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RESUMEN

Se realizé la propagacion in vitro de Senecio calvus como una alternativa
para su conservacion. Las yemas se desinfectaron con HgCl, (0.01 y 0.1%)
con y sin adicion periodica de antibioticos. El medio de cultivo Murashige &
Skoog (1/2) mas sacarosa 2%, fitagel 0.3% y pH 5.7 fue suplementado con
bencilaminopurina para la multiplicacion; mientras que para el enraizamiento
se us6 acido naftalenacético o 4cido giberélico. Se agregaron tratamientos
sin regulador de crecimiento. Para la aclimatacion se evaluaron dos sustratos
naturales. El mayor porcentaje de desinfeccion se obtuvo con HgCl, 0.1% por
5 minutos con aplicacion de rifampicina (72 pg-mL") y nistatina (200 pg-mL")
cada tres dias por 18 dias. La bencilaminopurina increment6 la sobrevivencia
de las yemas introducidas y el porcentaje de plantas con brotes; pero no se
encontrd diferencias significativas en el numero de brotes por planta. El
acido giberélico tuvo efecto positivo sobre el enraizamiento mientras que el
acido naftalenacético indujo la formacion de callos. El mejor sustrato para la
aclimatacion fue tierra + musgo (1:1).

ABSTRACT

In vitro propagation of Senecio calvus was carried out as an alternative for its
conservation. The buds were disinfected with HgCl, (0.01 and 0.1%) with and
without periodic addition of antibiotics. Murashige and Skoog culture medium
(1/2) plus 2% sucrose and 0.3% phytagel 0.3%,and pH 5.7 was supplemented with
benzylaminopurine for multiplication; while for the rooting naphthaleneacetic
acid or gibberellic acid were used. Treatments without growth regulator were
added. For acclimation two natural substrates were evaluated. The highest
percentage of disinfection was obtained with 0.1% HgCl, for 5 minutes adding
rifampicin (72 pg-mL-1) and nystatin (200 pg-mL-1) every three days per 18
days. Benzylaminopurine increased the survival of the introduced buds and the
percentage of shooted plants; however the number of shoots per plant did not
show significant differences. Gibberellic acid had a positive effect on rooting
while naphthaleneacetic acid induced callusing formation. The best substrate
for acclimatization was soil + moss (1: 1).
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Efecto de los reguladores de crecimiento vegetal en la multiplicacion y enraizamiento in vitro de senecio calvus (asteraceae), planta medicinal altoandina, endémica del Pert

INTRODUCCION

Senecio calvus “huamanripa” es una especie
herbacea endémica de Ancash y Canta (Lima), crece
asociada a rocas entre los 3500 a 4500 m. s. n. m
(Beltran & Roque, 2015). Los pobladores andinos
beben o se bailan con la infusion de sus hojas — sola
0 en combinacidn con otras especies — para combatir
problemas de tos y para el frio (Carraz et al., 2015;
De la Cruz, Malpartida, Beltran, & Jullian, 2014);
asi mismo ensayos biologicos muestran que el
extracto hidroalcohdlico de sus hojas posee actividad
antibacteriana  sobre  Staphylococcus  aureus
(Tamariz-Angeles, Olivera-Gonzales, & Santillan-
Torres, 2018).

Por otro lado, S. calvus es colectada del estado
silvestre para el autoconsumo y comercializacion
(Carraz et al., 2015) causando una progresiva
disminuciéon de su poblacion. Este proceso, sobre
todo para las hierbas medicinales amenazadas o
en peligro de extincidon, se viene incrementando
anualmente por la sobre explotacion, pérdida de sus
habitats y comercio no controlado (Ahsan, Amjad,
Igbal, & Javed, 2013).

S. calvus no estd ajena a la disminucion de su
poblacion por estar considerada entre las plantas
medicinales mas populares de los mercados de Huaraz
(De la Cruz et al., 2014), y a pesar de su extensa
colecta se observa una ausencia de planes de manejo
y domesticacion. Ademas, frente al cambio climatico
se proyectan efectos negativos en la biodiversidad de
especies alto-andinas tropicales (Ramirez-Villegas,
Cuesta, Devenish, & Peralvo, 2014) lo cual podria
incrementar su riesgo de extincion, demandandose
el desarrollo de alternativas para produccién y

conservacion.

En este sentido, las técnicas biotecnologicas del
cultivo in vitro de tejidos vegetales son una alternativa
para la conservacion de plantas endémicas, en peligro
de extincion y medicinales porque contribuyen a su

propagacion y uso racional (Cristea, Brummer, Jarda,

& Miclaus, 2010; Izquierdo, 2006; Olivera-Gonzales,
Yldefonzo, Mestanza, &Tamariz-Angeles, 2017a;
Tripathi & Tripathi, 2003). Entre estas técnicas la
mas usada es la micropropagacion porque permite
producir en corto tiempo gran numero de plantas
uniformes y libres de patogenos usando pequeiias
partes asépticas de tejidos u 6rganos comparado con
la propagacion vegetativa convencional (Kumar &
Reddy, 2011). Sin embargo, cada especie requiere
del desarrollo de una metodologia especifica para su

micropropagacion y aclimatacion.

Las plantas para su crecimiento, desarrollo y
reproduccion ademas de los nutrientes y condiciones
fisicas requieren sustancias endogenas muy activas
conocidas como hormonas vegetales — producidas
por diferentes vias metabdlicas esenciales — que
regulan la expresion de factores de transcripcion
y genes especificos permitiéndoles cumplir sus
funciones (George, Hall, & Klerk, 2008; Johri &
Mitra, 2001; Kaur, Mall, Sheokand, Singh, & Datta,
2018). Es asi que los medios para el cultivo in vitro
pueden contener sustancias sintéticas similares a
las hormonas vegetales denominadas reguladores
de crecimiento vegetal, los cuales son importantes
en el metabolismo, distribucion de los solutos, en
el crecimiento y fisiologia de la planta regulando la
expresion genética interna al igual que las hormonas
naturales (Bisht, Rawat, Chakraborty, & Yadav,
2018; George et al., 2008).

Los reguladores de crecimiento vegetal mas
importantes son las auxinas y citoquininas, porque
controlan la ramificacion de los brotes, la formacion
y mantenimiento de los meristemos, la formacion de
raices y otras funciones (George et al, 2008; Su, Liu &
Zhang, 2011; Umehara et al., 2008). En este sentido,
el objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de los reguladores de crecimiento vegetal
en la multiplicacion y enraizamiento in vitro de S.
calvus. Con este fin se evaluaron metodologias
para la desinfeccion, multiplicacion, enraizamiento
y aclimatacion, haciendo uso de reguladores de

crecimiento vegetal.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las partes aéreas de S. calvus fueron colectadas
en Portachuelo de Llanganuco, con coordenadas
9°2°47.08”S  77°35°34.72”W (Parque Nacional
Huascaran, Yungay, Ancash), y fueron transportadas
en bolsas de papel estériles al laboratorio y algunas
muestras se herborizaron para su depdsito y
determinacién taxondémica en el Herbario David
Smith de la Universidad Nacional Santiago Antinez
de Mayolo. La figura 2A, muestra el habito de
la planta en el momento de la colecta. Toda la
investigacion se realizo en el Laboratorio de Biologia
de la UNASAM (Huaraz, Perti), desde enero del
2013 hasta septiembre del 2016.

Medio de cultivo basal y condicion ambiental de
cultivo

El medio de cultivo basal usado en todas las etapas
fue Murashige & Skoog a mitad de sales (MS ')
suplementado con sacarosa 2% vy fitagel 0.3%,
pH de 5.7. La condicién ambiental de cultivo fue:
fotoperiodo de 16 horas luz y temperatura ambiental
16-25 °C.

Desinfeccion del material vegetal

Se retiraron las hojas adultas dejando las yemas
apicales de 5 mm de longitud conteniendo lcm de
tallo aprox. Estas yemas (explantes) fueron lavados
con agua corriente, luego con solucion jabonosa (2%)
por 20 minutos y se enjuagaron tres veces con agua
destilada. La desinfeccion tuvo lugar en una camara
de flujo laminar y se us6 HgCl,0.1% 6 HgCl, 0.01%
por 5 minutos y tres enjuagues con agua destilada
estéril tres minutos cada vez.

Las yemas desinfectadas fueron trasferidas a viales
de 2 cm de diametro con 1.5 mL de agua peptonada
0.1%. Se agreg6 rifampicina 72 pg-mL"! y nistatina
200 pg-mL" (concentracion final) a 30 explantes
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provenientes de HgCl, 0.1% y HgCl,0.01%; ademas
30 explantes desinfectados con HgCl, 0.1% se

cultivaron sin adicion de antimicrobianos.

Los explantes se incubaron a condiciéon ambiental
de cultivo por tres dias. Los explantes sin signos de
contaminacion fueron trasladados a tubos de 55 mL
con 10 mL de medio de cultivo basal. En el caso de
los tratamientos con antimicrobianos se continuo
agregando rifampicina y nistatina cada 3 dias. Los
explantes fueron cultivados por 15 dias, a condicion
ambiental.

Cada tratamiento estuvo formado por dos bloques de
15 repeticiones cada uno y se evalud el porcentaje de
desinfeccion y sobrevivencia de los explantes a los
18 dias del cultivo.

Establecimiento de los cultivos in vitro

Los explantes sin contaminacion provenientes de la
desinfeccion fueron trasladados a tubos de 55 mL
con 10 mL de medio de cultivo basal fresco, y se
cultivaron en condicion ambiental por 15 dias.

Multiplicaciéon de yemas

Los explantes establecidos se recortaron a 2.0 cm de
largo y fueron trasladadas a magentas con medio de
cultivo basal suplementado con BAP 1.0; 1.5; 2.0 y
2.5 mg-L", y un control libre de BAP. Se colocaron
4 explantes por magenta y fueron cultivados en
condicion ambiental. Se evalud el numero de brotes
y altura del explante a 15 y 30 dias. Cada tratamiento
estuvo formado por 7 magentas.

Enraizamiento in vitro

Los brotes obtenidos de la multiplicacion fueron
separados y trasladados a magentas con medio de
cultivo basal fresco sin BAP y cultivados por 30 dias.
Luego fueron trasladados a tubos 55 mL con 10 mL
de medio de cultivo basal suplementado con 1.0: 1.5;
2.0y 2.5 mg'L'' de ANA 6 AG,; y un tratamiento
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control libre de reguladores de crecimiento vegetal.
Se cultivaron por 45 dias con fotoperiodo de 16 horas
luz y temperatura de 20 + 2 °C. Cada tratamiento tuvo
20 repeticiones y se evalud la altura del explante,
namero de raices adventicias, longitud de raices y

numero de brotes a 15, 30 y 45 dias.
Aclimatacion en invernadero

Los sustratos: arena + musgo (1:1) y tierra agricola
+ musgo (1:1) fueron esterilizados y distribuidos
en recipientes de plastico (8 x 10 cm) previamente

desinfectados con alcohol 70°.

Los explantes del mejor tratamiento de enraizamiento
fueron seleccionadas al azar, se lavaron las raices con
agua destilada estéril y se trasladaron a los sustratos

en condiciones de invernadero.

La humedad se mantuvo cubriendo con vasos
descartables con un agujero de lcm de diametro
en la parte superior. Cada tratamiento estuvo
formado por dos bloques con 40 plantas. La primera
semana se reg6 cada 48 horas y luego de acuerdo al
requerimiento hidrico. Se evalu6 el porcentaje de
sobrevivencia a 7 y 30 dias.

Analisis estadisticos

Se uso el Disefio Completamente al Azar para todas
las etapas. Se calcularon promedios y desviaciones
estandar; asi mismo se realizo el analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de comparacion de medias de
Duncan con p < 0.05, estos analisis se realizaron con

el software libre InfoStat version 2017.
RESULTADOS
Desinfeccion de las yemas

La tabla 1 muestra que el mayor porcentaje de
desinfeccion (97.0 + 1.0%) se obtuvo con 0.1% de
HgCl, por 5 minutos y la aplicacion de rifampicina
(72 pg'mL") y nistatina (200 ug-mL™). Por otro lado,

el mayor porcentaje de sobrevivencia se observo con
0.01% de HgCl, por 5 minutos y la aplicacion de
rifampicina (72 pg-mL") y nistatina (200 pg-mL")
pero la desinfeccion fue muy baja (5.0 + 2.4 %).

Tabla 1.
Porcentaje de desinfeccion y sobrevivencia de las
yemas de S. calvus

Tratamientos Desinfeccion (%) Sobrevivencia (%)
HgCl>0.1%, 5 min 48.3+£2.4° 81.7+2.4°
HgCl, 0.1%, 5 min, Ri + Ni 97.0+1.0* 75.0 £2.4¢
HgCl> 0.01%, 5 min, Ri + Ni_ 5-0+2.4¢ 96.7 +0.0¢

Ri, rifampicina (72 pg-mL") y Ni, nistatina (200 ug-mL").
Los valores corresponden a las medias de dos repeticiones +
DS. Las letras en superindices indican los grupos obtenidos
con el andlisis de comparacion de medias Duncan (p <0.05).

Multiplicacién de brotes

Los explantes tratados con BAP y sin BAP, a los
15 dias formaron brotes, con mayor porcentaje en
el tratamiento con BAP (tabla 2). Estos valores se
incrementaron a los 30 dias en los tratamientos con
BAP, pero en el tratamiento sin BAP los explantes se
fenolizaron y murieron (Fig. 2B).

El niimero de brotes se obtuvo de los explantes
que formaron brotes, y no presenta diferencias
significativas en todos los tratamientos a 15 y 30
dias, excepto el tratamiento sin BAP a 30 dias (figura
2B). Respecto a la longitud del explante los mejores
resultados se obtuvieron con los tratamientos de 0.5
y 1.0 mg-L"! BAP a 30 dias.

Tabla 2.
Efectos del BAP durante la multiplicacion de S. calvus

Formacion de brotes (%) Nimero de brotes Longitud del explante (mm)

BAP (mgL)__ I5d 30d 15 30d 15d 30d
0 107 *10+00° * 75480 *
05 39.3 643 13+0.6°17£08° 98+11% 134+ 14°
1,0 35.7 571 16+07°16+08° 106£9°  124=11°
20 25.0 571 13£05° 15£06° 88+7° 9990

(*) fenolizacion y muerte. Los valores corresponden a las
medias de las repeticiones + DS. Las letras en superindices
indican los grupos obtenidos con el analisis de comparacion
de medias Duncan (p < 0.05).
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Enraizamiento in vitro

El 100% de las plantulas tratadas con ANA (1.0 —
2.5 mg-L") formaron callos; mientras que el 100%
de plantas tratadas con AG, (1.0 — 2.5 mg-L") y el
control libre de reguladores de crecimiento vegetal

formaron raices sin presencia de callos a partir de

Tabla 3:

los 15 dias de tratamiento. El ntimero de raices en
los tratamientos con AG, 1.0; 1.5 y 2.0 mg-L" no
presentaron diferencias significativas a los 45 dias; la
mayor longitud de las raices se obtuvo con 1.0 mg-L-
"de AG, a los 45 dias y el mayor tamafio de plantula
se obtuvo con 1.0 y 1.5 mg-L" de AG, a los 45 dias
(Tabla 3 y Figura 2C).

Efectos del AG3 durante el enraizamiento de S. calvus

Concentracién de AGs mg-L!

Tiempo (dias)

0.0 1.0 1.5 2.0 2.5

Numero de raices

15 0.0+0.0¢ 1.7+05°¢ 20+03°¢ 1.7+£05°¢ 125+04F

30 1.0+£0.7f 345+09°¢ 4.0+£1.02 3.5+£0.5b5¢ 1.95+0.2¢

45 1.1+0.7°F 3.9+£092b 4.0+0.82 3.7+0.62P¢ 2.55+0.54
Longitud de raices

15 0.0+0.0" 57+09fs 39+£13¢ 37+1.18 7.6+06°F

30 8.0+22f 202+1.8¢ 17.4+324 16.6£4.04 17.1+£2.04

45 122+6.1°¢ 314+£55° 27.7+£7.1° 27.5+£6.2° 28.0£5.0"

Tamafio planta

15 11211 154+£27¢be 163+£26%f 143x25%ke 13.7+4.1°%

30 11.0+£1.1"  169+2.5d¢ 185+3.69 162+4.0%f 158+3.9¢cfe

45 1322580 247+562 241+£5.0%  220+5.2Pb¢ 214+5.6°

Los valores corresponden a las medias de 20 repeticiones, las letras en superindices indican los
grupos obtenidos con el analisis de comparacion de medias Duncan (p < 0.05).

Aclimatacion en invernadero

Se seleccionaron las plantas provenientes del
tratamiento con AG, (1.0 mg-L™") porque presentaron
mayor longitud de raices (Tabla 3). El porcentaje
de sobrevivencia a los 15 y 30 dias fue mayor en el

100 1 b

80 A

60 A

Porcentaje de sobrevivencia (%)

sustrato musgo + suelo (1:1), lograndose hasta 88.8
+ 5.3% de sobrevivencia a los 30 dias (Fig. 1). En
la figura 2D se observa que la plantula producida
mediante el cultivo in vitro tiene caracteristicas

morfoldgicas similar a la planta silvestre.

arena+musgo
a7d

tierra+tmusgo
30d

Figura 1. Efecto de los sustratos de aclimatacion de plantulas de S.
calvus. Los valores corresponden a las medias de dos repeticiones,
las letras en superindices indican los grupos obtenidos con el
analisis de comparacion de medias Duncan (p < 0.05).
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Figura 2. Propagacion in vitro y aclimatacion de S. calvus. A. Planta en su habitat, B. multiplicacion
in vitro, C. enraizamiento in vitro, y D. aclimatacion en condiciones de invernadero.

DISCUSION

Los microorganismos presentes en las plantas
provenientes de campo o invernadero pueden matar
al explante cuando son introducidos al cultivo in vitro
haciéndose necesaria la esterilizacion superficial con
agentes esterilizadores apropiados y que dependera
de la superficie del tejido y del tipo de explante (Jan
et al., 2013; Padhi & Singh, 2017).

El HgCl, ha sido usado para la desinfeccion de
bulbos, cormos y rizomas (Teixeira et al., 2016)
mostrando resultados efectivos en la desinfeccion de
Perezia coeulescens (Olivera, Tamariz, & Gutiérrez,
2010), Fragaria (Jan et al., 2013), Salacia chinensis
(Majid et al., 2014) y P pinnatifida (Olivera-
Gonzales, Espinoza, & Tamariz-angeles, 2017b).
Asi mismo, el HgCl, es ideal para el control de los
hongos endofiticos de la cafia de aziicar (Mng’omba,
Sileshi, du Toit, & Akinnifesi, 2012) sefialan que el.
Por lo tanto, para la desinfeccion de las yemas de
S. calvus se utilizo HgCl,, porque esta es una planta

herbacea y rizomatosa que tiene mayor superficie de
contacto con el suelo contaminado con altos niveles

de microorganismos.

La desinfeccion de S. calvus con HgCL, (0.1% x
5 min.) solo alcanzé el 48.3 + 2.4 %. Frente a este
problema se usan antimicrobianos por periodos
cortos cuando los microorganismos son dificiles de
eliminar considerando la sensibilidad y capacidad
del explante (Roca & Mroginski, 1991). Por lo
cual, se aplic6 de manera periddica rifampicina
(72 pg'mL') y nistatina (200 pg-mL"') durante
la introduccién, encontrandose que la aplicacion
de estos antimicrobianos a las yemas de S. calvus
provenientes del tratamiento con HgCl, (0.1% x 5
min.) mejord la desinfeccion logrando contralar los
contaminantes endofiticos y obteniéndose 97% de
desinfeccion y 75% de supervivencia (Tabla 1).

Durante la multiplicacion de los brotes se observo
que los explantes (yemas) de S. calvus —provenientes
del campo— sembradas en medio libre de BAP se

Rev. Investig. Altoandin. 2019; 1ol 21 Nro 2 111 - 121
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fenolizaron y murieron antes de los 30 dias, mientras
que el 100% de explantes sembrados en medio
con BAP sobrevivieron (Tabla 2). Estos resultados
coinciden con lo obtenido en el cultivo in vitro de
Solanum nudum, sin aplicacion hormonal, donde la
mayoria de los explantes murieron antes de finalizar
la experimentaciéon (Suarez, Naranjo, Garcés, &
Tryjillo, 2011).

La fenolizacion ocurre a causa del estrés durante
la preparacion y desinfeccion del explante (Olmos,
Luciani, & Galdeano, 2010) y esta demostrado
que la citoquinina tiene efectos anti-estrés y anti-
edad(Mazid, Khan, & Mohammad, 2011). Por lo
tanto, la presencia de BAP habria contrarrestado
el estrés que se ocasiond a los explantes de S.
calvus durante la desinfeccion y aplicacion de
antimicrobianos, mejorando su adaptacion al cultivo

in vitro.

El efecto positivo de BAP, en los cultivos in vitro, se
debe a una red de vias de sefalizacion y activacion de
genes que regulan las respuestas al estrés ambiental
(Ha, Vankova, Yamaguchi-shinozaki, Shinozaki,
& Tran, 2012), asi mismo la aplicacion exdgena
de citoquininas en el cultivo in vitro induce a la
division celular, promueve la formacion de clorofila
y mejora los procesos de fotosintesis y energéticos
(George et al., 2008; Ha et al., 2012; Mazid et al.,
2011) permitiendo la adaptacion de los explantes a
las nuevas condiciones de cultivo. En este sentido S.
calvus so6lo requirio BAP después de la introduccion
al cultivo in vitro, porque en posteriores sub-cultivos

no fue necesario.

Las citoquininas y las auxinas son usadas en cultivos
vegetales donde los mayores niveles de citoquininas
se usan para promover la formacion de brotes laterales
mediante el estimulo de la division celular y pérdida
de la dominancia apical (George et al., 2008). A pesar
que el BAP redujo la fenolizacion de los explantes
introducidos de S. calvus, la induccion de formacion
de brotes a los 15 y 30 dias no mostré diferencias con
el control de 15 dias. Este resultado concuerda con
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la multiplicacion in vitro de Alstroemeria donde la
adicion de BAP no tuvo efectos significativos en el
numero de brotes respecto al tratamiento sin hormona
(Seyyedyousefi, Kaviani, & Dehkaei, 2013).

También, se debe tener en cuenta que, la concentracion
de BAP influye en las caracteristicas de los explantes
de S. calvus; es asi que a los 30 dias los explantes
cultivados en 0.5 y 1.0 mg-L! de BAP mostraron
mayor longitud que disminuy6 a medida que aumentd
la concentracion a 2.0 mg-L!. En el cultivo in vitro
de Musa acuminata se encontr6 que las longitudes
de sus brotes disminuyeron cuando se incrementaron
las dosis de BAP (Cruz-Rosero et al., 2016); asi
mismo, los brotes de Bacopa monnieri disminuyeron
su longitud en concentraciones mayores a 1.0
mg- L' de BAP (Jain, Pandey, Benjamin, Meena, &
Singh, 2014). Contrariamente, los brotes de Musa
sp. cultivados con 0.0; 2.0; 4.0; 6.0 y 8.0 mg-L"! de
BAP no mostraron diferencias en longitud (Ngomuo,
Mneney, & Ndakidemi, 2013). Estas respuestas
diferentes podrian deberse a que el BAP no comparte
completamente todos los mecanismos de acciéon con

las citoquininas naturales (Mazid et al., 2011).

Para la formacion de raices en el cultivo in vitro
por lo general se usan auxinas, pero los medios de
cultivo ricos en éstas pueden inducir la formacion
de callo en los explantes (Cob-Uicab et al., 2011;
George et al., 2008; Shang et al., 2016); es asi que
durante el enraizamiento de S. calvus la aplicacion
de ANA (1.0; 1.5; 2.0 y 2.5 mg-L"") produjo 100% de
callos y la inhibicion de la formacion de raices. Esto
concuerda con el enraizamiento in vitro de Oreocallis
grandoflora, donde se encontrd la formacion de
callos en 100% de los explantes cuando se aplico
1.0 mg-L"' de ANA en el medio de cultivo (Olivera-
Gonzales et al., 2017a).

Por otro lado, la funciéon de las giberelinas esta
asociada a diversos aspectos del desarrollo y ciclo de
vidadelasplantas, tales como lafloracion, senescencia
y la germinacion (Niu et al., 2013; Vieira, Sousa,
Santos, & Santos, 2010). En el caso de S. calvus se
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us6 AG, (1.0; 1.5; 2.0 y 2.5 mg-L"') para evaluar su
efecto sobre el enraizamiento, encontrandose efectos
positivos como: mayor nimero y longitud de raices,
asi como mayor tamafio del explante comparado con

el control sin reguladores de crecimiento vegetal.

Existen resultados similares reportados en Prunus
avium (Ford, Taylor, Blake, & Marks, 2002) y
Oreocallis  grandiflora (Olivera-Gonzales et al.,
2017a) donde AG, aumentd el tamafio de los brotes
y mejor6 el enraizamiento. También se observo que
a mayor concentracion de AG,, los efectos positivos
sobre las plantulas de S. calvus disminuyeron, siendo
mas evidente en el tratamiento con 2.5 mg-L'. Se
conoce que los altos niveles de acido giberélico
pueden inhibir el inicio de la formaciéon de raices

adventicias en el tabaco (Niu et al., 2013).

Luego del enraizamiento in vitro, las plantas de
S. calvus fueron sembradas en arena + musgo
(1:1) o tierra + musgo (1:1), estos sustratos
fueron esterilizados para evitar la proliferacion de
microorganismos. En ambos sustratos se usé musgo,
porque provee buena aireacion, drenaje y retencion de
humedad (Alvarado & Solano, 2002) encontrandose
que en combinacién con tierra alcanzd hasta un
88.8 £ 5.3 % de sobrevivencia a 30 dias evaluacion;
mientras que combinado con arena se obtuvo 57.5
+ 3.5 % de sobrevivencia, probablemente por los
escasos nutrientes y menor capacidad de retencion
de humedad de la arena (Alvarado & Solano, 2002).

Adicionalmente, se realizaron pruebas preliminares
de aclimatacion in situ donde se encontrd que las
plantas de S. calvus provenientes del cultivo in vitro
y aclimatadas por 60 dias tienen altos porcentajes de

sobrevivencia en su habitat natural.
CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que S. calvus
puede ser propagado in vitro donde su desinfeccion
ademas del HCI, requirio la aplicacion de rifampicina

y nistatina; el BAP tuvo efectos positivos en la

sobrevivencia de las yemas introducidas y mejoro la
multiplicaciéon de las mismas; su enraizamiento no
requirio la aplicacion de reguladores de crecimiento
vegetal, sin embargo fue favorecida con la adicion de
AG, mientras que el ANA indujo a la formacion de
callos; y el mejor sustrato para su aclimatacion fue
turba + tierra (1:1).
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