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Resumen

Geranium chilloense Willd. ex Kunth es conocida con el nombre de Geranio de los Chillos, es una planta ornamental
silvestre, nativa de Los Andes se encuentra distribuida en las quebradas del Distrito Metropolitano de Quito y forma
parte de la historia de la flora nativa de Quito ya que ha sido descrita desde la expedicién de Alexander Humboldt
y Aimé Bonpland en 1802. El presente estudio presenta un protocolo de propagacién in vitro de Geranium chilloense
Willd. ex Kunth, para la obtenciéon de plantas completas. Para la germinacién in vitro, se evaluaron dos escarificacio-
nes, tres protocolos de desinfeccién y tres concentraciones de sales MS. La escarificaciéon recomendada consiste en tres
dias de hidratacién, seguida de una inmersién de dos horas en una dilucién de 4acido acético (10%), ya que permitié
obtener un porcentaje de germinacién del 31%. Para la desinfeccién se seleccion6 el protocolo P3 con etanol al 70%
(1 min), hipoclorito de sodio al 20% v/v (1,2 p.a) mas tween (20 min), al obtener baja contaminacién fingica (3%).
Mientras que, para la introduccién al medio de cultivo, se recomiendan las sales MS reducidas al 25 % de su concentra-
cién, ya que resulté en mayor porcentaje de germinacion (41 %). Para la multiplicacién se evaluaron concentraciones
e interacciones de reguladores de crecimiento, se recomienda el uso del tratamiento T2 (AIA 0,5 ppm), ya que logré
el mayor ntiimero de brotes por explante (3,88). Para la fase de adaptacién al sustrato, la turba estéril presenté los
mayores porcentajes para la variable prendimiento (81 %).

Palabras claves: cultivo de tejidos, Geranium chilloense, propagacion, reguladores de crecimiento, sales MS, sustratos.
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Abstract

Geranium chilloense Willd. ex Kunth is known as “Geranio de los chillos”, is an ornamental plant native of Los Andes,
that is found in Metropolitan District of Quitos” ravines; and, it is part of the history of Quito’s native flora because
it was described from the expedition of Alexander Humboldt and Aime Bonpland in 1802. This paper presents a
protocol for in vitro propagation of Geranium chilloense Willd. ex Kunth, to obtain complete plants. For germination
in vitro, two scarification, three protocols of disinfection and three concentrations of salts MS were evaluated. For
scarification is recommended three days of hydration, followed by soaking two hours at a dilution of acetic acid (10 %)
as yielded a germination rate of 31 %. For disinfecting, P3 with ethanol 70% (1 min), sodium hypochlorite 20% v / v
(1.2 pa) more tween (20 min), was selected to obtain low fungal contamination (3 %). While, for introduction into the
culture medium, low salt concentrations in MS medium (25 %) are recommended, as it resulted in higher germination
percentage (41 %). For multiplication were evaluated concentrations and interactions of growth regulators, using T2
(AIA 0.5 ppm) was achieved the highest number of shoots per explant (3.88). Finally, for the acclimatization of plants,
peat had the highest percentages for rooting (81 %).

Keywords: tissue culture, Geranium chilloense, propagation, growth regulators, MS salts, substrates.
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1 Introduccidon

Geranium chilloense estd distribuida a lo largo de Los
Andes, entre los 2000 y 4000 m.s.n.m., en Colombia,
Ecuador y Pert (Jaramillo, 2013). Es una planta na-
tiva, parte histérica de la flora patrimonial de Qui-
to, ya que fue descubierta en la expedicién de Ale-
xander von Humboldt y Aimé Bonpland en el afio
1802, cuando residieron en los cantones Quito y Ru-
mifiahui (Ruales y Guevara, 2010).

Esta especie ha sido vagamente documentada,
segiin Aedo, (2012), es una hierba perenne, que al-
canza los 26 a 100 cm de altura. Su rizoma tiene for-
ma de nabo, sin raices fusiformes. El tallo es ascen-
dente, frondoso, sin enraizamiento en los nudos, las
hojas basales estds dispuestas en roseta, la lamina
presenta de 3 a 5 l6bulos con peciolos de 31 cm de
largo, con estipulas. La inflorescencia es una cima
monocasio, con sépalos suaves lanceolados y, péta-
los erectos, enteros o ligeramente entallado con le-
ves hendiduras, glabros o ciliados en el margen ba-
sal, de color ptirpura, raramente blancas. El fruto es
liso, con semillas que miden de 2 a 2,9 mm de largo,
1 a 1,9 mm de ancho, de color marrén a café.

Actualmente G. chilloense ha tomado gran inte-
rés como parte de los programas de restauracién en
las quebradas de la ciudad, mientras que en los es-
pacios publicos y parques es integrada como com-
ponente del nuevo paisajismo de Quito (Jaramillo,
2013). La investigacion de esta especie representa el
fortalecimiento del proceso de apropiacién y valo-
racién del patrimonio natural de Quito.

Para la reforestacién y ornamentacién del Dis-
trito Metropolitano de Quito, el Municipio cuenta
con viveros donde propagan especies nativas y exé-
ticas por métodos convencionales, tales como siem-
bra de semillas y cultivo de estacas, alrededor de
300000 plantas por afio, cantidad que no abastece la
demanda (ElI Comercio, 2009). Por ello se ha visto
la necesidad de implementar otras metodologias de
produccién de plantulas, mediante el desarrollo de
un protocolo in vitro de propagacion Geranium chi-
lloense a partir de semillas colectadas.

2 Materiales y métodos

2.1 Areade Estudio

El proceso de investigacion se desarroll6 en
las instalaciones del Jardin Botdnico de Quito
(2820m.s.n.m.), ubicado en el Distrito Metropoli-
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tano de Quito, coordenadas N 0° 48’ 50”; E 78° 30’
51”. Las condiciones experimentales especificadas
del cuarto de incubacién fueron: Temperatura 15-
24°C y Humedad relativa 60 %.

2.2 Material vegetal

Las semillas fueron recolectadas en el Jardin Botani-
co de Quito y en el Parque metropolitano Metro Sur
ubicado en el sector de El Troje, entre la Av. Simén
Bolivar y cantéon Rumifahui.

2.3 Metodologia
2.3.1 Escarificacion deGeranium chilloense

Se evaluaron dos tipos de escarificacién. En la pri-
mera (E1), se dejaron las semillas de G. chilloense en
50ml de agua destilada estéril durante tres dias a
temperatura ambiente, luego se sumergieron las se-
millas en una dilucién al 10% de acido acético por
dos horas.

La segunda escarificacién (E2) se hicieron varia-
ciones en el tiempo de hidratacién, hasta cinco dias
y luego una inmersiéon en una dilucién al 10% de
dcido acético por cuatro horas.

2.3.2 Desinfeccion e introduccion al medio de cultivo

Para la desinfeccién de las semillas de G. chilloense
se evaluaron tres protocolos de desinfeccién, descri-
tos en la Tabla 1.

Posterior a la desinfeccién se introdujeron las
semillas en un medio de cultivo. En esta fase, se
evalud la concentracién de sales MS (Murashige &
Skoog), T1 completo (MS), T2 a la mitad (MS1/2) y
T3 un cuarto de su concentracién (MS1/4), suple-
mentado con 30g/L de sacarosa, 4,8g/L de agar y
150 ml de agua de coco, en ausencia de reguladores
de crecimiento.

2.3.3 Multiplicacion en explantes de Geranium chi-
lloense

Se introdujo un explante por frasco con medio de
cultivo MS1/4. Se evalud la interaccién entre BAP
(Bencil amino purina) y AIA (Acido indol acético)
en seis tratamientos, T1: sin reguladores de creci-
miento; T2: Oppm de BAP + 0,5ppm de AIA; T3:
Oppm de BAP + 1 ppm de AIA; T4: 1 ppm de BAP +
Oppm de AIA; T5: 1 ppm de BAP + 0,5 ppm de AIA;
T6: 1ppm de BAP + 1ppm de AIA.
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Tabla 1. Protocolos evaluados en la fase de desinfeccié@etanium chilloense

Protocolos Alcohol NaOCl Tween L.A.E
% T.I. % T.I.
P1 96 10seg 50 10min - 3
P2 - - 50 15min 1 gota 3
P3 70 1min 20 20 min 1 gota 4

T.I=tiempo de inmersion;
L.A.E=Lavados en agua destilada estéril.

Tabla 2. Resultado de porcentajes de las variables evaluados esddDFaGeranium chilloensa los 60 dias.

Trat % FE %G %S
El 22 a 3la 29a
E2 47 b 26a 27a

F.E=Fenolizacién al explante;
G=Germinacion;

S=Sobrevivencia.

Medias con letras distintas presentan
diferencias significativas (p<0.05).

2.3.4 Adaptacion al sustrato erGeranium chilloense

Para esta etapa, se utilizaron bandejas de germina-
cién de 48 alveolos. Se sembraron los explantes pro-
venientes de la fase de multiplicacion. Se valoraron
los sustratos fibra de coco (S1) y turba (S2), ambos
estériles.

2.3.5 Disefio estadistico

Los experimentos fueron conducidos con un disefio
de bloques completamente al azar; para el andlisis
estadistico de los datos se realiz6 anélisis de varian-
za de una via (ADEVA); para las comparaciones de
los porcentajes y medias, se aplicé el test de Duncan.
Los datos fueron procesados con el paquete estadis-
tico InfoStat/L.

3 Resultados y discusion

Los resultados obtenidos sobre el desarrollo de un
protocolo in vitro para Geranium chilloense, presen-
tados a continuacion, representan el primer reporte
sobre la especie (Benavides, y Cérdova, 2015).

LA GRANJA:Revista de Ciencias de la Vi@ (2) 2016:150-158.

3.1 Escarificacion

Se observé que el tratamiento E1 (hidratacién tres
dias + inmersién en dcido acético al 10 % dos horas),
present6 mayor porcentaje de germinacion (31%) y
supervivencia (29 %) y, baja fenolizacién del explan-
te (22%) (Tabla 2).

Santamaria, (2012), expone que para la semilla
es necesario realizar un proceso de escarificacion,
puesto que la testa puede tener un alto contenido
lipidico, ser muy gruesa o dura lo cual impide la
absorcién de nutrientes del medio de cultivo in vi-
tro evitando su germinacién; ademads, recomienda el
tratamiento pre-germinativo de inmersién durante
dos dias en agua destilada, en embriones maduros
de Cedrela montana. Lozano, (2011), citado por Black
y Derek Bewley, (2006), sugiere realizar una ruptu-
ra del tegumento en la semilla e inmersién en agua
durante 5 dias en Caesalpinia spinosa. Pece, Sobrero,
Acosta y Rossi, (2014), indican que la inmersién en
agua por seis horas, permiti6 el 82% de germina-
cién en la semilla de Geoffroea decorticans en menor
numero de dias (4,6).
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Figura 1. Comparacion de variables contaminacion, fenolizacionbyesgvencia con respecto a los protocolos de desinfeccién
enGeranium chilloense.

50

® Cont. Bacteriana

40 -

m Cont. Flngica

30

Fenol. al Medio

20 -
10 -

% Porcentajes

M Fenol. al Explante

M Sobrevivencia

P1 P2
Protocolos

P3

Figura 2. Izquierda: Comparacién de porcentajes de germinacion, raices y sebmneia. Derecha:Comparacion de promedios
de ndmero de hojas y longitud, con respecto a la concentraeiGales MS e6. chilloenseT1: MS, T2: MS1/2 y T3: MS 1/4.

B U
o o

B Germinacion

® Raices

% Porcentajes
NoWw
S o

=
o

i . I B Sobrevivencia
0 T ) ) e Y
T1 T2 T3

Tratamientos

2,5
E 2 = Numero de
® 15 hojas
£ 1
o.

0,5 ‘ ® Longitud

0 = = =N
T1 T2 T3

Tratamientos

3.2 Desinfeccion e introduccion al medio dela desinfeccion de Geranium chilloense, debido a que

cultivo
3.2.1 Protocolos de desinfeccion

En la desinfeccion se observé que el protocolo P1
alcanz6 un 6ptimo resultado en contaminacién bac-
teriana (0%) y mayor porcentaje de sobrevivencia
(31%); P2 no obtuvo contaminacién fungica (0 %)
y presenté una baja fenolizacién del medio (10 %);
mientras que, P3 mostré un bajo porcentaje de con-
taminacién fangica (3 %) y bacteriana (3 %), baja fe-
nolizacion del medio (12%) y del explante (25%),
y un porcentaje de sobreviviencia del 28 % (Figura
1). Se seleccioné al protocolo P3 como éptimo, para

el bajo porcentaje de fenolizacién y contaminacién
fingica, favorece la germinacién y desarrollo de los
explantes.

El protocolo escogido (P3), concuerda con lo en-
contrado por Ayala, (2012), que present6 bajos indi-
ces de contaminacién y altos porcentajes de sobre-
vivencia en la desinfeccién de hojas de Gerbera ja-
mesonii utilizando hipoclorito de sodio (1 %) por 20
minutos. Coba (2009), obtuvo los mejores resultados
de desinfeccién en meristemos de Fragaria chiloensis,
con una inmersioén en alcohol al 70% (1 min) e hi-
poclorito de sodio al 20 % (20 min). Norofia, (2010),
recomienda el uso de hiploclorito de sodio (1 %) du-
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rante 15 minutos, para la desinfeccién en Myrciaria
dubia, ya que obtuvo el mayor porcentaje de sobre-
vivencia y 6ptimos resultados en la descontamina-
cién bacteriana.

3.2.2 Introduccion al medio de cultivo

Para la introduccién al medio de cultivo se deter-
miné que tratamiento T3 (MS1/4) presenté mayo-
res porcentajes de germinacién (41 %), presencia de
raices (39 %) y sobrevivencia (40 %), de igual mane-
ra altos promedios en ntimero de hojas (1,44) y lon-
gitud (2,32 cm); mientras que, T1 presenté menores
porcentajes y promedios de las variables evaluadas
durante la introduccién (Figura 2).

Freire, Carnevale, Alzugaray y Bueno, (2014), re-
portan una regeneracién de brotes de Schinus fasci-
culata, del 100% en MS1/2 y MS1/4, ademaés indi-
can se obtuvo una mayor altura del brote (3,35 cm)
con MS1/4. Sansberro y Mroginski, (1995), revela-
ron 6ptimos resultados en la regeneracion de Aloy-
sia polystachia, reduciendo la concentracién de sales
MS al 25 % en ausencia de reguladores de crecimien-
to; aludiendo que concentraciones mayores de sales
(100% y 50 %), provocaron altos grados de fenoliza-
cién y necrosamiento del material vegetal.

Pedroza y Caballero, (2009), estudiaron distintas
concentraciones de sales MS (100 %, 50 % y 25 %) en

propégulos de Marchantia polymorpha, obteniendo
una rdpida adaptabilidad al medio, buen desarrollo,
rapido crecimiento, buen vigor y alto porcentaje de
sobrevivencia al usar una cuarta parte de la concen-
tracién sales MS; indicando que, bajas concentracio-
nes de sales minerales provocan un mayor potencial
hidrico que favorece el buen desarrollo vegetativo.

Uribe, Delaveau, Garcés y Escobar, (2008), indi-
caron que el medio MS presenta un contenido alto
de nitrégeno (60meq/L), que puede afectar la so-
brevivencia y viabilidad de los explantes; ademas,
los medios ricos en nitrégeno pueden favorecer la
necrosis de los tejidos. De esta manera al diluir los
medios de cultivo se favorece al desarrollo y vigor
de los explantes, obteniendo plantulas mds saluda-
bles con hojas méas verdes y expandidas.

3.3 Multiplicacion

Durante la fase de multiplicacién, el tratamiento T2
(AIA 0,5 ppm), presenté mayor promedio de niime-
ro de brotes (3,88), nimero de hojas (3,88) y lon-
gitud (4,98 cm), al igual que un alto porcentaje de
sobrevivencia (88 %), de entre los seis tratamientos
utilizados para la propagacién de Geranium chilloen-
se (Tabla 3).

Tabla 3. Promedios de las variables evaluadas en la fase de mudtlit enGeranium chilloensa los 30 dias.

Trat N.B N.H

Tl 200a 200a
T2 3.88a 3.88a
T3 2.88a 238a
T4 3.78a 3.33a
T5 3.22a 322a
T6 3.38a 3.00a

Lcm) %PR %S
422 a 78a T78a
498 a 88 a 88 a
4.00 a 63 a 88 a
48la 56a 89a
4.76 a 56a 78a
3.16a 38 a 75 a

N.B=Numero de brotes;
N.H=Numero de hojas;
L=Longitud;
P.R=Presencia de raices;
S=Sobrevivencia.

T1: sin reguladores de crecimiento;

T2: 0 ppm de BAP + 0,5 ppm de AlA;

T3: 0 ppm de BAP + 1 ppm de AlA,;

T4: 1 ppm de BAP + 0 ppm de AlA,;

T5: 1 ppm de BAP + 0,5 ppm de AlA;

T6: 1 ppm de BAP + 1 ppm de AIA.

Medias con letras distintas presentan diferencias sigtiifas

(p<0.05)
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Tabla 4. Porcentajes y promedios de las variables evaluadas ereldéasdaptacion al sustrato @nchilloensea los 30 dias.

Trat. %P %S
S1 62a 67a
S2 8la 8la

N.H L(cm) C
295a 4, 74a 286a
4,76 b 585a 3,57a

P=Prendimiento;
S=Sobrevivencia;
N.H=NuUmero de hojas;
L=Longitud;

C=Color.

Medias con letras distintas presentan diferencias sigtiifas

(p<0.05).

Pedroza, (2009), afirma que las auxinas o cual-
quier otro tipo de regulador de crecimiento, son fi-
siolégicamente funcionales cuando se encuentran
en pequefias cantidades, y que una alta concentra-
cién de estas sustancias ejerce un efecto negativo so-
bre las plantas; lo que concuerda con los resultados
obtenidos.

Los resultados concuerdan con Lozada, (2010),
quien en la multiplicacién in vitro de Solanum ba-
tacea evalué tres reguladores de crecimiento (AIA,
BAP y BRA), de manera individual y su interac-
cién en conjunto; encontré que AIA (0,5 ppm) pre-
sent6 una alta generacién de brotes (12,49) y el ma-
yor promedio de altura (52,17 mm); sin embargo, re-
calca que la interaccién entre BAP:AIA proporcio-
no6 mejores resultados en ntmero de brotes (17,57).
Pacheco y Pedroza, (2014), indican que la adicién
de AIA (0,5ppm) y Kinetina (1,5ppm) favorecio a
la regeneracién de brotes en Pasiflora popenovii.

3.4 Adaptacion al sustrato

El sustrato 6ptimo para la adaptaciéon de sustrato
en Geranium chilloense, fue la turba (52), al presentar
mayores porcentajes de prendimiento (81%) y so-
brevivencia (81 %), al igual que mejores promedios
en nimero de hojas (4,76) y longitud (5,85cm), en
relacion a la fibra de coco (S1) (Tabla 4).

Gonziélez, (2013), evalué dos mezclas de sustra-
tos (arena: turba y perlita: vermiculita), para la pre-
aclimatacién y aclimatacion en el invernadero en
plantulas de Rosa canina, obteniendo mayor tasa de
sobrevivencia con la combinacién turba: arena, en
el proceso de pre-aclimatacion con el 51 % y alcanz6
el 95% de sobrevivencia en aclimatacién.

Ginderdeuren, (2009), estudi6 las variables nua-
mero de hojas, niimero de raices, altura y sobrevi-
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vencia en plantulas de Chlorea virescens, median-
te la evaluacién de tres mezclas de sustratos: tur-
ba + perlita (1:1), turba+ arena (1:1) y Sphagnum,
para la fase de aclimatacion; evidenciando que, el
sustrato adecuado fue turba + perlita, ya que pre-
sent6 los mejores resultados en las variables men-
cionadas previamente. Ademas, explica que la tur-
ba tiene mayor cantidad de nitrégeno, fésforo, cal-
cio, magnesio y azufre disponible en relacién a otros
sustratos, por lo que es un sustrato favorable para la
fase de aclimatacién ya sea solo o en combinacién
con otros sustratos.

4 Conclusiones

Para el cultivo in vitro de Geranium chilloense se su-
giere aplicar una escarificacién basada en hidrata-
cién 3 dias y sumersioén en cido acético al 10 % du-
rante 2 horas. Para la desinfeccién de las semillas,
se recomienda aplicar los tratamientos P1 y P3, con
adicién de alcohol en el proceso.

Para obtener una mejor adaptacién al medio de
cultivo se plantea utilizar el tratamiento T3, con sa-
les de MS reducidas al 25 % ya que permiti6 obtener
41% de semillas germinadas. Para la fase de multi-
plicacién se propone usar medio MS1/4 adicionado
con 0,5ppm de AIA, que permiti6 obtener mayor
nuimero de brotes (3,88), nimero de hojas (3,88) y
longitud (4,98 cm). En la fase de adaptacion al sus-
trato, se recomienda adaptar las vitroplantas con
turba estéril, sustrato que alcanzé el 81 % de sobre-
vivencia en las plantas.
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