .

T0-54 T1-54 T2-54 T3-54

M Yemas con
brotes (%)

jen]
jan]
en]

Figura 2. Comparacion entre el porcentaje de yemas con brotes con los tratmientos T0-S4, T1-S4, T2-S4 y
T3-S4 evaluados a los tres meses.

Respecto al tratamiento con mejor promedio de brotes por yema, el analisis de varianza muestra que existen
diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos, siendo el tratamiento T3-S4 el que presenta los
mejores resultados (Figura3y 4).
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Figura 3. Comparacién entre los porcentajes de yemas con brotes y los promedios de brotes por yemas
después de cuatro semanas de tratamiento y evaluados a los tres meses.
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Figura 4 . Tratamientos evaluados a los tres meses. (A) TO, sin hormonas. (B) T1, ImgL"' de BAP y 0,01
mgL"' de ANA.(C)T2, 1 mgl"' de BAP.(D)T3,2mgL" de BAPy 0,02 mgL"' de ANA.

DISCUSION

La desinfeccion es un aspecto basico que se debe
tener en cuenta para el éxito, no solamente en el
establecimiento de los cultivos sino también en la
incubacion y manipulacion in vitro, debido a que la
asociacion explante — medio y las condiciones
fisicas en las que normalmente se incuban los
cultivos conforman un ambiente propicio para la
proliferacion de bacterias y hongos, los cuales
pueden destruir y competir con el explante o
modificar la composicion del medio de cultivo
(Roca y Mroginski 1991). El interior de las plantas
intactas y sanas es aséptico y la tarea principal de
limpieza del material para explantes esta limitada a
la esterilizacion superficial para eliminar los
microorganismos con el menor dafio posible a los
explantes (Rocay Mroginski 1991). Como cada tipo
de explante tiene sus propias caracteristicas
tisulares y la carga microbiana depende del
ambiente del que proviene se debe evaluar el
método especifico, es decir, la seleccion del tipo y
concentracion del desinfectante; asi como el tiempo
de desinfecciéon debe ser establecido
experimentalmente por ensayo y error (Roca y
Mroginski 1991). A pesar de que existe una basta
gama de agentes quimicos utilizados para éste
propdsito, entre ellos se encuentran el hipoclorito de
sodio (NaOCl) (Roca y Mroginski 1991, Cerna y
Tafur, 2009, Severin et al. 2008), el dicloruro de
mercurio (HgCl,), peroxido de hidrogeno (H,O,),
(Roca y Mroginski 1991), entre otros. En el
presente trabajo se evalud 4 tratamientos con
hipoclorito de sodio como germicida porque es mas
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comun en el cultivo de tejidos, tres de ellos solo (1%
por 10 min., 1 % por 20 min. y 3% por 10 min.) y
otro con rifampicina mas benomil (antibacteriano y
fungicida respectivamente) por 15 minutos antes de
la desinfeccion con NaOCl al 1% por 20 min., pero
los resultados fueron negativos en todos los casos.
Entonces se evaluo el efecto del dicloruro de
mercurio al 0,1% - menos utilizado por ser un agente
muy toxico (Roca y Mroginski 1991- obteniéndose
resultados positivos en la desinfeccion para los dos
tratamientos y considerandose al tratamiento D5
(HgCl, al 0,1% por 5 min.) como el mas efectivo
porque produjo menos dafio en el tejido
(fenolizacion) y mayor numero de sobrevivencia.
Lanecesidad del uso de éste desinfectante se explica
por el habitat de P. coerulescens, que al ser una
planta arrosetada crece al ras del suelo y rodeada de
materia organica en descomposicion, lo que la
predispone a tener una alta carga microbiana.

En la evaluacion de la eficiencia del medio de
cultivo se debe tener en cuenta la fenolizacion, que
es la presencia de compuestos fenolicos oxidados
asociados a los tejidos vegetales sometidos a
situaciones de estrés por el efecto abrasivo del
desinfectante, los cortes que sufre el explante y
composicion del medio de cultivo (Olmos et al.
2004, Azofeifa 2009). Estos compuestos fendlicos
inhiben el crecimiento de los explantes danandolos
y matandolos (Olmos et al. 2004, Royero 2007);
produce cambios en la coloracion del tejido y la
emision de pigmentos rojizos o carmelitas hacia el
medio de cultivo (Concepcion et al. 2005). Este
factor se consider6 para evaluar el medio mas
efectivo para el establecimiento de las yemas de P
coerulescens, donde se observo que el medio MS
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con sales completas, produce hasta en un 90% la
fenolizacion; mientras que en medio MS a la mitad
de concentracion de sus sales no se observo el
problema de fenolizacidn. Esto podria deberse a que
los medios ricos en nitrogeno pueden favorecer la
necrosis de los tejidos (Margara 1988). Este medio
fue escogido para las siguientes etapas porque
ademas se conoce que en algunos casos la
disminucion de la concentracion de los medios de
cultivo favorece el desarrollo y vigor de los
explantes (Uribe etal. 2008).

Para la formacion de brotes o yemas, algunas
plantas no requieren la aplicacion de fitohormonas
al medio de cultivo (Izquierdo 2006, Cerna y Tafur
2009, Khan et al. 2006, Severin et al. 2008); sin
embargo los resultados en P, coerulenscens indican
la necesidad de fitorReguladores para esta etapa.
Los tipos de reguladores de crecimiento, sus
combinaciones, y rangos de concentraciones deben
ser optimizados para cada especie, genotipo y etapa
de multiplicacion determinada (Olmos et al. 2004).
Las citocininas estimulan la division celular en
tejidos no meristematicos y la induccion de brotes,
siendo las mas usadas el BAP (Bencil amino
purina), KIN (6-furfuril- aminopurina) y ZEA
(zeatina). Por otro lado, las auxinas promueven el
crecimiento, la diferenciacién celular y la
diferenciacion de raices, y las mas usadas son el IBA
(acido indol-3-butirico y el ANA (acido naftalén
acético) que sirven para el enraizamiento (Roca y
Mroginski 1991). En el presente trabajo se evaluo la
influencia del BAP solo y en combinacion con una
baja concentracion de ANA. Todos los tratamientos
con hormonas generaron brotes, lo cual indicaria
una respuesta positiva al BAP, mientras que se
observa que la incorporacion del ANA en el
tratamiento T1 disminuye la brotacion respecto al
tratamiento T2 (BAP a la misma concentracién
pero solo). Los resultados del tratamiento T1 no
concuerdan con lo reportado para otras especies que
responden a concentraciones bajas de BAP (Oviedo
y Guevara 1988, Begum etal. 2002).

El tratamiento que presenta el mejor resultado es el
T3-S4 con 2 mg/L de BAPy 0,02 mg/L de ANA, y
concuerdan con resultados reportados para otras
plantas (Sarker et al. 2006, Anis et al. 2003). Sin
embargo, existen especies que requieren
concentraciones mayores de BAP (Anand y
Jeyachandran 2004, Farzana et al. 1998, Lara et al.
2003). Por lo que seria necesario evaluar el efecto de
la misma concentracion de BAP o mayores
concentraciones solo y en combinacion con el ANA
para determinar y verificar la influencia negativa del
ANA que se observa en los tratamientos T1 y T2.
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CONCLUSIONES

1. Eltratamiento de desinfeccion con Dicloruro de
mercurio (HgCl,) al 0,1% (p/v) por 5 minutos
permite obtener el mayor nimero de yemas
vivas.

2. El medio Murashige y Skoog a la mitad de
concentracion de sales no produce fenolizacion
en las yemas de Perezia coerulescens.

3. Con el tratamiento T3-S4 (2 mg/L de BAP y
0,02 mg/L. de ANA) se obtiene el mayor
promedio de brotes por yema.
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