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Este estudio desarrollé un protocolo para micropropagacion
de Espeletiopsis muiska —especie de importancia ecoldgica,
medicinal e industrial, actualmente en riesgo de extincién-
en medio de cultivo Murashige y Skoog (1962). Se cultiva-
ron embriones sexuales en medio completo y con la mitad
de la concentracion habitual de las macrosales; con y sin
reguladores de crecimiento. Para proliferacion de brotes se
sembraron segmentos caulinares apicales en el medio de
cultivo mencionado, con auxinas y citoquininas adicionadas
individualmente o combinadas. Ademas se evalto el efecto de
diferentes concentraciones de caseina hidrolizada y sacarosa.
Para enraizamiento se sembraron brotes en medio del cultivo
con acido 3-indol-butirico. La aclimatizacién de las plantulas
—proceso que se inici6 en cuarto de incubacion y finaliz6 en
invernadero- se llevo a cabo en diferentes sustratos. El mayor
porcentaje de embriones germinados (91%) se contabilizd en
medio sin reguladores de crecimiento. En el medio de prolife-
racion con acido 3-indol-butirico 2,46 pM mads 6-bencilami-
nopurina 0,044 uM se contabiliz6 la mayor cantidad de brotes
de apariencia normal (5,96 brotes/explante). Durante la fase de
enraizamiento el porcentaje de brotes enraizados en medio con
acido 3-indol-butirico 0,49 pM, fue del 54,1%. Después de 30
dias de aclimatizacion, se constaté la viabilidad del 60% de las
plantulas transferidas a suelo de capote.

Palabras clave: citoquininas, auxinas, sacarosa, caseina
hidrolizada, propagacion.

The study developed a protocol for the micropropagation of
Espeletiopsis muiska, an endangered species of ecological,
medicinal and industrial importance. Sexual embryos were
cultured in vitro in Murashige and Skoog (1962) complete and
incomplete (reducing macrosalts by half) mediums, with and
without growth regulators. Initial proliferation was carried out
by culturing apical stem segments in medium with individual
and combined addition of auxins and cytokinins; also evalua-
ting the effect of different concentrations of hydrolyzed casein
and sucrose. Rooting was promoted by growing the shoots in
culture medium with 3-indole-butyric acid. Plantlet acclima-
tization, which started in incubation room and finished in
greenhouse, made use of different substrates. The highest per-
centage of germinated embryos (91%) was obtained in growth
regulator free medium. The largest number of normal appea-
rance shoots per explant (5.96) was observed in proliferation
medium containing 2.46 uM 3-indole-butyric acid plus 0.044
uM 6-benzylaminopurine. During the root taking phase, the
medium containing 0.49 uM 3-indole-butyric acid promoted a
rooting percentage of 54.1%. After 30 days of acclimatization,
60% of the plantlets transferred to soil enriched with organic
matter resulted viable.

Key words: cytokinins, auxins, sucrose, hydrolyzed casein,
propagation.

Introduccion

Espeletiopsis muiska, frailejon nativo de los paramos co-
lombianos, se localiza en subparamos, 2.800 a 3.200 msnm
y paramos, 3.200 a 3.800 msnm, con temperaturas de 6 a
12°C y precipitaciones de 500 a 1.000 mm afio” (Cuatre-
casas, 1976). Los frailejones son importantes industrial y
medicinalmente (Correa y Bernal, 1990) y esenciales en
ecosistemas de paramo debido a la gran biodiversidad que
albergan, artrépodos entre otros (van der Hammen, 2002),
y por contribuir a la regulacién y al mantenimiento de
fuentes hidricas mediante la captacion de agua proveniente

de procesos de condensacion (van der Hammen, 2002); sin
embargo, dado que las dreas de paramo estan siendo inter-
venidas y utilizadas para el establecimiento de cultivos, la
mayoria de los frailejones se encuentran en alto riesgo de
extincion (Mufioz, 2002; Calder6n, 2004).

Hace diez afios la poblacién de individuos de E. muiska
era de 350 en la Reserva Natural de la Municipalidad de
Rancheria que colinda con Paipa y Sotaquira. Actualmente
existen menos de 40, lo cual representa una disminucién
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de 90% debida a las actividades de pastoreo y cultivos
agricolas establecidos (Posada, 2009). A pesar del riesgo de
extincion, no se conocen estudios sobre la propagacion de
esta especie; algunos reportes abordan temas como: “Un
acido labdanoico componente mayoritario en Espeletiopsis
muiska” (Ramirez et al., 2000); “Estudio quimico de la
Espeletiopsis muiska (Cuatr.) y evaluacién de la actividad
antimicrobiana” (Ramirez et al., 2000) y “Estudio prelimi-
nar del cariotipo y del ciclo celular en Espeletiopsis muiska
(Cuatrec)” (Ronddn y Pacheco, 2006).

El objetivo de esta investigacion fue establecer un protocolo
de micropropagacién como una alternativa para producciéon
masiva de plantulas de E. muiska utilizables para repobla-
miento de dreas de paramo intervenidas.

Materiales y métodos

Condiciones generales de cultivo

El medio base utilizado fue MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con (en mg L™): dcido nicotinico 0,5; piri-
doxina 0,5; glicina 2,0; tiamina 0,1; sacarosa 30.000 y agar
6.500, pH de 5,8 ajustado con KOH y/o HCI (0,5-1,0 N).
Los medios se autoclavaron durante 20 min, a 1.500 kPa y
121°C. Los cultivos se mantuvieron en cuarto de incubacion
a 24+1°C, con iluminacion continua (70-80 umol m” s™)
suministrada por lamparas fluorescentes de 75 W.

Recoleccion y caracterizacion del

material vegetal de partida

En el Parque Natural La Rancheria (Paipa, Boyaca, Colom-
bia), ubicado a 3.200 msnm, temperatura promedio de 11°C
y humedad relativa de 67%, se localizaron cinco plantas
adultas de Espeletiopsis muiska; de cada planta se tomaron
ocho a diez aquenios maduros (Fig. 1A) y se transportaron
en bolsas plasticas; posteriormente se realizé el conteo y la
descripcion de semillas.

Establecimiento in vitro de cultivos

Para la asepsia de semillas, en cdmara de flujo laminar,
las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril mas
Tween 20 (0,1% v/v) durante 5 min y luego se sumergieron
consecutivamente en etanol (70%) durante 5 min y en
NaOCl (5,25% p/v) al 2% (v/v) durante 10 min. Finalmente,
se enjuagaron cuatro veces consecutivas (2 min cada una)
con agua destilada estéril. Con ayuda de pinzas y bisturi,
las semillas se escarificaron (Fig. 1B) y los embriones ob-
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tenidos se cultivaron durante 30 d en los medios indicados
en la Tab. 1. Una vez determinado el medio de cultivo y el
regulador de crecimiento mas adecuado para germinacién
de embriones, se cultivaron en MS con diferentes concen-
traciones de AIB (0; 2,46; 4,9; 9,8; 14,7 y 24,6 uM). En cada
tratamiento se cultivaron, en frascos de vidrio de 10 mL
con alicuotas de 5 mL de medio, 30 embriones durante 30 d.

TABLA 1. Medios de cultivo y reguladores de crecimiento ensayados
para germinacion de embriones de E. muiska.

Concentracion

Medio de cultivo  Reguladores de crecimiento

(uM)

49
ANA

98

MS/2 49
AlB

9.8

Sin reguladores

49
ANA

98

MS 49
AlB

98

Sin reguladores

MS/2, macroelementos a la mitad de su concentracién original.

Proliferacion de brotes axilares

Se utilizaron segmentos apicales de 1,0-1,5 cm de longitud
(Fig. 1D) tomados de las plantulas obtenidas en la etapa
anterior (Fig. 1C) y se cultivaron en recipientes de vidrio de
100 mL con alicuotas de 20 mL de medio. La proliferacion
de brotes comprendié dos fases: induccion y expresion (30
d cada una); la fase de expresion se realizé en medio sin
reguladores. Se realizaron tres ensayos de proliferacion
cultivando 30 segmentos apicales por tratamiento y re-
pitiendo cada ensayo dos veces. Los datos de cada ensayo
se tomaron al finalizar la fase de expresion, cuantifican-
dose nimero y longitud de brotes axilares desarrollados/
explante y, longitud y numero de hojas del tallo principal
(explante primario desarrollado). La longitud de brotes y
tallo principal se midi6 sobre papel milimetrado estéril.

Ensayo 1

Efecto de auxinas y citoquininas. Para la fase de induccién,
los segmentos caulinares se cultivaron en presencia de los
reguladores indicados en la Tab. 2.
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FIGURA 1. Micropropagacion de Espeletiopsis muiska. A, aquenio maduro con capitulos florales; B, semillas escarificadas; C, plantula en desarrollo;
D, segmentos caulinares apicales; E, brotes axilares; F, plantula; G, plantula aclimatizada. Brotes axilares desarrollados en medio suplementado con:

H, AIA; I, AIB; J, ANA; K, BA; L, KIN; M, TDZ; N, AIB + TDZ; O, AIB + BA; Py Q, brotes anormales desarrollados en medio suplementado con AIB
+ 20 6 40 g de sacarosa o con caseina hidrolizada.
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TABLA 2. Reguladores de crecimiento ensayados para induccion de bro-
tes axilares de E. muiska.

Reguladores Concentracion (uM)
49
AIA 9,8

14,7

49
AIB 9,8
14,7

49
ANA 9,8
14,7

Sin reguladores

0,44
BA 4,44
8,87
0,44
KIN 4,44

8,87
4,510
TDZ 4,510°
4,510

Sin reguladores

Ensayo 2

Efecto del AIB combinado con BA o TDZ. Con base en
los resultados obtenidos en el ensayo anterior, durante la
fase de induccion los segmentos caulinares se cultivaron en
presencia de las combinaciones de reguladores indicadas
en la Tab. 3.

TABLA 3. Combinaciones de AIB con BA o TDZ ensayadas para induccion
de brotes axilares de E. muiska.

Combinaciones Concentracion (pM)

AIB+ BA 0,49 + 0,044
AIB + BA 2,46 + 0,044
AIB+ TDZ 0,49 + 4,510
AIB+ TDZ 2,46 + 4,510

Ensayo 3

Efecto de diferentes concentraciones de caseina hidroli-
zaday desacarosa. Los segmentos caulinares se cultivaron
en medio suplementado con AIB, caseina hidrolizada o
sacarosa en las concentraciones indicadas en la Tab. 4.
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Enraizamiento de brotes

Brotes de longitud >2,0 cm, obtenidos en la etapa de pro-
liferacién (Fig. 1E), fueron individualizados y cultivados
en medio con AIB (0; 4,9; 0,49 y 0,049 uM). Se cultivaron
30 brotes por tratamiento y cada tratamiento se realizo
por duplicado. Después de 30 d de cultivo se cuantificé el
ndimero de brotes enraizados y el numero de raices/brote.

TABLA 4. Concentraciones de caseina hidrolizada y sacarosa ensayadas
para induccion y desarrollo de brotes axilares en E. muiska.

Induccion Expresion

AIB 9,8 uM+Sacarosa 30.000 mg L Sacarosa 30.000 mg L
AIB 9,8 uM+Sacarosa 20.000 mg L Sacarosa 20.000 mg L
AIB 9,8 uM+Sacarosa 40.000 mg L Sacarosa 40.000 mg L'

AIB 9,8 uM sin caseina hidrolizada Sin caseina hidrolizada

Sin caseina hidrolizada

AIB 9,8 uM+Caseina hidrolizada 500 mg L o
Caseina hidrolizada 500 mg L

Sin caseina hidrolizada

AIB 9,8 uM+Caseina hidrolizada 1.000 mg L o
Caseina hidrolizada 1.000 mg L

Aclimatizacion de plantulas

Una vez extraidas las plantulas de los frascos, las raices
se enjuagaron con agua corriente para eliminarles el agar.
Posteriormente, las pldntulas se transfirieron a vasos plds-
ticos de 100 mL con los sustratos arena: tierra: cascarilla
de arroz: tierra de capote (mantillo de bosque) en una
proporsion 1:1:1:2; arena: tierra: cascarilla de arroz: tierra
de capote (1:2:1:3) y tierra de capote.

Los vasos se colocaron en recipientes de vidrio de 50 x
30 x 10 cm cerrados con plastico extensible y se mantu-
vieron en cuarto de incubacién (23°C y 97% de humedad
relativa) durante 30 d, con riego por aspersion cada 8 d.
Posteriormente, se trasladaron a invernadero y, de forma
progresiva, durante 15 d, se eliminé el plastico extensible.
La aclimatizacion concluyé a 75-85% de humedad relativa,
temperatura media diurna 18°C y nocturna 12°C. En inver-
nadero las plantulas se regaron por nebulizaciéon durante
6 s cada 24 h. En cada uno de los sustratos utilizados se
sembraron 20 plantulas, el ensayo se realiz6 dos veces y se
cuantifico el porcentaje de plantulas viables.

Analisis estadistico

Los datos de nimero y longitud de brotes axilares desa-
rrollados y longitud y nimero de hojas del tallo princi-
pal fueron analizados mediante Anava, con un nivel de
confiabilidad de 95%. Para los factores que resultaron
estadisticamente significativos se realizd la prueba LSD.
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Los datos fueron procesados con el paquete estadistico
StatGraphic version 2.0.

Resultados y discusion

Caracterizacion del material vegetal de partida

Las semillas presentaron forma espatulada, testa delgada y
4 a 5 mm de longitud. El embrién esta recubierto por dos
envolturas y su eje embrionario esta entre los dos cotiledo-
nes. Como resultado de la observacion de 500 semillas se
encontrd que 56% tenia embridn, 35% no tenia embrién y
9% estaba infestado con larvas de himenopteros.

Establecimiento in vitro de cultivos

La asepsia de semillas con NaOCI durante 10 min fue
efectiva para eliminar los contaminantes superficiales y
permitio la germinacion de los embriones. Después de 30
d los embriones cultivados en MS y MS/2 suplementados
con ANA, asi como los embriones cultivados en MS/2 sin
reguladores de crecimiento no germinaron, mientras que
85% de los embriones cultivados en MS sin reguladores de
crecimiento y 74% de los cultivados con AIB germinaron
y desarrollaron el eje embrionario. Con respecto a germi-
nacién in vitro de embriones, George (1996) indica que
muchos compuestos de los medios de cultivo, asi como los
suplementos hormonales, pueden afectar de varias maneras
los procesos morfogenéticos de crecimiento y desarrollo.
Ademas, cuando los explantes son cultivados en medios
con bajas concentraciones de sales minerales, se pueden
producir alteraciones metabdlicas que, a su vez, pueden
retrasar e incluso interrumpir los procesos de crecimiento
y desarrollo. Teniendo en cuenta el desarrollo de los em-
briones cultivados en MS, se evidencié que el medio pro-
porciond los requerimientos necesarios para el desarrollo
progresivo normal de los embriones hasta la formacion de
plantulas; cabe sefialar que la alta concentracién de sacarosa
que contiene el MS acttia no solo como fuente de energia
sino que mantiene la osmolaridad del medio, factor de gran
importancia en el cultivo de embriones (Montoya, 1991).

Después de 30 d de cultivo en MS suplementado con AIB
(2,46-24,6 uM) se cuantificé 72-83% de embriones germi-
nados; sin embargo, el mayor porcentaje de germinacion,
91%, se cuantificé en MS sin reguladores de crecimiento.

Proliferacion de brotes axilares

Ensayo 1

En presencia de auxinas y citoquininas. Comparando la
produccion de brotes/por explante en medio sin reguladores
de crecimiento (testigo) con la produccion en medios suple-
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mentados con auxinas (Fig. 1 H, 1, ]), la mayor cantidad (5,7)
se cuantifico (Tab. 5) en presencia de 14,7 uM AIB, mientras
que en presencia de ANA se cuantific6 la produccién mas
baja. Los datos sobre longitud de brotes axilares desarro-
llados presentaron diferencias significativas, observandose
que en presencia de 14,7 uM de AIB los brotes fueron de
mayor longitud promedio (2,13 cm), mientras que en pre-
sencia de ANA (9,8 y 14,7 uM) los brotes fueron de menor
longitud con respecto a los producidos y desarrollados en
presencia de AIB, AIA y en MS sin reguladores. Meyer y
Staden (1991) también estudiaron el efecto del AIB en Aloe
barbadensis y obtuvieron resultados similares a los de este
ensayo, mayor cantidad de yemas axilares en desarrollo en
medio con AIB, seguido del medio suplementado con AIA
y, en menor cantidad, en medio con ANA.

Durante la fase de proliferacion todos los explantes cul-
tivados desarrollaron un tallo principal, observindose
que la mayor longitud promedio (2,88 cm) la presentaron
los explantes cultivados en presencia de 14,7 pM de AIB.
Con respecto al efecto de las auxinas sobre el nimero de
hojas desarrolladas, la mayor cantidad de hojas/explante
se cuantific6 en los brotes cultivados en MS sin auxinas.
Ademas, lalongitud de brotes, nimero de hojas y longitud
del tallo principal fueron semejantes en presencia de las
diferentes concentraciones de ATA, mientras que el aumen-
to de la concentracién del AIB mostr6 un efecto positivo
y progresivo sobre dichos parametros. Estos resultados
pueden ser explicados en razén de que las auxinas no solo
tienen capacidad para inducir agrandamiento y alarga-
miento celular, sino que, ademas, se ha encontrado que
promueven division celular en tejidos cultivados in vitro
(Krikorian, 1991).

En este ensayo de proliferacion se observo que de las auxinas
ensayadas, ANA fue la menos efectiva, cuantificandose una
disminucién progresiva y significativa tanto en el numero y
la longitud de brotes axilares como en el numero de hojas
y la longitud del tallo principal a medida que aumentd la
concentracién (Tab. 5). Andrade et al. (1999) en Lavandula
vera, observaron una reduccion significativa en el numero
de brotes desarrollados por explante al suplementar con
ANA el medio de proliferacion.

Los datos de proliferaciéon de brotes en presencia de cito-
quininas (Tab. 6, Fig. 1 K, L, M) indicaron que la mayor
produccion de brotes en desarrollo/explante, se produjo
con 0,44 uM de BA; en contraste, el mas bajo se cuantifico
en el medio sin reguladores (Tab. 6).

Con respecto a longitud de brotes axilares desarrollados,
los resultados de los diferentes tratamientos presentaron
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diferencias estadisticamente significativas, cuantificindose
la mas alta, en los explantes cultivados con 0,44 uM de BA.
La mayor cantidad de hojas por tallo, se encontré en pre-
sencia de 8,87 uM de BA, mientras que la menor cantidad
se cuantifico en presencia de 4,510 uM de TDZ. El tallo
principal presenté mayor longitud, 1,83 cm, en presencia
de 0,44 uM de BA y 4,510 uM de TDZ (Tab. 6).

Los datos registrados en este ensayo indican que en los
medios de cultivo con 0,44 uM de BA se obtuvieron los
mayores promedios de brotes axilares, longitud de brotes
y numero de hojas; Hossain et al., 2008, obtuvieron 30 a
50 tallos por explante de Stevia en medio con BA. En los
medios con TDZ la apariencia de los brotes fue anormal,

presentando tallos y hojas notoriamente alargadas. Tam-
bién se evidencié que el BA fue la citoquinina mas efectiva
para inducir desarrollo de brotes axilares. Observando, en
orden secuencial, la efectividad de las citoquininas sobre
la formacion de brotes, los resultados concuerdan en parte
con el orden de eficacia citado por Sujatha y Ranjitha (2007)
en Artemisia vulgaris: BA>Kn>Zeatina>Adenina. Ademas,
se observo un efecto negativo del TDZ sobre el desarrollo
de brotes de E. muiska.

Comparando los resultados obtenidos en los diferentes
tratamientos de este ensayo, se observo que en los cul-
tivos de proliferacién de brotes en MS con auxinas o
citoquininas (Tab. 5y 6), mientras el AIB favorecié mésla

TABLA 5. Efecto del AIA, AIB y ANA sobre la induccion y el desarrollo de brotes axilares de E. muiska.

Reguladores Brotes Tallo principal
(M) No. Longitud (cm) No. hojas Longitud (cm)
AlA 4,9 517=2,98 ¢ 1,28+0,61b 11,50+3,70 bed 2,310,64 be
AIA9,8 5,00=2,61¢ 1,39+0,63 b 12,13=3,54 cd 2,42+0,46 bc
AIA 147 397+1,79b 1,26+0,61 b 12,20+4,07 cde 212+0,72b
AIB4,9 3,93+2,23b 1,84+0,99 ¢ 12,40+2,88 de 2,32=0,74 he
AIB 9,8 5,59+2,06 ¢ 1,75=1,04 ¢ 12,59+3,48 de 2,460,81 ¢
AIB 14,7 570+2,55¢ 2,13+113d 12,97+2,89 de 2,88+0,87 d
ANA 4,9 3,00=1,19b 1,46=0,74 b 10,48+2,69 bc 2,30=0,82 bc
ANA 9,8 0,56+0,86 a 0,520,322 10,40+3,35b 1,03+0,49 a
ANA 14,7 1,13+0,97 a 0,50+0,24 a 8,54+317a 1,170,423
Sin requladores 3,57+1,69b 1,36+0,58 b 13,87+3,34 ¢ 2,14+0,48 be
Promedios con letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa segan la prueba LSD (P<0,05).
TABLA 6. Efecto del BA, KIN y TDZ sobre la induccion y el desarrollo de brotes axilares de E. muiska.
Reguladores Brotes Tallo principal
(uM) No. Longitud (cm) No. hojas Longitud (cm)
BA 0,44 790314 ¢ 1,45+0,48 d 16,4+5,73 ¢ 1,83=0,58 ¢
BA 4,44 5,50=1,87 bed 1,42+0,42 d 19,17+7,88 d 1,62+0,42 abc
BA 8,87 6,20+2,33 cd 1,15+0,38 be 22,68+6,41¢ 1,60+0,46 abc
KIN 0,44 4,961,87 b 1,16+0,41 be 12,30+3,92 b 1,77+0,41 be
KIN 4,44 752+251¢ 1,14+0,44 be 12,52+3,60 b 1,53+0,49 ab
KIN 8,87 5,20+1,98 bed 0,940,342 11,55+2,87 ab 1,50=0,42 a
TDZ 4,510 5,10£1,97 bc 0,91+0,32a 9,80+2,952 1,63+0,41 abc
TDZ 4,5-10° 5,43+2,03 bed 1,09+0,50 b 9,93+2,07a 1,75=0,45 be
TDZ 4,510 6,27+2,27d 1,12+0,37b 11,33+2,74 ab 1,83+0,44 ¢
Sin reguladores 370+1,35a 1,24+0,51 ¢ 10,40+2,37 ab 1,49+0,46a

Promedios con letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa segin la prueba LSD (P<0,05).
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elongacion, el BA estimuldé mas la proliferacion de brotes.
Ademds, en presencia de BA se cuantificé la mayor can-
tidad de hojas/tallo principal, 22,68, mientras que en el
ensayo con auxinas, el mayor numero se cuantificé en el
testigo (medio sin reguladores de crecimiento) 13,87. Con
base en estas comparaciones se infirié que una apropiada
combinacion de auxina con citoquinina favoreceria una
adecuada elongacion y un aumento del numero de brotes
desarrollados. Respecto a esta inferencia, Sotolongo et
al. (2003) sugieren la utilizacién de auxinas con el fin de
superar y reducir los efectos residuales de las citoquininas
favoreciendo la elongacion de los brotes.

Ensayo 2

Efecto del AIB combinado con BA o TDZ (Fig. 1 N, O).
Los datos registrados para nimero de hojas, longitud del
tallo principal y longitud de brotes desarrollados (Tab. 7)
no mostraron diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos realizados. Mientras que para nimero de
brotes/explante se observaron diferencias significativas,
cuantificindose el mayor nimero de brotes/explante (6,93)
en presencia de 2,46 uM de AIBy 4,510 uM de TDZ, pero
estos brotes presentaron hojas anormalmente alargadas.
Aunque en presencia de 2,46 uM de AIB y 0,044 pM de
BA se cuantificd 5,96 brotes/explante, los brotes presenta-
ron apariencia normal y adecuada para ser transferidos a
medio de enraizamiento y posterior aclimatizacion. Estos
resultados corroboran el efecto positivo de la combinacién
auxina-citoquinina sobre la multiplicacion celular indicado
por Suarez et al. (2006) y la importancia de establecer ba-
lances adecuados auxina/citoquinina para elevar las tasas
de proliferacion (Brucato et al., 2006).

Ensayo 3

Efecto de la sacarosa y la caseina hidrolizada. En los tra-
tamientos con sacarosa y caseina hidrolizada, la longitud
y el nimero de hojas del tallo principal no presentaron
diferencias estadisticas significativas. Sin embargo, la
longitud de brotes desarrollados en los tratamientos con
sacarosa o caseina hidrolizada mostraron diferencias es-

tadisticamente significativas, cuantificindose los valores
medios mas elevados, 1,83 y 2,13 cm de longitud de brotes
en los segmentos caulinares cultivados en MS suplemen-
tado con 30.000 mg L' de sacarosa o en MS sin caseina
hidrolizada. En general, el promedio de brotes por explante
en los diferentes tratamientos de este ensayo fue alto, 5,26
a 7,22 (Tab. 8); sin embargo, al aumentar o disminuir la
concentracion de sacarosa o al utilizar caseina hidrolizada
en los medios de proliferacion, los brotes desarrollados
presentaron apariencia anormal, con tallos delgados muy
ramificados y con hojas deformes muy alargadas (Fig. 1P,
Q). Cabe recordar que los carbohidratos sirven como fuente
de carbono o energia para el metabolismo de las plantas
cultivadas in vitro y actan como agentes que modifican
las condiciones osméticas (Gemas y Bessa, 2006). Adems,
aunque la caseina hidrolizada ha sido utilizada para au-
mentar el crecimiento y la proliferacion, en este ensayo se
observo un efecto negativo sobre la proliferacion de brotes.

Ademas de los resultados descritos anteriormente, en los
cultivos realizados en los diferentes ensayos de prolifera-
cion también se observé:

— Un mayor porcentaje de explantes necréticos se cuan-
tificé a medida que aument6 la concentracién de AIB
yANA, 2,4a16,9y 4,8 a24,05, respectivamente (datos
no mostrados). Los menores porcentajes de explantes
necroticos 7,0 y 8,3; 2,4, 2,5 v 4,1, se cuantificaron
cuando los explantes se estimularon con 0,44 y 4,44
uM de KIN, con sacarosa a diferentes concentraciones
y cuando los explantes fueron estimulados en presencia
de caseina hidrolizada. En los demas tratamientos no
se presentd necrosis de tejidos.

— Al estimular segmentos caulinares apicales con AIA
se cuantificaron bajos porcentajes de explantes con
callo basal, 4,9 a 9,8% y de brotes hiperhidratados
3,35 a 10,00%. Al estimular con AIB, el porcentaje
de explantes con callo basal aumentd, 30,9 a 71,5%, y
se cuantificaron, en general, porcentajes similares de
explantes hiperhidratados, 13,8; a 16,9, mientras que

TABLA 7. Efecto del AIB combinado con BA o TDZ sobre la proliferacion de brotes axilares de E. muiska.

Reguladores Brotes

Tallo principal

(M) No. Longitud (cm) No. hojas Longitud (cm)

AIB 0,49 + BA 0,044 54+1,52a 1,6+0,55 10,83+2,49 20,07+0,62

AIB 2,46 + BA 0,044 596=+1,79a 1,65+0,55 11,8+3,64 2.17=0,67

AIB 0,49 + TDZ 4,510 513+1,81a 1,59+0,49 12,36+3,31 2,06+0,58

AIB 2,46 + TDZ 4,510 6,93+2,30 b 1,56+0,48 11,73+3,18 2,14+0,57
NS NS

ns, no significativo. Promedios con letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa segtn la prueba LSD (P<0,05).
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TABLA 8. Efecto de la sacarosa y la caseina hidrolizada sobre la proliferacion de brotes axilares de E. muiska.

INDUCCION EXPRESION Brotes Tallo principal
(mg L") No. Longitud (cm) No. hojas Longitud (cm)
AIB 9,8 uM+SA 30.000 SA 30.000 54+206a 1,83+0,78Db 11+2,46 2,21+0,85
AIB 9,8 uM+SA 20.000 SA 20.000 6,76+2,54b 1,51+0,49a 11,73+3,51 2,02+0,53
AIB 9,8 uM+SA 40.000 SA 40.000 543+216a 1,63+0,69a 10,93+3,05 211+0,59
AIB 9,8 uM+SCH SCH 6,2+2,06 ab 213+0,92 ¢ 11,96+2,68 2,36+0,85
SCH 547177 a 2,010,75 be 10,15+3,35 2,04+0,81
AIB 9,8 uM+CH 500
CH 500 5,38+2,06a 1,86+0,77b 10,05+3,61 1,98+0,73
SCH 5,26+1,94 a 1,32+0,57 a 10,94+3,64 1,84+0,77
AIB 9,8 uM+CH 1.000
CH1.000 722+267Db 1,51+0,79a 9,77+2,92 2,03+0,84
NS NS

SA, sacarosa; SCH, sin caseina hidrolizada; CH, caseina hidrolizada. Promedios con letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa segtn la prueba LSD (P<0,05). ns, no

significativo.

al estimular con ANA, 92,8 a 100% de los explantes
formaron callo compacto y de color marrén (Fig. 2).
Todos los explantes que formaron callo posteriormente
murieron. Aligual que en este ensayo, el ANA estimuld
el crecimiento de callo en Stevia rebaudiana (Bondarev
et al., 1997).

— En general, mas de 50% de los explantes formé callo
basal en presencia de las combinaciones AIB-BA o
AIB-TDZ, sacarosa a diferentes concentraciones y
caseina hidrolizada, excepto el tratamiento 23 (AIB
0,49 UM mas TDZ 0,0045 pM) en el cual 40,8% de los
explantes desarrollaron callo. El numero de explantes
hiperhidratados fue mayor cuando se cultivaron en MS
con AIB-BA que cuando se cultivaron con AIB-TDZ.
Alaumentar o disminuir la concentracion de sacarosa
yalincrementar la de caseina hidrolizada aumentaron
los porcentajes de explantes hiperhidratados (Fig. 2).

Enraizamiento

Después de 30 d de cultivo en medio de enraizamiento, se
observo que a medida que se increment la concentracion
de AIB, también aument¢ el porcentaje de brotes enraizados
y la media de raices por explante, mientras que en estudios
realizados por Sudrez ef al. (2006) en Stevia rebaudiana,
a medida que se aument6 la concentracion de AIB en el
medio de cultivo la formacién de raices disminuyd; sin
embargo, en otros estudios con Stevia (Debnath, 2008 y
Hossain et al., 2008), el mayor niimero, 2 a 8, de raices/
explante se registrd en presencia de 1,0; 1,5y 2,0 mg L de
AIB. En este ensayo, aunque en presencia de 4,9 uM de AIB
se cuantifico el mayor porcentaje, 70%, de brotes enraizados
y el mayor promedio, 6,5, de raices por explante (Tab. 9), el
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AIB también indujo formacién y desarrollo de brotes en la
base del explante, dificultando la aclimatizacion de estas
plantulas. De otro lado, aunque en el medio con 0,49 pM
de AIB se cuantificé 54,17% brotes enraizados y 4,7 raices/
explante (Tab. 9, Fig. 1F), la induccién y el desarrollo de
brotes axilares en la base del explante disminuyo, pero el
porcentaje de plantulas viables en la fase de aclimatizacion
aumento.

TABLA 9. Efecto del AIB sobre el desarrollo radical de brotes de E. muiska.

Explantes enraizados

Concentracion (uM) (%)

Raices por explante

Sin reguladores 21,43 3,2
AIB 4,90 70,00 6,5
AIB 0,49 5417 47
AIB 0,049 42,31 2,5

Aclimatizacion

Después de 90 d de aclimatizacién, el mayor porcentaje,
60%, de plantulas viables se cuantific en el sustrato
tierra de capote (Fig. 1G), observandose que la textura y
estructura de este sustrato favorecen el desarrollo caulinar
y radical de las plantulas. Teniendo en cuenta que la tierra
de capote presenta alta porosidad, elevada retenciéon de
agua, buena aireacién, pH bajo y textura fina (Valencia
y Ramirez, 1993), se convierte en un sustrato apropiado
para la aclimatizacion de E. muiska. El control inicial de
temperatura, humedad e iluminacién fue imprescindible
durante la primera etapa de aclimatizacién, observandose
que las plantulas transferidas directamente del cuarto de
cultivo a condiciones de invernadero no fueron viables
(resultados no mostrados).
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FIGURA 2. Explantes de E. muiska que formaron callo basal e hiperhidratados en cultivos en MS suplementado con auxinas y/o citoquininas, saca-

rosa o caseina hidrolizada (CH).

Conclusiones

A través de los ensayos realizados se establecié un protocolo
de micropropagacion de Espeletiopsis muiska que permite
la produccién masiva de plantulas utilizables para repo-
blamiento de dreas de paramo intervenidas.

El protocolo de micropropagaciéon de E. muiska més
adecuado comprende: germinacion de embriones en MS
sin reguladores de crecimiento; proliferacién de brotes
axilares en medio con 2,46 uM de AIB mas 0,044 pM de
BA; enraizamiento de brotes en medio con 0,49 uM de AIB
y aclimatizacion de plantulas en condiciones controladas
utilizando como sustrato suelo de capote.
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