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Evaluacion de fitohormonas suplementadas al medio de cultivo para la propagacion
in vitro de albahaca (Ocimum basilicum L.) a partir de meristemos

Ana Graciela Arévalo Ayala

Resumen. La albahaca se considera una fuente importante de aceites esenciales y
compuestos aromaticos, la cual puede usarse para fines culinarios, medicinales o como
ornamental fragante. La micropropagacion se ha convertido en una herramienta importante
para la produccion masiva de plantulas. El objetivo de este estudio fue evaluar fitohormonas
suplementadas al medio de cultivo para el establecimiento y multiplicacion in vitro de
meristemos de albahaca cultivares Genovesa y Red Rubin. En el establecimiento se
utilizaron meristemos axilares y apicales en medio Murashige y Skoog modificado y
suplementado con reguladores de crecimiento. Se evaluaron los tratamientos BAP
(Bencilaminopurina) (1.14 mg/L de BAP), BAP + AG (Acido giberélico) (1.0 mg/L de BAP
+ 0.4 mg/L de AG) y TDZ (Thidiazuron) (11 mg/L de TDZ los primeros 12 dias, después
medio MS sin hormonas). Después de 42 dias en los medios de establecimiento, se
transfirieron a los medios de multiplicacion, suplementados con BAP + AIA (Acido
Indolacético) (0.56 mg/L de BAP + 0.1 mg/L de AIA), BAP (0.3 mg/LL de BAP) y sin
reguladores de crecimiento. En la etapa de establecimiento los resultados demostraron que
el tratamiento 1.14 BAP y 1.0 BAP + 0.4 AG fueron los mejores en produccion de hojas.
En la etapa de multiplicacion para ambas variedades, no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos en el nimero de brotes por explante. Los mejores
tratamientos en la etapa de establecimiento son los suplementados con BAP. En la etapa de
multiplicacion no es necesario usar fitohormonas en el medio de cultivo.

Palabras clave: Citoquininas, hiperhidratacion, meristemos axilares y apicales.

Abstract. Basil is considered an important source of essential oils and aromatic compounds,
which can be used for culinary, medicinal or fragrant ornamental purposes. The
micropropagation of basil has become an important tool for the massive production of
seedlings. The aim of this study was to evaluate phytohormones supplemented to the culture
medium for the in vitro establishment and multiplication of cultivars Genovesa and Red
Rubin basil meristems. Axillary and apical meristems were used in the establishment in
Murashige and Skoog modified medium and supplemented with growth regulators. The
treatments BAP (Benzyladenine) (1.14 mg / L BAP), BAP + AG (Gibberellic acid) (1.0
mg/L BAP + 0.4 mg/L AG) and TDZ (Thidiazuron) (11 mg/L TDZ the first 12 days, then
MS medium without hormones). After 42 days in the establishment media, the shoots were
transfered to the multiplication media suplemented with BAP + AIA (0.56 mg/L BAP + 0.1
mg/L AIA), BAP (0.3 mg/L BAP) and without growth regulators. At the establishment
stage the results showed that treatment 1.14 BAP and 1.0 BAP + 0.4 AG were the best in
terms of leaf production. In the multiplication stage for both varieties, no significant
differences between treatments were found for the number of shoots per explant. Therefore,
the best treatments in the establishment stage are those supplemented with BAP and in the
multiplication stage the use of hormones is indifferent between treatments in the formation
of micro cuttings.

Key words: Axillary and apical meristems, cytokinins, hyperhydration.
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1. INTRODUCCION

La albahaca (Ocimum basilicum L.) es una planta herbacea anual, que pertenece a la familia
Lamiaceae (Labiatae) originaria de Asia y Africa. Se cultiva principalmente por sus hojas
aromaticas, que se utilizan frescas o se secan para la destilacion del aceite esencial o para
condimento (Charles 2013). Hay mas de 50 especies de albahaca. Estas difieren en habito
de crecimiento, apariencia fisioldgica, composicion quimica y aromatica (DAFF 2012).

Comercialmente hay tres tipos principales de albahaca que se usan para aceite esencial u
hojas secas como producto final: la albahaca francesa, la cual se conoce por tener el sabor
mas dulce y mas oscuro en color, la albahaca americana, considerada de alta calidad por su
color y sabor dulce y la albahaca egipcia también conocida por su fragancia y sabor. Debido
a las multiples propiedades que posee la albahaca, su uso es variado y de gran amplitud. Se
considera una planta medicinal aromatica, por lo que el nivel de importancia como
acompanante alimenticio y como uso medicinal para aliviar problemas digestivos, es
significativo (Charles 2013).

Esta hierba se considera una fuente importante de aceites esenciales y compuestos
aromaticos, una hierba culinaria y también como ornamental fragante. La obtencion de
aceites es partir de las semillas. Los extractos de la planta se usan en medicinas tradicionales
y se ha demostrado que contienen componentes biologicamente activos que son
insecticidas, nematicidas, fungistaticos y antimicrobianos (Kintzios y Makri 2008). Los
cultivares seleccionados que se pueden cultivar a partir de semillas incluyen la albahaca
dulce (Genovesa, de hoja grande), albahaca morada (Opal oscuro, Volantes morado),
albahaca limon. La albahaca se cultiva mejor en zonas subtropicales. La temperatura 6ptima
para la germinacion es de 20 °C, y para un 6ptimo crecimiento temperaturas de 7 a 27 °C
(DAFF 2012).

El método convencional para la propagacion de albahaca es a través de semillas y estacas.
Sin embargo, debido al pobre potencial de germinacion restringe la multiplicacion (Sahoo
et al 1997). Por lo que la propagacion in vitro es un medio eficaz para multiplicar
rapidamente las especies en que los métodos convencionales tienen limitaciones. Se han
investigado diferentes protocolos para la propagacion in vitro de albahaca de los cuales se
han obtenido resultados satisfactorios. Sahoo et al. (1997) demostraron que para la
induccion de brotes a través de explantes nodales se puede utilizar el medio Murashige y
Skoog (MS) suplementado con 6-bencilaminopurina (BAP) y &cido giberélico (AG).



Otro estudio, realizado por Siddique y Anis (2008), demostrd que una propagacion eficiente
se obtenia a través de segmentos nodales con brotes axilares. Y para la induccion de los
brotes el medio MS suplementado con BAP fue 6ptimo.

El objetivo de este estudio fue:
e Evaluar fitohormonas suplementadas al medio de cultivo para el establecimiento y
multiplicacion in vitro de meristemos de albahaca cultivares Genovesa y Red Rubin.



2.  METODOLOGIA

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, ubicado en el
Departamento de Ciencia Produccion Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras.

Material vegetal.

Se utilizaron meristemos axilares y apicales de albahaca de los cultivares Genovesa y Red
Rubin que se cultivan en el médulo de Agricultura Orgénica ubicado en Zamorano. Se
eliminaron todas las hojas y los tallos se separaron en segmentos nodales, para asi facilitar
la extraccion de los meristemos ubicados en las axilas.

Desinfeccion del material vegetal. La desinfeccion de los segmentos nodales, previo a la
extraccion del explante, consistid en un lavado con jabon liquido seguido por una inmersion
en cloro comercial (NaClO 4.72% ingrediente activo) a una concentracion del 5% /v al cual
se le agregd dos gotas de Tween® 80 por cada 100 mL de la solucion. Los segmentos
nodales se sumergieron en dicha solucion por 5 minutos y luego se hicieron tres lavados
con agua destilada estéril dentro de la cdmara de flujo laminar.

Medios de cultivo.

En este estudio se evaluaron fitohormonas en la etapa de establecimiento y multiplicacion,
las cuales fueron suplementadas al medio de cultivo. Los medios evaluados estuvieron
compuestos en su totalidad por el medio de Murashige y Skoog (MS) completo (Cuadro 1)
y suplementado con 6-Bencilaminopurina (BAP), Acido Giberélico (AG), Thidiazurén
(TDZ) y Acido Indolacético (AIA) segun la etapa de micropropagacion y el tratamiento a
evaluar. A todos los medios se les agreg6 el biocida PPM (Plant Preservative Mixture) (1
mL/L) y el pH se ajustoé a 5.8. Los medios fueron solidificados con Phytagel (1.8 g/L) y
esterilizados a 121 °C, 15 PSI por 20 minutos.



Cuadro 1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado para el establecimiento
in vitro de meristemos de albahaca (Ocimum basilicum).

Componentes Formula Nombre Comiin mg/L
Macroelementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO3 Nitrato de potasio 1,900.000
Sulfato de magnesio
MgS0,.7H,0 heptahidratado 370.000
NH4NO; Nitrato de amonio 1,650.000
Microelementos  HzBOs3 Acido bérico 6.200
Cloruro de cobalto
CoCl,.6H,0 hexahidratado 0.025
Sulfato de cobre
CuS0.4.5H,0 pentahidratado 0.025
KI Yoduro de potasio 0.830
Sulfato de manganeso
MnSO,.4H,0 tetrahidratado 22.300
Molibdato de sodio
NazMOO4.2H20 bihidratado 0.250
ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Sal férrica sédica de dcido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Vitaminas Tiamina 0.400
Acido Nicotinico 0.500
Piridoxina 0.500
Myo-Inositol 100.000
Carbohidratos Sacarosa 30,000.000

Fuente: (Kyte 1987)

Establecimiento de meristemos de albahaca.

Los tratamientos evaluados en la etapa de establecimiento fueron tres: 1.14 mg/L de BAP,
1 mg/L de BAP + 0.4 mg/L de AG y 11 mg/L de TDZ durante 12 dias, después de este
tiempo, se transfiri6 a un medio sin hormonas (Cuadro 2). El dia 21 después del
establecimiento se realizo un refrescamiento de medio, lo cual consistioé en transferir los
explantes a medio fresco, que contenia las mismas hormonas, segin tratamiento



Cuadro 2. Reguladores de crecimiento suplementados al medio MS para el establecimiento
in vitro de albahaca.

Tratamientos ¥ (mg/L) Autores
1.14 BAP Siddique y Anis (2008)
1.0 BAP +0.4 AG Sahoo et al. (1997)

11 TDZ los primeros 12 dias.

después medio MS sin hormonas Siddique y Anis (2007)

¥ BAP: Bencilaminopurina, AG: Acido Giberélico, TDZ: Thidiazurén

Multiplicacion in vitro de albahaca.

A los 42 dias del establecimiento de los meristemos, ya habia formacion de brotes y de
tejido callogénico por lo que se procedio a transferir dichos brotes a medios para su
multiplicacion. Los medios para multiplicacion a los que se transfirieron los brotes fueron
basados en el Murashige y Skoog (MS) completo (Cuadro 1) y suplementados con
reguladores segun el tratamiento evaluado.

Los tratamientos evaluados en la etapa de multiplicacion fueron tres: 0.56 mg/L de BAP +
0.1 mg/L de AIA, 0.3 mg/L de BAP y sin reguladores (Cuadro 3). Después de 21 dias de la
transferencia de los vitroesquejes a los medios de multiplicacion, se separaron los brotes
formados y transfirieron (subcultivaron) a otros frascos para facilitar su desarrollo, se
realizaron dos subcultivos.

Cuadro 3. Reguladores de crecimiento suplementados al medio MS para la multiplicacion
in vitro de albahaca.

Tratamientos ¥ (mg/L) Autores

0.56 BAP + 0.1 ATA Siddique y Anis (2008)
0.3 BAP Sahoo et al. (1997)

Sin regulador Siddique y Anis (2007)

¥ BAP: Bencilaminopurina, AIA: Acido Indolacético

Incubacion.
Los explantes establecidos y los brotes multiplicados se incubaron a un ambiente controlado
con una temperatura de 24 °C, 70% humedad relativa, una intensidad luminica de 2 kix y
16 horas luz.



Variables evaluadas.

En la etapa de establecimiento se evaluo a los 21 dias el nimero de hojas, a los 42 dias el
numero de brotes y porcentaje de plantas hiperhidratadas. En la etapa de multiplicacion se
evaluo el numero de brotes por micro esqueje al dia 21 de cada subcultivo.

Disefio experimental.
Se evalu6 cada cultivar como un experimento independiente. Para los dos cultivares se uso
el disefio completo al azar con tres tratamientos y 40 repeticiones por tratamiento.

Analisis estadistico.

Se realizo un analisis de varianza y separacion de medias por el método de Duncan, con
probabilidad < 0.05. Los datos obtenidos en la etapa de multiplicacion del cultivar Red
Rubin fueron analizados mediante la prueba t de Student. Se uso el Sistema de Analisis
Estadistico (SAS® version 9).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Albahaca cultivar Red Rubin.

Establecimiento. La formacion de tejido callogénico se observd a partir del dia cinco
después del establecimiento. A partir del dia 10 se observ la formacion de hojas en algunos
explantes (Figura 1). Respecto al nimero de hojas y brotes no hubo diferencias entre
tratamientos (Cuadro 4). Este resultado no concuerda con la investigacion anteriormente
realizada por Siddique y Anis (2008), donde BAP fue mas efectiva que otras citoquininas
en la formacion de las plantulas.

Cuadro 4. Numero de hojas y brotes por esqueje en respuesta a los tratamientos para el
establecimiento in vitro de albahaca cultivar Red Rubin.

Tratamiento ¥ (mg/L) Hojas Brotes
21 dias 42 dias 42 dias

1.14 BAP 2.7 ns 4.4 ns 1.2 ns
1.0BAP+04 AG 2.0 4.1 1.3
11 TDZ 1.1 3.1 1.1
Prueba F 2.86 1.39 0.52
CV 62.75 4598 38.52
Grados de libertad 27 38 44
Probabilidad 0.0759 0.2625 0.5957

¥ BAP: Bencilaminopurina, AG: Acido Giberélico, TDZ: Thidiazurén
ns: no se encontrd diferencias significativas
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Figura 1. Formacion de brotes en la etapa de establecimiento in vitro de albahaca cultivar
Red Rubin. A. Tratamiento 1.14 BAP (Bencilaminopurina); B. Tratamiento 1.0 BAP + 0.4
AG (Acido Giber¢lico); C. Tratamiento 11 TDZ (Thidiazuro6n).

Multiplicacion. En cuanto al numero de brotes por esqueje no hubo diferencias
significativas entre tratatamientos (Cuadro 5), sin embargo en esta etapa las plantulas que
se encontraban en el tratamiento 0.3 BAP, no sobrevivieron posiblemente porque los
explantes requieren la presencia de esta hormona a concentraciones mayores. Los datos
obtenidos concuerdan con la investigacion realizada por Siddique y Anis (2007) en el cual
los mejores resultados se obtuvieron cuando los brotes inducidos de diferentes tratamientos
de TDZ se subcultivaron tres veces a un medio MS libre de hormonas para su
multiplicacion. También concuerdan con los resultados de Siddique y Anis (2008) en los
cuales entre todas las combinaciones de citoquininas-auxina ensayadas, la obtencion de
mayor numero de brotes por explante se obtuvo con la suplementaciéon de BAP con AIA.
Por lo que ambos tratamientos son viables para la obtencién de mayor numero de brotes
por esqueje (Figura 2).

Cuadro 5. Numero de brotes por esqueje en respuesta a los tratamientos en multiplicacion
in vitro de albahaca cultivar Red Rubin subcultivo 1 y 2.

Tratamientos * (mg/L) Subcultivo 1 Subcultivo 2
21 dias 42 dias
0.56 BAP + 0.1 AIA 1.9 ns 1.4 ns
Sin regulador 3.0 2.0
Prueba F 4.8 2.719
Valort 1.4 1.2
Grados de libertad 18 18
Probabilidad 0.05 0.05

¥ BAP: Bencilaminopurina, AIA: Acido Indolacético
ns: no se encontraron diferencias significativas
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Figura 2. Plantulas de albahaca cultivar Red Rubin en la etapa de multiplicacion in vitro A.
Tratamiento 0.56 BAP (Bencilaminopurina) + 0.1 AIA (Acido Indolacético), B.

Tratamiento sin reguladores.

Albahaca cultivar Genovesa.

Establecimiento. En la formacion de brotes no se presentaron diferencias significativas en
cuanto a los tratamientos (Cuadro 6). El desarrollo de las plantas de albahaca Genovesa fue
satisfactorio debido a un mayor nimero y tamafo de hojas (Figura 3) y la presencia de tallos
elongados.

Esta variedad present6 alto porcentaje de plantas hiperhidratadas pero esto no se debio a los
tratamientos. La hiperhidratacion, llamada también vitrificacion, es un desorden fisiologico
que se caracteriza por la apariencia morfoldgica anormal en tejidos y 6rganos cultivados in
vitro, especialmente en hojas que presentan una apariencia translucida, himeda y vidriosa
(Debergh et al.1992). Entre las principales causas de la hiperhidratacion estan el potencial
osmotico y la concentracion de gelificante en el medio de cultivo (Cardenas y Villegas
2002) o al mal funcionamiento de estomas y defectos en la constitucion de la pared celular
y cuticula de las células de la epidermis (Gonzalez 2015).

En cuanto al nimero de hojas por tratamiento, si hubo diferencias significativas. Las plantas
que se encontraban en los tratamientos 1.14 BAP y 1.0 BAP + 0.4 AG desarrollaron mas
cantidad de hojas que las plantas que se encontraban en el tratamiento 11 TDZ. El resultado
del tratamiento 1.14 BAP concuerda con investigaciones anteriores realizadas por Siddique
y Anis (2008), donde BAP fue mas efectiva que otras citoquininas en la formacion de las
plantulas y en cuanto al tratamiento 1.0 BAP + 0.4 AG concuerda con las investigaciones
realizadas por Sahoo et al. (1997), quienes indicaban que AG a una concentracion dptima
suplementada con BAP incrementa notablemente la induccién mas rapida de brotes.



Cuadro 6. Numero de hojas y brotes en respuesta a los tratamientos para el establecimiento
in vitro de albahaca cultivar Genovesa.

. Hojas Brotes
Tratamientos * (mg/L)
21 dias 42 dias 42 dias

1.14 BAP 31aP 10.6 ab 1.4 ns
1.0 BAP+04 AG 41a 13.8a 1.1
11 TDZ 0.8b 83b 1.1
Prueba F 4.59 3.45 6.88
Ccv 51.09 51.62 26.27
Grados de libertad 29 39 29
Probabilidad 0.0193 0.0421 0.0038

¥BAP: Bencilaminopurina, AG: Acido Giberélico, TDZ: Thidiazurén

P Los ntimeros seguidos con la misma letra en la columna no son significativamente
diferentes (P > 0.05)

ns: no se encontraron diferencias significativas

Figura 3. Formacion de brotes y hojas en la etapa de establecimiento in vitro de albahaca
cultivar Genovesa. A Tratamiento 1.14 BAP (Bencilaminopurina); B. Tratamiento 1.0
BAP + 0.4 AG (Acido Giberélico); C. Tratamiento 11 TDZ (Thidiazurén).

Multiplicacion. Los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre ellos
(Cuadro 7). Las plantas que habian mostrado hiperhidratacion en la etapa de
establecimiento, en la etapa de multiplicacion siguieron presentando dicho desorden
fisioldgico (Figura 4).
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Cuadro 7. Numero de brotes por esqueje en respuesta a los tratamientos en multiplicacion
in vitro de albahaca cultivar Genovesa subcultivo 1y 2.

. Subcultivo 1 Subcultivo 2
Tratamientos ¥ (mg/L)
21 dias 42 dias
0.56 BAP + 0.1 AIA 2.5ns 2.5ns
0.3 BAP 2.7 4.5
Sin reguladores 2.7 4.6
Prueba F 1.18 2.02
CvV 64.34 68.69
Grados de libertad 29 28
Probabilidad 0.3233 0.1528

¥ BAP: Bencilaminopurina, AIA: Acido Indolacético
ns: no se encontro6 diferencias significativas

. 2 A g g
Figura 4. Plantulas de albahaca cultivar Genovesa en la etapa de multiplicacion in vitro. A.
Tratamiento 0.56 BAP (Bencilaminopurina) + 0.1 AIA (Acido Indolacético), B.
Tratamiento 0.3 BAP, C. Tratamiento sin reguladores. En la imagen B y C se puede
observar las plantas hiperhidratadas.
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4. CONCLUSIONES

Los tratamientos en la etapa de establecimiento suplementados con BAP dan como
resultado mayor nimero de hojas y brotes para el cultivar Genovesa. En el cultivar Red
Rubin el uso de 6-Bencilaminopurina (BAP) y Thidiazurén (TDZ) no afecta el numero
de hojas y brotes.

En la etapa de multiplicacion no es necesario el uso de fitohormonas en el medio de
cultivo para la formacion de micro esquejes.

12



5. RECOMENDACIONES

e Continuar el estudio en las etapas de enraizamiento y aclimatacion.

e Estudiar qué factores son los que podrian reducir la hiperhidratacion en las plantas en
el cultivar Genovesa.
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