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Evaluacion del efecto de reemplazar tres reactivos quimicos puros por fertilizantes
en medios de cultivos para induccién in vitro de brotes adventicios de violeta
africana (Saintpaulia ionantha)

Maria Fernanda Pacheco Patron

Resumen. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de reemplazar tres reactivos
quimicos puros por fertilizantes en el medio de cultivo basal Murashige y Skoog (MS)
modificado para la induccion in vitro de brotes adventicios de violeta africana. El
establecimiento se realiz6 con explantes de hoja de vitro plantas. Los explantes se
establecieron en cinco tratamientos, el tratamiento testigo consistio en el uso de los
reactivos quimicos puros, en el tratamiento dos se reemplazaron tres macroelementos,
nitrato de amonio, nitrato de potasio y sulfato de magnesio heptahidratado por
fertilizantes, en el tratamiento tres se reemplaz6 Unicamente el macroelemento nitrato de
amonio, en el tratamiento cuatro se reemplazé el nitrato de potasio y en el tratamiento
cinco se reemplazd el sulfato de magnesio heptahidratado. Se utiliz6 un disefio
completamente al azar, con cinco tratamientos, dos repeticiones y cincuenta unidades
experimentales por repeticion. Se analizd mediante un ANDEVA con separacion de
medias por el método de Duncan con una probabilidad <0.05. Las variables evaluadas
fueron porcentaje de brotes al dia 21, peso fresco y peso seco. Los mejores resultados de
porcentaje de brotes, peso fresco y seco se presentaron en los tratamientos en los que se
reemplazé los tres reactivos quimicos por fertilizantes y donde se reemplazo el nitrato de
amonio Yy el sulfato de magnesio heptahidratado por fertilizantes individualmente.

Palabras clave: Concentracion, fertilizante, micropropagacion.

Abstract. The aim of this study was to evaluate the effect of replacing three pure
chemical reagents for fertilizer in the basal culture medium Murashige and Skoog (MS)
modified for the in vitro induction of adventitious buds of African violet. The
establishment was made with leaf explants vitro plants. The explants were established in
five treatments, the control treatment consisted of the use of pure chemical reagents, in
treating two, three macronutrients were replaced, ammonium nitrate, potassium nitrate
and magnesium sulfate heptahydrate for fertilizers, in the three treatment were replaced
only macroelement ammonium nitrate, in four treatment potassium nitrate was replaced
and in the five treatment the magnesium sulfate heptahydrate is replaced. It was used
completely randomized design, with five treatments, two fifty repetitions and
experimental units per repetition. It was analyzed by ANOVA with mean separation by
Duncan’'s method with a probability <0.05. The variables evaluated were percentage of
outbreaks at day 21, fresh weight and dry weight. The best results percentage of sprouts,
fresh and dry weight occurred in the treatments in which the three chemical reagents was
replaced by fertilizers and where ammonium nitrate and magnesium sulfate heptahydrate
was replaced by fertilizer individually.

Keywords: Concentration, fertilizer, micropropagation.
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1. INTRODUCCION

La violeta africana (Saintpaulia ionantha) tiene origen en Africa Tropical. Es difundida a
nivel mundial como planta de interior, debido a sus caracteristicas atractivas (Terenti y
Verdes 2013). Pertenece a la familia de las Gesneriaceae que es conocida por ser de gran
interés tanto taxondmico como biogeografico, ya que abarca areas principales del viejo
continente y el nuevo mundo. La Gesneriaceae se subdivide en tres subfamilias,
Gesnerioideae, Coronantheroideae y Cyrtantroideae, siendo la Ultima a la cual pertenece
la violeta africana (Poll y Alvarez 2013).

La micropropagacion es una técnica de propagacion masiva en ambientes controlados
artificialmente y con medios de cultivos para cada una de las especies deseadas. Esta
técnica es una herramienta necesaria para la propagacion y mejoramiento de cultivos, ya
que se obtienen resultados a grandes proporciones comerciales a partir de muy poco
material vegetal y que ademas puede tener varias multiplicaciones. Estos beneficios son
debido a la totipotencia, es decir la capacidad de las células vegetales de poder regenerar
una planta entera en las condiciones ideales (Levitus et al. 2010).

Principales ventajas de la micropropagacion son la posibilidad de controlar la sanidad de
los explantes y mayor facilidad de transporte. Desventajas como los altos costos de
inversion, reactivos, equipo y el escaso personal capacitado en el area, hacen que ésta
técnica sea poco implementada (Rojas Gonzalez et al. 2004).

Los reactivos que se usan para la micropropagacion son sustancias inorganicas como los
macro y micronutrientes, organicas como aminoacidos, vitaminas y reguladores de
crecimiento como auxinas, y citocininas. Aunque en la actualidad existen premezclas
comerciales, normalmente los medios son preparados en el laboratorio (Sharry et al.
2015).

Debido a que las sales minerales que conforman el medio de Murashige y Skoog (MS)
tienen un alto costo, se han buscado alternativas para remplazar estas sales con
fertilizantes foliares u otro tipo de insumos agricolas (Azofeifa et al. 2008).

Los insumos agricolas son parte de las enmiendas que aplican los agricultores para
favorecer o mejorar el desarrollo y la produccion de los cultivos, entre ellos estan
fertilizantes, plaguicidas, fungicidas, insecticidas y adecuadores de suelos (Garcia 2009).
Debido a que los ingredientes de algunos de los insumos agricolas son similares en
composicién a los componentes de los reactivos quimicos usados en cultivo de tejidos se
puede usar estas sustancias en la micropropagacién como alternativa de bajo costo en
cultivos ornamentales como el del presente estudio (Suérez y Hernandez 2008).



El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de reemplazar tres reactivos quimicos
puros por fertilizantes en el medio de cultivo basal MS para la induccién in vitro de brotes
adventicios de violeta africana.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacién del estudio. El estudio se realizo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria, Escuela Agricola
Panamericana Zamorano, Valle del Yeguare, Honduras.

Establecimiento in vitro de explantes. Para el establecimiento se usaron hojas de vitro
plantas establecidas a partir de explantes foliares y que estaban en etapa de multiplicacion.
Para el experimento se seleccionaron hojas con el mejor aspecto de vigor y tamafio medio
aproximado de 1 cm?, las hojas fueron seleccionadas y separadas de las vitro plantas,
posteriormente fueron sembradas en los tubos de ensayos que contenian los tratamientos
que se evaluaron (Figura 1).

A

Figura 1. Establecimiento in vitro de explantes de hojas de violeta africana. A- Seleccion
de los explantes mas vigorosos y del mismo tamafio. B- Separacién del explante. C-
Siembra de los explantes en los tratamientos.

Preparacion y manejo del material vegetal. La siembra se realizé dentro de la cAmara
de flujo laminar, la cual fue encendida con 15 minutos de anticipacion, las paredes y
meson de la misma fueron desinfectadas con etanol al 70%, las pinzas y los bisturies
usados fueron previamente lavados con agua y jabon, desinfectados con etanol al 70% y
esterilizados durante 15 segundos en los esterilizadores de calor seco a 250-300°C.

Medio de cultivo. La formulacion usada fue la de Murashige y Skoog modificada por
Kyte (1987) (Cuadro 1). Todos los medios fueron solidificados con 1.8 g de Phytagel®, el
pH se ajust6é a 5.8 con KOH o HCL. Los medios fueron esterilizados en autoclave a 15
PSI, a 20 °C durante 20 minutos.



Cuadro 1. Medio de cultivo basal Murashige y Skoog modificado para la induccion de
brotes adventicios en hojas de violeta africana (Saintpaulia ionantha).

Componentes Formula Nombre comUn mg L
Macro elementos CaCl2.2H20 Cloruro de calcio dihidratado 220.000
KH2PO4 Fosfato de potasio 85.000
KNOs Nitrato de potasio 950.000
MgSO4.7H20  Sulfato de magnesio heptahidratado 185.000
NHsNOs3 Nitrato de amonio 825.000
Micro elementos  H3BOs Acido borico 6.200
CoCl2.6H20 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
KI Yoduro de potasio 0.830
Sulfato de manganeso
MnS04.4H20 tetrahidratado 22.300
Na2Mo004.2H2.0 Molibdato de sodio dihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
Hierro FeNaEDTA Sal férrica sodica de acido
etilendiaminotetraacético 50.000
Vitaminas Myo-inositol 100.000
Tiamina 0.400
Fito-hormona AlA 1.000
Carbohidratos Sacarosa 15,000.000

Fuente: Kyte, 1987.

En los tratamientos evaluados se reemplazaron tres reactivos quimicos de los
macroelementos por fertilizantes. De acuerdo a Arévalo y Castellanos (2011) una de las
principales caracteristicas quimicas de los fertilizantes en su solubilidad tanto en agua
como en otros compuestos, debido a esto es posible su utilizacion en medios de cultivo.

Los tres reactivos quimicos de los macroelementos que se reemplazaron por fertilizantes
se detallan en el cuadro 2.



Cuadro 2: Aportes y diferencias de los nutrientes aplicados al medio de cultivo al
reemplazar los reactivos quimicos por fertilizantes.

Aporte Aporte
Reactivo . reactivo - Diferencia  Diferencia
Py Fertilizante g fertilizante o
guimico guimico (%) (mg) (%)
(%)
NHsNO3 34.4-0-0 N 35.0 N 34.5 4.125 14
KNOs 13-0-46 N 13.9 N 13.3 3.400 2.6
K 38.6 K 36.0 24.800 6.8
MgSQ04.7H20 0-0-0-0-16-13 Mg 9.8 Mg 9.6 0.300 1.6
S 13.0 S 13.0 0.000 0.0

Los tratamientos fueron los siguientes:

- Tratamiento Reactivos quimicos: Se uso el protocolo de Kyte (1987) como testigo,
con los macroelementos proporcionados por reactivos quimicos.

- Tratamiento Fertilizantes: Se reemplazaron los reactivos: nitrato de amonio, nitrato de
potasio y sulfato de magnesio heptahidratado por fertilizantes.

- Tratamiento fertilizante NHsNOs: Se reemplazd uUnicamente el reactivo quimico
nitrato de amonio por el fertilizante.

- Tratamiento fertilizante KNOz: Se reemplaz6 uUnicamente el reactivo quimico nitrato
de potasio por el fertilizante.

- Tratamiento fertilizante MgSO4.7H20: Se reemplazé unicamente el reactivo quimico
sulfato de magnesio heptahidratado por el fertilizante.

En todos los tratamientos los demés ingredientes de los macroelementos fueron agregados
en forma de reactivo quimico. Cada 30 dias se hizo un refrescamiento de medio de cultivo
para mantener los nutrientes disponibles a cada explante o brote.



Cuadro 3. Resumen de los tratamientos evaluados y su codificacion.

Tratamiento

(Reemplazo de reactivo quimico Codificacion

por fertilizante)

1. Reactivos quimicos (Testigo) Reactivos quimicos

2. Fertilizantes NH4NO3+KNOs +MgS0O4.7H20
3. Fertilizante NH4NO3 NHsNO3

4. Fertilizante KNOs KNOs

5. Fertilizante MgSQO4.7H20 MgS0O4.7H20

Incubacion. Luego de la siembra los cultivos fueron trasladados al cuarto de crecimiento
a una temperatura de 25+1°C, humedad relativa de 70%, intensidad luminica de 2000 lux
y un fotoperiodo de 16 horas luz y de 8 horas de oscuridad durante 90 dias.

Variables a evaluar. Las variables medidas fueron formacion de brotes al dia 21, peso
fresco y peso seco en gramos al dia 90.

Toma de peso fresco y peso seco. Para la obtencién de datos de peso fresco se procedio a
tomar los brotes que se encontraban en medio de refrescamiento con 60 dias, se pesaron
en la balanza analitica, luego se colocaron en bolsas de papel y se secaron en el horno
durante 48 horas, a 65-75 °C. Luego se tomo el peso seco de cada planta en la balanza
analitica.

Disefio experimental y anélisis estadistico. Se usé un disefio completo al azar con cinco
tratamientos, cincuenta repeticiones por tratamiento. Se realiz6 un anélisis de varianza y
una separacion de medias con el método Duncan con un nivel de significancia < 0.05. Los
datos fueron analizados con el programa “Statistical Analysis System” version 9.4® (SAS,
2013).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al dia siete del establecimiento se observé crecimiento en los explantes, cambio de
coloracion y formacion de estructuras globulares. Al dia 15 del establecimiento se observo
explantes con brotes adventicios. Al dia 21 se observo un alto porcentaje de explantes con
brotes en todos los tratamientos. EI porcentaje mas bajo de explantes con brote se observé
en el tratamiento donde se reemplazé el KNOs por el fertilizante, esto puede deberse a que
la diferencia de nutrientes en este medio fue la mas alta (9.4%) ya que no se realizo
equiparacion molar, si no que Unicamente se reemplazaron las fuentes de los nutrientes
(Cuadro 4).

En el estudio de Montenegro et al. (2013) usé el un fertilizante de sulfato de potasio y
magnesio como sustituto del medio de cultivo para la propagacion in vitro de banano
(Musa sp) usando equiparacion molar, éste estudio presentd mejores resultados a
comparacion del testigo el cual contenia el medio de cultivo con las concentraciones
totales normales para la propagacion in vitro de banano.

Cuadro 4. Efecto del reemplazo de tres reactivos quimicos por fertilizantes en el
porcentaje de explantes con brote al dia 21 en violeta africana.

Tratamiento Unidades observacionales Explantes
con brote (%)
Reactivos quimicos 96 82.2ab%
Fertilizantes 91 91.2a
NO3NH4 97 89.6ab
KNOs 93 80.6b
MgSQO4.7H20 93 92.4a

> Datos con letras iguales no son significativamente diferentes (P < 0.05)

El mayor peso fresco se obtuvo en los tratamientos fertilizantes, nitrato de amonio y
sulfato de magnesio, mientras que el tratamiento con nitrato de potasio fue el que presentd
el menor peso. En el peso seco también se observaron diferencias significativas entre
tratamientos. Sin embargo, los tratamientos fertilizantes, nitrato de amonio y sulfato de
magnesio heptahidratado presentaron mayor peso seco a comparacién de los tratamientos
con reactivos quimicos y nitrato de potasio (Cuadro 5).



Cuadro 5. Efecto del reemplazo de tres reactivos quimicos por fertilizantes en el peso
fresco y peso seco de brotes adventicios de violeta africana.

Promedio de peso (g)

Tratamiento

Peso fresco Peso seco
Reactivos quimicos 4.03b% 0.15b
Fertilizantes 5.29a 0.20a
NO3sNH34 4.68ab 0.19a
KNOs 2.69c 0.14b
MgSOa4.7H20 4.74ab 0.20a

Q: Datos con letras iguales no son significativamente diferentes (P < 0.05).

Para este estudio Unicamente se reemplazaron las cantidades de los ingredientes, no se
hizo equiparacion molar, se observaron buenos resultados en los tratamientos donde se
reemplazaron los tres reactivos quimicos a la vez y donde sélo se reemplazo el nitrato de
amonio y sulfato de magnesio heptahidratado.

Esto quiere decir que el cultivo evaluado puede ser inducido a brotes adventicios con
dosis mas bajas en los nutrientes de los macroelementos.

El tratamiento nitrato de potasio, en el cual se reemplazé Unicamente este reactivo
quimico puro por el fertilizante, fue el Gnico que presentd resultados menores, tanto en
porcentaje de brotes al dia 21 como el peso en fresco y seco, esto puede ser debido a que
el fertilizante proporciona 2.6% menos de potasio y 6.8% de nitrdgeno en comparacion
con lo que proporciona el reactivo quimico y a que el potasio ayuda en la sintesis y
reduccidn de nitratos y el nitrdgeno es el que influencia el crecimiento de las plantas.

En el estudio de Azofeifa et al. (2008) también se realiz6 una evaluacion sustituyendo
abonos foliares comerciales para establecimiento in vitro de micro estacas de papa cv.
Atzimba, realizando equiparacion molar, como alternativa a las sales minerales Murashige
y Skoog, el tratamiento en el que sustituyeron nitrato de amonio y nitrato de potasio no
presento diferencia significativa e a comparacion con el tratamiento MS, ademas sugieren
que los resultados obtenidos permiten considerar el uso de fertilizantes como alternativa
de ingredientes de medios de cultivo, al menos por periodos de tiempo limitados.



4. CONCLUSIONES

Reemplazar tres reactivos quimicos puros por fertilizantes, no afecta la formacion
de brotes, peso fresco y seco en la produccién in vitro de violeta africana.



5. RECOMENDACIONES

Usar los fertilizantes en los medios de cultivo haciendo equiparacion molar para
determinar las cantidades.

Realizar estudios con otros cultivos y con lapsos de tiempos mas prolongados para
poder evaluar otros efectos y asi recomendar de forma mas segura el uso de
fertilizantes en medios de cultivos.

Realizar un andlisis de costos que permita tener informacion sobre la factibilidad
de reemplazar los reactivos quimicos por fertilizantes.
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