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RESUMEN

Eleutherine bulbosa (Miller) Urb. 1918, “yawar piri piri”, es una especie utilizada
como planta medicinal por las comunidades nativas en las regiones de Loreto,
Huanuco y Ucayali. En la presente investigacion se determiné la concentracion
Optima de sacarosa en combinacion con citoquininas para la multiplicacion clonal y
obtencion de microbulbos. Durante la etapa de desinfeccion se utilizd NaOCI al
2.5% durante 15 min, lo que permitid6 obtener un 83.3% de explantes no
contaminados. Mientras que, en la etapa de multiplicacién se evalué 15
tratamientos con medio MS y suplementados con: 30, 60, 90, 120 y 150 g/L de
sacarosa, los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5; los tratamientos T6, T7, T8, T9,
T10 con 1mg/L de 6-BAP y 30, 60, 90, 120 y 150 g/L de sacarosa; y los
tratamientos T11, T12, T13, T14, T15, fueron suplementados con 1mg/L de
Kinetina y 30, 60, 90, 120 y 150 g/L de sacarosa, respectivamente. En el medio
MS suplementado con 60g/L de sacarosa y 1mg/L de Kinetina se logré obtener
microbulbos de forma ovalada y color rojizo violaceo, similares o idénticos a los de
la planta madre. Sin embargo, en el medio MS suplementado con 120g/L de
sacarosa, se obtuvo el mayor promedio con 9.58 + 1.49 microbulbos/explante con
3.47 = 0.08mm de didmetro, mientras que en el tratamiento suplementado con
150g/L de sacarosa no se observo la proliferacion de microbulbos. Ademas, en el
medio MS suplementado con 30g/L de sacarosa y 1mg/L de 6-BAP se logré
obtener microbulbos de forma alargada y color blanco y, en los medios de cultivos
enriquecidos con 90, 120 y 150g/L de sacarosa y 1mg/L de 6-BAP, se logro
obtener microbulbos de forma coénica redondeada y de color rojizo violaceo,

respectivamente.

Palabras clave: Eleutherine bulbosa, multiplicacion clonal, 6-BAP
(Bencilaminopurina), Kinetina, Murashige-Skoog (MS), in vitro.



ABSTRACT

Eleutherine bulbous (Miller) Urb. 1918, "yawar piri piri", is a species used as a
medicinal plant by the native communities in the Loreto, Huanuco and Ucayali
regions. In the present investigation, the optimal concentration of sucrose in
combination with cytokinins was determined for clonal multiplication and obtaining
microbulbs. During the disinfection stage, 2.5% NaOCI was used for 15 min, which
allowed obtaining 83.3% of non-contaminated explants. While, in the multiplication
stage 15 treatments were evaluated: treatment 1 (T1), 2 (T2), 3 (T3), 4 (T4), 5 (T5),
MS media supplemented with 30, 60, 90, 120 and 150 g / L of sucrose; treatment 6
(T6), 7 (T7), 8 (T8), 9 (T9), 10 (T10), MS medium supplemented with 1mg / L of 6-
BAP and 30, 60, 90, 120 and 150 g / L of sucrose; treatment 11 (T11), 12 (T12), 13
(T13), 14 (T14), 15 (T15), MS medium supplemented with 1mg / L of Kinetin and
30, 60, 90, 120 and 150g / L of sucrose , respectively. In the MS medium
supplemented with 60g / L of sucrose and 1mg / L of Kinetin, it was possible to
obtain oval-shaped and reddish violet-colored microbes, similar or identical to
those of the mother plant. However, in the MS medium supplemented with 120g / L
of sucrose, the highest average was obtained with 9.58 + 1.49 microbulbs / explant
with 3.47 + 0.08mm in diameter, while in the treatment supplemented with 150g / L
of sucrose was not observed the proliferation of microbulbs. In addition, in MS
medium supplemented with 30g / L of sucrose and 1mg / L of 6-BAP it was
possible to obtain microbulbs of elongated shape and white color, and in culture
media enriched with 90, 120 and 150g / L of sucrose and 1mg / L of 6-BAP, it was
possible to obtain microbulbs with a rounded conical shape and a purplish reddish

color, respectively.

Key words: Eleutherine bulbosa, Clonal Multiplication, 6-BAP
(Benzylaminopurine), Kinetin, Murashige-Skoog (MS), in vitro.



1. INTRODUCCION

Eleutherine bulbosa (Miller) Urb. 1918, conocida como “yawar piri piri”, es
una especie distribuida en el continente americano; en el Peru crece en suelos
hamedos con abundante materia organica en las regiones de Loreto (106
m.s.n.m), Huanuco (647 m.s.n.m) y Ucayali (154 m.s.n.m), y es ampliamente
conocida por las comunidades nativas como planta medicinal. Estudios
bioquimicos realizados en Haiti, Brasil y Sudeste Asiatico en el género
Eleutherine, revelan que contiene naftoquinonas (piranonaftoquinonas) y
esteroles, compuestos con propiedades antitumorales y anticonceptivas, sin
embargo, en el Per( ha sido poco estudiada. En la medicina ancestral, los
bulbos de E. bulbosa son utilizados como anticonceptivo y regulador de la
fertilidad, en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, control de
hemorragias post parto, tratamiento de parasitos intestinales y cdlicos

estomacales.

En la actualidad hay una creciente demanda de plantas medicinales. La
mayoria de las plantas comercializadas en el mundo son extraidas
indiscriminadamente de su hébitat natural, causando la sobre explotacion de
los recursos y poniendo en riesgo de extincion a diversas especies. La
Biotecnologia es una alternativa sustentable a las practicas tradicionales. Por
ejemplo: las técnicas de cultivo de tejidos in vitro permiten: la micropropagacion
clonal de plantas medicinales de gran valor econémico para la produccién de
metabolitos secundarios de uso farmacoldgico, la conservacion de especies
vegetales en peligro de extincion, y producir plantas uniformes a escala
comercial a partir de un genotipo selecto en menor tiempo y con una tasa de

multiplicacion ilimitada.

El objetivo de esta investigacién fue determinar la concentracién éptima de
sacarosa en combinacién con citoquininas para la multiplicacion clonal y
obtencion de microbulbos de Eleutherine bulbosa “yawar piri piri”, lo cual

permitira un aprovechamiento sostenido de esta especie en nuestro pais.



2. ANTECEDENTES

2.1. Eleutherine bulbosa: Clasificacion taxondmicay distribucion geogréfica

La especie Eleutherine bulbosa “yawar piri piri” se clasifica taxondmicamente de la

siguiente manera:
Reino: Plantae
Clase: Liliopsida
Subclase: Liliidae
Orden: Asparagales
Familia: Iridaceae
Género: Eleutherine
Especie: Eleutherine bulbosa (Miller) Urban, 1918

Se tiene registro de la especie Eleutherine bulbosa en forma natural en: Argentina,
Bolivia, Brasil, Ecuador, El Salvador, Guyana Francesa, Guatemala, México,
Honduras, Estados Unidos, Venezuela, Haiti, Per(: en las regiones de Loreto
(Iquitos, Yurimaguas, Contamana), Ucayali (Pucallpa), Huanuco (Tingo Maria) y
Trinidad y Tobago (Weniger, 1982, Pinedo et al., 1997; Mejia & Rengifo, 2000 y
Lans, 2007).

La familia Iridacea comprende aproximadamente 2050 especies distribuidas en 67
géneros, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el Sur de Africa.
(Goldblatt et al., 2008). Los Neotropicos (incluye a toda América del Sur,
Centroamérica y Antillas) son considerados el segundo centro mas importante de
la diversidad de esta familia, con la presencia de 250 especies conocidas y 30
géneros. (Judd et al., 2008; Forzza et al., 2010).



2.2. Caracteristicas morfolégicas

Eleutherine bulbosa es una planta herbacea que mide aproximadamente 50 cm de
altura. Presenta hojas alargadas, ensiformes vy verticiladas que miden
aproximadamente 40 cm de largo y 2,5 cm de ancho, y poseen de 6 a 7
nervaduras longitudinales. Las flores son de color blanco con 5 a 6 pétalos
soldados en la base. Esta especie se caracteriza por tener bulbos de color rojizo
violaceo de 4 cm de largo por 2,5 cm de ancho, conformados por envolturas que

dan origen a las hojas. (Pinedo et al., 1997; Mejia & Rengifo, 2000).

2.3. Cultivo in vitro de plantas

Los primeros trabajos en cultivo in vitro tuvieron como objetivo la formacion de una
masa de células parenquimatosas (callo) a partir de los explantes (tejidos), de
tabaco y zanahoria, lo que significo el despegue de las técnicas de cultivo in vitro.
(White, 1939; Nobecourt, 1940)

Se define cultivo in vitro de plantas superiores como: el cultivo en medio nutritivo
de plantas, semillas, embriones, 6rganos, explantes, tejidos, células y protoplastos
de plantas superiores en condiciones estériles. EI término cultivo in vitro es
genérico y se refiere a la metodologia usada, mas que al propio objetivo de ese
método. En sentido, estricto, in vitro quiere decir “dentro de vidrio”, es decir, el
cultivo de plantas o de alguna de sus partes dentro de recipientes de vidrio en

condiciones de ambiente controlado. (Pierk, 1991)

El cultivo de tejidos puede utilizarse para diversos propdsitos como son: la
micropropagacion, la obtencion de plantas libres de virus y otros patogenos, el
mejoramiento genético y la conservacion en banco de germoplasma. (Abdelnour
& Escalant, 1994)

Un factor importante en el desarrollo de las técnicas de cultivo vegetales fue el

descubrimiento de los reguladores de crecimiento.



El mantenimiento de los recursos fitogenéticos mediante los métodos del cultivo in
vitro se logra modificando las condiciones del cultivo, entre ellas: composicion del
medio de cultivo, con la disminucion y/o modificacion de la cantidad del contenido
mineral (Rayas et al., 2002), la adicion de agentes osmaoticos y/o la incorporacion
de retardantes de crecimiento (Espinosa et-al, 2002), la iluminacion, temperatura,
entre otras. Estas modificaciones influyen sobre la velocidad de la division celular,
el crecimiento normal y el metabolismo, reduciendo la frecuencia de transferencia
de las plantas a un medio de cultivo fresco (Garcia-Aguila et-al, 2007), con la
finalidad de reducir en lo posible el elevado nimero de variables que implica estas
transferencias de cultivo in vitro como: riesgos de alteracion genética, costos en
tiempo, pérdida por accidente o contaminacion de los explantes por la
manipulacion, entre otras (Pérez et al., 2010).

2.3.1. Micropropagacion in vitro

La micropropagacion se defini6 como “cualquier” procedimiento aséptico que
requiere la manipulacion en las plantas, de 6rganos, tejido o células que van a

producir una determinada poblacion de plantas (Krikorian, 1991).

La obtencién de plantulas in vitro se logra a través de tres vias diferentes: (1) A
partir de brotes, primordios, meristemo y embriones presentes en el explante a
utilizar. (II)A partir de un brote o meristemo iniciado dentro de un callo o
directamente sobre el explante. (lll) A partir de un embrién somatico. (Abdelnour
& Escalant, 1994)

Las ventajas de la micropropagacion son:

- Incremento acelerado del niumero de plantas derivadas por genotipo en
espacios reducidos: Cuando se usan métodos de propagacion
convencionales un esqueje produce una planta y una semilla, sin embargo,
un explante puede producir un infinito nimero de plantas.

- Evita el riesgo de contaminacion con patdégenos, ya que se realiza en

condiciones controladas.



- Permite controlar las condiciones ambientales, debido a su independencia
de los mismos (luz, temperatura y humedad controlada).

- Facilita el transporte del material

- Propagacion masiva de plantulas, especialmente especies de dificlil
propagacion por otros metodos, o en vias de extincion.

- Obtencion de plantas libres de virus.

- Produccion de semillas sintéticas.

- Conservacion en banco de germoplasma

- Germinacion de semillas

- Estudios fisiol6gicos diversos

- Produccion de haploides. (Abdelnour & Escalant, 1994; Segretin, 2006)

La micropropagacion presenta cuatro etapas principales: 1) establecimiento del
cultivo, 2) desarrollo y multiplicacion de vastagos o embriones, 3) enraizamiento y
4) aclimatacion de las plantulas. Generalmente, las etapas de enraizamiento y
aclimatacion pueden combinarse en condiciones ex vitro. (Levitus et al., 2010).
Algunos autores consideran que existe una etapa O (objetivo la eleccion y

preparacion del explante).

2.3.1.1 Micropropagacion in vitro en plantas bulbosas
a) Desinfeccion e introduccidn in vitro

Rice et al. (1983) usaron NaOCI al 2% durante 10 minutos para desinfectar bulbos
de Tulipa “Merry Widow”. Ademas, estudiaron la produccién de bulbos en un
medio basal MS suplementado con 30, 40, 50, 60, 70 y 80g/L de sacarosa,
determinando que la concentracion éptima fue 60g/L de sacarosa, donde se logro

2.14 bulbos/explante.

Nagukubo et al., 1993 reportaron el uso de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2%
durante 10 minutos para desinfectar bulbos de Allium sativum L, a continuacion,

estos fueron sembrados en medio LS suplementado con una concentracién entre



60g/L a 120g/L de sacarosa, la cual indujo el proceso de bulbificacion in vitro en

esta especie.

El uso de la solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) del 2% al 5% es lo mas
recomendado en el cultivo de tejidos vegetales, ya que inhibe de forma
irreversible, la actividad enzimética indispensable para el metabolismo celular en
los microorganismos, asi como la integridad de su membrana citoplasmatica.
(Abdelnour- Esquivel y Escalant 1994; Estrela et al., 2002)

Kumar y Nayak (2005) utilizaron cloruro de mercurio al 0.1% por 30 minutos para
la desinfeccion de los bulbos de Ornithogalum virens, ademas para la formacién
de bulbos in vitro, los explantes fueron sembrados en un medio MS suplementado
con ANA (0.5, 1,y 2 mg/L), 6-BAP (0.5, 1 y 2 mg/L) y sacarosa (45-90g/L). Siendo
el tratamiento méas efectivo el medio MS enriquecido con ANA (1mg/L), 6-BAP
(2mg/L) y 60g/L de sacarosa, donde se obtuvo entre 12-15 bulbos con un tamafio

de 2-10mm en 5 semanas de cultivo.

Sultana et al. (2010) utilizaron una solucién Clorox, con una concentracién de 10-
12% de NaOCI por 10 minutos para la produccién in vitro de bulbos de
Hippeastrum hybridum.  Asimismo, evaluaron el efecto de un medio MS
suplementando con diferentes concentraciones de BAP (0, 2, 4, 6 y 8 mg/L), CCC
(0, 125, 250 y 500 mg/L) y sacarosa (30, 60, 80, 90 y 110 g/L). La mayor
formacion de bulbos se observé en un medio suplementado con 6mg/L BAP,
500mg/L CCCy 90 g/L de sacarosa.

Ascough y Van Staden (2010) desinfectaron los bulbos de Albuca bracteata con la
inmersion de los explantes, en primer lugar, en una solucion de NaOCI al 3.5% por
10 minutos y a continuaciéon en una solucion de cloruro de mercurio al 0.1%
durante 10 minutos. Asimismo, demostraron que una concentracion menor o igual
a 30g/L de sacarosa induce la formacion de bulbos en esta especie, mientras que

una cantidad mayor a 30g/L de sacarosa inhibe el desarrollo de bulbos.

Hoesen (2010) realizé la introduccién in vitro de la especie Eleutherine sp.

(Iridaceae), para esto desinfecté los explantes (microbulbos con 0.3 - 0.5 cm de
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diametro) con una solucion de hipoclorito de sodio (Clorox al 30 — 40%) con un
tiempo de exposicion de 20 minutos. Como medio de iniciaciéon utilizé un medio
MS suplementado con 1mg/L de 6-BAP. Luego, en la etapa de multiplicacion
analizé dos medios de cultivo: MS suplementado con 2mg/L de 6-BAP y 5mg/L de
6-BAP.

Paredes et al. (2014) emplearon NaOCI al 2.5% en combinacién con 2 gotas de
Quix durante 15 minutos para la desinfeccion de los bulbos de Traubia modesta.
En la fase de multiplicacion se utiliz6: (1) medio MS sin reguladores de
crecimiento, (2) MS suplementado con 3mg/L de 6-BAP y 0.5mg/L de ANA, (3) MS
suplementado con 2mg/L de 6-BAP y 1mg/L de ANA y (4) MS suplementado con
6-BAP y 2mg/L de ANA. Se obtuvo 28 bulbos in vitro por planta madre, con un
rango de multiplicacién de 1.3 a 2.2. No hubo una diferencia significativa entre los

cuatro tratamientos.
b) Influencia de sacarosa en cultivo in vitro de plantas bulbosas

Heath y Hollies (1963) mencionaron que el diametro basal de los bulbos aumenta
conforme sea mayor la concentracion de azucar en el medio, ya que son

facilmente asimilados por las plantas de Allium cepa L.

Kato (1965), reportdé que altas concentraciones de sacarosa, ocasionan que el
tejido basal de Allium cepa funcione como sumidero y desarrolle bulbos mas

Vigorosos.

La bulbificacién se considera como la acumulacion de carbohidratos (Lercari.,
1982), lo cual es faciimente observable a través de la hinchazén basal de las

vainas mas externas de la planta.

Thorpe (1985) menciona que la importancia del balance entre carbono y energia
en el medio ha sido investigada durante mucho tiempo. Estos estudios llevaron a
la conclusion de que la sacarosa era la mejor fuente de carbono, aunque
dependera de la especie. La capacidad de utilizar diversas fuentes de carbono

para el crecimiento in vitro indica que estos productos son absorbidos en las



células y se integran al metabolismo celular. Es por ello que concluyé que la
concentracion de sacarosa en medio de cultivo puede provocar grandes efectos

en la morfogénesis y crecimiento de las plantas.

Sakuta et al. (1987) investigaron el efecto de 2 concentraciones de sacarosa
(30g/L y 60g/L) en la produccién de betaciatina a partir de células de Phytolacca
americana. Ellos observaron que, la acumulacién de este metabolito en un medio
de cultivo suplementado con 30g/L de sacarosa fue Optima, concluyendo que el
incremento de la concentracidén de sacarosa puede reducir el tamafio y niumero de

células.

Cormier et al. (1989) investigaron los efectos de la concentracion de sacarosa
sobre la acumulacion de antocianinas en Vitis vinifera. Utilizaron 4
concentraciones de sacarosa (20g/L, 30g/L, 50g/L y 60g/L de sacarosa). En los
tratamientos suplementados con 20g/L y 30 g/L de sacarosa no se observo un
cambio significativo, sin embargo en el medio suplementado con 50g/L de
sacarosa determinaron la mayor cantidad de antocianinas. Con estos resultados
demostraron que el estrés provocado por altas concentraciones de sacarosa en

medio de cultivo desencadena la acumulacién de antocianinas en las células.

La sacarosa en concentraciones entre 2 al 4 %, constituye la fuente de carbono
mas utilizada en los medios de cultivo ya que es sintetizada, transportada y
metabolizada de manera natural en las plantas (Pierik, 1991), ademas estimula la
formacion de 6rganos de reserva en plantas bulbosas (Chow et al., 1992; Gerrits &
Klerk., 1992).

Kahane et al. (1992) reportaron que la formacién de microbulbos en Allium cepa L.
depende principalmente de la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo,
estas diferencias se observaron a partir de los 60 dias de cultivo. Utilizaron
tratamientos enriquecidos con 40g/L, 60g/L, 80g/L, 100g/L y 120g/L de sacarosa,

siendo este ultimo el mas efectivo.

Keller (1993) indujo a la formacion de microbulbos en Allium sp. y Allium

ampeloprasum var. Porrum utilizando tres concentraciones de sacarosa (30, 50,
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150 g/L) en combinacion con la benciladenina (BA: 0, 12.5 mg/L) o etileno durante
(0, 5, 20 dias). El mayor porcentaje de obtencién de microbulbos se observo en

los tratamientos con las diferentes concentraciones de sacarosa con etileno.

Macia (1994) evalu6 las condiciones minimas de crecimiento con la utilizacion de
agentes osmoéticos en yuca (Manihot esculenta Crantz). En el primer ensayo,
utilizé 5 concentraciones diferentes de sacarosa (0, 10, 20, 40 y 80g/L) en el
medio MS + 1 mg/L de tiamina, 100 mg/L inositol + 0,01 mg/L &cido
naftalenacético (NAA), 0,02 mg/L bencilaminopurina (BAP) + 0,1 mg/L de &cido
giberélico (AG3) Los mejores resultados se obtuvieron con las concentraciones de
10 y 20 g/L de sacarosa. En el segundo ensayo utilizO dos concentraciones de
sacarosa (0 a 20g/L) y tres de manitol o sorbitol (0, 5y 10 g/L). La ausencia de la
sacarosa en el medio de cultivo afectd considerablemente el crecimiento de las
plantas, mientras que, el manitol tuvo un mayor efecto positivo que el sorbitol
sobre el desarrollo de las plantas. La concentracion de 10g/L de ambos azUcares
inhibe el crecimiento de manera critica. Los mejores resultados se obtuvieron con

20g/L de sacarosa sin manitol ni sorbitol.

Mohamed-Yassen et al. (1995) reportaron la formacion de bulbos de Allium spp.
en un medio M&S suplementado con 120g/L de sacarosa y 5g/L de carbdn
activado. EIl agregar este Ultimo componente incrementaba la temperatura y

estimulaba la formacién de bulbos.

Jiménez (1995) reporté que elevadas concentraciones de sacarosa en el medio de

cultivo promueven un crecimiento vigoroso de las raices

Descendit & Mérillon (1996) reportaron la produccién de antocianinas en cultivo en
suspension de Vitis vinifera enrigueciendo el medio de cultivo con 4
concentraciones de sacarosa: 20, 45, 60 y 80 g/L de sacarosa durante 18 dias.
Reportaron la maxima concentracion de antocianinas entre los dias 12 y 14 en el
medio suplementado con 60g/L de sacarosa, concluyendo que la mayor cantidad
de antocianinas esté fuertemente asociada a altas concentraciones de sacarosa.

Esto coincide con lo reportado por Kim & Kim (2002) quien evalud los efectos de
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nitrogeno y azucar en el medio de cultivo para la produccion de antocianinas,
concluyendo que la sacarosa al ser rapidamente hidrolizada a fructuosa y a
glucosa incrementa la produccién de este metabolito. Obtuvieron la mayor
concentracion de antocianinas en 40g/L de sacarosa luego de 12 dias de cultivo.

Kumar et al. (1999) micropropagaron tres cultivares de Gladiolus hybridus a partir
de segmentos de cormo sembrados en medio MS. Observaron que en el medio
suplementado con 120g/L de sacarosa hubo un aumento significativo de brotes.

(18 brotes/explante).

Benkeblia (2003) investigaron la produccion de CO2, azucares y compuestos
fendlicos en Allium cepa. Identificaron que los compuestos fendlicos interfieren

indirectamente con el proceso de brotacion.

Mifiano et al (2004) evaluaron el efecto de la concentracion de sacarosa en la
produccion de antocianinas a partir de cultivos celulares de Vitis vinifera L. var. red
globe. Se suplemento el medio de cultivo basal con concentraciones de 0, 20, 45
y 60g/L de sacarosa; determinaron que la produccién de antocianinas aumenta a
medida que se incrementa la concentracion de azlcar, si bien se crea un estrés
osmoético que inhibe el crecimiento celular, esto mejora la acumulacion de

antocianinas.

Quero (2004), estudio el proceso de rizogenesis en Ananas comosus L. Mrr. y
concluyé que elevadas concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo

promueven un crecimiento de las raices

Alvarenga - Venutolo et al. (2007) evaluaron el efecto de la concentracién de
sacarosa, la temperatura, el acido acetilsalicilico (ASA) y la combinacion de
algunos de estos factores Determinaron la supervivencia de los brotes después de
la adicion de altas concentraciones de sacarosa (0, 30, 50, 60, 70 y 80 g/l) y acido
acetilsalicilico (10, 10° y 10 M) al medio de cultivo, con disminuciones en la
temperatura de crecimiento (16, 18, 20, 22 y 25°C). Consideraron que el mejor
tratamiento fue la adicion de 60 g/l de sacarosa al medio de cultivo con una

temperatura de 16°C.
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Borges et al. (2008) estudiaron los efectos de distintas concentraciones de
sacarosa en el medio de cultivo en la micropropagacion de embriones cigoticos de
cocos nuciferas L. Se utilizé medio Eeuwens con la adicion de sacarosa al 20, 40,
60 y 80 g/L. A los 18 meses de cultivo, determinaron que la incorporacion de
60g/L de sacarosa en el medio Eeuwens fue la méas adecuada para su
conservacion, donde se observé los mas altos porcentajes de supervivencia y

mayor vigor de las plantulas.

Chévez et al. (2010) evaluaron la influencia de la sacarosa en la multiplicacion in
vitro de Pinus caribaea var. caribaea. Utilizaron concentraciones de 30, 40, 50 y 60
g/L de sacarosa, en este Ultimo tratamiento se obtuvieron plantas mas
desarrolladas, concluyendo que el aumentar la concentracion de sacarosa
promueve la brotacion, ya que incrementa la cantidad de carbohidratos que se

pueden almacenar.

Vega et al. (2015) estandarizaron un protocolo para la regeneracion in vitro de
Allium cepa var. aggregatum a partir de meristemos apicales. En el medio de
cultivo que contenia 50g/L de sacarosa, se logré un 68% de crecimiento de las
plantas, mientras que en los medios suplementados con 70g/L y 90g/L de
sacarosa, se obtuvo menos del 35% de plantas. Concluyeron que un excedente
de sacarosa puede causar estrés osmatico, y que las plantas pueden absorber y

asimilar una cantidad limitada de sacarosa.
c) Influencia de fitohormonas en cultivo in vitro de plantas bulbosas

El medio basal propuesto por Murashigue y Skoog (1962) ha sido utilizado
frecuentemente en la mayoria de especies micropropagadas in vitro (Kartha,
1981). En algunos casos es necesario el uso de dos grupos de fitorreguladores de

crecimiento, auxinas y citoquininas (Thorpe, 1981).

Dunstan & Short (1977) reportaron un mejoramiento en el cultivo in vitro de Allium
cepa suplementando el medio de cultivo B5 con fitohormonas, asimismo Hussey

(1978) concluyeron que el enriquecer el medio de cultivo con 6-BAP y 2 iP
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isopentilamina, indujeron el desarrollo de plantulas mas vigorosas en 8 semanas

de cultivo.

El éxito de la bulbificacion dependera de la concentracion de fitohormonas y de
sacarosa, entre otros (Mohamed - Yasseen et al., 1995), esto implica la
transferencia a numerosos medios de cultivo con diferentes combinaciones de los
reguladores de crecimiento y concentraciones de carbohidratos+. (Zel et al.,
1997).

Medina et al (2004) implementaron un método para la propagacion clonal de seis
variedades de Oryza sativa. Luego de cuatro semanas de cultivo, se obtuvo la
mayor cantidad de brotes en un medio de cultivo suplementado con 5mg/L de 6-
BAP.

Mujica & Mogollébn (2004) Reportaron el efecto que tienen 3 diferentes
concentraciones de sacarosa (30g/L, 60g/L y 90g/L) sobre la bulbificacién in vitro
de ajo (Allium sativum L.), asimismo estos autores en un intento de mejorar la
eficiencia en la bulbificacion de esta especie evaluaron el efecto de la
benciladenina (6-BAP), zeatina (Z) y 2- isopentilamina (0.5; 1 y 2 mg/L), en
combinacion con las 3 concentraciones mencionadas anteriormente en un medio
MS. Mientras que en este mismo afio, Garcia y colaboradores obtuvieron una
respuesta negativa a la tuberizacion de Dioscorea alata L. variedad Cartagena en
presencia de un medio de cultivo suplementado con 0.5mg/L de 6-BAP.

Jordan & Casaretto (2006) mencionaron que las citoquininas (6-BAP, Kin, entre
otras) promueven la formacion de brotes ya que causan una disminucion de la
dominancia apical, fomentando el crecimiento de las yemas axilares. Este tipo de
fitohormonas son claves para inducir el desarrollo de novo brotes en diversos

explantes.

Castro & Londofio (2008) evaluaron el efecto sobre la proliferacion de microbulbos
en el Lirio (Lilium sp) de tres concentraciones de Kin (0; 1; 3; 5 mg/L) en

combinacién con tres concentraciones de sacarosa (30, 60, 90 g/L), siendo el
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mejor tratamiento el de 1mg/L de kinetina y 60g/L de sacarosa. Utilizaron medio
de cultivo MS.

Gbomez-Zeledon et al. (2011) determinaron que la incorporacion de citoquininas en
el medio del cultivo incrementa la sintesis de antocianinas en Daucus carota,
mientras que Mori et al (2014) report6é este comportamiento en Fragaria ananassa

cv Shikinari.

Ademas, Martinez et al (2012) lograron la formacion de yemas en Sorghum bicolor
utilizando un medio MS suplementado con una concentracion de 0.10 y 0.21 mg/L
de Kin, mientras que, Ascough et al. (2009) mencionaron que el uso de altas
concentraciones de sacarosa (6-38%), citoquininas (Kinetina), asi como factores
de fotoperiodo y temperatura promueven la formacién de microbulbos.

2.4. Propiedades medicinales y usos tradicionales del género Eleutherine.

En la medicina tradicional, los bulbos de E. bulbosa son utlizados como
vermifugo, antibacteriano, analgésico (Hodge & Taylor., 1956), abortivo vy

anticonceptivo (Weniger et al., 1982).

En la comunidad indigena Shipibo — Conibo, Eleutherine bulbosa es utilizada para
el control de la natalidad (Shultes y Raffaud, 1990). Para ello se elabora el
siguiente brebaje: Se realiza una decoccién de 5 bulbos en 1L de agua, se
concentra hasta obtener un volumen de 250mL. Esta preparacién se ingerira

durante los dias de la menstruacion por espacio de tres periodos (meses).

En la comunidad de los maka (Paraguay), los bulbos son utilizados como tintes,
del cual se obtiene una coloraciéon roja. Para su preparacion los bulbos son
hervidos en agua junto con los hilos y a continuacion agregan hamago de la miel

de una abeja nativa, cuya finalidad es fijar el color en la tela.

En el mercado de Belén, ubicado en la ciudad de Iquitos, region Loreto, los
expendedores de las plantas medicinales recomiendan el uso de los bulbos de E.
bulbosa como antidisentérico y mencionan que es el tratamiento mas efectivo para

la amebiasis.
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En paises como Indonesia, los bulbos de Eleutherine palmifolia son utilizados de
forma tradicional para el tratamiento del cancer (Shibuya et al., 1997). Cabe
mencionar que los bulbos de E. americana son empleados comunmente en la

comida Tailandesa (Ifesan et al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencidn de material biolégico

Los bulbos de Eleutherine bulbosa “yawar piri piri’, fueron obtenidos del “Jardin
botanico de plantas medicinales de Allpahuayo”, ubicado en el distrito de lquitos
(120 msnm), provincia de Maynas, region Loreto (Figura 1). Estos fueron
almacenados en un cooler dentro de bolsas ziploc herméticamente selladas
(Figura 2), para su traslado al Laboratorio de Biotecnologia y Fisiologia Vegetal
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Ricardo Palma, distrito
de Surco, Lima. Donde fueron conservados a temperatura ambiente hasta su

utilizacion.

3.2. Preparacion de los medios de cultivo

En este ensayo se utiliz6 medio MS (Murashige-Skoog, 1962) (Tabla 1). Para su
elaboracién fue necesario preparar las soluciones stock de macronutrientes,
micronutrientes, vitaminas y de quelato de hierro (Fe-EDTA). Estas se
mantuvieron en frascos de vidrio debidamente rotulados y refrigerados a 4°C,
hasta su uso en la preparacion del medio de introduccion in vitro y multiplicacion
clonal para determinar la concentraciébn Optima de sacarosa e influencia de

fitohormonas en Eleutherine bulbosa.

3.2.1. Medio para introduccion in vitro de Eleutherine bulbosa

El medio de cultivo para introduccion in vitro consistio en sales MS (Murashige-
Skoog, 1962) (Tabla 1), y fue preparado a partir de soluciones stock de
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y de quelato de hierro (Fe-EDTA). Se
suplementé con 30 g/L de sacarosa y el pH se ajust6 a 5.8 utilizando NaOH 1My
HCI 1M (Tabla 2). A continuacion, se adicion6 3g/L del agente gelificante (Gelrite),

el cual fue diluido en microondas. Luego se sirvio 10ml del medio en tubos de
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ensayo de 25mm x 150mm, los cuales fueron sellados con papel aluminio y

esterilizados en autoclave a 121 °C por 15 min a 1 atm de presion.

3.2.2. Medios de cultivo de multiplicacion clonal para determinar la
concentracion 6ptima de sacarosa e influencia de fitohormonas en

Eleutherine bulbosa

Los medios de cultivo para determinar la concentracion 6ptima de sacarosa e
influencia de fitohormonas en la multiplicaciéon clonal, consistieron en sales MS
(Murashige-Skoog, 1962) (Tabla 2), y fueron preparados a partir de soluciones
stock. Estos fueron suplementados con 1mg/L de 6-BAP 6 1mg/L de kinetina y
diferentes concentraciones de sacarosa en un rango de 30g/L-150g/L, segun
tratamiento (Tabla 3), y el pH se mantuvo en 5.8. A continuacion, se adicion6 3g/L
de Gelrite, el cual fue diluido en microondas. Luego se sirvi6 10mL del medio en
tubos de ensayo de 25mm x 150mm y 30mL del medio en frascos de vidrio de
70mm x 120mm, los cuales fueron sellados con papel aluminio y esterilizados con

autoclave en las mismas condiciones que el medio para introduccion in vitro.
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3.3. Desinfeccion e introduccion in vitro de meristemos

Se seleccionaron 15 bulbos de buena apariencia sin dafios en las capas externas
y de coloracidon rojizo violaceo. Estos fueron lavados con abundante agua y
detergente durante 15 minutos, luego se enjuagaron de 3 a 4 veces con agua
destilada. Terminado este proceso, dentro de la camara de flujo laminar
(previamente esterilizada mediante lampara UV por 15 minutos), los bulbos fueron
sumergidos en alcohol 96° por 1 minuto y posteriormente en una solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 2.5% por un tiempo de 15 minutos. Finalizado este
proceso, los bulbos fueron enjuagados 3 veces con agua destilada estéril con un
intervalo de 5 minutos entre enjuague a enjuague, para eliminar los restos de la

solucion. (Figura 3)

Los bulbos desinfectados fueron transferidos a una placa Petri estéril, luego
utilizando un estereoscopio binocular marca LEICA, se aislaron los meristemos
con 1 o 2 primordios foliares con ayuda de pinzas y bisturis previamente
esterilizados. (Figuras 4 y 5) Los meristemos aislados fueron sembrados en el
medio para introduccién in vitro e incubados a una temperatura de 26 + 2°C, en

condiciones de fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs oscuridad. (Figuras 6)
3.4. Multiplicacién clonal de Eleutherine bulbosa

Las plantulas provenientes de la etapa de introduccién in vitro con un tamafio
entre 3 a 5 cm y 120 dias de cultivo fueron colocadas en una placa Petri estéril,
donde se cortaron las hojas y raices. A continuacion, se aislaron los microbulbos
con la ayuda de un bisturi y una pinza; y fueron sembrados en medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) suplementado con sacarosa (30g/L). Luego fueron
incubados en la sala de crecimiento manteniendo las mismas condiciones como

en la etapa de introduccion.

19



3.4.1. Determinacion del efecto de la sacarosa en la multiplicaciéon y

formacion de microbulbos de Eleutherine bulbosa.

En los ensayos para determinar la concentracion O6ptima de sacarosa para
multiplicacion clonal se utiliz6 medio MS en 5 tratamientos con diferentes
concentraciones de sacarosa: tratamiento 1 (T1), 2 (T2), 3 (T3), 4 (T4) y 5 (T5)
suplementados con: 30g/L, 60g/L, 90g/L, 120g/L y 150g/L de sacarosa,

respectivamente. (Tabla 3)

A los 90 dias de cultivo, las plantulas provenientes de la etapa de multiplicacion
fueron colocadas en una placa Petri estéril, y con ayuda de un bisturi y una pinza
se aislaron los microbulbos. A continuacion, estos fueron sembrados, un
microbulbo por tubo e incubados en el cuarto de crecimiento a una temperatura de

26 £ 2°C en condiciones de fotoperiodo de 16hrs luz/8hrs oscuridad.

Se tomdé como unidad experimental un (01) microbulbo por tubo, con doce
repeticiones por tratamiento; donde se evaluaron el numero de microbulbos a los
30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias de cultivo in vitro. Luego se midié el diametro los
microbulbos obtenidos por cada tratamiento a los 180 dias de cultivo utilizando un
vernier marca KAMASA. (Figura 7)

3.4.2. Determinacion del efecto de la sacarosa y 6-BAP en la

multiplicacién y formacion de microbulbos de Eleutherine bulbosa.

En los ensayos para determinar la concentracion Optima de sacarosa en
combinacion con 1mg/L de 6-BAP para multiplicacion clonal se utiliz6 medio MS
con 1mg/L de 6-BAP en 5 tratamientos con diferentes concentraciones de
sacarosa: tratamiento 6 (T6), 7 (T7), 8 (T8), 9 (T9) y 10 (T10) suplementados con:
30g/L, 60g/L, 90g/L, 120g/L y 150g/L de sacarosa, respectivamente. (Tabla 3)

A los 90 dias de cultivo, las plantulas provenientes de la etapa de multiplicacion

fueron colocadas en una placa Petri estéril, y con ayuda de un bisturi y una pinza
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se aislaron los microbulbos. A continuacion, estos fueron sembrados, un
microbulbo por tubo e incubados en el cuarto de crecimiento a una temperatura de

26 £ 2°C en condiciones de fotoperiodo de 16hrs luz/8hrs oscuridad.

Se tomdé como unidad experimental un (01) microbulbo por tubo, con doce
repeticiones por tratamiento; donde se evaluaron el nimero de microbulbos a los
30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias de cultivo in vitro. Luego se midi6 el diametro de
los microbulbos obtenidos por cada tratamiento a los 180 dias de cultivo utilizando

un vernier marca KAMASA. (Figura 7)

3.4.3. Determinacion del efecto de la sacarosa y Kinetina en la
multiplicacién y formacion de microbulbos de Eleutherine bulbosa.

En los ensayos para determinar la concentracion Optima de sacarosa en
combinacion con 1mg/L de Kin para multiplicacion clonal se utiliz6 medio MS con
1mg/L de Kin en 5 tratamientos con diferentes concentraciones de sacarosa:
tratamiento 11 (T11), 12 (T12), 13 (T13), 14 (T14) y 15 (T15) suplementados con:
30g/L, 60g/L, 90g/L, 120g/L y 150g/L de sacarosa, respectivamente. (Tabla 3)

A los 90 dias de cultivo, las plantulas provenientes de la etapa de multiplicacion
fueron colocadas en una placa Petri estéril, y con ayuda de un bisturi y una pinza
se aislaron los microbulbos. A continuacién, estos fueron sembrados, un
microbulbo por tubo e incubados en el cuarto de crecimiento a una temperatura de

26 * 2°C en condiciones de fotoperiodo de 16hrs luz/8hrs oscuridad.

Se tom6 como unidad experimental un (01) microbulbo por tubo, con doce
repeticiones por tratamiento; donde se evaluaron el nimero de microbulbos a los
30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias de cultivo in vitro. Luego se midio el diametro de
los microbulbos obtenidos por cada tratamiento a los 180 dias de cultivo utilizando

un vernier marca KAMASA. (Figura 7)
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3.5. Disefio experimental y analisis estadistico

Se evaluaron 15 tratamientos para la determinar la concentracidon Optima de
sacarosa en combinacion con citoquininas para la multiplicacién y obtencion de
microbulbos de Eleutherine bulbosa. Cada microbulbo represent6 una unidad
experimental, se evalué el numero y didmetro de microbulbos. Los resultados
fueron analizados con el Software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 23. Se aplico la prueba de normalidad Shapiro Wilk, y luego la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para determinar la existencia de
diferencias significativas en cada uno de los tratamientos (P<0.05).
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4. RESULTADOS

4.1 Desinfeccion e introduccién in vitro de meristemos

Se desinfectaron 15 bulbos con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2.5% con un
tiempo de exposicion de 15 minutos. A continuacion, se realizo el aislamiento de
los meristemos, en esta operacién se retird cuidadosamente las capas (hojas)
externas hasta encontrar los meristemos; algunos bulbos presentaron de 2 a 3
yemas laterales, a las cuales también se le retir6 las hojas hasta obtener el
meristemo. En total, 30 meristemos con 1 6 2 primordios foliares fueron aislados y
sembrados en un medio MS suplementado con 30g/L de sacarosa. Como
resultado se obtuvo 25 meristemos que no se contaminaron lo cual representa un
porcentaje de 83.3% mientras que 5 meristemos se contaminaron con
Micrococcus sp. o Aspergillus sp., esto representa un porcentaje de 6.67% y 10%,

respectivamente.

A los 90 dias de cultivo se observo el desarrollo de plantulas con 30 a 40mm de
longitud, las cuales presentaron entre 2 a 3 hojas lanceoladas de color verde claro
y microbulbos de color verde o blanco (Figura 8); transcurrido 120 dias de cultivo,
estas plantulas lograron formar hasta 3 microbulbos por tubo 0 magenta. De los 25
meristemos introducidos in vitro: 4 no formaron microbulbos, 18 formaron 2
microbulbos y 3 formaron 3 microbulbos, dando un total de 49 microbulbos de E.
bulbosa (Figura 9). La diferencia entre la formacion de microbulbos probablemente
se debe a que no todos los meristemos aislados e introducidos in vitro estuvieron
lo suficientemente desarrollados al momento de la introduccion, lo cual nos
demuestra el desarrollo lento de algunos meristemos a los 120 dias de cultivo en

comparacion a los que formaron 3 microbulbos.

4.2 Multiplicacion clonal de Eleutherine bulbosa

En este ensayo los microbulbos obtenidos en la etapa de introduccion (49

microbulbos) fueron transferidos a un medio de cultivo fresco de la misma
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composicion (MS + 30g/L sacarosa), a los 90 dias de cultivo se observo la
formacion de 3 a 4 microbulbos por plantula. Obteniéndose en 39 plantulas la
formacién de 4 microbulbos mientras que, en 10 plantulas se observo la formacion

de 3 microbulbos, dando un total de 186 microbulbos en 90 dias (Figura 10).

Estos microbulbos fueron utilizados en los ensayos de determinacion de la
concentracion Optima de sacarosa e influencia de fitohormonas como: 6-BAP y

Kinetina para la multiplicacion clonal de esta especie.

4.2.1. Determinacion del efecto de la sacarosa en la multiplicacién y

formacién de microbulbos de Eleutherine bulbosa

A los 30 dias de cultivo se analizo visualmente las plantulas desarrolladas en cada
uno de los 5 tratamientos, observandose en los tratamientos T1 (30g/L de
sacarosa-control), T2 (60g/L de sacarosa), T3 (90g/L de sacarosa) y T4 (120g/L de
sacarosa) entre 2 a 3 hojas de color verde, el desarrollo hasta de 4 raices por
plantula y, microbulbos de forma alargada y color rosado; donde se obtuvo un
promedio de nimero de microbulbos (promedio * error estandar) de 2.40 + 0.27,
2.33 + 0.26, 2.55 £ 0.28 y 2.33 = 0.43 microbulbos/explante, respectivamente.
Estos resultados muestran que no hubo diferencia en el desarrollo de microbulbos
en los primeros 4 tratamientos. Por otra parte, en el tratamiento T5 (150g/L de
sacarosa) no se observd el desarrollo de microbulbos ni hojas verdaderas,
obteniéndose un promedio de numero de microbulbos de 1.17 %= 0.11
microbulbos/explante, ademas en el medio de cultivo se evidencié un exudado de

color amarillo (Figura 11, 13 y Tabla 3)

Los resultados a los 60 dias de cultivo demuestran que en los tratamientos T1, T2,
T3 y T4 se mantuvo el desarrollo de raices de buena apariencia y hojas de color
verde, asi como de microbulbos de forma alargada y color rosado, sin embargo,
en los tratamientos T3 y T4 se observo entre 1 a 2 microbulbos de color violaceo
parecidos a los bulbos de la planta madre. El promedio de nimero de microbulbos
en el tratamiento T1 aumenté de 2.40 + 0.27 a 3.50 + 0.43 mientras que, en el
tratamiento T2 de 2.33 + 0.26 a 3.83 + 0.44, en el tratamiento T3 de 2.55 + 0.28 a
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4.36 = 0.39 y por ultimo en el tratamiento T4 de 2.33 + 0.43 a 3.75 + 0.58
microbulbos/explante, respectivamente. Estos resultados muestran que el
tratamiento enriquecido con 90g/L de sacarosa fue donde se obtuvo el mayor
namero de microbulbos con 4.36 + 0.39 microbulbos/explante. Por otro lado, en el
tratamiento T5, no se observo el desarrollo de microbulbos manteniéndose un
promedio de numero de microbulbos de 1.17 £ 0.11 microbulbos/explante y el
medio de cultivo presentd un exudado de color amarillo similar a lo observado a
los 30 dias de cultivo. (Figura 11, 14y Tabla 3)

Los resultados obtenidos a los 90 dias de cultivo en los tratamientos T1, T2, T3y
T4 fueron similares a los observados a los 30 y 60 dias, sin embargo, en el
tratamiento T4 algunos microbulbos presentaron forma cénica redondeada y en
todos los tratamientos se observd la fenolizaciobn parcial de las raices. El
promedio de numero de microbulbos en el tratamiento T1 aument6 de 3.50 + 0.43
a 4.50 + 0.54 mientras que, en el tratamiento T2 de 3.83 £ 0.44 a 5.00 £ 0.44, en
el tratamiento T3 de 4.36 £ 0.39 a 5.36 £ 0.47 y por ultimo en el tratamiento T4 de
3.75 + 0.58 a 6.66 = 0.86 microbulbos/explante, respectivamente. Observandose
en el tratamiento suplementado con 120g/L de sacarosa el mayor niamero de
microbulbos con 6.66 = 0.86 microbulbos/explante. Por otra parte, en el
tratamiento T5, se observé en 2 unidades experimentales (2 tubos), el desarrollo
de nuevos brotes, mientras que en 10 unidades experimentales (10 tubos), los
microbulbos presentaron un color amarillo con partes necrosadas, asi como la
presencia de un exudado de color amarillo mas oscuro a lo observado a los 60
dias en el medio de cultivo; el promedio de numero de microbulbos fue de 1.25 +

0.18 microbulbos/explante (Figura 11, 15y Tabla 3)

A los 120 dias de evaluacion en los tratamientos T1, T2 y T3 se mantuvo la
fenolizacion parcial de las raices y el desarrollo de microbulbos de forma alargada
y color rosado, ademas se observé las primeras hojas de color amarillo con
apariencia seca en cada una de las plantulas de los tratamientos (T1, T2y T3). El
promedio de niumero de microbulbos en el tratamiento T1 aument6 de 4.50 + 0.54
a 5.00 = 0.67 mientras que, en el tratamiento T2 de 5.00 £ 0.44 a 5.83 + 0.60 y en
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el tratamiento T3 de 5.36 + 0.47 a 6.64 = 0.54 microbulbos/explante,
respectivamente. Ademas, en el tratamiento T4 se observé el desarrollo de nuevas
raices y hojas, las cuales fueron pequefias en comparacion a las observadas en
los tratamientos T1, T2 y T3, ademas los microbulbos mantuvieron forma alargada
0 cobnica redondeada y color rosado; se obtuvo un promedio de 7.33 + 0.99
microbulbos/explante. Por otro lado, en el tratamiento T5, se observé microbulbos
de color amarillo totalmente necrosados mientras que, el medio de cultivo adquirié
una tonalidad pardo amarillento y el promedio fue de 133 = 0.22

microbulbos/explante. (Figura 12, 16 y Tabla 3)

A los 150 dias de cultivo en los tratamientos T1, T2 y T3 se observo la fenolizacion
total a nivel de las raices, mayor cantidad de hojas de color amarillo con
apariencia seca por plantula, y el desarrollo de microbulbos de forma alargada y
color rosado. El promedio de nimero de microbulbos aument6 en el tratamiento
T1 de 5.00 + 0.67 a 5.60 £ 0.72 mientras que, en el tratamiento T2 de 5.83 = 0.60
a 641 + 0.65 y en el tratamiento T3 de 6.64 + 054 a 7.64 + 0.53
microbulbos/explante, respectivamente. Los resultados obtenidos en el tratamiento
T4 son similares a los observados a los 120 dias, sin embargo, la mayoria de los
microbulbos desarrollados presentaron un color violaceo y el promedio aumenté
de 7.33 £ 0.99 a 8.17 £ 1.19 microbulbos/explante. Por ultimo, en el tratamiento
T5, no se observo el desarrollo de microbulbos y el promedio se mantuvo en 1.33

+ 0.22 microbulbos/explante. (Figura 12, 17 y Tabla 3)

Los resultados obtenidos a los 180 dias de cultivo en los tratamientos T1, T2y T3
fueron similares a los observados a los 150 dias, con la unica diferencia del
incremento del niumero de hojas muertas en los tratamientos T1 y T2; el promedio
de numero de microbulbos fue de 6.20 + 0.84, 6.75 = 0.66 y 8.09 + 0.41
microbulbos/explante, respectivamente. Mientras que, en el tratamiento T4 se
observo el engrosamiento de raices y hojas verdes con buena apariencia, pero
pequefas con respecto a las observadas en los tratamientos T1, T2 y T3; el
promedio de numero de microbulbos aument6 de 8.17 + 1.19 a 9.58 + 1.49

microbulbos/explante, siendo este el mejor tratamiento para obtener el mayor
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namero de microbulbos una vez transcurrido 180 dias de cultivo. Por otro lado, en
el tratamiento T5, no se observo el desarrollo de microbulbos y el promedio de
namero de microbulbos se mantuvo en 1.33 + 0.22 microbulbos/explante. (Figura
12,18 y Tabla 3)

Se evalué los microbulbos obtenidos en cada tratamiento: En los tratamientos T1y
T2, se obtuvieron 62 y 83 microbulbos de forma alargada y color rosado con un
diametro promedio (promedio * error estandar) de 2.55 £ 0.12 mm y 3.24 + 0.08
mm, respectivamente. Mientras que, en el tratamiento T3 se lograron obtener 93
microbulbos de forma alargada y color rosado o violaceo con un didmetro
promedio de 3.40 + 0.07 mm. Asimismo, en el tratamiento T4 se obtuvo 108
microbulbos los cuales presentaron forma alargada o cénica redondeada de color
rojizo violaceo propio de los bulbos en el campo, por otra parte, se evidencié que
la mayoria de microbulbos mostraron un color violaceo blanquecino; el didmetro
promedio fue de 3.47 £ 0.08mm. Por ultimo, en el tratamiento T5 so6lo se obtuvo 16
microbulbos con un diametro promedio de 2.37 £ 0.11mm, al suplementar el medio
de cultivo con 150g/L de sacarosa inhibe el desarrollo de microbulbos asi como de

hojas y raices. (Figuras 19, 38 y Tabla 6)

4.2.2. Determinacion del efecto de la sacarosa y 6-BAP en la
multiplicacién y formacion de microbulbos de Eleutherine bulbosa

A los 30 dias de cultivo se observé en los tratamientos T1 (30g/L de sacarosa -
control), T6 (30g/L de sacarosa+1lmg/L 6-BAP) y T7 (60g/L de sacarosa+1mg/L 6-
BAP) el desarrollo de microbulbos de forma alargada y color rosado, a excepciéon
en el tratamiento T6 (30g/L de sacarosa+lmg/L 6-BAP) donde estos fueron de
color blanco o verde claro; el promedio de nimero de microbulbos fue de 2.40 +
0.27, 2.64 + 0.28 y 1.83 + 0.11 microbulbos/explante, respectivamente. Mientras
que, en los tratamientos T8 (90g/L de sacarosa+lmg/L 6-BAP), T9 (120g/L de
sacarosa+lmg/L 6-BAP) y T10 (150g/L de sacarosatlmg/L 6-BAP), los
microbulbos fueron de color violaceo y forma conica redondeada; el promedio de
namero de microbulbos fue de 2.00 + 0.17, 1.83 + 0.11 y 1.17 + 0.11
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microbulbos/explante, respectivamente. En todos los tratamientos se observo la

formacion de hojas verdes y raices de buena apariencia. (Figura 20, 22 y Tabla 4)

Los resultados a los 60 dias de cultivo muestran que los tratamientos T1, T6y T7
mantuvieron las caracteristicas observadas en los microbulbos a los 30 dias de
evaluacion, pero el desarrollo de hojas verdes y raices de buena apariencia fue
mejor en los tratamientos T1 y T6. El promedio de numero de microbulbos
aumento en el tratamiento T1 de 2.40 + 0.27 a 3.50 = 0.43 mientras que, en el
tratamiento T6 de 2.64 + 0.28 a 4.00 + 0.45 y en el tratamiento T7 de 1.83 £+ 0.11 a
2.58 + 0.15 microbulbos/explante, respectivamente. En los tratamientos T8, T9 y
T10 los microbulbos mantuvieron la forma conica redondeada y color violaceo,
pero solamente se observo el desarrollo de 1 a 2 raices por plantula mientras que,
en los tratamientos T9 y T10 se observé hojas con bordes de apariencia seca. El
promedio de nimero de microbulbos fue de 2.17 £ 0.24, 1.92 + 0.15y 1.42 + 0.23
microbulbos/explante, respectivamente. (Figura 20, 23 y Tabla 4)

Los resultados obtenidos a los 90 dias de cultivo en los tratamientos T1, T6y T7
fueron similares a los observados a los 30 y 60 dias. EIl promedio de numero de
microbulbos aumento en el tratamiento T1 de 3.50 + 0.43 a 4.50 + 0.54 mientras
que, en el tratamiento T6 de 4.00 + 0.45 a 5.18 £ 0.63 y en el tratamiento T7 de
2.58 + 0.15 a 3.33 = 0.14 microbulbos/explante, respectivamente. Observandose
en el tratamiento suplementado con 30g/L de sacarosa en combinacion con 1mg/L
de 6-BAP, el mayor numero de de microbulbos con 5.18 + 0.63
microbulbos/explante. En los tratamientos T8 y T9 se observé hojas de color
amarillo, deformes y de apariencia seca, por otra parte, en el tratamiento T10 sélo
se observo hojas muertas; en estos tres tratamientos solo se desarrollaron entre 1
a 2 raices por plantula mientras que, los microbulbos mantuvieron la forma y color
observado a los 30 y 60 dias de cultivo. EI promedio de nimero de microbulbos
fue de 250 + 0.31, 200 + 0.12 y 158 + 0.23 microbulbos/explante,
respectivamente. (Figura 20, 24 y Tabla 4)

A los 120 dias de evaluacion en los tratamientos T1, T6 y T7, los microbulbos

mantuvieron su forma alargada y color rosado, a excepcién en el tratamiento T6
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donde estos fueron de color blanquecino, las hojas fueron de color verde y las
raices estuvieron parcialmente fenolizadas. El promedio de numero de
microbulbos aumenté en el tratamiento T1 de 4.50 = 0.54 a 5.00 £ 0.67 mientras
que, en el tratamiento T6 de 5.18 + 0.63 a 6.45 £ 0.74 y en el tratamiento T7 de
3.33 =+ 0.14 a 3.92 + 0.19 microbulbos/explante, respectivamente. En los
tratamientos T8, T9 y T10 se observaron hojas deformes y muertas, y entre 1 a 2
raices por plantula mientras que, los microbulbos mantuvieron la forma coénica
redondeada y color violaceo. El promedio de numero de microbulbos fue de 2.75 +
0.30, 2.58 £ 0.19 y 1.58 £ 0.23 microbulbos/explante, respectivamente. (Figura 21,
25y Tabla 4)

A los 150 dias de cultivo en el tratamiento T1 se observo la fenolizacion total a
nivel de las raices, mayor cantidad de hojas de color amarillo con apariencia seca
por plantula mientras que, en los tratamientos T6 y T7 las hojas mantuvieron su
color verde y los microbulbos en estos tres tratamientos presentaron las mismas
caracteristicas observadas a los 120 dias. El promedio de nimero de microbulbos
aumentoé en el tratamiento T1 de 5.00 + 0.67 a 5.60 £ 0.72 mientras que, en el
tratamiento T6 de 6.45 + 0.74 a 7.10 £ 0.71 y en el tratamiento T7 de 3.92 + 0.19
a 4.92 £ 0.15 microbulbos/explante, respectivamente. Los resultados obtenidos en
los tratamientos T8, T9 y T10 fueron similares a los observados a los 120 dias de
cultivo, el promedio de niumero de microbulbos fue de 3.10 + 0.31, 3.00 £ 0.17 y

1.58 £ 0.23 microbulbos/explante, respectivamente. (Figura 21, 26 y Tabla 4)

Los resultados observados a los 180 dias de cultivo en el tratamiento T1 muestran
hojas muertas, la fenolizacion total de las raices y el desarrrollo de microbulbos de
forma alargada y color rosado, con un promedio de 6.20 * 0.84
microbulbos/explante de 2.55 + 0.12 mm de diametro promedio. En el tratamiento
T6 las hojas mantuvieron buena apariencia y los microbulbos fueron de forma
alargada y color blanquecino, con un promedio de 8.09 = 0.73
microbulbos/explante de 2.45 + 0.10 mm de didmetro promedio. Mientras que, en
el tratamiento T7 se observo hojas muertas y el desarrollo de microbulbos de

forma alargada y color rosado, pero mas gruesos que los observados en el
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tratamiento T1, con un promedio de 5.58 + 0.23 microbulbos/explante de 3.28 *
0.11 mm de diametro promedio. Por otra parte, en los tratamientos T8, T9 y T10
se observaron hojas muertas, 1 o 2 raices totalmente fenolizadas por plantula y
microbulbos de color rojizo violaceo y forma conica redondeada. EIl promedio fue
de 3.33 £ 0.38, 3.33 + 0.19 y 1.66 + 0.22 microbulbos/explante con un diametro
promedio de 4.45 + 0.15, 4.00 £ 0.14 y 4.43 + 0.13 mm, respectivamente. (Figura
21, 27, 28, 38 y Tabla 4, 6)

4.2.3. Determinacion del efecto de la sacarosa y Kinetina en la
multiplicacién y formacion de microbulbos de Eleutherine bulbosa

A los 30 dias de cultivo se observé en los tratamientos T1 (30g/L de sacarosa-
Control), T11 (30g/L de sacarosa+lmg/L Kin) y T12 (60g/L de sacarosa+lmg/L
Kin) el desarrollo de microbulbos de color rosado y forma alargada, a excepcion en
el tratamiento T12 (60g/L de sacarosa+1lmg/L Kin) donde estos fueron de color
violaceo; el promedio de numero de microbulbos fue de 2.40 + 0.27, 2.00 +0.12y
1.92 = 0.15 microbulbos/explante, respectivamente. Mientras que, en los
tratamientos T13 (90g/L de sacarosa+lmg/L Kin) y T14 (120g/L de
sacarosa+1lmg/L Kin) se observaron microbulbos de forma coénica redondeada y
color violaceo, pero en el tratamiento T14 estos fueron de color rosado; el
promedio de numero de microbulbos fue de 1.17 + 0.11 y 1.10 + 0.83
microbulbos/explante, respectivamente. En estos 5 tratamientos se observaron el
desarrollo de hojas de color verde y raices de buena apariencia. Por otra parte, en
el T15 (150g/L de sacarosa+1mg/L Kin) se observd hojas de color amarillo con
apariencia seca, microbulbos de forma alargada y color rosado; el promedio de
namero de microbulbos fue de 1.10 + 0.83 microbulbos/explante. (Figura 29, 31y
Tabla 5)

Los resultados a los 60 dias de cultivo demuestran que en los tratamientos T1,
T11y T12 se mantuvieron las caracteristicas observadas en los microbulbos a los
30 dias de evaluacion. El promedio aumentoé en el tratamiento T1 de 2.40 £ 0.27 a
3.50 = 0.43 mientras que, en el tratamiento T11 de 2.00 + 0.12 a 2.58 £ 0.15 y en
el tratamiento T12 de 1.92 £ 0.15 a 250 x= 0.23 microbulbos/explante,
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respectivamente. Ademas, en los tratamientos T13 y T14, las hojas fueron de
color verde y los microbulbos mantuvieron forma conica redondeada y color
violaceo, sin embargo en el tratamiento T14 estos fueron de color rosado. El
promedio de numero de microbulbos fue de 1.33 + 0.19 y 1.15 + 0.45
microbulbos/explante, respectivamente. Por otro lado, en el tratamiento T15 se
observd hojas de color amarillo con apariencia seca, asi como microbulbos de
forma alargada y color rosado; el promedio de numero de microbulbos fue de 1.17
+ 0.11 microbulbos/explante. (Figura 29, 32 y Tabla 5)

Los resultados obtenidos a los 90 dias de cultivo en los tratamientos T1, T11y T12
fueron similares a los observados a los 30 y 60 dias. El aumentd en el tratamiento
T1 de 3.50 + 0.43 a 4.50 + 0.54 mientras que, en el tratamiento T11 de 2.58 + 0.15
a 342 £ 0.19 y en el tratamiento T12 de 250 += 0.23 a 3.58 + 0.43
microbulbos/explante, respectivamente. Observandose en el tratamiento
suplementado con 30g/L de sacarosa (Control) la mayor formacion de microbulbos
con 4.50 £ 0.54 microbulbos/explantes. En el tratamiento T13 se observo hojas de
color verde, asi como microbulbos con forma cénica redondeada y color violaceo;
el promedio de numero de microbulbos se mantuvo en 1.33 + 0.18
microbulbos/explante. Ademas, en los tratamientos T14 y T15 se observé hojas
deformes y muertas, y microbulbos con forma cénica redondeada y color rosado, a
excepcion en el tratamiento T15 que fueron de forma alargada; el promedio de
namero de microbulbos fue de 1.17 + 0.11 y 1.23 + 0.15 microbulbos/explante.
(Figura 29, 33y Tabla 5)

A los 120 dias de evaluacion en los tratamientos T1, T11 y T12 se observé hojas
de color verde y raices parcialmente fenolizadas, asi como microbulbos de forma
alargada y color rosado, a excepcién en el tratamiento T12 donde estos fueron de
color violaceo. El promedio de nimero de microbulbos aumenté en el tratamiento
T1 de 4.50 + 0.54 a 5.00 + 0.67 mientras que, en el tratamiento T11 de 3.42 + 0.19
a 408 + 0.23 y en el tratamiento T12 de 358 + 043 a 4.08 £ 041
microbulbos/explante, respectivamente. En T13 se observo hojas de color amarillo

con apariencia seca y microbulbos con caracteristicas similares a las observadas
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a los 30, 60 y 90 dias; el promedio de numero de microbulbos fue de 1.58 + 0.42
microbulbos/explante. Por otra parte, en los tratamientos T14 y T15 se observaron
hojas deformes y muertas, asi como microbulbos con forma cénica redondeada y
color violaceo, ademas en el tratamiento T15 los microbulbos tuvieron una forma
alargada; el promedio de numero de microbulbos fue de 1.25 + 0.18 y 1.23 £ 0.15

microbulbos/explante, respectivamente. (Figura 30, 34 y Tabla 5)

A los 150 dias de cultivo en los tratamientos T1 y T11 se observo la fenolizacion
total de las raices, mayor cantidad de hojas de color amarillo con apariencia seca
por plantula y microbulbos de forma alargada y color rosado, ademas en el
tratamiento T11 algunos microbulbos adquirieron un color violaceo. El promedio de
namero de microbulbos aumento en el tratamiento T1 de 5.00 £ 0.67 a 5.60 + 0.72
y en tratamiento T11 de 4.08 £ 0.23 a 4.92 + 0.15 microbulbos/explante. En el
tratamiento T12 se observd hojas de color amarillo con apariencia seca y raices
gruesas de buena apariencia mientras que, los microbulbos fueron de forma
ovalada y color violaceo con un promedio de niumero de microbulbos de 5.10 +
0.53 microbulbos/explante. Por otro lado, en los tratamientos T13 y T14 se
observaron raices totalmente fenolizadas, hojas deformes y muertas, los
microbulbos mantuvieron forma coénica redondeada y color violaceo; el promedio
de namero de microbulbos fue de 2.17 + 0.24 y 1.33 = 0.19 microbulbos/explante,
respectivamente. Ademas, en el tratamiento T15 se observd hojas muertas y los
microbulbos adquirieron un color amarillo; el promedio de nimero de microbulbos

se mantuvo en 1.23 £ 0.15 microbulbos/explante. (Figura 30, 35y Tabla 5)

Los resultados observados a los 180 dias de cultivo en el tratamiento T1 muestran
hojas muertas, la fenolizacion total de las raices y la formacién de microbulbos de
forma alargada y color rosado con un promedio de 6.20 + 0.84
microbulbos/explante de 2.55 + 0.12 mm de didmetro promedio. Mientras que, en
el tratamiento T11 los microbulbos fueron de forma conica redondeada y color
violaceo con un promedio de 5.92 + 0.19 microbulbos/explante de 3.67 £ 0.10 mm
de didmetro promedio. En el tratamiento T12 se observd hojas muertas y la

formacion de microbulbos con forma ovalada y color rojizo violaceo, similar a los
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bulbos observados en el campo con un promedio de 558 + 0.69
microbulbos/explante de 7.12 + 0.15 mm de diametro promedio. En T13, T4y T15
se observaron hojas muertas, 1 o 2 raices totalmente fenolizadas por plantula y
microbulbos de color rojizo violaceo y forma coénica redondeada. El promedio fue
de 2.42 + 0.26, 1.42 + 0.19 y 1.25 £+ 0.13 microbulbos/explante con diametro
promedio de 4.47 + 0.16, 4.42 + 0.19 y 2.81 £ 0.13 mm, respectivamente (Figura
30, 36, 37,38y Tabla 5, 6).
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5. DISCUSION

5.1. Desinfeccion e introduccion in vitro de meristemos

En esta investigacion se obtuvo 83.3% de meristemos de Eleutherine bulbosa
“yawar piri piri” desinfectados usando hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2.5% por un
tiempo de exposicion de 15 minutos. Los meristemos fueron sembrados en un
medio de cultivo MS enriquecido con 30g/L de sacarosa; transcurrido 120 dias de
cultivo, las plantulas observadas lograron formar hasta 3 microbulbos por tubo o
magenta, dando un total de 49 microbulbos de E. bulbosa. Estos resultados no
coinciden con los de Hoesen (2010), quien report6 un 97% de explantes
desinfectados de Eleutherine sp, no obstante, utilizaron una concentracién de
hipoclorito de sodio (NaOCI) de 30-40% por un tiempo de exposicion de 20
minutos, siendo estas variables mayores, que las utilizadas en esta investigacion.
Por otra parte, los explantes fueron sembrados en medio MS y otro medio
suplementado con 1mg/L 6-BAP, obteniendo un promedio de 2 y 6 microbulbos
por magenta respectivamente, durante 45 dias de cultivo. Este resultado, es
mucho mayor que el obtenido en el presente estudio, debido a que Hoesen (2010),
formod plantulas a partir de microbulbos con 0.3 a 0.5 cm de diametro y emple6 6-
BAP para acelerar la multiplicacion de los microbulbos mientras que, en esta
investigacion se obtuvo plantulas a partir de meristemos, lo cual requiere un mayor
tiempo de cultivo y solo se utiliz6 medio MS suplementado con 30g/L de sacarosa

sin reguladores de crecimiento.

Otros autores, utilizaron diferentes sistemas de desinfecciéon con este tipo de
explantes (bulbos), mas no reportaron presencia o ausencia de contaminacion.
Rice et al. (1983) emplearon NaOCI al 2% durante 10 minutos para desinfectar
bulbos de Tulipa “Merry Widow” mientras que, Nagakubo et al. (1993) usaron
NaOCI al 0.5% durante 10 minutos para desinfectar bulbos de Allium sativum L.
Asimismo, Sultana et al. (2010) utilizaron una solucion Clorox, con una
concentracion de 10-12% de NaOCI por 10 minutos para la produccion in vitro de

bulbos de Hippeastrum hybridum. Por otro lado, Paredes et al. (2014) emplearon
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NaOCI al 2.5% en combinacion con 2 gotas de Quix durante 15 minutos para la
desinfeccién de los bulbos de Traubia modesta, obteniendo un porcentaje de

contaminacion entre el 50 al 80%.

El uso de la solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) del 2% al 5% es lo més
recomendado en el cultivo de tejidos vegetales, ya que inhibe de forma
irreversible, la actividad enzimatica indispensable para el metabolismo celular en
los microorganismos, asi como la integridad de su membrana citoplasmatica.
(Abdelnour- Esquivel y Escalant 1994; Estrela et al., 2002)

Alternativamente al uso de NaOCI, otros autores emplearon también cloruro de
mercurio. Kumar et al. (2005) reportaron el uso de cloruro de mercurio al 0.1% por
30 minutos para la desinfeccion de los bulbos de Ornithogalum virens, mientras
gue Ascough y Van Staden (2010) desinfectaron los bulbos de Albuca bracteata
con la inmersién de los explantes, en primer lugar, en una solucion de NaOCI al
3.5% por 10 minutos y a continuacién en una solucién de cloruro de mercurio al
0.1% durante 10 minutos. En esta investigacion no se utiliz6 esta solucidn

desinfectante debido a su alto grado de toxicidad.
5.2. Multiplicacién clonal de Eleutherine bulbosa.

Durante esta etapa se utilizaron los microbulbos que se obtuvieron en la etapa de
introduccién. Para la multiplicacion clonal se requiere un medio de cultivo que
contenga macro y micro nutrientes, asi como una fuente de carbono como el
azucar. El medio basal propuesto por Murashigue y Skoog (1962) ha sido utilizado
frecuentemente en la mayoria de especies micropropagadas in vitro (Kartha,
1981). En algunos casos es necesario el uso de dos grupos de fitorreguladores de

crecimiento, auxinas y citoquininas (Thorpe, 1981).

En el presente trabajo se multiplic6 microbulbos de E. bulbosa en el medio de
cultivo MS suplementado con 30g/L de sacarosa, en el cual se observo el
desarrollo normal de las plantulas y se logré obtener en total 186 microbulbos en
90 dias de cultivo, entre 3 a 4 microbulbos por plantula. Este resultado no coincide

con Hoesen (2010), quien reporté que en medio MS suplementado con 2mg/L de
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6-BAP se obtuvo un promedio de 11 microbulbos por magenta a los 45 dias de
cultivo, logrando un mejor resultado que el observado en esta investigacion. Esta
respuesta podria atribuirse a una dosis de 2mg/L de 6-BAP utilizada por este
autor, la cual estimula la formacién de brotes axilares. (Jordan y Casaretto 2006)

5.2.1. Determinacion del efecto de la sacarosa en la multiplicacion y

formacion de microbulbos de Eleutherine bulbosa.

La sacarosa en concentraciones entre 2 al 4 %, constituyen la fuente de carbono
mas utilizada en los medios de cultivo ya que es sintetizada, transportada y

metabolizada de manera natural en las plantas (Pierik, 1991).

Hasta el momento no existen estudios similares sobre el efecto de la adicion de
mayores concentraciones de sacarosa (60, 90, 120 y 150g/L) al medio de cultivo
para la multiplicacion y obtencion de microbulbos en Eleutherine bulbosa, mas si

se han reportado estudios en otras especies.

Los resultados en esta investigacion muestran que en los primeros 30 dias de
cultivo no hubo diferencia entre el desarrollo de las plantulas en los primeros
cuatro tratamientos (30, 60, 90 y 120g/L de sacarosa). Lo cual es corroborado, con
los resultados de Kahane et al., (1992) quienes observaron una mejor diferencia
entre las plantas de Allium cepa L. a los 60 dias de cultivo. Esto probablemente
se debe a que las plantulas no eran lo suficientemente maduras para formar
microbulbos en los primeros 30 dias de cultivo. Asimismo, el promedio de nimero
de microbulbos en el tratamiento 1 (30g/L de sacarosa) a los 30 dias de cultivo fue
de 2.40 + 0.27 microbulbos/explante, mientras que Hoesen (2010) reporté un
promedio de nimero de microbulbos de 2.00 = 0.71 microbulbos/explante a los 45
dias de cultivo de Eleutherine sp, estos resultados se encuentran dentro del rango

obtenido en nuestra investigacion.

Sin embargo, al aumentar la concentracion de sacarosa a 60g/L, 90g/L y 120g/L
en el medio de cultivo, se observdé una mayor formacion de microbulbos, esto
concuerda con lo reportado en otras especies bulbosas por Rice et al. (1983),

Kahane et al. (1992) y Keller (1993) quienes obtuvieron una mayor formacion de
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microbulbos a medida que aumentaron la concentracién de sacarosa en el medio

de cultivo.

Kahane et al. (1992) reportd que una concentracion de 40g/L a 120g/L de
sacarosa en el medio de cultivo, aumenta el nimero de microbulbos de Allium
cepa L. de 2.00 a 3.10 microbulbos/explante en 80 dias de cultivo. Asimismo,
Chow et al. (1992) mencioné que hubo la formacién de 71% de brotes en un
medio de cultivo suplementado con 90g/L de sacarosa mientras que en un medio
suplementado con 60g/L de sacarosa sélo se form6 49% de brotes de Narcissus.
Kumar et al. (1999) estudiaron el efecto de tres concentraciones de sacarosa
(80g/L, 100g/L y 120g/L) en Gladiolus hybridus, y observaron el aumento
significativo de brotes de 18 brotes/explante en el medio con mayor concentracion.
Mientras que, en esta investigacion se observo la mayor formacion de microbulbos
en un medio MS suplementado con 120 g/L de sacarosa, donde se obtuvo un
promedio de 9.58 + 1.49 microbulbos/explante, transcurrido 180 dias de cultivo, lo
gue corrobora lo reportado por estos autores. Borges et al. (2005) sefialaron que
la efectividad de la sacarosa para la multiplicacion in vitro puede atribuirse a que
causa cambios en las fitohormonas enddgenas, lo que conduce a la formacion y
crecimiento de nuevos brotes, quizas a través del ajuste osmaético del citosol en
los tejidos o de la disponibilidad de ciertas enzimas asociadas con la utilizacion de
la fuente de carbono. Segun Chavez et al. (2010) el incremento de sacarosa
promueve la brotacion, ya que incrementa la cantidad de carbohidratos que se
pueden almacenar en los brotes mas aun si estd en un medio rico en sales como
el MS.

Por otro lado, los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la
adicién de 150g/L de sacarosa inhibe la formacién de microbulbos asi como el
desarrollo de hojas y raices. Ademas, se observo la presencia de un exudado
pardo amarillento en el medio de cultivo. Vega et al. (2015) mencionaron que este
efecto se puede relacionar, a que todas las plantas pueden asimilar y absorber
una cantidad limitada de sacarosa, un excedente podria causar un estrés

osmotico. El cambio de color del medio de cultivo se debe a la presencia de
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compuestos fendlicos, los cuales se encuentran principalmente en cultivos
vegetales sometidos a estrés, causando la fenolizacion. Estudios de Benkeblia
(2003) demostraron que los compuestos fendlicos interfieren indirectamente con el
proceso de brotacion. Asimismo, Thorpe (1985) sefialé que la concentracién de
sacarosa puede inducir efectos dramaticos en el crecimiento y morfogénesis de
las plantas. Sin embargo, nuestros resultados no coinciden con Keller (1993),
quien obtuvo los mejores resultados en la formacion de microbulbos de Allium
cepa en una concentracion de 150g/L de sacarosa. Las diferencias encontradas
en los estudios reportados demuestran que cada genotipo requiere de una

concentracion particular de sacarosa para su cultivo in vitro.

En esta investigacion, las plantulas de los tratamientos T1, T2y T3 (30, 60 y 90g/L
de sacarosa) formaron hasta 3 hojas de color verde y de 2 a 3 raices por plantula
cada 30 dias, lo cual es corroborado por Macia (1994), donde menciona que la
concentracion de sacarosa promueve una mejor tasa de crecimiento, acelerando
el metabolismo de las plantas. Ademas, los microbulbos obtenidos a los 180 dias
de cultivo, en estos tratamientos fueron de forma alargada y color rosado, en
algunos casos en el tratamiento T3 se observé microbulbos de color violaceo. Sin
embargo, en el tratamiento T4 (120g/L de sacarosa) se observd hojas mas
pequefias en comparacion con los tratamientos T1, T2 y T3 a los 180 dias de
cultivo. De acuerdo a Sakuta et al. (1987) el incremento de la concentracion de
sacarosa puede reducir el tamafio y numero de células, asimismo Alvarenga -
Venutolo et al. (2007) mencionan que el uso de osmoreguladores como la
sacarosa, han sido favorables para retardar el desarrollo. Ademas, en este mismo
tratamiento se observo las raices mas engrosadas, segun Quero (2004) y Chavez
et al. (2010), esto pudo deberse a que la sacarosa ademas de ser la fuente
principal de carbono y energia también actua en la formacion de drganos como las
raices, y Jiménez (1995) llegd a la conclusién que las concentraciones altas de
sacarosa en el medio de cultivo permiten lograr un crecimiento vigoroso de las

raices.
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Por otro lado, en los resultados obtenidos en el T4 se observé la mayor cantidad
de microbulbos con un promedio de 9.58 + 1.49 microbulbos/explante y un
diametro de 3.47 + 0.08mm a los 180 dias de cultivo, estos resultados concuerdan
con lo reportado por Mohamed-Yasseen et al. (1995), quienes lograron la
formacion de microbulbos de Allium sp. en un medio enriquecido con 120g/L de
sacarosa Yy 5g/L de carbon activado. Ademas, Heath y Hollies (1963) mencionan
que el aumento del diametro basal se debe al aumento de la concentracién de
azucar que son facilmente asimilados del medio de cultivo y no al aumento de la
presidon osmatica. Estos microbulbos fueron de forma alargada o conico
redondeada y en su mayoria presentaron un color blanquecino violaceo o
violaceo, parecido al de la planta madre. El color violaceo o puarpura es
caracteristico de las antocianinas, es decir los bulbos de esta planta poseen estos
compuestos. En este trabajo, se observl que, a mayor concentracion de sacarosa
en el medio de cultivo, los microbulbos adquirieron un color mas violaceo. Lo cual
es corroborado por Cormier et al. (1989), Decendit (1996), Kim y Kim (2002) y
Mifiano et al (2004), quienes determinaron que la produccion de antocianinas
aumenta a medida que se incrementa la concentracion de sacarosa. Sin embargo,
cuando la concentracion de sacarosa llega a niveles muy altos para ser asimilados
por la especie, disminuye la producciéon de antocianinas, es por esta razon
posiblemente que lo microbulbos obtenidos en el tratamiento suplementado con

120g/L de sacarosa han perdido en muchos casos su color violaceo.

5.2.2. Determinacion del efecto de la sacarosa y 6-BAP en la

multiplicacion y desarrollo de microbulbos de Eleutherine bulbosa.

Los resultados obtenidos muestran que en el tratamiento suplementado con 30g/L
de sacarosa y 1mg/L de 6-BAP se obtuvo un promedio de 4.00 = 0.45
microbulbos/explante a los 60 dias de cultivo, este resultado difiere con lo
reportado por Hoesen (2010), quien obtuvo a los 45 dias de cultivo, un promedio
de 6.20 + 1.10 microbulbos/explante de Eleutherine sp en un medio suplementado
con 1mg/L de 6-BAP. Esta diferencia, demuestra que la especie, Eleutherine sp,

es un genotipo mas productivo que el utilizado en esta investigacion. Sin embargo,
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en este tratamiento se logr6 obtener un promedio de 8.09 = 0.73
microbulbos/explante a los 180 dias de cultivo, estos microbulbos fueron de forma
alargada y de color blanco, no se observo la formacioén de un bulbo propiamente
dicho con caracteristicas similares a las de la planta madre. Este resultado ocurre,
debido a que conforme avanzan los dias, los explantes van absorbiendo los
componentes del medio de cultivo, lo que contribuye a su maduracion y permite la
formacién de brotes y/o microbulbos. Lo que coincide con Dunstan y Short (1977),
Hussey (1978), Mohamed — Yassen et al. (1995) y Medina et al. (2004), quienes
reportaron que sembrar explantes en un medio de cultivo enriquecido con 6-BAP
produce mayor cantidad de brotes y/o microbulbos que en un medio no
suplementado con esta fitohormona. Asimismo, Nagakubo et al. (1993), obtuvieron
una mayor tasa de bulbificacion en Allium sativum L (128 de bulbos en 8 meses)
cuando suplementaron el medio de cultivo con 1mg/L de 6-BAP. Mujica y Mogollén
(2004) concluyeron que incorporar la fitohormona 6-BAP en el medio de cultivo
estimula el desarrollo de microbulbos en el 100% de los cultivos, de acuerdo a
estos resultados se podria considerar que la eficiencia en la induccién de
microbulbos depende del tipo y concentracion de citoquinina en el medio de

cultivo.

Por otra parte, Keller (1993), reportd que la fitohormona 6-BAP sélo es capaz de
estimular la formacion de bulbos en Allium cepa, siempre y cuando todos los otros
factores sean controlados de manera Optima (Fotoperiodo, equilibrio hormonal
apropiado, etc.) caso contrario retrasa la formacion de los mismos, razén por la
cual concluy6 que el rol de las citoquininas en la formacion de 6rganos de reserva
es contradictorio. Lo cual es corroborado por Garcia et al. (2004), quienes
obtuvieron una respuesta negativa a la tuberizacion de Dioscorea alata L. variedad
Cartagena utilizando un medio de cultivo suplementado con 0.5mg/L de 6-BAP.
Por otra parte, Ascough y Van Standen (2010) reportaron que una concentracion
de 1mg/L de 6-BAP inhibe la formacién de bulbos en Albuca bracteata, planta

ornamental.
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En los tratamientos suplementados con 90g/L, 120g/L y 150g/L de sacarosa en
combinacion con 1mg/L de BAP, se observé un desarrollo lento de microbulbos.
Es posible que el incremento de la concentracion de sacarosa en el medio de
cultivo induce el estrés en los explantes, lo cual inactiva las funciones de la
fitohormona (6-BAP) para la formacion de yemas y rompimiento de la dominancia
apical. Sin embargo, en estos tratamientos los microbulbos presentaron una
forma conica redondeada y de color rojizo violaceo, con un didmetro promedio de
4.45 + 0.15, 4.00 + 0.14 y 4.43 £ 0.13 mm respectivamente. Esto demuestra, el
sinergismo que existe entre la concentracion de sacarosa y la fitohormona 6-BAP,
gue induce a la formacion de microbulbos, con caracteristicas similares a la planta
madre en condiciones de campo. Estos resultados, corrobora los trabajos
realizados por Kato (1965) y Mann (1983), quienes reportaron que las altas
concentraciones de sacarosa, estimulan que el tejido basal de Allium cepa

funcione como sumidero y formé bulbos mas vigorosos.

Ademas, la forma y color rojizo violaceo observado en los microbulbos obtenidos
se puede explicar, a que las concentraciones mayores a 30g/L de sacarosa
incrementan la produccion de metabolitos secundarios (antocianinas), como
mencionan Cormier et al. (1989), Decendit (1996), Kim y Kim (2002) y Mifiano et al
(2004). Asimismo, Mori et al (1994) y Gomez-Zeleddn et al. (2011), reportaron que
la incorporacion de citoquininas en el medio del cultivo incrementa la sintesis de

antocianinas.

5.2.3. Determinacion del efecto de la sacarosa y Kinetina en la
multiplicacién y formacion de microbulbos de Eleutherine bulbosa

Los resultados obtenidos indican que la kinetina, a una concentracion de 1mg/L en
combinacion con 30g/L y 60g/L de sacarosa, mejora la proliferacion de
microbulbos. Lo cual es corroborado con los resultados de Castro y Londofio
(2008), quienes obtuvieron el mayor numero de microbulbos en Lilium sp,
utilizando medio MS suplementado con 1mg/L de kinetina en combinacion con
60g/L de sacarosa. Mientras que, Martinez et al. (2012) lograron la formacion de

yemas en Sorghum bicolor utilizando un medio MS suplementado con una

41



concentracion de 0.10 y 0.21 mg/L de kinetina. Ascough et al. (2009) mencionaron
gue el uso de altas concentraciones de sacarosa (6-38%), citoquininas (Kinetina),
asi como factores de fotoperiodo y temperatura acelera la formacion de

microbulbos.

En la presente investigacion, al evaluar los resultados obtenidos en el tratamiento
1 (30g/L de sacarosa-control), se logré obtener microbulbos de forma alargada y
de color rosado. Sin embargo, los microbulbos obtenidos en el tratamiento
11(30g/L de sacarosa + 1mg/L Kin) presentaron forma conica redondeada y de
color violaceo, con un didmetro promedio de 3.67 + 0.10 mm; mientras que, los
microbulbos obtenidos en el tratamiento 12 (60g/L de sacarosa+lmg/L Kin)
presentaron forma ovalada y de color rojizo violaceo, con un didmetro promedio de

6.78 £ 0.15mm, estos ultimos similares a la planta madre.
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6. CONCLUSIONES

. En el medio MS suplementado con 60g/L de sacarosa y 1mg/L de Kinetina
se logré obtener en promedio 5.58 = 0.69 microbulbos/explante con 7.12 +
0.15 mm de didmetro, de forma ovalada y color rojizo violaceo, similares o

idénticos a los de la planta madre.

. En el medio MS suplementado con 120g/L de sacarosa, se obtuvo en
promedio 9.58 + 1.49 microbulbos/explante con 3.47 = 0.08mm de
diametro, siendo este el mejor tratamiento en 180 dias de cultivo; sin
embargo, en el tratamiento suplementado con 150¢g/L de sacarosa no se

observo la proliferacion de microbulbos.

. En el medio MS suplementado con 30g/L de sacarosa y 1mg/L de 6-BAP se
logré obtener en promedio 8.09 + 0.73 microbulbos/explante con 2.45 +

0.10 mm de didmetro, de forma alargada y color blanco.

. En el medio MS suplementado con 60g/L de sacarosa y 1 mg/L de 6-BAP
se logré obtener en promedio 5.58 + 0.23 microbulbos/explante con 3.28 +
0.11lmm de didmetro, de forma alargada y color rosado; mientras que en
los medios de cultivos enriquecidos con 90, 120 y 150g/L de sacarosa y
1mg/L de 6-BAP, se logr6 obtener en promedio 3.33 + 0.38mm, 3.33 +
0.19mm y 1.66 + 0.22mm microbulbos/explante con un diametro de 4.45 +
0.15mm, 4.00 + 0.14 mm y 4.43 + 0.21mm, de forma conica redondeada y

de color rojizo violaceo, respectivamente.
. En el medio de MS suplementado con 30g/L de sacarosa, se logré obtener

186 plantulas in vitro de Eleutherine bulbosa en 90 dias de cultivo, entre 3 a

4 plantulas por unidad experimental.
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6. El hipoclorito de sodio (NaOCI) a una concentracion de 2.5% con un tiempo
de exposicion de 15 minutos permiti6 obtener un 83.3% de explantes

exentos de patégenos.
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7. RECOMENDACIONES

1. Realizar bioensayos con los extractos obtenidos a partir de microbulbos
in vitro de Eleutherine bulbosa “yawar piri piri” para comprobar su accion

anticonceptiva y antitumoral.

2. Evaluar otras concentraciones y combinaciones de fitohormonas en la

multiplicacion y obtencion de microbulbos de Eleutherine bulbosa “yawar

piri piri”

3. Determinar los principios activos en los extractos obtenidos a partir de

microbulbos in vitro de Eleutherine bulbosa “yawar piri piri”.
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9. ANEXOS

9.1 Figuras

Jardin
botanico

Allpahuayo

Figura 1. Mapa de ubicacién del “Jardin botanico de plantas medicinales de

Allpahuayo”. Distrito de lquitos, provincia de Maynas, Region de Loreto
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Figura 2. Bulbos de Eleutherine bulbosa “yawar piri piri” recolectados en del

“Jardin botanico de plantas medicinales de Allpahuayo”

1

Figura 3. Proceso de esterilizacion de explantes de E. bulbosa “yawar piri piri”
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Figura 4. Proceso de aislamiento de los meristemos.

Figura 5. Meristemo de Eleutherine bulbosa “yawar piri piri”.
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Figura 7. Evaluacion de microbulbos obtenidos in vitro de E. bulbosa.
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Figura 9. Plantulas in vitro de E. bulbosa a los 120 dias de cultivo.
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Figura 10. Multiplicacién clonal de E. bulbosa “yawar piri piri” in vitro.
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Figura 11. Plantulas in vitro en diferentes concentraciones de sacarosa (30, 60, 90, 120y 150 g/L) a los 30, 60 y 90

dias de cultivo.
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Figura 12. Plantulas in vitro en diferentes concentraciones de sacarosa (30, 60, 90, 120 y 150 g/L) a los 120, 150 y
180 dias de cultivo.
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Figura 13. Influencia de sacarosa en la formacion del nimero de microbulbos a los
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Figura 14. Influencia de sacarosa en la formacién del numero de microbulbos a los

60 dias
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Figura 16. Influencia de sacarosa en la formacién del nimero de microbulbos a los

120 dias.
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Figura 18. Influencia de sacarosa en la formacién del numero de microbulbos a los

180 dias.
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Figura 20. Plantulas in vitro en diferentes concentraciones de sacarosa (30, 60, 90, 120 y 150 g/L) y 6-BAP a los 30, 60 y 90 dias de cultivo.
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Figura 20. Plantulas in vitro en diferentes concentraciones de sacarosa (30, 60, 90, 120 y 150 g/L) y 6-BAP a los 120, 150 y 180 dias de cultivo.
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Figura 22. Influencia de la sacarosa y 6-BAP en la formacion del numero de

microbulbos a los 60 dias.
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Figura 23. Influencia de la sacarosa y 6-BAP en la formacién del nimero de

microbulbos a los 90 dias.

7.00
6.50
6.00
5.50
5.00
4.50
4.00
3.50
3.00
2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

Promedio de nimero de microbulbos

II“E

30g/L 60g/L 90g/L 120g/L 150g/L
Sacarosa+ Sacarosa + Sacarosa + Sacarosa + Sacarosa +
1mg/L 6BAP 1mg/L 6BAP 1mg/L 6BAP 1mg/L 6BAP 1mg/L 6BAP

Tratamientos

Figura 24. Influencia de la sacarosa y 6-BAP en la formacion del nimero de

microbulbos a los 120 dias.
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Figura 25. Influencia de la sacarosa y 6-BAP en la formacién del numero de

microbulbos a los 150 dias.
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Figura 26. Influencia de la sacarosa y 6-BAP en la formacion del nimero de

microbulbos a los 180 dias.
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Figura 27. Influencia de la sacarosa y 6-BAP en el diametro de los microbulbos a

los 30 dias.
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Figura 28. Plantulas in vitro en diferentes concentraciones de sacarosa (30, 60, 90, 120 y 150 g/L) y Kinetina a los 30, 60 y 90 dias de cultivo.
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Figura 29. Plantulas in vitro en diferentes concentraciones de sacarosa (30, 60, 90, 120 y 150 g/L) y Kinetina a los 120, 150 y 180 dias de cultivo.
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Figura 30. Influencia de la sacarosa y Kinetina en la formacion del numero de

microbulbos a los 30 dias.
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Figura 31. Influencia de la sacarosa y Kinetina en la formacion del namero de

microbulbos a los 60 dias.
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Figura 32. Influencia de la sacarosa y Kinetina en la formacién del numero de

microbulbos a los 90 dias.
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Figura 33. Influencia de la sacarosa y Kinetina en la formacién del numero de

microbulbos a los 120 dias.
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Figura 34. Influencia de la sacarosa y Kinetina en la formacion del numero de

microbulbos a los 150 dias.
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Figura 35. Influencia de la sacarosa y Kinetina en la formacion del namero de

microbulbos a los 180 dias.
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Figura 36. Influencia de la sacarosa y Kinetina en el diametro de los microbulbos

a los 180 dias.
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Figura 37.
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Influencia de la sacarosa, Kinetina y 6-BAP en la formacion de microbulbos.
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9.2 Tablas

Tabla 1. Composicion del medio Murashige-Skoog (1962).

Concentracion

Componentes (ma/l)
Macroelementos
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2 . 2H20 440
MgSOa4 . 7H20 370
KH2POa4 170
Microelementos
HsBOs3 6.2
MnSOa4 . 4H20 22.3
ZnS04 . TH20 8.6
KI 0.83
NazMoOa4 . 2H20 0.25
CoClz . 6H20 0.025
CuSOq4 . 5H20 0.025
Vitaminas
Tiamina-HCI 0.1
Niacina 0.5
Glicina 2
Piridoxina-HCI 0.5
Mio-inositol 100

Quelato de fierro

Na2EDTA 37.3
FeSO4 . 7H20 27.8




Tabla 2. Disefio experimental para la determinacién de la influencia de sacarosa,

6-BAP y Kinetina en la formacion y obtencion de microbulbos de E. bulbosa.

Tratamiento *N Composicién del medio de cultivo
T1 12 MS + 30g/L Sacarosa (Control)
T2 12 MS + 60g/L Sacarosa
T3 12 MS + 90g/L Sacarosa
T4 12 MS + 120g/L Sacarosa
T5 12 MS + 150g/L Sacarosa
T6 12 MS + 30g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP
T7 12 MS + 60g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP
T8 12 MS + 90g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP
T9 12 MS + 120g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP
T10 12 MS + 150g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP
T11 12 MS + 30g/L Sacarosa + 1mg/L Kinetina
T12 12 MS + 60g/L Sacarosa + 1mg/L Kinetina
T13 12 MS + 90g/L Sacarosa + 1mg/L Kinetina
T14 12 MS + 120g/L Sacarosa + 1mg/L Kinetina
T15 12 MS + 150g/L Sacarosa + 1mg/L Kinetina

*N: Numero de repeticiones
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Tabla 3. Influencia de la sacarosa en la formacion del nUmero de microbulbos durante 180 dias de cultivo.

Tratamientos

Promedio de nimero de microbulbos*

(promedio * error estandar)

(composicién del medio de cultivo) 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
T1: MS + 30g/L Sacarosa (Control) 240+0.27 350+043 450+054 500+0.67 560+0.72 6.20+0.84
T2: MS+ 60g/L Sacarosa 233+0.26 383+044 500+060 583+060 6.41+0.65 6.75+0.66
T3: MS + 90g/L Sacarosa 255+£0.28 436+039 536047 6.64+059 764053 8.09+041
T4: MS + 120g/L Sacarosa 233+043 3.75+058 6.66+0.86 7.33+0.99 8.17+1.19 9.58+1.49
T5: MS + 150g/L Sacarosa 1.17+0.11 1.17+0.11 1.25+0.18 1.33+0.22 1.33+0.22 1.33%+0.22

*Valores son significativamente diferentes (Test de Kruskal-Wallis, P=0.00). Cada valor representa el promedio de 12 repeticiones + error

estandar.
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Tabla 4. Influencia de la sacarosa y 6-BAP en la formacion del nimero de microbulbos durante 180 dias de cultivo.

Tratamientos

Promedio de nimero de microbulbos*

(promedio * error estandar)

(composicién del medio de cultivo) 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
T1: MS + 30g/L Sacarosa (Control) 240x0.27 350+x043 450+054 5.00+x0.67 560+x0.72 6.20+£0.84
T6: MS + 30g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP ~ 2.64+0.28 4.00+x045 518+0.63 6.45+0.74 7.10+0.71 8.09%0.73
T7: MS+ 60g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP 1.83+£0.11 258+0.15 333014 392+0.19 492+0.15 558+0.23
T8: MS + 90g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP  2.00+0.17 2.17+0.24 250+031 275+030 3.10+0.31 3.33+0.38
T9: MS + 120g/L Sacarosa + 1mg/L 6-BAP  1.83+0.11 1.92+0.15 2.00+£0.12 258+0.19 3.00+x0.17 3.33x0.19
T10: MS + 150¢g/L Sacarosa + 1mg/L 6-

BAP 117+0.11 142+023 158+0.23 158+0.23 158+0.23 1.66+0.22

*Valores son significativamente diferentes (Test de Kruskal-Wallis, P=0.00). Cada valor representa el promedio de 12 repeticiones * error

estandar.
**6-BAP: 6 Bencilaminopurina.
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Tabla 5. Influencia de la sacarosa y Kinetina en la formacion del nUmero de microbulbos durante 180 dias de cultivo.

Tratamientos**

Promedio de nimero de microbulbos*

(promedio * error estandar)

(composicién del medio de cultivo) 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
T1: MS + 30g/L Sacarosa (Control) 240+0.27 350+043 450%+054 5.00+x0.67 5.60x0.72 6.20+0.84
T11: MS + 30g/L Sacarosa + Img/L Kin  2.00+0.12 258+0.15 3.42+0.19 4.08+0.23 4.92+0.15 5.92+0.19
T12: MS+ 60g/L Sacarosa + 1mg/L Kin 192+0.15 250x0.23 358+043 4.08x041 5.10+£0.53 5.58=*0.69
T13: MS + 90g/L Sacarosa + Img/LKin  1.17+0.11 1.33x0.19 133+£0.18 158x042 217+0.24 242%0.26
T14: MS + 120g/L Sacarosa + Img/L Kin 1.10+0.83 1.17+0.11 1.23+0.15 1.25+0.18 1.33+0.19 1.42+0.19
T15: MS + 150g/L Sacarosa + 1mg/L Kin 1.10+0.83 1.15+045 1.17+0.11 1.23+0.15 1.23+0.15 1.25%0.13

*Valores son significativamente diferentes (Test de Kruskal-Wallis, P=0.00). Cada valor representa el promedio de 12 repeticiones +

error estandar.

**Kin: Kinetina
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Tabla 6. Influencia de la sacarosa, 6-BAP y Kinetina en la formacion del niumero de microbulbos a los 180 dias de

cultivo.
Diametro de microbulbos (mm)**
Fitorreguladores* Concentracion de sacarosa (g/L)
6 - BAP Kinetina 30 60 90 120 150
- - 2.55+0.12 (62) 3.24 +0.08 (81) 3.40 + 0.07 (93) 3.47 +0.08 (108) 2.37 + 0.11 (16)
+ - 2.45+0.10 (89) 3.28+0.11 (71) 4.45+0.15(40) 4.00+0.14 (40) 4.43 +0.21 (20)

; + 3.67 £0.10 (67) 7.12 +0.15 (67) 4.47 £ 0.16 (29) 4.42+0.19 (17) 2.81 +0.13 (15)

*Se utiliz6 medio Murashige-Skoog (MS) y una concentracion de fitoreguladores( 6-BAP y Kinetina) de 1mg/L.

**\/alores son significativamente diferentes (Test de Kruskal-Wallis, P=0.00). * Cada valor representa el promedio del diametro de microbulbos por
cada tratamiento + error estandar y, entre paréntesis, el nimero de microbulbos obtenidos por cada tratamiento.
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