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RESUMEN

Con la finalidad de establecer un protocolo de desinfeccion y multiplicacion in vitro para la
obtencion de plantulas de Erythrina americana Miller, se evaluaron dos diferentes
desinfectantes etanol e hipoclorito de sodio en concentraciones porcentuales de 35, 45, 55, 65 y
70 (v/v) y 20, 25, 30, 35 y 40 respectivamente, con tiempos de inmersion de 5, 10, 15, 20y 25
minutos para ambos; se utilizaron segmentos nodales de 2.0 cm de longitud. ElI medio de
cultivo utilizado fue Murashige y Skoog (MS) adicionado con 3% de sacarosa, vitaminas y
bencilamino purina (BAP) 0.5 mgL'1 y Acido indolbutirico (AIB) 0.1 mgL'l. Los resultados
mostraron que la inmersion de los segmentos nodales en elevadas concentraciones y tiempos
prolongados registraron el 100% de muerte por necrosis de los tejidos, sin embargo, con las
soluciones de etanol al 35 % (v/v) e hipoclorito de sodio al 30% (v/v) con un tiempo de cinco
minutos de inmersion, controlaron la contaminacion fangica o bacteriana, sin afectar la

viabilidad de los segmentos nodales. Con la concentracién de BAP 0.5 mgL'1 y AIB 0.1 mgL~

1, se estimulé una yema durante la etapa de multiplicacion, lo cual indic6, que es necesario
hacer mas combinaciones de reguladores del crecimiento a fin de obtener la concentracion
Optima que estimulen el mayor ndmero de yemas posibles. Los resultados obtenidos
permitieron comprobar que micropropagar esta especie es una alternativa viable para su
comercializacion, conservacion y reforestacion de zonas degradas.

Palabras clave: in vitro, segmentos nodales, micropropagacion.
ABSTRACT

In order to establish an in vitro multiplication and disinfection protocol for the production of
American Erythrina Miller seedlings, two different disinfectants ethanol and sodium
hypochlorite were evaluated in percentage concentrations of 35, 45, 55, 65 and 70 (v / v) and
20, 25, 30, 35 and 40 respectively, with an immersion time of 5, 10, 15, 20 and 25 minutes for
both; 2.0 cm long nodal segments were used. The culture medium used was Murashige and
Skoog (MS) added with 3% sucrose, vitamins and BAP 0.5 mgL-1 and AIB 0.1 mgL-1, a yolk
was stimulated during the multiplication stage, which indicates that it is necessary to make
more combinations of growth regulators in order to obtain the optimum concentration that
stimulate the greatest number of possible buds. The results obtained showed that
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micropropagation of this species is a viable alternative for the commercialization, conservation

and reforestation of degraded areas.

Key words: in vitro, nodal segments, micropropagation

INTRODUCCION

El arbol de Erythrina americana es de la
familia Fabaceae, el nombre alude al color
prevaleciente de las flores y deriva del
griego erythros = rojo; comprende 115
especies distribuidas a través de las
regiones tropicales del mundo; 25 de ellas
se encuentran en México. (Garcia-Mateo, et
al., 2001). En especial la especie Erythrina
americana Miller que en el siglo XVII, el
Cadice Florentino le atribuye Unicamente
valor estético. En el mismo siglo Francisco
Hernandez comento: “el jugo exprimido e
instilado en la boca de los infantes les
produce suefio”. Hasta el siglo XX se
vuelve a registrar mas informacién sobre
esta planta. En México las flores se ha

reportado el uso ethomédico como antidoto,
antiinflamatorio, narcético, contra
dermatosis que producia paralisis (Brito,
2005). Se encuentra en todo el tropico y
subtrépico de Meéxico, en los estados de
Meéxico, Puebla, Tabasco, Veracruz,
Chiapas y Yucatdn. En Tlaxcala se le
localiza como cerca viva en huertos
familiares, traspatios y jardines publicos del
centro y sur del estado. La especie E.
coralloides crece en de clima frio o
templado y E. americana crece en regiones
mas célidas. (Garcia-Mateo, et al., 2001).
En el estado de Veracruz la especie de E.
americana Miller se puede encontrar en
algunos linderos y en algunos patios de los
municipios de  Acajete, Banderilla,
Emiliano Zapata y Rafael Lucio. En los
estudios realizados hasta ahora, no se
encuentran plantaciones, ni datos de que
mencionen que se estd conservando esta
especie, el poco interés de los pobladores de
recolectar y sembrar las semillas ha
originado que cada vez excitan menos
arboles. Un método alterno es la
propagacion in vitro el cual es el conjunto
de técnicas usadas para crecer células,

tejidos u dérganos vegetales, se cultiva bajo
condiciones asepticamente en un medio
artificial de composicién quimica definida y
se incuba en condiciones ambientales
controladas (Pérez-Molphe-Balch et al.,
1999) es importante, ya que permite obtener
un gran cantidad de plantas en menor
tiempo y espacio. El objetivo de este
trabajo, fue establecer un protocolo de
desinfeccion y multiplicacion in vitro para
la obtencion de plantulas de Erythrina
americana Miller.

MATERIALES Y METODOS

El medio de cultivo utilizado para toda la
investigacion fue Murashige y Skoog (MS)
(Murashige y Skoog 1962) y agar (Sigma
®) 6 ¢ Lt y 30 gL'1 de Sacarosa,
adicionandole en la etapa de multiplicacion
BAP 1 mg Lt suplementandolo con AIB
0.1 mgL'1 y vitaminas (Myo-inositol 0.1
mg I'l, Thiamine 0.1 mg | -1 y Pyridoxine
0.5 mg I'l). Se ajusto el pH a 5.8 con KOH
AN o HCI 1N antes de adicionar el agar; se
esterilizé en la autoclave a 120° C durante
20 minutos. Colocandose 20 mL del medio
de cultivo en un frasco de vidrio,

previamente esterilizado, de una capacidad
de 120 mL.

Los explantes (segmentos nodales) fueron
obtenidos de brotes de plantas madres,
ubicadas en intemperie en el rancho
denominado “Maria”, que se encuentra
ubicado en Piletas Veracruz. Las varetas
fueron tomadas de los primeros 15 cm
superiores de los brotes. Al momento de la
colecta de ellos, fueron colocados en papel
peridédico himedo y en una hielera a fin de
gue no se deshidrataran. En el laboratorio se
procedio a quitar las hojas y la desinfeccion
del material vegetal (varetas) fue de manera
superficial, se lavaron por dos ocasiones
con agua potable, jabén liquido y un cepillo
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de cerdas suaves para eliminar sedimentos y
segmentos nodales de 2.0 cm de longitud.
Ademaés se adicionaron dos gotas de Tween
80 por cada 100 mL de solucion, durante 15
minutos. Posterior a esto se realizaron los
tratamientos (Tablal). Dentro de la cAmara
de flujo laminar se realizaron tres enjuagues
con agua destilada estéril, para cada uno de
los tratamientos.
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particulas grandes. Se cortaron en En cada
frasco se colocaron 3 segmentos nodales
para su brotacion, se cultivaron a una
temperatura de 25° C y un fotoperiodo de
16 h luz y 8 h de oscuridad. El disefio
experimental fue completamente al azar, la
unidad experimental la constituyeron 16
frascos que contenian 3 brotes cada uno.
Repitiéndose este experimento cuatro veces.

Tabla 1. Tratamientos concentracion y tiempos de exposicién

Tratamientos  Etanol % Tiempo
(V/Iv) (minutos)
35 5

Tratamientos | Hipoclorito de sodio| Tiempo
% (V/V) (minutos)

1 1 20 5
2 35 2 25 5
3 35 5 3 30 5
4 35 5 4 35 5
5 35 5 5 40 5
6 45 10 6 20 10
7 45 10 7 25 10
8 45 10 8 30 10
9 45 10 9 35 10
10 45 10 10 40 10
11 55 15 11 20 15
12 55 15 12 25 15
13 55 15 13 30 15
14 55 15 14 35 15
15 55 15 15 40 15
16 65 20 16 20 20
17 65 20 17 25 20
18 65 20 18 30 20
19 65 20 19 35 20
20 65 20 20 40 20
21 70 25 21 20 25
22 70 25 22 25 25
23 70 25 23 30 25
24 70 25 24 35 25
25 70 25 25 40 25

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el programa SAS (SAS Institute,
Inc. 1997. Se realizé el analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey (p<0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfeccion de segmentos nodales.

En la figura 1, se puede observar que no

hubo  diferencias  estadisticas  entre
tratamientos para la supervivencia de
segmentos nodales, el tratamiento 1, que
fue las soluciones de etanol al 35 % (v/v) e
hipoclorito de sodio al 30% (v/v) con un
tiempo de cinco minutos de inmersion
obtuvo el 100%, mientras que en los demés
tratamientos la respuesta fue nula, se pudo
observar la muerte de los tejidos por
necrosis, esto afecto severamente la
supervivencia de los explantes. Alvarado
1998, ha reportado este efecto en otras
especies, dado que el empleo de dosis
elevadas de agentes desinfectantes elimina
la microbiota contaminante pero causa la
muerte de todos los explantes utilizados.
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Figura 1. Porcentaje de supervivencia de
segmentos nodales

Asimismo Uribe et al., 2008, menciona que
en Berberidopsis corallina, (michay rojo)
durante la etapa de establecimiento, el
factor limitante en la supervivencia y
viabilidad de los explantos es el tratamiento
de desinfeccion aplicado. De acuerdo a
Cassells (1991), los contaminantes en el
cultivo de tejidos pueden causar grandes
pérdidas en los procesos de propagacion in
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vitro. Segun Abdelwahd et al.,(2008) y
Pedroza et al.,(2007), la obtencion de
explantes para iniciar actividades de cultivo
in vitro, necesariamente implica causar
cortes 0 heridas en los tejidos, los cuales
facilitan la entrada de nutrientes vy
fitohormonas, pero favorecen también la
exudacion de compuestos relacionados con
la cicatrizacion y defensa contra agentes
externos (principalmente patégenos), estos
compuestos generalmente de estructura
fenolica, son rapidamente oxidados, cau-
sando el oscurecimiento del medio de
cultivo y de los tejidos, haciendo que estos
se necrosen y mueran. De ahi la
importancia de su eliminacion desde la fase
de establecimiento, donde los dafios son
menores debido al menor volumen de
explantes que se manipulan. Es importante
mencionar que las altas concentraciones
controlan la aparicion de hongos vy
bacterias, sin embargo los explantes
mueren, esto coincide con lo mencionado
por Folgueras et al. (2001); Das y Pal
(2005); Rodriguez et al, (2008), que indican
que los contaminantes mas comunes
durante el establecimiento in vitro de
explantes procedentes de plantas adultas
son los hongos y las bacterias que habitan
de manera normal en el cultivo de las
mismas en  condiciones  naturales.
Alternamente se ha realizado la
desinfeccion de yemas axilares de
diferentes especies de bambd, con una
combinacion de fungicidas y bactericidas y
posterior sumergimiento de los explantes en
hipoclorito de sodio al 1.5% durante 10
minutos (Jiménez et al., 2006). Igualmente
se ha realizado la desinfeccion de los
segmentos nodales con hipoclorito de sodio
al 1% durante 5 minutos (Freire et al.,
2011). Lo antes mencionado y los
resultados obtenidos coinciden con lo
mencionado por Alves Dos Santos et al.
(2010), una desinfeccion eficaz es aquella
en la que los explantes que han sido
expuestos a una baja concentracion des-
infectante, presentan tasas reducidas de
contaminacion microbiana y oxidacion.
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En la multiplicacion cuando se le adicion0
al medio de cultivo MS la concentracion de
BAP 0.5 mgL™ y AIB 0.1 mgL™, estimulé
una yema, lo cual indicé que Ila

concentracion por debajo de 1 mgL'1 de
BAP no fue suficiente para la brotacion de
las yemas independientemente de la

concentracion de  AIB.  Resultados
semejantes fueron obtenidos por Fick
(2007), que partiendo de segmentos nodales
de propagulos seminales germinados in
vitro, evaluo distintas concentraciones de
BAP combinado con ANA, concluyé que la
adicion de reguladores de crecimiento ya
sea individual o combinada no promovio
mejores resultados respecto al tratamiento
sin hormonas. Por otro lado, Montavani et
al. (2001), partiendo de segmento nodales
(Cordia trichotoma) de seis meses de edad,
obtuvo una mayor elongacion y
multiplicacién de los brotes con BAP y
GA3 (Acido giberelico). Schendelbek
(2007) concluyé que para la fase de
multiplicacién de brotes de Peteribi, los
mejores resultados en cuanto al nimero de
brotes por explante y coeficiente de
multiplicacién se obtuvieron con el empleo

de 1.0 mgL'1 de BAP con o sin la adicion

de 0.1 mgL'1 ANA incluso de otro
regulador.

CONCLUSIONES

La desinfeccion de las plantas madres es
indispensable para disminuir la
contaminacion en la fase de establecimiento
del material vegetal.

La inmersidn de los segmentos nodales en
etanol 35% (v/v) durante cinco minutos y
luego en solucién de hipoclorito de sodio al
30% (v/v) durante cinco minutos, logré un
control de la contaminacion y no afecto la
viabilidad del segmento nodal, mientras que
a concentraciones altas de etanol e
hipoclorito de sodio y tiempos de
exposicion prolongados causa la muerte de
los tejidos por necrosis de los mismos. El
uso de hormonas BAP y AIB no promovio
una mayor brotacion de los explantes. Los
resultados obtenidos permitieron comprobar
que micropropagar esta especie es una

Martinez et al., 2017

alternativa viable para su comercializacion,
conservacion 'y reforestacion de zonas
degradas.
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