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Resumen

La albahaca es una planta multipropdsito de gran importancia econémica y etnobotdnica con
propiedades insecticidas, nematicidas y fungistaticas. La propagacién in vitro es una alternativa para
la propagacién de plantas a gran escala en menor tiempo dentro de un ambiente controlado
obteniendo mejores resultados. El estudio fue dividido en dos experimentos, el objetivo del primer
experimento fue evaluar el efecto de BAP (6-Bencilaminopurina) y AIA (Acido Indolacético) en el
establecimiento in vitro de segmentos nodales de albahaca morada variedad Red Rubin y en el
segundo experimento se evalud la influencia del gelificante en la hiperhidratacion de vitro plantas. Se
utilizaron segmentos nodales establecidos en el medio Murashige y Skoog suplementado con
reguladores de crecimiento. Se evaluaron los tratamientos 0.5 mg/L BAP y 0.01 mg/L AIA + 0.5 mg/L
BAP, los gelificantes utilizados fueron Agar 5 g/L y Phytagel™ 1.8 g/L. Los resultados demostraron que
el uso de AIA y BAP no presentan diferencias en el nimero de hojas, raices o brotes. La
hiperhidratacién en esta variedad se presentd luego de 42 dias sin refrescamiento de medio en el
tratamiento que contenia Phytagel™ como gelificante.

Palabras clave: Citocininas, auxinas, hiperhidratacion, segmentos nodales



Abstract
Basil is a multipurpose plant of great economic and ethnobotanical importance with
insecticidal, nematicidal and fungistatic properties. In vitro propagation is an alternative for the
propagation of plants on a large scale in less time within a controlled environment obtaining better
results. The study divided into two experiments, the objective of the first experiment was to evaluate
the effect of BAP (6-Benzylaminopurine) and AlA (Indoleacetic Acid) in the in vitro establishment of
nodal segments of red rubin variety red basil and in the second experiment evaluated the influence
of the gelling agent on the hyperhydration of vitro plants. Nodal segments established in Murashige
and Skoog medium supplemented with growth regulators used. The treatments 0.5 mg / L BAP and
0.01 mg/LIAA+0.5 mg/LBAP were evaluated, the gelling agents used were Agar 5 g/ L and Phytagel
™ 1.8 g/ L. The results showed that the use of IAA and BAP did not show differences in the number of
leaves, roots or shoots. Hyperhydration in this variety occurred after 42 days without medium cooling

in the treatment containing Phytagel ™ as gelling agent.

Keywords: Cytokinins, auxins, hyperhydration, nodal segments



Introduccién

Las plantas son una parte fundamental para el desarrollo y evolucién de la humanidad, en sus
inicios fueron utilizadas como alimento y con el paso del tiempo se convirtieron en la base para nuevos
experimentos en diferentes dreas de investigacion de las que sobresale la medicina. Sin embargo, el
uso excesivo de muchas especies ha ocasionado un desequilibrio en la naturaleza, provocando que
ciertas especies se encuentren amenazadas o al borde de la extincién. En los ultimos afos el interés
por el desarrollo de nuevas técnicas que proporcionen una rapida propagacién de las plantas ha
crecido de manera significativa, es alli donde aparece la propagacién in vitro como alternativa para la
multiplicacién y conservacién de plantas a gran escala, evitando los problemas generados en una

propagacion convencional.

La albahaca (Ocimum basilicum L.), es una planta multipropdsitos de gran importancia
econdmicay etnobotdanica perteneciente a la familia Lamiaceae. Originaria de la India y extendiéndose
por Asia, Africa y América Central y Sudamérica, con mas de 50 especies (DAFF 2012). Esta se cultiva
principalmente por los compuestos aromaticos que sus hojas poseen, mismos que son utilizados en la
medicina, la fabricacién de perfumes o gastronomia (Charles 2013). Ademas, posee compuestos
fendlicos con propiedades insecticidas, nematicidas, fungistaticas y antimicrobianas (Cardoso Ugarte

y Sosa Morales 2012).

La albahaca se cultiva de manera tradicional a través de semillas y esquejes. Sin embargo, las
semillas presentan problemas de germinacién y viabilidad, lo que restringe su multiplicaciény a su vez
la progenie presenta variabilidad a causa de la polinizacién cruzada (Saha et al. 2012). Los métodos
convencionales presentan limitaciones en la propagacion de ciertas especies, es por ello que la
propagacion in vitro, representa una alternativa eficaz en la multiplicacion de especies, en un

ambiente controlado obteniendo un alto porcentaje en la uniformidad de la progenie.



Sahoo et al. (1997) demostraron que era posible la induccidn de brotes de albahaca dulce a
través de explantes nodales utilizando el medio de Murashige y Skoog suplementado con 6-
bencilaminopurina (BAP) y acido giberélico (AG). Otro estudio realizado por Dode et al. (2003)
demostrd la eficiencia de BAP y Acido 1-naftalenacético (ANA) durante la etapa de establecimiento de
albahaca, obteniendo como resultado un incremento en el nimero de brotes por explante. Siddique
y Anis (2008) por su parte demostraron que BAP fue mas efectiva que otras citocininas en la formacion
de plantulas de albahaca dulce.

Los objetivos del estudio fueron evaluar el efecto de BAP (6-Bencilaminopurina) y AIA (Acido
Indolacético) en el establecimiento in vitro de segmentos nodales de albahaca variedad Red Rubin; y

evaluar el efecto del gelificante en la hiperhidratacién de vitro plantas albahaca variedad Red Rubin.
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Materiales y Métodos

El estudio se realizé en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, ubicado en el
Departamento de Ciencia de Produccidon de Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana
Zamorano, Honduras.
Material Vegetal

Se utilizaron segmentos nodales, de albahaca variedad Red Rubin (Ocimum basilicum L.)
(Figura 1), estos se extrajeron de plantas cultivadas dentro de una estructura de malla en el mddulo
de Agricultura Organica de Zamorano. El material vegetal se extrajo el 8 de diciembre del afio 2020
para el experimento 1, y el 24 de febrero del afio 2021 para el experimento 2.
Desinfeccion del Material Vegetal

Se eliminaron todas las hojas de los esquejes cuidando de no dafiar los meristemos axilares,
luego se separaron en segmentos nodales (Figura 1). La desinfeccidn consistio en un lavado con jabdn
liquido y agua potable, seguido por una inmersién en cloro comercial (NaClO 4.72% ingrediente activo)
a una concentracién del 5% v/v al cual se le agregd dos gotas de Tween® 80 por cada 100 mL de la
solucion. Los segmentos nodales fueron sumergidos en dicha soluciéon durante 5 minutos, luego se
realizo tres lavados con agua destilada estéril dentro de la cdmara de flujo laminar.
Figural
Preparacion del material (A) Recoleccion del material vegetal; (B) Eliminacion de hojas; (C)

Separacion en segmentos nodales.
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Experimento 1. Efecto de los Reguladores de Crecimiento AIA y BAP
Los esquejes se extrajeron el 8 de diciembre del afio 2020, cuando finalizaba la estacion

lluviosa en Honduras. Los segmentos nodales fueron establecidos en el medio de Murashige y Skoog
(MS) completo (Cuadro 1) y suplementado con Acido Indolacético (AIA) y 6-Bencilaminopurina (BAP)
segun el tratamiento a evaluar. El pH se ajustd a 5.8. Los medios fueron solidificados con Phytagel™
(1.8 g/L) y esterilizados a 121 °C, 1 Kg/cm? por 20 minutos. El refrescamiento de medio de cultivo se
realizé al cabo del dia 76 de establecidos los explantes in vitro debido a las restricciones de acceso al
laboratorio por la pandemia.
Los tratamientos evaluados fueron tres:

e Testigo sin reguladores de crecimiento

e 0.5mg/LdeBAP

e 0.5 mg/Lde BAP +0.01 mg/L de AIA
Experimento 2. Efecto del Gelificante en la Hiperhidratacién

Los esquejes se extrajeron el 24 de febrero del afio 2021, cuando iniciaba la estacién seca en

Honduras. Los segmentos nodales fueron establecidos en el medio de Murashige y Skoog (MS)
completo (Cuadro 1) sin reguladores de crecimiento. El pH se ajusté a 5.8. Los medios fueron
solidificados segun el tratamiento a evaluar y esterilizados a 121 °C, 1 Kg/cm? por 20 minutos. Se
realizd un refrescamiento de medio de cultivo cada 21 dias hasta el dia 42, luego de ello las vitro
plantas permanecieron 42 dias sin refrescamiento de medio de cultivo.
Los tratamientos evaluados fueron dos:

e Phytagel™ 1.8 g/L

e Agar5g/L



Cuadro 1

Medio de cultivo Murashige y Skoog modificado para el establecimiento y multiplicacion in vitro de

albahaca variedad Red Rubin (Ocimum basilicum L.)

Componentes Foérmula Nombre comun mg/L
NHaNO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNOs Nitrato de potasio 1900.000
Macro elementos MgS04.7H20 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
CaCl.2H20 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio 170.000
H3BOs Acido bérico 6.200
CoCl2.6H20 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H20 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Micro elementos KI Yoduro de potasio 0.830
MnS04.4H20 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na:Mo04.2HO Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Sal férrica sddica de acido Etilendiaminotetraacético 50.000
Inositol 100.000
Vitaminas Tiamina 0.100
Piridoxina 0.500
Acido Nicotinico 0.500
Carbohidratos Sacarosa 30000.000

Nota: Fuente: (CIAT 1991)

Incubacion

Los explantes se incubaron en el cuarto de crecimiento a una temperatura de 25 °C, 50% de
humedad relativa, PAR (radiacion fotosintéticamente activa) 40 pmol/m?/segundo con luz
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas de oscuridad.
Variables Evaluadas

En la etapa de establecimiento se evalud el porcentaje de contaminacién determinado de
manera visual observando la presencia de micelios (hongos) o exudados de apariencia lechosa
(bacterias). También se contd el nimero de hojas, raices y brotes a los 21, 42, 76 y 84 dias segun el
experimento. Adicionalmente, se contd el nimero de plantas hiperhidratadas a los 42, 76 y 84 dias

segln el experimento.
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Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Para el Experimento 1 se utilizd un Disefio completamente al azar (DCA) evaluando tres
tratamientos con 50 repeticiones por tratamiento. Se realizé un analisis de varianza y separacion de
medias por el método de Duncan, con probabilidad < 0.05.

Para el Experimento 2 se utilizd un Disefio completamente al azar (DCA) evaluando dos
tratamientos con 100 repeticiones por tratamiento. Se realizd la prueba t de Student para muestras

independientes.
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Resultados y Discusion
La contaminacidon en segmentos nodales se observd a partir del dia cinco luego de ser
establecidos in vitro, se identificd micelios sobre los segmentos y bacterias alrededor del explante
(Figura 2).
Figura 2

Explantes contaminados de segmentos nodales de albahaca. (A) Bacteria; (B) Hongos. Dia 5

Experimento 1. Efecto de Reguladores de Crecimiento AIA y BAP

Los esquejes se extrajeron el 8 de diciembre del 2020, cuando estaba finalizando la estacion
lluviosa en Zamorano. La formacién de tejido callogénico se pudo observar a partir del dia cinco de
establecidos los explantes. Para el dia 15 se observé el crecimiento de hojas en la mayoria de explantes
(Figura 3). En cuanto al numero de hojas, no se observé diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 2). Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Arévalo Ayala

(2017) donde el uso de 6-Bencilaminopurina (BAP) no afecta el nimero de hojas y brotes.



Figura 3

Crecimiento de hojas a partir de segmentos nodales establecidos in vitro. Dia 15

Cuadro 2

Numero de hojas por explante de albahaca variedad Red Rubin a los 76 dias en establecimiento in

15

vitro
Tratamiento (mg/L) Hojas
Testigo 6.86 ns
0.5 BAP¥ 6.75
0.5 BAP + 0.01 AIA 8.17
cv 20.49
Probabilidad 0.05

Nota: ¥BAP: Bencilaminopurina; AlA: Acido Indolacético; ns: no hay diferencias significativas (P > 0.05)

Al cabo de 76 dias los explantes presentaron hiperhidratacion en todos los tratamientos

evaluados (Figuras 4, 5y 6). La hiperhidratacion, también conocida como vitrificacion, es un desorden

morfo-fisioldgico frecuentemente observado en las vitro plantas, donde estas adquieren una

apariencia cristalina, acuosa, humeda y translicida. Este desorden afecta en los procesos de

fotosintesis y el intercambio gaseoso afectando el desarrollo de la vitro planta y su proceso de

aclimatacion (Figura 7). Este desorden es el resultado de varias alteraciones en determinadas rutas

metabdlicas debido a factores como elementos minerales, carbohidratos y elevadas dosis de

reguladores de crecimiento, una baja intensidad luminica en el proceso de incubacién y la muy alta

humedad relativa del ambiente en el que se desarrollan las vitro plantas (Lépez Encina 1996). Por su

parte Olmos et al. (2010) mencionan que este fendmeno esta regulado por la humedad relativa y el
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potencial de agua que afecta la fotosintesis y transpiracion factores principales dentro de este
proceso.

La hiperhidratacién es un problema asociado a la propagacién in vitro de una gran cantidad
de especies. Es un fendmeno complejo en el que se ven involucrados diversos factores, entre ellos el
uso de citocininas que en ocasiones pueden inducir la aparicidn de la hiperhidratacion (Casas Cendoya
y Lasa Dolhagaray 1986). Por otro lado, Villegas y Cardenas (2002) mencionan la principal causa de la
hiperhidratacion es el potencial osmético y la concentracidn de gelificante en el medio de cultivo.

Segun Chacédn et al. (2000) la manera de reducir los sintomas de hiperhidratacién es con una
mayor concentracion de gelificante dentro del medio de cultivo. El cultivar plantas en sistemas
estdticos como el que usamos en este experimento, aumenta la frecuencia de este desorden, ya que
las vitro plantas estan dentro de un contenedor sellado, con muy poco intercambio gaseoso y pérdida
de humedad. Por lo que Etienne y Berthouly (2002) mencionan el uso de sistemas de inmersion
temporal para evitar la hiperhidratacién en plantas cultivadas in vitro y observaron que es favorable
usar tiempos cortos y frecuencias espaciadas de inmersion, puesto que el contacto continuo de los
tejidos con el medio de cultivo es una fuente de hiperhidratacion.

Figura 4
Establecimiento in vitro de segmentos nodales de albahaca variedad Red Rubin. Tratamiento 0.5
mg/L de BAP (6-Bencilaminopurina) + 0.01 de AlA (Acido Indolacético). (A) Dia 5; (B) Dia 21; (C) Dia

76
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Figura 5
Establecimiento in vitro de segmentos nodales de albahaca variedad Red Rubin. Tratamiento 0.5

mg/L de BAP (6-Bencilaminopurina). (A) Dia 5; (B) Dia 21; (C) Dia 76

Figura 6
Establecimiento in vitro de segmentos nodales de albahaca variedad Red Rubin. Tratamiento Testigo.

(A) Dia 5; (B) Dia 21, Dia (C) 76

Figura 7
Explantes vitrificados de albahaca variedad Red Rubin. Tratamiento (A) 0.5 mg/L de BAP (6-
Bencilaminopurina) + 0.01 de AIA (Acido Indolacético); Tratamiento (B) 0.5 mg/L de BAP;

Tratamiento (C) Testigo
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Experimento 2. Efecto del Gelificante en la Hiperhidratacion

En este experimento se realizaron refrescamientos de medio a los 21 y 42 dias logrando un desarrollo
favorable, no se observd hiperhidratacion en ningln tratamiento (Figura 8 y 9), por lo que sé descarta
gue la causa de este desorden es el gelificante. Es posible que la causa sea el tiempo que pasa la vitro
planta en el medio sin ser refrescado, puesto durante el primer experimento no se realizé ningun

refrescamiento de medio.

Para comprobar lo planteado anteriormente, los explantes se mantuvieron 42 dias en el
mismo medio (sin refrescamiento), tiempo en el cual los explantes que se encontraban en Phytagel™

presentaron un 55 % de hiperhidratacién (Cuadro 3).

En cuanto al nimero de raices y brotes estos no presentaron diferencias entre los

tratamientos (Cuadro 4).

Cuadro 3
Porcentaje de vitro plantas hiperhidratadas de albahaca variedad Red Rubin en etapa de

establecimiento in vitro en respuesta a Phytagel™ y Agar

Tratamiento (g/L) 42 dias 84 dias
Agar 5 g/L Ons 0P
Phytagel™ 1.8 g/L 0 55
Valor t 1 6.9
Grados de libertad 59 59
Probabilidad 0.05 <0.0001

Nota: ns: no hay diferencias significativas (P > 0.05); B significativo
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Cuadro 4

Numero de raices y brotes por explante de albahaca variedad Red Rubin en etapa de establecimiento

in vitro como respuesta a Phytagel™ y Agar

Raices Brotes
Tratamiento (g/L)

21 dias 42 dias
Agar5g/L 1.45 ns 1.91ns
Phytagel™ 1.8 g/L 1.08 1.96
Valor t 0.82 0.57
Grados de libertad 36 59
Probabilidad 0.05 0.05

Nota: ns: no hay diferencia significativa (P > 0.05)

En el cuadro 5 se muestra nimero de hojas por explante donde al dia 21 ninguno de los
tratamientos presenta diferencias en el nimero de hojas, pero al dia 84 el tratamiento en Agar mostré
diferencias en el nUmero de hojas que el tratamiento en Phytagel™ (Cuadro 5). Los micro esquejes en

Agar no mostraron hiperhidratacidn, sus hojas y raices fueron abundantes (Figura 10).

Cuadro 5

Numero de hojas por explante de albahaca variedad Red Rubin en etapa de establecimiento in vitro

en respuesta a Phytagel™ y Agar

Tratamiento (g/L) 21 dias 84 dias
Agar 5 g/L 2.82ns 7.95P
Phytagel™ 1.8 g/L 3.88 5.11
Valor t 2.04 2.16
Grados de libertad 36 59
Probabilidad 0.05 0.0406

Nota: ns: no hay diferencias significativas (P > 0.05); B significativo

El estudio realizado por Etienne y Berthouly (2002) sustenté que el tiempo de inmersion, la

duracidn o la frecuencia con la que se realiza el cambio del medio de cultivo, influye en el desarrollo
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de la hiperhidratacién de las vitro plantas, lo que nos permite confirmar la hipdtesis planteada donde

la hiperhidratacién es causada por no realizar un refrescamiento constante del medio de cultivo.

Figura 8
Establecimiento de segmentos nodales in vitro de albahaca variedad Red Rubin usando Phytagel™

1.8 g/L como gelificante. (A) Dia 21; (B) Dia 42

Figura 9
Establecimiento de segmentos nodales in vitro de albahaca variedad Red Rubin usando Agar 5 g/L

como gelificante. (A) Dia 21; (B) Dia 42

Figura 10
Vitro plantas de albahaca variedad Red Rubin. Tratamiento (A) Phytagel™ 1.8 g/L; (B) Agar 5 g/L al

cabo de 42 dias sin refrescamiento del medio de cultivo
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Conclusiones
Las fitohormonas BAP y AIA no tienen ningun efecto en nimero de hojas, brotes y raices en

el establecimiento in vitro de albahaca variedad Red Rubin
La hiperhidratacidn o vitrificacidon en la albahaca de variedad Red Rubin es causada por el

tiempo que permanece la vitro planta en el medio de cultivo sin refrescamiento.
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Recomendaciones
Para el establecimiento de albahaca variedad Red Rubin se sugiere utilizar el medio sin
fitohormonas y realizar refrescamientos cada 21 dias.
Realizar pruebas en sistemas de inmersion temporal como método alternativo para evitar la

hiperhidratacion.
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