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Resumen

Se presentan los procedimientos para la propagacion in vitro de Perezia pinnatifida (Humb. & Bonpl.) Wedd.,
conocida como “valeriana”. Se utilizaron las metodologias de multiplicacion de brotes y embriogénesis somatica
indirecta. El medio de cultivo basal para todas las etapas fue Murashige y Skoog a mitad de sales, suple-
mentado con sacarosa 2.0%, phytagel 0.3% y pH 5.67; y fue usado con o sin fitohormonas en los diferentes
tratamientos. Los suplementos hormonales fueron: para la multiplicacién de brotes BAP 1.0 mg.L"" + ANA
0.01 mg.L™* 6 BAP 1.0 mg.L"; para la induccion de callos embriogénicos ANA 6 2,4-D (1.0 mg.L"y 2.0 mg.L-
"); y para la germinacién de embriones BAP (0.5 y 1.0 mg.L") o BAP 0.5 mg.L"" + ANA 0.05 mg.L"". El mayor
numero de brotes se obtuvo en el medio suplementado con BAP 1.0 mg.L"". En la embriogénesis somatica,
ANA a 1.0 mg.L"indujo mayor area de callos embriogénicos, y BAP a 0.5 mg.L"' permitié mayor germinacion
de los embriones somaticos.

Palabras clave: Planta medicinal; Micropropagacion, embridon somatico; Cultivo de tejidos vegetales; propa-
gacion clonal.

Abstract

This work inform on in vitro propagation of the "valeriana" Perezia pinnatifida (Humb. & Bonpl.) Wedd. Shoot
multiplication and indirect somatic embryogenesis methodologies were performed. The basal culture medium
for all stages was Murashige and Skoog, middle of salts supplemented with 2.0% sucrose, 0.3% phytagel
and pH 5.67; the treatments were prepared with or without phytohormones. The hormonal supplements for
the shoot multiplication were: BAP 1.0 mg.L™* + ANA 0.01 mg.L"", and BAP 1.0 mg.L""; for embryogenic callus
induction were: ANA or 2,4-D (1.0 mg.L" and 2.0 mg.L™"); and for the embryo germination were: BAP (0.5 and
1.0mg.L")or BAP 0.5 mg.L-" + ANA0.05 mg.L"". BAP 1.0 mg.L"" produced the higher number buds. For somatic
embryogenesis, ANA 1.0 mg.L" induced a greater area of embryogenic callus, and BAP 0.5 mg.L™" allowed
major germination of the somatic embryos.

Keywords: Medicinal plant; Micropropagation; Somatic embryo; Plant tissue culture; clonal propagation.
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Introduccion

Las herramientas biotecnolégicas que involucran el cultivo
in vitro son de gran importancia como técnicas de conservacién
ex situ (Barnicoat et al. 2011) porque pueden ser aplicadas para
conseguir una propagacion rdpida y masiva de especies de plantas
de interés, como aquellas en riesgo de extincién, endémicas, raras,
medicinales, entre otras (Shekhawat et al. 2015); asi mismo provee
ADN para estudios moleculares, pldntulas para estudios ecoldgi-
cos y material para usos econdmicos (Sarasan et al. 2006). Entre
estas técnicas se encuentran la micropropagacién, embriogénesis
somdtica, organogénesis y criopreservacién (Khan et al. 2012).

La micropropagacién puede ser usada con un enfoque de
conservacion, permitiendo obtener numerosas plantas libres
de patdgenos y virus, en tiempos cortos y espacios reducidos
(Khan et al. 2012). Por otro lado, la embriogénesis somdtica,
permite regenerar plantas completas, y es ampliamente usada
por la biotecnologia y estudios en embriologfa (Su & Zhang
2009); su principal ventaja es la produccién de numerosas
plantas a partir de una célula y permite la evaluacién, tamizaje
(Khan et al. 2012) y mejoramiento genético (Das et al. 2002).
En estas técnicas, la regeneracién dependerd del tipo de explante,
concentracién y combinacién de reguladores de crecimiento y
nutrientes (Khan et al. 2012).

En este contexto, Perezia pinnatifida conocida como “valeria-
na’, “china valeriana”, “sacha margarita’, “sotuma” y “sutuma’,
es una hierba acaule, que habita en laderas rocosas, pastizales y
pajonales de los Andes y punas del Pert entre los 3300 y 5000
m de altitud. Su distribucién se extiende hasta el noroeste de
Argentina y norte de Chile (Cano et al. 2011, Katinas 2012,
Montesinos 2012). En medicina tradicional, sus raices y rizomas
son utilizadas por sus efectos sedantes, diuréticos y diaforéticos
(De La Cruz et al. 2007, Katinas 2012). Al igual que muchas
plantas herbdceas andinas esta especie es colectada de su estado
silvestre con sus raices y flores para ser comercializada en las
mercados o ferias populares, de tal modo que su alta demanda
la coloca en riesgo de sobreexplotacién (De la Cruz et al. 2007).

En el presente trabajo se informa acerca del cultivo in vitro
de P pinnatifida mediante la multiplicacién de brotes y em-
briogénesis somdtica indirecta. Este trabajo constituye el primer
reporte de propagacion de esta especie.

Materiales y métodos

Material vegetal.- Las plantas de Perezia pinnatifida (Humb.
& Bonpl.) Wedd. fueron compradas en la feria de plantas me-
dicinales de la ciudad de Huaraz. La identificacién botdnica y
deposito se realizé en el Herbario David Smith de la Universidad
Nacional Santiago Antinez de Mayolo (UNASAM).

Desinfeccion de las yemas.- Las plantas fueron limpiadas y
se obtuvieron yemas apicales con 3 —4 hojasy 1.0 cm de rizoma.
Luego se lavaron en solucién jabonosa al 20% por 20 min. y se
enjuagd con agua de cafio con agitacién constante 3 veces por 3
min. La desinfeccién se realiz6 bajo condiciones de esterilidad y
se usaron: NaClO 3% a 5, 10y 15 min., y HgCl, 0.1%a 5y 10
min. Luego las yemas fueron lavadas con agua destilada estéril
tres veces por 2 minutos. El material desinfectado fue colocado
en tubos de 25 mm de didmetro conteniendo 2.0 mL de agua
peptonada estéril 0.1% (p/v) y pH 5.7. Se utilizaron 40 plantas
por tratamiento. A los 7 dias de cultivo se calcul el porcentaje
de desinfeccién y sobrevivencia en cada tratamiento.

Establecimiento de las yemas.- Las yemas que no mostraron
sintomas de contaminacién fueron trasladadas al medio Muras-
hige y Skoog a mitad de sales (MS 1/2, Sigma), suplementado
con sacarosa 2% y phytagel 0.3% y pH 5.7. Las condiciones
ambientales fueron: fotoperiodo de 16 horas luz y temperatura
ambiental (16 — 22 ©C). El establecimiento fue de 15 dfas. El
medio descrito se usé en todas las etapas con la adicién de fito-
hormonas segin el caso, y las condiciones ambientales descritas
fueron las mismas en todas las etapas.

Multiplicacién de brotes.- Las yemas establecidas y sin con-
taminantes fueron trasladadas al medio de cultivo consideradas
en el establecimiento con la adicién de fitohormonas. Se prepa-
raron tres tratamientos: libre de fitohormona, BAP 1.0 mg.L"!
+ ANA 0.01 mg.L'', y BAP 1.0 mg.L". Se usaron 20 yemas
por tratamiento. Se evalué la formacién de brotes a los 45 dias.

Induccién de formacién callos.- Se utilizaron brotes de P
pinnatifida de 20 a 30 mm de longitud obtenidas de la multi-
plicacién i vitro. Previo a la induccidn, los brotes estuvieron en
medio libre de hormonas por 30 dias. Para inducir la formacién
de callos embriogénicos se prepararon cinco tratamientos: libre
de hormona, ANA 1.0 y 2.0 mg.L"! y 2.4-D 1y 2 mg.L". Se
sembraron 4 brotes por magenta con 15 mL de medio de cultivo
y por cada tratamiento se usaron 10 magentas. El cultivo fue
a condiciones ambientales indicadas en el establecimiento. La
presencia y drea de callo se evalué a los 30 dias.

Proliferacién de embriones somdticos.- Los brotes induci-
dos fueron transferidos a medio libre de hormonas y condiciones
ambientales indicadas en el establecimiento, a los 15 dias se les
cortaron las hojas y fueron trasladados nuevamente a un medio
libre de hormonas. La presencia y 4rea de callo en estas condi-
ciones se evalué cada 30 dias.

Maduracién y germinacién de embriones somdticos.- Los
callos embriogénicos obtenidos en la etapa anterior fueron
transferidos a medios basales nuevos suplementados con BAP
a 0.5y 1.0 mg.L'}; BAP 0.5 mg.L' + ANA 0.05 mg.L"'. Se
transfirié un callo por cada magenta con 15 mL de medio, y se
realizaron 10 repeticiones por tratamiento. El cultivo se realiz6 a
las condiciones ambientales antes establecidas y se evalué el drea
del callo y la cantidad de embriones germinados a los 45 dias.

Andlisis estadisticos.- En todas las etapas se usé el Diseno
Completamente al Azar (DCA). Se calcularon medias y desvia-
ciones estdndar por tratamiento. También se aplicé el andlisis de
varianza ANOVA y las pruebas de comparacién de medias de
Duncan entre tratamientos con un nivel de significancia p < 0.05.

Resultados

Desinfeccién de las yemas.- El dicloruro de mercurio (HgCl,)
al 0.1% fue el Gnico compuesto que logré desinfectar las yemas de
P, pinnatifida, obteniéndose 100% de desinfeccién a 5 y 10 min.
de exposicion con porcentajes de supervivencia de 100 y 90%
respectivamente. Por lo tanto, el tratamiento con HgCI2 0.1%
por 5 min. fue el mejor tratamiento de desinfeccién (Fig. 1A).

Multiplicacién de brotes.- En el proceso de multiplicacién
de brotes de P pinnatifida, el tratamiento con BAP 1,0 mg.L"!
produjo la mayor cantidad de brotes (6.2 +0.7 por yema) res-
pecto a los otros tratamientos (Fig. 1B y Fig. 5).

Induccién de callos y proliferacién embriones somati-
cos.- Como se observa en la Figura 2A, a 30 dias de exposicién
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Figura 1. Desinfeccion y multiplicacion de brotes de Perezia pinnatifida. (A) muestra el porcentaje de desinfeccidn
(barras oscuras) y sobrevivencia (barras claras) de las yemas de P. pinnatifida con los tratamientos D1, NaCIO 3% por
5 min; D2, NaClO 3% por 10 min.; D3, NaClO 3% por 15 min.; D4, HgCI2 0.1% por 5 min; y D5, HgCI2 0.1% por 10
min. (B) muestra la multiplicacion de brotes, donde: MO, libre de fitohormona; M1, BAP 1.0 mg.L-" + ANA 0.01mg.L";
y M2, BAP 1.0 mg.L™". Los valores corresponden al promedio de 20 repeticiones + la desviacion estandar y las letras

a los grupos de acuerdo al analisis Duncan p<0.05.
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Figura 2. Induccion de callos y proliferacion de callos embriogénicosen Perezia pinnatifida. (A) Porcentaje de formacion
de callo, y (B) area de callos (mm?) durante la inducciéon hormonal y cultivo posterior sin hormona. CO: sin hormona;
C1: ANA 1.0 mg.L"; C2: ANA 2.0 mg.L"; C3: 2,4-D 1.0 mg.L"; C4: 2,4-D 2.0 mg.L™". Los valores corresponden a los
promedios de los tratamientos con 10 repeticiones, y las letras los grupos con diferencia significativa (Duncan p<0.05)

hormonal sélo los explantes en los medios con ANA 1y 2 mg
L mostraron una ligera formacién de callos con porcentaje de
10y 17% respectivamente. Sin embargo, durante la proliferacién
de embriones en medio libre de hormonas, todas las muestras
provenientes del tratamiento con ANA 1 mg L' formaron callos
a los 90 dias de iniciado la induccién; asi mismo entre los 60
y 120 dias los callos crecieron hasta alcanzar un 4rea promedio
de 255.8 + 78.5 mm? (Fig. 2B); asi mismo se observaron callo
friable y callo embriogénico con las fases globular, corazén y

torpedo (Fig. 6A-D).

En el caso de las muestras del tratamiento con ANA 2.0 mg
L, se observé la formacién acelerada de callos hasta los 60 dias
iniciada la induccién (72.5%), y entre los 60 y 120 dias aumenté
ligeramente el 4rea, obteniéndose a los 120 dias s6lo el 84% de
muestras con callo con 152.2 + 37.0 mm? de 4rea (Fig. 2B). Sin
embargo, este tratamiento indujo el desarrollo de raices (Fig. 3).

Maduracién y germinacién de los embriones somdticos.-
Para esta etapa se seleccionaron los callos embriogénicos hasta
la fase torpedo del medio libre de hormonas y provenientes del
tratamiento de induccién con ANA 1.0 mg.L* porque los callos

con ANA 2 mg L'! formaron raices (Fig. 2 y 3), y los provenientes
de 2,4-D no desarrollaron callos adecuados y murieron (Fig. 2).

A los 45 dias de exposicién hormonal se encontré que el
medio con BAP 0.5 mg L' promovié la maduracién y mayor
germinacion de embriones obteniéndose hasta 6.0 + 0.4 pldn-
tulas por cm? de callo (Fig. 4). Las Figuras 6E y 6F se muestra
el estado cotiledonar y la plintula luego de la germinacién.

Discusion

El cultivo in vitro de tejidos es una herramienta que requiere
material libre de microorganismos no solo en la introduccién y
establecimiento sino también durante la incubacién y manipu-
lacién de los cultivos (Roca & Mroginski 1993). Por lo tanto, se
usan desinfectantes tales como hipoclorito de sodio, hipoclorito
de calcio, etanol, dicloruro de mercurio, peréxido de hidrégeno,
etc. para eliminar microorganismos superficiales (Borges et al.
2009). El hipoclorito de sodio es el mas usado, pero no fue
efectivo en la desinfeccidn de las yemas de 2 pinnatifida al 3%
con 5, 10 y 15 min. de exposicién, aunque mostré 100% de
sobrevivencia dejando la posibilidad de incrementar los tiempos
de exposicion. Por otro lado, el HgCl,, que es menos usado por
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Figura 3. Efecto del tratamiento con de ANA 2.0 mg L. Se
muestra el porcentaje de brotes que desarrollaron raices
durante la etapa de induccién de callos y proliferacién de
embriones.
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Figura 4. Germinacion de embriones somaticos de Perezia
pinnatifida. Se muestra el nUmero de embriones germinados
por area (cm?) de callo a los 45 dias de exposicion al medio
con fitohormonas. G1: BAP 0.5 mg.L"; G2: BAP 1.0 mg.L""; G3:
BAP 0.5 mg.L™" + ANA 0.05 mg.L " y C: control sin hormona.
Todos los callos provinieron de ANA 1.0 mg.L™". Los valores
corresponden al promedio de 10 repeticiones y las letras a
los grupos de acuerdo al anadlisis Duncan p<0.05.

Figura 5. Multiplicacion de brotes de Perezia pinnatifida. Se
muestra (A) habito de la planta silvestre antes de la introduc-
cién al cultivo in vitro y (B) plantula con mdltiples brotes en
medio con BAP 1.0 mg.L".

su alta téxicidad y dificil remocién durante el enjuague (Roca
& Mroginski 1993), a 0.1% por 5 min. mostré 100% de des-
infeccién y sobrevivencia de las yemas. La aplicacién de este
desinfectante también fue efectiva en yemas de P coerulescens
(Olivera et al. 2010), rizomas de Curcuma longa (Islam et al.
2004), segmentos nodales pilosos de Passiflora foetida (Shekhawat
etal. 2015) porque la carga microbiana dependeria de la ubica-
cién y tipo de tejido. Adicionalmente, a 10 min. de exposicién
la sobrevivencia de las yemas de P pinnatifida decrecié (Fig.
1A) porque el dicloruro de mercurio puede fenolizar y danar
los tejidos provocando la muerte de los explantes (Olmos et al.
2004, Espinosa et al. 2005, Royero et al. 2007).

Para la formacién de brotes se evalud la multiplicacién en
medio libre de hormonas y con la adicién exégena de citoquinina
(BAP) o la combinacién citoquinina-auxina (BAP + ANA). La
adicién de BAP incrementa la formacién de brotes en diversas
plantas medicinales (Aslam et al. 2013, Shekhawat et al. 2015,
Elamvaluthi et al. 2016); probablemente porque las citoquininas
activan a las yemas axilares de los explantos desencadenando la
proliferacién de brotes (Aremu et al. 2016). En concordancia, la
adicién de BAP en el cultivo i vitro de P, pinnatifida fue esencial
para la multiplicacién de brotes, al igual que en Chlorophytum
borivilianum (Shekhawat et al. 2015). Por otro lado, en varias
especies la adicién de BAP + ANA mejoraron la multiplicacién
de brotes (Farzana et al. 1998, Lara et al. 2003 y Mostofa et al.
2016) y podria deberse a que las citoquininas y las auxinas, ade-
mids de sus roles especificos, actiian en coordinacién regulando
el crecimiento y desarrollo de la planta, incluso las auxinas solas
o0 en combinacidén con citoquininas estimulan la produccién de
brotes de algunas especies (Aremu et al. 2016). Contrariamente,
en P pinnatifida la combinacién de BAP + ANA disminuyd la
formacién de brotes, tal como también se reporta en P coeru-
lescens (Olivera et al. 2010).

Por otro lado, la embriogénesis somdtica de P pinnatifida se
logré en tres etapas: induccién de callo, formacién y proliferacién
de embriones somdticos, maduracién y germinacién. Los callos
son formas indiferenciadas de células y pueden ser inducidos
con la aplicacién exdégena de auxina-citoquinina (Ikeuchi et
al. 2013); en el caso de P pinnatifida se obtuvo callos friables
a 30 dias de exposicién de ANA (1.0 mgL"). Para la etapa de
formacién y proliferacién de callos, de acuerdo a Su y Zhang
(2009) la remoci6n de la auxina exégena desencadena la acumu-
lacién de auxina endégena en los pro-embriones conduciendo
al desarrollo de los embriones somdticos. En concordancia, los
callos embriogénicos de P pinnatifida se lograron a los 60 dias
de la trasferencia de las muestras provenientes de ANA 1.0 mgL*!
al medio libre de hormonas (Fig. 2). Por otro lado, las auxinas
también intervienen en la formacién de raices (Sharmin et al.
2014) lo cual explicaria la formacién de callos y raices en el tra-
tamiento con ANA 2.0 mg.L" (Fig. 3). En relacién al efecto del
2,4-D, que es un compuesto ampliamente usado en la formacién
de callos (Elamvaluthi et al. 2016, Gonzilez et al. 2006) porque
funciona como auxina a bajas concentraciones; sin embargo
contrariamente, en P pinnatifida produjo marchites y muerte de
lasyemasa I - 2 mg.L"' y las condiciones evaluadas, porque esta
hormona sintética es mas estable y podria tener efectos téxicos
sobre las dicotileddneas (Eyer et al. 2016).

De acuerdo a Ammirato (1989) las células del centro embrio-
génico del callo se dividen rédpidamente y se forman embriones
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Figura 6. Etapas del desarrollo de embriones somaticos en Perezia pinnatifida. (A) callo friable, (B) formacion
y proliferacién de embriones somaticos, (C) estado de corazoén, (D) estado torpedo, (E) estado cotiledonar y (F)
plantula obtenida luego de la maduracion, germinacién y desarrollo del embridén somatico.

globulares que crecen y desarrollan pasando por los estados de
corazén, torpedo y cotiledonar, luego maduran y germinan
dando lugar a plantas completas. En este sentido, durante la
proliferacién de embriones de R pinnatifida a partir del callo
proveniente del tratamiento con ANA 1.0 mg.L", se encontré
el estado globular bien definido a los 60 dias, y los estados de
corazén y torpedo a los 90 dfas del cultivo libre de hormonas;
mientras que no se observé el estado cotiledonar, la maduracién
y germinacién. Por lo tanto, los callos embriogénicos fueron
transferidos a medios con BAP solo o en combinacién con ANA
(Fig. 5), porque las hormonas ex4genas cumplen funciones im-
portantes en la morfogénesis de la planta en estas etapas (Sharmin
et al. 2014), logrdndose la mayor regeneracién de embriones a
los 45 dias de exposicién a BAP 0.5 mg.L" (Fig. 4), mientras
que mayores concentraciones de citoquinina y la combinacién
citoquinina-auxina redujeron la germinacién.

Finalmente, se ha comprobado que 2 pinnatifida puede ser
propagada mediante el cultivo de tejidos iz vitro a través de la
multiplicacién de brotes y por embriogénesis somdtica indirecta.
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