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RESUMEN

El género Hibiscus spp. pertenece a la familia de las Malvaceae que son arbustos
o arboles, y en menor frecuencia hierbas. Las especies del genero Hibiscus ademds de
ser utilizadas como plantas ornamentales, tienen importancia industrial y medicinal, ya
que, las flores son utilizadas para la fabricacion de mermeladas, jarabes y bebidas
refrescantes; sirven como alimento para rumiantes, ovinos, cerdos y aves. A nivel
medicinal el extracto de los calices de la flor posee un alto porcentaje de fibra dietética,
proteinas, minerales, vitaminas y una elevada capacidad antioxidante. Debido a la
importancia de este género, en esta investigacion se establecido sistemas de
Micropropagacion de tres especies de Hibiscus a partir de microesquejes, donde se
probo los efectos de los reguladores de crecimiento (Benciladenina, Acido indolacetico
y Thidiazuron, en las diferentes etapas. Tanto 1 y 2 mg/L de BA contribuyen a la
induccién de brotes en los microesquejes. La mejor combinacion para la multiplicacion
de microesqueje se obtiene con un medio MS suplementado con 1,5 mg/L de BA y 0.01
mg/L de AIA. Hibiscus sabdariffa es la especie de mayor respuesta a la induccion de la
brotacion, mientras que en la etapa de multiplicacion las especies que poseen el mayor
promedio de brotes por explante es Hibiscus rosa-sinensis cv rosa-sinensis (Cayena

Doble) y Hibiscus rosa-sinensis cv rosa-sinensis (Cayena simple).



ABREVIATURAS UTILIZADAS

2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético

ANA Acido naftaleno-acético

AIA Acido indol-acético

BA Bencil-adenina

cv. Cultivar

DKW sales basicas de medio de cultivo de Driver y Kuniyuki 1984

F-68 Fluoronico (Detergente no ionico)

HCI Acido clorhidrico

K Cinetina

L Litros

mg/L Miligramos por litro

mM Milimolar

MS Medio de cultivo descrito por Murashige y Skoog, 1962

m/v Porcentaje masa-volumen

NaOH Hidroxido

TDZ Thidiazuron

pM Micromolar

var. Variedad
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INTRODUCCION

El género Hibiscus pertenece a la familia de las Malvaceae que son arbustos o
arboles, y en menor frecuencia hierbas. Los géneros mas importantes del Nuevo Mundo
son Hibiscus, Lavatera, Abutilon, y Malva, mientras que en la vegetacion venezolana, la
familia Malvaceae posee 30 géneros y alrededor de 130 especies (Ricardi, 1992). Desde
la introduccion de Hibiscus en Europa en el siglo XVIII, han sido obtenidos muchos
hibridos, principalmente en Hawdi y Florida, pudiéndose cifrar en cientos los cultivares

actuales (V.

Las especies del genero Hibiscus ademas de ser utilizadas como plantas
ornamentales, tienen importancia industrial y medicinal, ya que de sus fibras se extrae
pulpa para papel; las flores son utilizadas para la fabricacion de mermeladas,
encurtidos, jarabes y bebidas refrescantes; son un colorante natural, saborizante y sirven
como alimento para rumiantes, ovinos, cerdos y aves. A nivel medicinal, el extracto de
los calices de la flor posee un alto porcentaje de fibra dietética, proteinas, minerales,
vitaminas y una elevada capacidad antioxidante; pero, ademas de eso se han
evidenciado efectos positivos como hipotensor, vaso-relajante y cardioprotector

(Sayago y Goiii et al., 2010).

En Venezuela, Hibiscus mutabilis L. y Hibiscus rosa-sinensis L. (cayenas) son
especies ornamentales muy apreciadas paisajisticamente, por su gran follaje y el color
de sus flores. Tradicionalmente se emplean como cercas naturales. El follaje y las
semillas de H. rosa-sinensis L. son utilizadas como alimento y en la dieta integral de los

ovinos, rumiantes y aves, debido a su alto potencial nutricional, su contenido de



proteinas y su rapida degradacion (Flores et al., 1998). En la medicina casera, las flores
de esta especie se usan como sedante (Lezama et al., 2007). Hibiscus sabdariffa L. (Flor
de Jamaica) en la actualidad ha adquirido auge y un gran valor comercial, utilizdndose
las flores en la elaboracion de mermeladas, infusiones, bebidas refrescantes y diuréticas

(Sylvére et al., 2010).

Siendo estas especies tan importantes , al propagarlas por estaca su crecimiento
es rapido ,pero posee una vida corta; ademas requieren de un lugar protegido, soleado,
con suelo fértil, bien drenado, ya que, estas especies son sustento de larvas, pulgones y
hongos (Hoyos,1990). Segun la lista roja de especies amenazadas de la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), en la actualidad Hibiscus

. . . . .., (8
rosa-sinensis es una de las especies en peligro de extincion ®.

En los ultimos afios en Venezuela, ha habido un gran auge en el consumo de
bebidas a base de Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica). Sin embargo, el cultivo no se
produce a gran escala. Por el valor comercial y las dificultades que presentan las
especies del género Hibiscus para Venezuela y el Mundo, en este trabajo se planteo la
micropropagacion de Hibicus rosa-sinensis cv. rosa-sinensis (Cayena Simple), Hibicus
rosa-sinensis cv. rosa-sinensis (Cayena Doble), Hibiscus mutabilis, Hibiscus sabdariffa,
ya que es una técnica que permite lograr la rapida multiplicaciéon en condiciones
asépticas de numerosas especies vegetales con gran importancia econdémica, (Govinden
et al., 2009).

ANTECEDENTES

Descripcion botanica




Taxonomia

El género Hibiscus fue descrito por primera vez por Linneo y publicado en Specie
Plantarum 2:693 en el afio de 1753. Pertenece al grupo de las Dicotiledoneas, Clase
Equisetopsida (C. Agardh), Subclase Magnoliidae (Novak. ex Takht.), Superorden
Rosanae (Takht), Orden Malvales (Juss.), Familia Malvaceae (Juss)? . Las especies
seleccionadas para el proceso de propagacion son: Hibiscus mutabilis L., Hibiscus rosa-

sinensis L. e Hibiscus sabdariffa L.

Hibiscus mutabilis fue por primera vez descrita por Linneo y publicada en el Species
Plantarum 2: 694 en el afio de 1753 ©. Su sinonimia: Abelmoschus mutabilis ((L.) Wall.
ex Hassk.), Hibiscus immutabilis (Dehnh.), Hibiscus mutabilis fo. plenus (S.Y. Hu),
Hibiscus sinensis (Mill.), Ketmia mutabilis ((L.) Moench) 7, y sus nombres comunes:

confederate rose, cotton rosemallow, rosa de mayo, hibisco, entre otros.

Hibiscus rosa-sinensis fue por primera vez descrita por Linneo y publicada en el

3)

Species Plantarum 2:694 en el afo 1753 *’, y sus nombres comunes son: cayena,

hibisco, rosa de china, flor de beso, cardenales, pacifico, entre otros.

Hibiscus sabdariffa fue por primera vez descrita por Linneo y publicada en el Species
Plantarum 2: 695-696 en el afio 1753 . Su sinonimia: Hibiscus cruentus (Bertol.),
Hibiscus fraternus (L.), Hibiscus palmatilobus (Baill.), Sabdariffa rubra (Kostel.) ®) y
sus nombres comunes son: rosa de Jamaica, flor de Jamaica, rosella, flor roja, flor de

dardo, rosa de Jerico, entre otros.



Morfologia y Anatomia.

El género Hibiscus pertenece a la familia Malvaceae, y estd formado por plantas
herbaceas, anuales o perennes, arbustos y arboles, con las hojas enteras o a veces
lobuladas o partidas. Sus flores son axilares, generalmente solitarias, aunque a veces se
disponen en racimos, corimbos o paniculas. Tiene un epicaliz con 4-20 segmentos,
separados o a veces unidos basalmente al céliz, que es generalmente acampanado, con 5
l6bulos. La corona tiene 5 pétalos mucho més grande que el caliz. Los estambres estan
unidos formando una columna estaminal que en ocasiones pueda sobresalir
notablemente a la corona. El fruto es capsular. Comprende alrededor de 200 especies de
zonas tropicales y calidas. Su nombre proviene del griego Hibiskos, nombre dado al

: . / . , . .. (1
malvavisco comn en la época de Dioscérides y Plinio .

Hibiscus mutabilis L. es un arbusto exotico. Si se le realiza podas periddicas toma
aspecto arboreo y puede llegar a medir hasta 4 m de alto. Presenta hojas sencillas,
agudas, o acuminadas en el 4pice, obtusas o redondeadas en la base, con las margenes
dentado-crenuladas. Exhibe flores de varios colores, ordinariamente rojizas, rosadas,
amarillas y blancas; las cuales se presentan en forma erecta y colgante. Posee frutos en

forma de capsula; rara vez llegan a madurar en las plantas cultivadas (Hoyos, 1990).

Las especie mas conocida es, sin duda, Hibiscus rosa-sinensis L., popularmente
“Rosa de China” . Es un arbusto o arbolito siempreverde de 2-3 m de altura, con hojas
de ovadas o anchamente lanceoladas, de color verde lustroso, dentadas de forma

irregular. Presenta flores simples o dobles, solitarias, con epicéaliz de 6-9 segmentos



lineares. En pétalos de 6-12 cm de longitud, de color rojo o rosado (muchos otros
colores en las variedades). Posee columna estaminal sobresaliente, de aspecto petaloide
en las formas de flor doble. Es nativo de China y Asia tropical. Existen mas de 100
variedades con flores sencillas, semidobles y dobles, a veces con el follaje variado:
“Snow Queen”, “Norman Lee”, “President”, “Fijian White”, “Orange Eye”, “Koniger”,

“Apricot” " (Hoyos, 1978).

Hibiscus sabdariffa L. es una planta herbacea perenne de hasta 2 m de altura, lefiosa
en la base, con los tallos mds o menos glabros y rojizos. Las hojas superiores con 3-5
lobulos, de lineares elipticos, finamente dentados; hojas inferiores normalmente enteras,
ovadas. Presenta flores solitarias, con epicaliz de 8-10 segmentos unidos en la base al
caliz, que es rojizo y suculento, con pétalos de 4-5 cm de longitud, amarillos con una
mancha purpura en la base. Posee una columna estaminal poco saliente. Es nativa de los
tropicos de viejo mundo y muy cultivada por sus calices comestibles. En jardineria a
menudo se le trata como una anual. Planta sensible a frio " (Krapovickas y Fryxell,

2004).

Importancia Econdémica.

En el género Hibiscus alrededor de 300 especies se encuentran en el mercado de
floricultura (Lichtnerova et al., 2005). Actualmente son muy importantes por su uso

medicinal, industrial, ornamental, alimenticio.



Hibiscus mutabilis L. se usa como planta ornamental, es apropiada para jardines y
parques (Hoyos, 1990). Ademas el mucilago de las flores y hojas es empleada por las

parteras para facilitar el parto (Dasuki et al., 2001).

Hibiscus rosa-sinensis L. es una de las especies mas conocidas de este género cultivada
como arbustos ornamentales (Pfeil et al., 2002, citado por Bhalla et al., 2009). Se
considera la flor nacional de Malasia, conocido localmente como Bunga raya, y también
es la flor del estado de Hawai. Ademdas de su valor simbolico, posee un alto valor
comercial y paisajistico (Bhalla et al., 2009). En la actualidad, en Venezuela y México,
el follaje de esta planta es utilizada como alimento y dieta animal, ya que, mejora el
crecimiento y la digestibilidad de los ovinos, logrando disminuir la perdida de nitrégeno
en la orina, y aumentar la cantidad de este elemento retenido para incrementar el aporte
energético del animal, con lo que se podria obtener una mejor respuesta productiva
(Ruiz et al., 2005; Medina et al., 2008). También el follaje de Hibiscus rosa-sinensis L.
es utilizado como suplemento alimenticio de rumiantes en el tropico, debido a su
elevado potencial nutricional, su alto contenido de proteina y su rapida degradacion que
puede generar niveles de produccion en animales si se combinara con leguminosas, 1o
que podria ser una solucion para cubrir los requerimientos alimenticios de estos
animales, debido a que en los tropicos, la produccién de gramineas en la época seca es
insuficiente y limita la produccion de rumiantes ( Flores et al., 1998; Medina et al.,

2008).

Hibiscus sabdariffa L. (Roselle) se cultiva en muchas regiones tropicales vy
subtropicales del mundo, porque es comestible, de ella se sacan fibras para la pulpa de

papel. En algunos paises, estas flores son usadas para propositos decorativos (Sanchez-



Mendoza et al., 2007, citado por Govenden et al., 2009). H. sabdariffa de igual manera
ha sido reportada como planta medicinal, ya que posee efectos antioxidantes y tiene la
capacidad de regular en colesterol en sangre (Hirunpanich y col, 2006 citado por

Govenden-Soulage et al., 2009).

Las flores de Hibiscus sabdariffa L. presentan en su composicién un porcentaje
importante de fibra dietética, asi como una elevada capacidad antioxidante (Sayago y
Goiii, 2010), ya que, posee un contenido apreciable de proteinas, cenizas, fibra dietética
tanto insoluble como soluble, minerales y vitaminas como calcio, potasio, hierro,
magnesio, zinc, vitaminas, acido ascorbico, niacina, tiamina y rivoflavina. También se
han evidenciado efectos saludables del extracto acuoso de los calices, como un efecto
hipotensor, atribuido a su accidon vaso-relajante (Sayago y Goiii, 2010), también posee
un efecto cardioprotector (Chen et al., 2003 citado por Sdyago y Goiii, 2010), ademés de
la reduccion de las concentraciones de creatinina en orina, acido urico, citrato, tartrato,
calcio, sodio, potasio y fosfato (Mojiminiyi et al., 2000 citado por Sayago y Goiii,

2010).

Los calices deshidratados de la flor de Jamaica son apreciados comercialmente
porque a partir de estos, pueden obtenerse concentrados de color rojo (antocianinas) con
aplicacion a la industria alimenticia, industrial y farmacéutica. Su fibra se utiliza en la
elaboracion de cordones u otros productos similares, sustituyendo el cafiamo o yute. sus
hojas se usan en ensaladas, incluso se emplea como alimento forrajero para ganado o
aves. (Bhalla y col. 2010). A nivel industrial, sus extractos se usan para la elaboracién
de tintes y saborizantes de alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos. También

los calices contienen diversos compuestos, entre los que se hallan alcaloides, acido



ascorbico, anisaldehido, antocianina, b-caroteno, b-sinosterol, acido citrico, acido
malico, galactosa, mucopolisacaridos, pectina, acido protocatecuico, polisacaridos,

quercetina, acido estedrico y cera (Galicia et al., 2007).

Cultivo convencional de Hibiscus spp.

Las especies de Hibiscus se propagan vegetativamente por estacas de madera tierna
o semidura, presentando un crecimiento rapido (Hoyos, 1978), pero requieren de
abundante agua, nutrientes, luz y humedad, de lo contrario la planta presentaria

marchitez ("

Micropropagacion de Hibiscus spp.

El cultivo de tejidos vegetales involucra diferentes técnicas para el cultivo de
material vegetal diverso, células, tejidos, 6rganos y plantas completas. Mediante estas y
otras técnicas de cultivo, es posible obtener plantas libres de patégenos en un medio
nutritivo aséptico en condiciones ambientales controladas. Hoy esta técnica tiene
numerosas aplicaciones: propagacion pasiva de plantas, clonacion de individuos de
caracteristicas agrondmicas, obtencion de plantas libres de virus, produccion de semillas
sintéticas, conservacion de germoplasma, obtencion de metabolitos secundarios,

produccion de nuevos hibridos, mejora genética de plantas (Segretin, 2008).

Una de las técnicas mds usadas en el cultivo de tejidos in vitro es la
micropropagacion y consiste en la multiplicacion masiva de plantas a través de un

explante (fracciones de tejidos u organos) en condiciones asépticas (Villalobos y



Thorpe, 2001). Esta técnica de cultivo es realizada por personal especializado en medios
especificos (hormonas, minerales, vitaminas, fuente de carbono, agente gelificante,
agua, etc.) y condiciones ambientales controladas (temperatura, humedad y luz). La
micropropagacion constituye uno de los métodos biotecnoldgicos que ha aportado
mayores logros al desarrollo de la agricultura, ya que se usa en la produccién masiva de
especies horticolas, aromadticas, medicinales, fruticolas, ornamentales y forestales

(Segretin, 2008).

El éxito en la propagacion de una planta, dependera de la posibilidad de expresion
de la potencialidad celular total, y de algunas células recuperen su condicion
meristematica. A tal fin, debe inducirse primero a la desdiferenciacion y luego la
rediferenciacion celular. El proceso de diferenciacion depende del genoma de la
especie, y esta regulado por el balance hormonal propio y por el estado fisiologico del

organo, tejido o célula.

La propagacion eficiente de una especie debe tener cuatro pasos fundamentales: el
establecimiento aséptico del cultivo, su multiplicacidon, el enraizamiento y la

preparacion del inoculo para su trasplante al suelo (Murashige, 1974).

Ademas existen factores que determinan el éxito en los sistemas de
micropropagacion, tales como: la planta donante del explante, el explante, factores
fisicos (luz y temperatura), los reguladores de crecimiento y el medio de cultivo

(Villalobos y Thorpe, 2001).

Aird et al. (2007), lograron la multiplicacion de los brotes por medio de la

micropropagacion masiva de Hibiscus rosa-sinensis L. a partir de microesquejes,



probando en el medio de Murashige & Skoog (MS) (1962) cuatro concentraciones (0,
0.2, 0.4 y 0.6 mg/L) de benciladenina (BA), con 0.1 mg/L acido indol-acético (AIA). La
mayor tasa de multiplicacion (4.9 brotes/explante) la obtuvieron al emplear una

concentracion de 0.4 mg/L de BA

Christensen et al. (2008), realizaron la propagacion y multiplicacion in vitro de
Hibiscus rosa-sinensis L, a partir de microesquejes. Estos investigadores trataron de
probar la influencia de hierro, calcio y benciladenina (BA) en la disminucion de la
clorosis y necrosis de las hojas de las plantas de esta especie crecidas in vitro, ya que,
asociaron este fendémeno a la deficiencia de estas sustancias. Emplearon dos
concentraciones de calcio de 5 y 9 mM y usaron dos fuentes de hierro, Fe-EDTA
(etilenediamina 2 dihidroxifenil) y Fe-EDDHA (acetato férrico), en concentraciones que
oscilaban entre 98-394 uM. El mayor niimero de plantas con hojas sanas lo observaron
en el medio de cultivo suplementado con 295 uM con Fe-EDDHA, 0.5 mg/L de BA'y

9 mM de calcio.

Bhalla et al. (2009) estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de BA y de
las sales del medio MS, para la induccion de brotes a partir microesquejes de Hibiscus
rosa-sinensis L, determinando que el medio MS con la concentracion sales reducida a la
mitad (%2 MS) y el uso de BA de 0-1.1 mg/L, inducia la formacion de brotes vigorosos

con un menor nimero de hojas necrotizadas.

Gomez et al. (2008), establecieron un protocolo para la regeneracion eficiente de
multiples brotes de Hibiscus sabdariffa L. a partir del cultivo de yemas. Para ello

utilizaron la germinacion de las semillas en un medio MS, suplementado con 1 mg/L de



BA, mientras que para la regeneracion de multiples brotes emplearon diferentes
concentraciones de BA (2-8 mg/L), thiazuron (TDZ) (0.2-4 mg/L) y m-topolin (8.28-
33.12 uM). El numero mas alto de brotes regenerados (33.2 brotes/explantes) fue

obtenidos en el medio de cultivo suplementado con 4 mg/L de BA.

Govinden-Soulange et al. (2009), indujeron organogénesis directa e indirecta a partir
de segmentos nodales y hoja en Hibiscus sabdariffa L. La organogénesis directa a partir
de segmentos nodales, la obtuvieron en el medio MS que contenia 0 mg/L de BA y 0
mg/L de cinetina (K), obteniéndose entre 81-100% de regeneracion. La organogénesis
indirecta a partir de segmentos nodales y hoja, la cual obtuvieron en el medio MS que
contenia 1.5 mg/L TDZ y 0.04 mg/L 2,4 D, obteniéndose un 80% de explantes en callos

y brotes.

Sylvére et al. (2010), realizaron un protocolo para la inducciéon de callos y
embriones somaticos con dos genotipos de Hibiscus sabdariffa L. (Hibiscus sabdariffa
var. sabdariffa e Hibiscus sabdariffa var. Altissima), variando concentraciones de sales
en el medio MS y DKW, el tipo de explante (raices, hipocotilos, cotiledones); el tipo de
azucar (sacarosa o glucosa), y los reguladores de crecimiento empleados (ANA, K, 2,4-
D, BA, TDZ). Los resultados mas exitosos, para la induccion de callos indican que se
obtuvieron con 3% de sacarosa, a partir de explantes como hipocotilos y cotiledones
para los dos genotipos, mientras que embriones somaticos fueron obtenidos con el
medio DKW suplementado con 4 mg/L 24-D+1mg/L TDZy1 mg/L2,4D +

0,5 mg/L TDZ.



Herath et al. (2004), desarrollaron un método para la regeneracion in vitro de
multiples brotes de 4 genotipos de Hibiscus cannabinus L. Para ello, cultivaron brotes
jovenes en un medio de Murashige y Skoog (MS, 1962), suplementado con BA en
combinacion con K. La observacion mas resaltante de este trabajo fue que
concentraciones mayores de 2 mg/L BA tenia un efecto negativo en el nimero de
brotes regenerados. Para el alargamiento y enraizamiento de los brotes, estos se
colocaron en medios MS sin reguladores de crecimiento, obteniendo un 98% de plantas

enraizadas en los cuatro genotipos de Hibiscus cannabinus L.

Chen et al. (2010), logrando establecer organogénesis directa a partir de yemas
utilizando cotiledones regeneraron plantas de Hibiscus cannabinus L. Para la
regeneracion de brotes utilizaron un medio MS suplementado con varias
concentraciones de BA, AIA y F-68 (sulfactante no i6nico), encontrando que la mejor
combinacion para la regeneracion de brotes fue el medio MS suplementado con 5 mg/L
BA, 1 mg/L de AIA y 0,2 % (m/v) F-68 donde obtuvieron 100% de explantes con

brotes.

Ayadi et al. (2011), propagaron plantas de Hibiscus cannabinus L. usando como
explantes, yemas y segmentos nodales. Ellos utilizaron diferentes combinaciones de
concentraciones de ANA y BA, obteniendo los mejores resultados en el medio control
sin reguladores de crecimiento, logrando un 90.5 % de explantes con brotes y un
promedio de 5 brotes/explante. Con respecto al enraizamiento, se obtuvo un 91% brotes

con raices, al utilizar un medio MS sin reguladores de crecimiento.



Lichtnerova et al (2005), realizaron la micropropagacion de Hibiscus moscheutos L.
a partir meristemas. Para ello utilizaron un medio MS, suplementado con diferentes
concentracion de BA 1-4 mg/L y ANA a 1 mg/L. Los mejores resultados para la
multiplicacion de brotes se lograron al adicionar 2 mg/L de BA al medio de cultivo.
Una alta concentracion de citoquininas (4mg/L) indujo la formacion de callos en la base

de los brotes.



OBJETIVOS

Objetivo General

W Establecer un sistema de micropropagacion de tres especies del genero Hibiscus

a partir de yemas y microesquejes.

Objetivos Especificos

¥ Establecer un protocolo adecuado de desinfeccion para los explantes (yemas y
microesquejes) provenientes de plantas de tres especies de Hibiscus cultivadas

en condiciones de vivero.

* Determinar el efecto de diferentes reguladores de crecimiento en la respuesta

morfogénica de yemas y microesquejes de tres especies de Hibiscus.

b2 Determinar la respuesta morfogénica de las tres especies Hibiscus
micropropagadas a partir de yemas y microesquejes, al emplear diferentes

medios y condiciones de cultivo, comparando el proceso entre las especies.

MATERIALES Y METODOS



Material vegetal.

Se utilizaron plantas madres de Hibiscus mutabilis L., Hibiscus rosa-sinensis L. cv.
rosa-sinensis (Dos morfotipos: cayena simple y cayena doble) y Hibiscus sabdariffa L.
provenientes de viveros comerciales, y luego se mantuvieron en viveros del Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal (Instituto de Biologia Experimental, adscrito a la Facultad de
Ciencias de la Universidad Central de Venezuela) hasta el momento de la extraccion de

los explantes.

Las plantas madres de Hibiscus que se mantuvieron en los viveros del Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal (IBE), fueron mantenidas hasta el momento de la extraccion
de los explantes. Se regaron tres veces por semana y se asperjaron con fungicida: 5 gr/L
de carbendazim; De igual forma, se asperjaron con benciladenalina (BA) para inducir la

brotacion de yemas.

Debido a algunos inconvenientes para la adquisicion de las plantas madres de
Hibiscus sabdariffa, se procedi6 a conseguir las semillas, las cuales se extrajeron de las
flores de las plantas que se obtuvieron en casas de familia ubicadas en los estados

Bolivar y Aragua.

Seleccion del explante.




Para la iniciacion del proceso de micropropagacion se tomaron las yemas axilares,
apicales, y microesquejes de 0, 5 cm aproximadamente, de las plantas mantenidas en

condiciones de vivero. Ademads de semillas de Hibiscus sabdariffa

Desinfeccidn de los explantes.

Con la finalidad de obtener explantes libres de agentes contaminantes se realizaron los

procesos de desinfeccion para yemas y microesquejes senalados en la Tabla N°I, y

semillas en la Tabla N°2:

Tabla N°1: Tratamientos aplicados para la desinfeccion de las yemas vy
microesquejes para tres especies de Hibiscus

Tratamiento Lavado con Tipo de Solucién Peréxido de Etanol Hipoclorito Tween Gerdex Alcohol Tipo de
detergente Fungicida /t Iodada Hidrogeno puro/t de Sodio 20 puro/t 50% /t fungicida en el
(Betadine % It (%)/ t medio de
%)/ t cultivo
(1 mg/L)
1 + Vitavax 200 | 20/15 30/20 + +1
F/ (2 hrs) min min min
2 + Dithane 45 --- 50/5 min +/2 70/15 + - +/2
(2 hrs) seg min seg
3 + Dithane 45 50/5min || +/2 70/15 + +/2 Dithane
(2 hrs) seg min seg 45/Captan
4 _ Carbendazi _— 50/5 min +/2 50/15 + — - Carbendazim
m (2 hrs) (Dioxogen) seg min (2 mg/L) se
agrega
despues de
esterilizar el
medio con un
miliporo.

Tabla N°2. Tratamiento aplicado para la desinfeccion de semillas de Hibiscus
sabdariffa (Flor de Jamaica)



Tratamiento Tipo de Fungicida
It

1 | Carbendazimy/ |
(2 hrs)

Hipoclorito de
Sodio (%)/ t

50/20
Min

Tween 20

Al sembrar (%)
/t

Dioxogen
50/5 seg

Tipo de fungicida en el
medio de cultivo
(2mg/L)

Carbendazim

Siembra de los explantes.

Los explantes provenientes de plantas ex vitro de Hibiscus spp. se sembraron en los
medios en la cdmara de flujo laminar, bajo condiciones de asepsia. Se coloco un

explante por tubo de ensayo en un medio de cultivo, para un total de 30 replicas por

tratamiento en el caso de las yemas y 80 replicas en el caso de microesquejes de 1 cm de

largo para cada especie de Hibiscus para el protocolo de desinfeccion. Para las demas

etapas, brotacion y multiplicacion se sembraron alrededor de 30-50 microesquejes de 1

cm de largo aproximadamente, para cada especie de Hibiscus.

De igual manera, se sembraron en envases de 250 cm® 10 semillas por envase para

un total de 125 semillas de Hibiscus sabdariffa

Medios de Cultivo.




Todos los medios de cultivo que se utilizaron durante las diferentes etapas estaban

constituidos por las sales de Murashige & Skoog, 1962 (MS) suplementados con 100

mg/L de mio-inositol, 0,4 mg/L de tiamina y 30 g/L de sacarosa, ademas se le agregd

fungicida carbendazim. Se le ajust6 el pH a 5.8 con NaOH y/o HCI, se afiadié como

agente gelificante agar 8 gr/L y sirvieron en tubos de ensayos. Se esterilizaron en

autoclave durante 20 minutos a una temperatura de 121 °C y 1.5 libras de presion (Tabla

N°3).

Tabla N° 3: Medios de cultivo para las diferentes etapas de micropropagacion para
las tres especies de Hibiscus

Etapa de Tratamiento Tipo de Concentracion Fungicida
micropropagacion Hormona (concentracion) con
la utilizacion de un
miliporo 0.2 pm
Germinacion de MS -—- -—- 2 mg/L Carbendazim
semillas
Establecimiento del MS1 - - 2 mg/L Carbendazim
cultivo
Induccion de ‘ MS2 H BA H 1 mg/L H 2 mg/L Carbendazim ‘
brotacién de yemas | MS3 | BA I 2mg/L | 2 mg/L Carbendazim |
Multiplicacién | MS4 || BA/TDZ | 2mg/L+0.5mgL | 1mg/L Carbendazim |
‘ MSS5 H BA/AIA H 1.5mg/L+0.01 mg/L H 1 mg/L Carbendazim \

MS2 medio reportado por Gémez-Leyva (2008). MS3 medio reportado por Herath (2004). MS4
(TDZ) medio reportado por Gémez-Leyva (2008) y MS5 (AIA) medio reportado por Air6 (2007).

Condiciones de Cultivo




El material vegetal fue incubado en una camara de crecimiento con luz fluorescente
continua (50 pmol.m™.s™), a una temperatura de 23+1°C durante el lapso de tiempo
necesario para el desarrollo de las etapas de la micropropagacion. Sin embargo, para
etapas como la induccion y la multiplicacion de brotes se uso una temperatura de

25+1°C.

Observaciones

En cada cultivo, para las tres especies de Hibiscus se realizaron observaciones
cualitativas y cuantitativas, con frecuencia semanal. Las observaciones cuantitativas se
basaron en los siguientes aspectos: porcentaje de contaminacién de los explantes,
porcentaje de contaminacion de semillas, tiempo de respuesta del explante, porcentaje
de brotacion, promedio de brotes por explante, entre otros. Las observaciones
cualitativas se tomo en cuenta: el tiempo de respuesta del explante, la cantidad de
mucilago por especie, la respuesta del explante ha determinado medio de cultivo, entre

otros.

Para la contrastacion de las tres especies de Hibiscus en relacion con diversas

variables, se realizd una prueba de analisis de varianza de dos vias (ANOVA) con la

ayuda del programa CaEst 1.2 para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento del cultivo



Para la etapa de establecimiento del cultivo in vitro es necesario lograr un adecuado
tratamiento de desinfeccion de los explantes y semillas, que permita continuar con el
desarrollo de las diferentes etapas del cultivo. La desinfeccion de los explantes
utilizados para establecer el cultivo “in vitro” de las tres especies de Hibiscus, ha sido
uno de los objetivos mas dificiles, es asi como ha sido necesario realizar cambios en el
protocolo de desinfeccion planteado al inicio de la investigacion, de acuerdo al explante

utilizado.

Desinfeccion de las yemas.

Para la desinfeccion de las yemas solo se utilizo el tratamiento N° 1 (Tabla 1),
después de 5-7 dias en cultivo, se present6 un alto porcentaje de contaminacion (60-90
%) en las tres especies de Hibiscus, donde el mayor valor corresponde a Hibiscus
mutabilis, mientras que el menor porcentaje a Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-
sinensis (Cayena doble). Asi mismo, se pudo apreciar que el porcentaje de explantes
sobrevivientes por cada especie fue bajo, ya que aproximadamente al mes de cultivo,
las yemas no contaminadas, no se desarrollaban y finalmente se oxidaban. Solo en el

caso de Hibiscus mutabilis, un 8% de yemas se desarrollaron.

Desinfeccion y germinacion de semillas

El tratamiento de desinfeccion empleado para las semillas fue adecuado, ya que, de

un total de 125 semillas sembradas, se obtuvo un 76% de semillas libres de

contaminacion. De las cuales, el 48 % de semillas germinaron (Figura N°1).



Figura N°1: Germinacion

B-D. Segunda semana
germinacion.

Desinfeccion de los microesquejes.

Para la desinfeccion de los microesquejes se probaron cuatro tratamientos (Tabla
N°I), pudiéndose observar para las tres especies de Hibiscus, que el porcentaje de
contaminacion de los explantes va disminuyendo a medida que se modifico el
tratamiento de desinfeccion 1-4 (Tabla N°4, Fig. N°2). Con el tratamiento N° 1 los
porcentajes de contaminacion fueron muy altos para todas las especies (86-89 %), al
emplear el tratamiento N° 2 se observdO una considerable disminucion de la
contaminacion en Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple), aunque
no hubo el mismo resultado con las otras especies estudiadas. Con respecto al
tratamiento N°3, se observd un bajo porcentaje de contaminacion para Hibiscus
sabdariffa (flor de Jamaica) y Hibiscus rosa-sinensis L. var. rosa-sinensis (Cayena
simple)(16% y 13% respectivamente), y un alto porcentaje de sobrevivencia (84 %y
87 % respectivamente). Pero cuando probamos el ultimo tratamiento de desinfeccion
notamos una apreciable disminucidon en el porcentaje de contaminacidon para las tres

especies (18- 37 %), sobre todo para especies como Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-

de

semillas Hibiscus sabdariffa. A-C.
Primera semana de germinacion.

de



sinensis (Cayena simple) y Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble).
Es importante sefialar que la contaminacion antes descrita suponemos que es por
hongos, mientras que la contaminacion por bacterias es poca siendo esta para cada

especie alrededor +2 % aproximadamente.

En las figuras N° 3, 4,5 y 6 se muestran algunos ejemplos de agentes contaminantes
en microesquejes de las tres especies de Hibiscus. Puede apreciarse sobre el explante y
en el medio de cultivo la presencia de posibles agentes flingicos de aspecto mohoso y de

colores blancos, amarillos, marrones y rosados.

Analizando los componentes de los tratamientos de desinfeccion, se pudiera inferir
que fue apropiado agregar al medio de cultivo 2 mg/l carbendazim a través de un

miliporo 0.2 um , para asi disminuir la contaminacion en estas especies.

Cabe resaltar que el género Hibiscus en el interior de sus hojas y tallos posee
mucilago. Al aplicar los tratamientos de desinfeccion, se aprecid notablemente la
presencia de esta sustancia en mayor o menor cantidad, dependiendo de la especie. Las
especies de Hibiscus posee de mayor a menor cantidad de mucilago son las siguientes:
Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple), Hibiscus rosa-sinensis L.
cv. rosa-sinensis (Cayena doble), Hibiscus mutabilis, Hibiscus sabdariffa. Es posible,
que la presencia de esta sustancia en los explantes, pueda incidir en el porcentaje de

contaminacion o la respuesta de los explantes en una medio de cultivo determinado.

Los mucilagos estdn compuestos por polisacaridos complejos, y se producen como

resultado de la disgregacion de la pared celular o como producto metabdlico, su



funcion principal es proteger a la planta de insectos, hongos o heridas. También en las
especies lefiosas, el mucilago se ha asociado a la proteccion de la yema (Lindorf et al.,
2006). Pero también se pudiera inferir, que este mucilago impida la penetracion de las
sustancias desinfectantes hacia el interior del explante, limitando la eficiencia del
método de desinfecciéon. Vargas et al., 2006, trabajando en la propagacion de
Hippeastrum, a partir de bulbos, asociaron la dificultad del establecimiento del cultivo
in vitro de esta especie en condiciones asépticas, con la presencia de mucilago en el

interior de los bulbos.

El alto nivel de contaminacién presente en los cultivos, se fundamenta
principalmente en el hecho de que los explantes son tomados de las plantas que
provienen del campo y de viveros que muchas veces no presentan las condiciones mas
ideales para su cultivo y de las caracteristicas morfologicas de las plantas, para cada una

de las especies del genero Hibiscus, que como sabemos son plantas lefiosas.

Durante la fase de establecimiento de especies lefiosas la presencia de
microorganismos es un serio problema que afecta el cultivo in vitro, debido a que el
explante inicial constituye la fuente principal de contaminantes quizas, por
caracteristicas anatomicas, tales como la presencia de cera y estipulas en los tallos que
permiten la acumulacion de agentes contaminantes (Cruz et al., 2003); lo que dificulta a
menudo su desinfeccion. Pero también se toma en cuenta la edad de la planta y si son
cultivadas en el campo, debido a que eso se le atribuye como causa el alto porcentaje de
contaminacion bacteriana y fungosa. Por eso, la seleccién y el crecimiento de la planta

madre juega un papel importante en reducir la contaminacion (Cruz et al., 2003).



Los explantes pueden llevar contaminantes en su superficie o en su interior, o en
ambas partes. Aquellos microorganismos que estén sobre la superficie se pueden
eliminar mediante la desinfeccion superficial que permite remover bacterias y hongos
exdgenos en el explante; pero los que se encuentran dentro del tejido son dificiles de
eliminar, a no ser que se incluyan agentes fungistaticos o antibioticos al medio, o a
través de la utilizacion de otras técnicas que permitan disminuir su presencia (Ramirez

et al., 2000)

Para la eliminacion de agentes contaminantes, las plantas madres empleadas en este
trabajo fueron tratadas aplicando fungicida con una periodicidad semanalmente.
Diversos investigadores afirman que desde la primera fase preparatoria en la
micropropagacion de especie lefiosas, hay que tomar las medidas necesarias para
prevenir o eliminar la contaminacion en el establecimiento in vitro, preparando la planta
donadora para disminuir la contaminacién por microorganismos en los explantes
iniciales (Acosta et al., 2009).Vieira et al., 1988 y Carrazana et al., 1997, han obtenido
buenos resultados en el control de los contaminantes fungosos con el empleo de
fungicidas en el medio de cultivo previa identificacion del microorganismo y la
determinacion de su susceptibilidad (Cruz et al., 2003). En el establecimiento de cultivo
in vitro de ciertas plantas lefiosas como mango (Isea et al., 2004), guayabo (Ramirez et
al., 2000) y café¢ (Martin et al., 2003), se disminuyd notablemente el porcentaje de
contaminacion (oscilando entre el 20 y el 40%), adicionando al medio de cultivo,

fungicida en concentraciones de 0,5 a 1 mg/l.

Christensen et al., 2008, trabajando con yemas axilares de dos variedades de

Hibiscus rosa-sinensis "Casiopea viento amarillo" y "Rosa del Caribe" encontraron que



el porcentaje de contaminacion en el establecimiento del cultivo in vitro fue de un 10%,

utilizando para la etapa de desinfeccion hipoclorito de sodio (NaOCl) 1.5 (v/v) mas

Tween 20 por 20 min. En la tabla N°1 muestra el porcentaje de sobrevivencia y

explantes contaminados para las tres especies de Hibiscus, trabajados en este

investigacion en cada uno de los tratamientos empleados, donde se puede deducir que el

cloro es una sustancia que contribuye al éxito de la micropropagacion en la etapa de

desinfeccion de los explantes.

El éxito de los sistemas de propagacion de plantas por biotecnologia depende en

gran medida del control y la prevenciéon de la contaminacién microbiana, la cual

ocasiona pérdidas cuantiosas de material vegetal en los procesos productivos y de

investigacion (Isea et al., 2004)

Tabla N°4: Porcentaje de explantes sobrevivientes y contaminados para las tres
especies de Hibiscus.

TIPO DE EXPLANTE

YEMAS

| MICROESQUEJES

% Explantes sobrevivientes

% Contaminacion

% Explantes

% Contaminacion

de los explantes sobrevivientes de los explantes
Especie Especie Especie Especie
TRATAMIENTO |[[CcS | cp || HM |[FI |[cs | [ cp |[aMm |[Fa |[[cs|[cp |[ HM |[ FI |[ cs || cD || HM || FJ
DE
DESINFECCION
1 0 0 8 0 [ 82 | 60 || 92 | 87 | 11 || 16 || 21 || 14 || 89 || 84 || 79 || 86
- | - - - - - - — | 54| 22| 18 || - |46 78 | 82 | --
2 |-l [ I
3 - | - - - - - - — | 87| 21| 36 || 84| 13 79| 64 | 16
4 82 || 77 || 63 || 64 || 18 | 23 | 37 || 36

+2 +2 +2 +2




+2 Explantes contaminados por bacteria CS: Cayena simple (Hibiscus rosa-sinensis L. cav. rosa-sinensis). CD:
Cayena doble (Hibiscus rosa-sinensis L. cav. rosa-sinensis). HM: (Hibiscus mutabilis). FJ: Flor de Jamaica
(Hibiscus sabdariffa).
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Figura N°2: Porcentaje de contaminacion para cada una de las especies de
Hibiscus por tratamiento de desinfeccion al mes de cultivo.
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Figura N°3: Microesquejes
de Cayena Doble
contaminado (CONT)
(Hibiscus rosa-sinensis L.
cav. rosa-sinensis) a los 15
dias de cultivo

Figura N°4: Microesquejes
de Cayena Simple
contaminado (CONT)
(Hibiscus rosa-sinensis L.
cav. rosa-sinensis) a los 15
dias de cultivo



Figura N°S:
Microesquejes de
Hibiscus mutabilis

contaminado (CONT) a
los 15 dias de cultivo.

CONT CONT
‘ - s Figura N°6: Microesquejes
de Hibiscus sabdariffa
contaminado (CONT) a los
15 dias de cultivo.

Cultivo in vitro de yemas.

Al comienzo de la investigacion, fueron cultivadas yemas aisladas de microesquejes
de tres especies de Hibiscus en el medio MS control sin reguladores de crecimiento, con
la idea de seleccionar el material limpio de agentes contaminantes, pero estos explantes
no presentaron ninguna respuesta de desarrollo, y por el contrario se oxidaban y no
sobrevivian. Si las yemas sobrevivian a esta primera etapa de seleccidon, en un medio sin
reguladores de crecimiento, morian al trasladarlos a los medios de cultivo en presencia

de benciladenina.

Es por ello que el proceso de micropropagacion de las tres especies de Hibiscus a

partir de yemas, tanto apicales como laterales, en las condiciones de cultivo empleadas



no fue posible en esta investigacion. En la tabla N° 4 y 5 se puede observar que no hubo
respuesta hacia la brotaciéon de yemas para la mayoria de las especies, excepto para
Hibiscus mutabilis que trascurrido 7 dias de cultivo se observo la brotacion de 8 yemas

(ver figura N° 7).

Figura N°7 Induccion a
la Brotacion de yemas

de Hibiscus mutabilis a
los 15 dias de cultivo

Cultivo in vitro de microesquejes

En el establecimiento de un sistema de micropropagacion a partir de microesquejes
si se logro la induccion de la brotacion de las yemas. Esto se pudo observar al
transcurrir los 7 dias después de cultivar microesquejes de Hibiscus sabdariffa (Tabla
N° 4 y5), mientras que el tiempo de respuesta para la brotacion en Hibiscus rosa-
sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble) y Hibiscus mutabilis fue de 15 dias,
continuos. Por otro lado, quien tard6 mas en responder fue Hibiscus rosa-sinensis L.

cav. rosa-sinensis (Cayena simple) con un periodo de 20 dias aproximadamente.

Los resultados mostrados en la tabla N° 4 y 5 indican que fue dificil establecer un
sistema de micropropagacién a partir de yemas aisladas, pero cuando se emplearon
microesquejes fue posible lograr el establecimiento de este sistema a partir de la

induccion a la brotacion de las yemas. Estos resultados pueden estar asociados, entre



otras cosas, al mayor tamafio de los microesquejes, con respecto a las yemas, lo que
permite la aplicacion de un tratamiento fuerte de desinfeccion sin que se dafie la yema
que se va a desarrollar. El hecho de que los brotes se formen mas rdpidamente y se
mantengan vivos por mayor tiempo cuando se usa microesquejes que cuando se
emplean yemas, probablemente se deba a que el trozo de tallo que acompafia la yema
este proporcionando las sustancias necesarias para permitir un mayor desarrollo de los

brotes que se forman de estos explantes (Vargas y De Garcia et al., 1989).

Muchos investigadores que han trabajado con cultivo in vitro de especies del género
Hibiscus, seleccionaron como explantes, segmentos nodales debido a su alta capacidad
de respuesta y a ¢él bajo tiempo de regeneracion, comprobado en explantes de Hibiscus
rosa-sinensis, al compararlos con las yemas apicales (Airo et al., 2007). Christensen et
al., 2008 lograron realizar la propagacion y multiplicacion in vitro de Hibiscus rosa-
sinensis a partir de microesquejes. Por otro lado, Govinden et al., 2008, indujeron la

organogénesis directa e indirecta a partir de segmentos nodales en Hibiscus sabdariffa.

Los explantes (microesquejes) de las tres especies de Hibiscus, se mantuvieron por
un periodo de 30 dias en un medio MS, posteriormente se repicaron los en medios con
benciladenina (BA) suplementados 1 mg/L y 2 mg/L (Tabla N°3), con el objetivo de
inducir la brotacion y/o la multiplicacion de los brotes. La especie que tiene el mayor
porcentaje brotacion de yemas corresponde a Hibiscus sabdariffa con un 66%,
seguidamente con un 51% Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble),
luego Hibiscus mutabilis con un 26%, y el menor porcentaje de brotacién corresponde
para Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple) con un 22%. Al

comparar la respuesta morfogénica de los explantes de las tres especies de Hibiscus con



el medio de cultivo aplicado, se deduce que en un medio MS suplementado con BA
(MS+BA) presenta el mayor porcentaje de brotacion de yemas, en comparacion con el
medio MS sin sustancia de crecimiento (Ver tabla N°5 y figuras N° 8-14). Siendo
Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple) la especie que responde en
un tiempo mads corto a la induccién, a los 4 dias luego de repicada, seguida de Hibiscus
rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble) y Hibiscus mutabilis (Cayena doble) a
los 7 dias, y por ultimo la especie que tarda 15 dias aproximadamente en responder al
medio de induccion de brotacion es Hibiscus sabdariffa. En la figura N°15, se puede

apreciar el porcentaje de brotacion de cada una de las especies de Hibiscus.

Ayadi et al., en el 2011, propagaron plantas de Hibiscus cannabinus usando
segmentos nodales, logrando un 90.5% de regeneraciéon en un medio MS sin
reguladores de crecimiento. También se ha demostrado que en el medio MS sin
hormonas de crecimiento, hay una regeneracion en los explantes nodales de Scaevola
aemula (Malvaceae). Esto pueda deberse, a las diferentes respuestas de los explantes
nodales, y a los diferentes tipos de brotes poseen diversos estados fisioldgicos en las
diferentes partes de la planta. Igualmente, dispara la induccién de brotes y la

regeneracion de explantes nodales, ademas de su fécil preparacion (Bhalla et al., 2006).

Por medio de la estimulacion de la induccion de yemas se producen nuevos brotes,
que una vez enraizados, formaran nuevas plantas. La formacion de yemas pueden ser
estimuladas en gran niimero y en corto periodo de tiempo (Marin, 1997). Para la
multiplicacion de las yemas en especies lefiosas, se sabe que la capacidad morfogénica

es mayor en material juvenil que en el adulto, es por ello que se inducen las yemas



utilizando benciladenina (BA), que asegura el alargamiento del material vegetal juvenil

(Pliego et al., 1999).

Bhalla et al., en el 2006, en un trabajo con Hibiscus rosa-sinensis observd que las
yemas sembradas en un medio MS sin sustancias de crecimiento muestran un
crecimiento limitado, en comparacion con aquellos explantes que se sembraron en un
medio con benciladenina, donde la induccién de la brotacion de yemas aumento. Esto se
debe a que la benciladenina (BA) es una de las citoquininas mas efectivas, ya que posee

efectos estimulantes para la induccion de multiples brotes en explantes nodales.

Herath et al., en 2004, regenero vastagos de Hibiscus cannabinus, donde el
porcentaje de regeneracion de brotes vario de 42 a 99%, entre los diferentes
tratamientos en presencia y ausencia de BA, y el aumento en la concentracion BA
redujo la eficiencia de regeneracion de brotes, por ende llega a la misma conclusion de
Bhalla, 2006 ; los explantes cultivados en un medio MS con benciladenina presenta un
crecimiento de brotes en una fase temprana en comparacion con los explantes
sembrados en un medio MS libre de citoquininas. El BA es una de las citoquininas mas
utilizadas, una cantidad baja de esta citoquinina reprograma el desarrollo en todo el
apice del brote, y hace que las células que normalmente permanecen en reposo puedan

dividirse repetidas veces y dar lugar a numerosas yemas vegetativas.

Tabla N°5: Tiempo de respuesta a la brotacion de yemas y microesquejes en medio
MS sin reguladores de crecimiento y con reguladores de crecimiento de las tres
especies de Hibiscus



Especie Tiempo de respuesta Tiempo de Tiempo de
al medio de cultivo a || respuesta al medio respuesta al
partir de yemas de cultivo a partir || medio de cultivo
(Medio MS) de microesquejes a partir de
(Medio MS) microesquejes
(Medio MS+BA)
Hibiscus rosa-sinensis L. var. No 15 dias 4 dias
rosa-sinensis (cayena simple)
Hibiscus rosa-sinensis L. var. No 10 dias 7 dias
rosa-sinensis (cayena doble)
Hibiscus mutabilis (cayena doble) 7 dias 10 dias 7 dias
Hibiscus sabdariffa (flor de No 7 dias 15 dias
Jamaica)

Figura N°8: Microesquejes
de Hibiscus sabdariffa
cultivados en MS a los 30
dias del establecimiento del
cultivo




Microesquejes

Figura N°10:
Microesquejes de
Hibiscus rosa-sinensis L.
cv. rosa-sinensis (cayena
doble) cultivados en MS
a los 30 dias del
establecimiento del
cultivo

Microesquejes

Figura N°9:
Microesquejes de
Hibiscus sabdariffa
cultivados en MS+BA
a los 30 dias del
establecimiento del
cultivo.

Figura N°11: Microesquejes de
Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-
sinensis (cayena doble) cultivados

en MS+BA a los 30 dias del
establecimiento del cultivo.



Microesquejes

Figura N°12 Microesquejes de Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (cayena
simple) a los 30 dias del establecimiento del cultivo. A. Microesquejes cultivados en
MS. B. Microesquejes cultivados en MS+BA.

Microesquejes

Figura N°13:
Microesquejes de Hibiscus
mutabilis (cayena doble)
cultivados MS a los 30 dias
del establecimiento del
cultivo

Figura N°14:

Microesquejes de
Hibiscus mutabilis

(cayena doble)

cultivados en MS+BA

a los 30 dias del

establecimiento del
cultivo




Porcentaje de Brotacion por especie

__ 100

9‘:‘1_ 80

s 60 —

.g 40 I |

- 20 | -

2 o | el ol W B omedioms
% Hibiscus rosa- Hibiscus rosa- Hibiscus Hibiscus ® Medio MS+BA
O sinensis L. var. sinensis L. var.  mutabilis sabdariffa

E rosa-sinensis rosa-sinensis

o (Simple) (Doble)

o

< Especies

o

Figura N°15: Porcentaje de brotacion de yemas (microesquejes) por especie al
primer mes de cultivo en los medios MS2 y MS3 (ver tabla N°2) en el
establecimiento del cultivo.

Como puede observarse en la tabla N°6 y en la figura N°16, a los 30 dias de
colocar los microesquejes en los medio con 1 y 2 mg/LL BA (MS+BA) se observo la
induccion de brotes, ademas de la formacion de callos. El menor porcentaje de
induccion de brotes se registrd en Hibiscus sabdariffa tanto para 1 y 2 mg/L BA (8-10
%), mientras que para Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple),
Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble) y Hibiscus mutabilis (41-40
%; 39 %; 46-29 % respectivamente), los porcentajes de induccion de brotes fueron
mayores para los medios 1 y 2 mg/L BA. Como podemos notar, en los medios
suplementados con un 1y 2 mg/L de benciladenina no hay una diferencia significativa
a la induccion de la brotacion (Tabla N°7). Es importante hacer referencia a la cantidad
de callos formados por especie, percibiéndose que en 2 mg/L BA la cantidad de callo es
mayor (Figura N° 17 y Tabla N°6). Los mayores porcentajes de formacion de callo se
observaron en las especies de Hibiscus sabdariffa e Hibiscus mutabilis, con un 70 % y

17 % respectivamente. Los callos eran de color verde blanquecina, apariencia granular y

frecuentemente emergian del nudo del microesqueje (Figura N° 17,19, 20, 21).



La aplicacion del anélisis estadistico arrojo que hay diferencias significativas en
el genotipo de las especies en relacion a la respuesta a la induccion de la brotacion,
siendo diferentes Hibiscus mutabilis con Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis
(Cayena simple) y Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble), de igual
manera Hibiscus sabdariffa con Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena
doble). Y las especies iguales son: Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena
simple) con Hibiscus mutabilis, Hibiscus mutabilis con Hibiscus sabdariffa, y Hibiscus
rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple) con Hibiscus rosa-sinensis L. cv.

rosa-sinensis (Cayena doble) siendo estas dos especies un morfotipo (Tabla N° 7).

Haciendo referencia a la influencia que ejercen las citoquininas afadidas en los
medios de cultivo sobre la induccion y el desarrollo de los brotes, Christensen et al., en
el 2008, llegb6 a la conclusion de que benciladenina induce la formacion de yemas
axilares, trabajando con Hibiscus rosa-sinensis, pero deduce que bajos niveles de
citoquininas promueven la diferenciacion y regeneracion. Demostrando especificamente
que Hibiscus rosa-sinensis tiene un mayor rendimiento a bajas concentraciones de

citoquininas.

Sivanesan et al., en el 2007, realizd un estudio tomando en cuenta el tipo, la
concentracion de los reguladores de crecimiento y la fuente de los explantes, donde
evaluo las condiciones optimas para regenerar yemas de Sida cordifolia (Malvaceae).
Cuando los brotes fueron cultivados en un medio de cultivo que contenia una
citoquinina (BA), las yemas axilares se desarrollaron precozmente, proliferando para
formar grupo de brotes secundarios y terciarios. Concentraciones de BA superiores tenia

un efecto negativo en la regeneracion de brotes.



Ayadi et al., en el 2011, trabajando con la propagaciéon y regeneracion de
microesquejes de Hibiscus cannabinus concluye que la regeneracion de brotes depende
de la suma de las concentraciones de los reguladores de crecimiento que posee la planta
y los medios de cultivo. Ademas que los medios MS suplementados con 1 mg/L. de BA
se utilizan para estimular y/o disparar el alargamiento de los brotes, ya que la adicion de
BA al medio de cultivo reprograma las células de los meristemas de los brotes axilares,

causando una acelerada division, dando lugar a multiples yemas vegetativas.

Herath et al., en el 2004, trabajando con la regeneraciéon de microesquejes
de varios cultivares de Hibiscus Cannabinus sefialaron que BA es la citoquinina mas
utilizada para disparar la formacion de multiples microesquejes. Bajas concentraciones
de BA reprograma el desarrollo del apice del brote y hace que las células que
normalmente permanecen en reposo (en lugar de dividirse), dan lugar a multiples yemas
vegetativas. Pero altas concentracion de BA (2 mg/L) induce a la formacién de callos,
suprimiendo completamente el crecimiento de los brotes, reduciendo la eficiencia de la
regeneracion de los brotes en todos los cultivares. Govinden et al., en el 2009
cultivando Hibiscus sabdariffa encontraron también que concentraciones mayores a

1,98 mg/L de BA tienen resultados negativos en la regeneracion de brotes.

Chen et al., en el 2010 empleado cotiledones de Hibiscus cannabinus
dedujeron que altas concentraciones de BA inducen a la formacion de callo en la base
de los brotes, ya que el callo puede competir con los meristemas axilares en la absorcion
de nutrientes. La excesiva proliferacion de callos también puede tener un impacto

negativo en la nutricion del meristema, poniendo asi en peligro la capacidad de



regeneracion. Bhalla et al., en el 2009, induciendo brotes de Hibiscus rosa-sinensis

observaron la formacion de callos en los extremos de los microesquejes, y concluyeron

que el callo es una respuesta natural de la planta a una lesion en las células de alrededor

de la area del dafio, las cuales se dividen rapidamente de modo que una capa de células

se forman sobre la herida. El crecimiento y el desarrollo del callo implica una compleja

relacién entre el explante utilizado, los constituyentes del medio y las condiciones

ambientales durante el periodo del cultivo. De igual manera, altas concentraciones de

BA inducen a la formacion de callos a partir de los meristemas de los brotes apicales.

Tabla N°6: Porcentaje de explantes con formacion de brotes y callos para dos

concentraciones de benciladenina (BA) al mes de cultivo de diferentes especies de

Hibiscus.

Hibiscus rosa-sinensis L.

Hibiscus rosa-sinensis L.

Hibiscus mutabilis (n=80)

Hibiscus sabdariffa

cav. rosa-sinensis (Simple) || cav. rosa-sinensis (Doble) (n=80)
(n=80) (n=80)
Respuestas Porcentaje Porcentaje || Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje
de de de de de de de de
explantes explantes explantes explantes explantes explantes explantes explantes
con brotes con callo con brotes con callo con brotes con callo con brotes con callo
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Medios
1 mg/L de 41 6 39 0 46 0 41 20
BA
2 mg/L de 40 3 39 10 29 17 41 75

BA
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2 mg/L de BA
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Figura N°16 Porcentaje de brotacion por especie al primer mes de cultivo en los
medios MS2 y MS3, al mes de cultivo.

Porcentaje de formacion de callos

M 1mg/L de BA

2 mg/L de BA

0 L s

Hibiscus rosa-
sinensis L. cav.
rosa-sinensis

Hibiscus rosa-
sinensis L. cav.
rosa-sinensis

Hibiscus
mutabhilis

Hibiscus
sabdariffa

Figura N°17: Porcentaje de formacion de callos por especie al primer mes de
cultivo en los medios MS2 y MS3, en la etapa de induccion a la brotacion.

Tabla N°7: Contrastacion del genotipo y medio de cultivo para la induccién de la
brotacion de diferentes especies de Hibiscus.

| Genotipo(G) H Medio (M) H Genotipo vs. Medio \
| [ [ I Cs? \
. CD? CD* I Ccp* \
. HM" HM® I HM* \




. HS* | HS* I HS®
(CS: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis, CD: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis,
HM: Hibiscus mutabilis, HS: Hibiscus sabdariffa) (Letras iguales diferencias no significativas,
letras diferentes diferencias significativas).

Tabla N°8: Contrastacion del genotipo y medio de cultivo para la formacion de
callo en la induccion de brotes de diferentes especies de Hibiscus.

| Genotipo(G) || Medio (M) | Genotipo vs. Medio |
\ CS? I CS? I CS? \
\ CD* I CD* I Ccp* \
. HM* | HM® I HM* \
\ HS® I HS® I HS® |

(CS: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis, CD: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis ,
HM: Hibiscus mutabilis, HS: Hibiscus sabdariffa) (Letras iguales diferencias no significativas,
letras diferentes diferencias significativas)

Fo i

Figura N°18 Microesquejes de
Hibiscus rosa-sinensis cv. rosa-
sinensis (cayena simple)
cultivados en 1 mg/L de BA al
mes de cultivo en la induccion a la
brotacion.




Figura N°19
Microesquejes de Hibiscus
rosa-sinensis cv. rosa-
sinensis (cayena simple)
cultivados en 2 mg/L de
BA al mes de cultivo en la
induccion a la brotacion.
. A-B. Explantes sin callo.
C. Explantes con callo.

Figura N°20
Microesquejes de
Hibiscus rosa-sinensis cv.
rosa-sinensis (cayena
doble) cultivados en 1
mg/L de BA al mes de
cultivo en la induccién a
la brotacion.

. A-C. Explantes sin callo.
B. Explante con callo.

Fi
gura N°21 Microesquejes de Hibiscus rosa-sinensis cv. rosa-sinensis
(cayena doble) cultivados en 2 mg/L de BA al mes de cultivo en la
induccion a la brotacion.A. Explantes sin callo. B. Explante con callo.



Figura N°22
Microesquejes de
Hibiscus mutabilis

cultivados en 1 mg/L de
BA. A. Explante al mes
de cultivo. B. Explantes a
los 15 dias de cultivo.

Figura N°23 Microesquejes de Hibiscus mutabilis cultivados en 2 mg/L. de BA en la
induccion a la brotacion. A. Explante al mes de cultivo. B. Explante a los 15 dias de
cultivo.

Figura N°24:
Microesquejes de
Hibiscus sabdariffa
cultivados en 1 mg/L
de BA al mes de cultivo
en la induccion a la
brotacion.




Figura N°25 Microesquejes
de Hibiscus sabdariffa
cultivados en 2 mg/L de BA
al mes de cultivo en la
induccion a la brotacion.

Una vez que se ha logrado establecer la induccién de brotacion de las yemas
provenientes de plantas de tres especies de Hibiscus cultivadas en condiciones de
vivero, se procedido a probar otros medios de cultivo para desarrollar la etapa de
multiplicacion del material vegetal. Pasados los 30 dias de mantener los microesquejes
de las tres especies de Hibiscus, en medios para la induccion de brotacion de yemas
con benciladenina (BA) con 1 mg/L y 2 mg/L, se repicaron en medios para la
multiplicacion de brotes (MS4 = 2 mg/L BA y 0.5 mg/L TDZ; MS5 = 1.5 mg/L BA y
0.01 mg/L AIA), con el objetivo de la producciéon de multiples brotes a partir de

microesquejes.

El promedio de brotes por explante obtenidos para cada especie de Hibiscus
puede observarse en la tabla N°9 y figura N°26. El promedio de brotes por explante, mas
alto se obtiene en los microesquejes multiplicados con el medio suplementado 1,5
mg/L de Benciladenina y 0.01 mg/L de acido indolacetico, si los comparamos con los
medios suplementados con 2 mg/L de benciladenina mas 0,5 mg/L de thidiazuron, para
las especies Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena Doble) un promedio de

2.31 brotes por explante, Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena Simple) un



promedio de 2.19 brotes y Hibiscus mutabilis un promedio de 2 brotes por explante; con
la especie Hibiscus sabdariffa pasa lo contrario en el medio suplementado con BA y
TDZ di6é mayor porcentaje de brotes por explante siendo este 1.85. Si comparamos los
medios de multiplicacion por especie, podemos notar que el promedio de brotes por
explantes es + 2, por ende no se nota una diferencia en la respuesta de los explantes por

especie, ante los dos medios de multiplicacion de brotes (Fig. N° 28-34).

Al aplicar el andlisis estadistico se aprecidé que no hubo diferencias significativas

en el promedio de brotes por explante, por especie y por medio de multiplicacion (tabla

N° 11y 12).

Tabla N°9. Numeros de brotes por explante para cada una de las especies de
Hibiscus al mes de cultivo en la etapa de multiplicacion.

Hibiscus rosa- || Hibiscus rosa- || Hibiscus Hibiscus
sinensis L. cv. sinensis L. cv. mutabilis sabdariffa
rosa-sinensis rosa-sinensis (n=20) (n=20)
(Simple) (Doble) (n=20)
(n=20)
‘ Respuesta H Numero de brotes por explante
‘ Medios H
MS4 2.11 1.67 1.33 1.85
MSS5 2.19 2.31 2 1.7
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Figura N°26: Promedio de brotes por explante para cada una de las especies de
Hibiscus al mes de cultivo en la etapa de multiplicacion.

En la tabla N° 10, podemos apreciar el porcentaje de la formacion de callo en la
etapa de multiplicacion para cada especie de Hibiscus. E1 mayor porcentaje se da con el
medio suplementado con 2 mg/L de benciladenina mas 0.5 mg /L de thidiazuron con un
66% Hibiscus mutabilis y un 33% Hibiscus rosa-sinensis cv. rosa-sinensis. Sin
embargo, a pesar de que varia la formacion de callo en la etapa de multiplicacion de
brotes para cada una de las especies Hibiscus de acuerdo al medio empleado y el
genotipo, estadisticamente no hay una diferencia significativa si tomamos en cuenta el
medio y el genotipo (Tabla N° 10 y 12). En las figuras N° 36, 37 y 38 se puede observar
que el callo es granular de color verde blanquecino y se forma en la periferia de yema,

emergiendo del nudo del explante.

Hibiscus rosa-sinensis Hibiscus rosa-sinensis Hibiscus mutabilis Hibiscus sabdariffa

L. cav. rosa-sinensis L. cav. rosa-sinensis (n=20) (n=20)
(Simple) (n=20) (Doble) (n=20)




Respuestas || Porcentaje de explantes Porcentaje de explantes Porcentaje de explantes Porcentaje de explantes

con callo (%) con callo (%) con callo (%) con callo (%)
| Medios | | | |
E I 11 | 33 | 66 I 0
B 0 H 19 H 0 H 0

Tabla N°10: Porcentaje de explantes con callos en la etapa de multiplicacion al
mes de cultivo de las diferentes especies de Hibiscus.

rcentaje de formacion de callo

mBA+TD
HBA+A|
iscus rosa- Hibiscus rosa- Hibiscus Hibiscus
nsis L. cav. sinensis L. cav. mutabilis sabdariffa
-sinensis  rosa-sinensis
Simple) (Doble) Especie

Figura N°27: Porcentaje de formacion de callos por especie al primer mes de
cultivo en los medios MS4 y MSS de las diferentes especies de Hibiscus.

En la etapa de induccion a la brotacion, se evidencid que concentraciones de 1y
2 mg/L de benciladenina promovieron la induccién de brotes. Sin embargo, con 2 mg/L
de BA, también hubo formacién de callo. La benciladenina reprograma el desarrollo del
apice del brote, causando una acelerada division de las células que se mantienen en
reposo (Herath, 2004). Pero también una alta concentracion de BA posee efectos
inhibitorios en el desarrollo y regeneracion en la induccidon y multiplicacion de brotes,
que a su vez puede formar callo (Chen, 2010). Asimismo, tenemos que tener en cuenta
que una buena respuesta a la regeneracion de brotes, se presentara si hay un balance
adecuado de citoquininas y auxinas (enddgenas, exogenas) en el explante lo que

favorece la induccion del proceso (Pierik, 1990).




De hecho una cantidad de autores han reportado la influencia que ejerce la
benciladenina en la formacion de multiples brotes. Christensen et al., 2008 obtuvieron la
mayor tasa de multiplicacion (4,6 brotes/explante) con 0,5 mg/L de BA, mientras que al
emplear concentraciones mayores a 5 mg/L de BA, observaron efectos inhibitorios,
aparte de que disminuye la longitud del tallo. Herath et al., en el 2004, regeneraron
Hibiscus cannabinus obteniendo el mayor numero de brotes (11 brotes/explante) y un
alto porcentaje de regeneracion (76,5%) con 2 mg/L de BA. Concentraciones mayores a
2 mg/L de benciladenina reduce el promedio de brotes por explante. Ayadi et al., en el
2011 obtuvieron la mas alta tasa de multiplicacién con 1 y 2 mg/L de BA, siendo 3,22 y
3,66 brotes por explante, pero también deducen que concentraciones de 2 mg/L. de BA
aumenta la induccion de callo y suprime completamente el crecimiento de los brotes.
Bhalla et al., en el 2009 obtuvo 1,94 brotes por explante al cultivarlos en medio MS mas
3,4 mg/L de BA siendo esta la tasa mas alta de multiplicacion, pero también observaron
que altas concentraciones de BA formaban callos en los extremos de los microesquejes.
Govinden et al., en el 2009, de la misma manera, nos comenta que concentraciones
mayores a 1,98 mg/L tiene resultados negativos en la regeneracion y multiplicacion de

brotes de Hibiscus sabdariffa.

Ahora bien, se debe tomar en cuenta los efectos y las interacciones entre las
sustancias de crecimiento como la benciladenina, el acido indolacetico y thidiazuron en
la etapa de multiplicacion al cultivar microesquejes. Es por ello que muchos
investigadores han estudiado este efecto. Como se menciono anteriormente, la
interacciodn entre auxinas y citoquininas tanto endégenas como exdgenas en el medio de

cultivo y/o en el explante, pueden generar respuestas favorables o no para el desarrollo



o multiplicacion del brote, suponiendo que los niveles de citoquininas son altos, es

logico pensar que se favorece la formacion del callo.

Scoville et al., 2006, trabajando con varios cultivares de Hibiscus rosa-sinensis
al agregar thidiazuron en bajas concentraciones a los medios de multiplicacion, observo
gran numero de brotes por explante, lo que es debido a que este regulador de
crecimiento, en muchas especies de plantas, promueve la diferenciacion y regeneracion
de brotes con mayor eficiencia que otras citoquininas. Srivatanakul et al., en el 2000,
llega a una conclusion parecida, trabajando con Hibiscus cannabinus, en un medio MS
suplementado con 1 mg/L. de TDZ, generando un alto nimero de brotes por explante,
pero también deduce que las tasas de multiplicacion dependeran de varios factores como

el explante, el clon, la especie, la juventud y el origen.

Sylvére et al., en el 2010 trabajo con varios cultivares de Hibiscus sabdariffa, al
inducir explantes a diferentes concentraciones de TDZ (0,01-1 mg/L), sefialaron que
esta sustancia tiene un efecto importante en la iniciacion del callo, donde los porcentajes
de induccién de callo variaron entre 88,93 a 100 %. Sin embargo, ellos comentan que
este regulador de crecimiento puede inducir a la multiplicacion de brotes. Govinden et
al., en el 2009, propag6 vegetativamente explantes de Hibiscus sabdariffa, indicado que
los reguladores de crecimiento pueden tener varios efectos, tales como: el alargamiento,
la regeneracion, el crecimiento y/o el retraso de a induccién de los brotes,y que a su vez,
puede existir la formacion de callo. Por otro lado, al agregarle al medio 1.5 mg/L. de
TDZ los explantes mostraron una mayor respuesta en la formacion del callo (80%),
mientras que concentraciones menores a 0,5 mg/L disminuyen la formacion de callos

en los explantes.



Son escasos los trabajos de investigacion que emplean acido indolacetico
(AIA) en la etapa de multiplicacion de brotes para el género de Hibiscus. Sin embargo,
Chen et al., en el 2010 regenerando plantas de Hibiscus cannabinus a través de la
organogénesis directa probaron varias concentraciones de AIA en interaccion con BA,
llegando a la conclusion que concentraciones menores a 0,5 mg/L de AIA con 5 mg/L
de BA inducen un mayor niimero de brotes (11,88/explante), pero cuando se aumenta la
concentracion de benciladenina, se reduce el nimero de brotes con la formacion de callo
(5,27/explante). En conclusion, la tasa de multiplicacion més alta se obtuvo con un

medio MS suplementado con 5 mg/L de BA y 0,5 mg/L de AIA.

Tabla N°11: Contrastacion del genotipo y medio para la multiplicacion de brotes
de diferentes especies de Hibiscus.

| Genotipo(G) || Medio (M) || Genotipo vs. Medio |
| [ I CS? I [ |
| CD* I CD* I CD? |
. HM" | HM® I HM® |
| HS® I HS® I HS? |

(CS: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis, CD: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis,
HM: Hibiscus mutabilis, HS: Hibiscus sabdariffa) (Letras iguales diferencias no significativas,
letras diferentes diferencias significativas)

Tabla N°12: Contrastacion del genotipo y medio para la multiplicacion (formacion
de callo) de diferentes especies de Hibiscus.

] Genotipo(G) H Medio (M) H Genotipo vs. Medio \
| CS? I CS? I [ |
| CD* I CD* I CD? |
. HM* | HM" I HM® |
| HS® I HS® I HS® |

(CS: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis, CD: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis,
HM: Hibiscus mutabilis, HS: Hibiscus sabdariffa) (Letras iguales diferencias no significativas,
letras diferentes diferencias significativas)

Tabla N°13: Contrastacion del genotipo y medio para la multiplicacion (brotes por
explante) de diferentes especies de Hibiscus



| Genotipo(G) ||  Medio (M) | Genotipo vs. Medio |
| [ I [ I Cs? \
| (e} I 6} I CD* \
. HM* | HM* I HM® \
| HS® I HS® I HS? \

(CS: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis, CD: Hibiscus rosa-sinensis var. rosa-sinensis,
HM: Hibiscus mutabilis, HS: Hibiscus sabdariffa) (Letras iguales diferencias no significativas,
letras diferentes diferencias significativas)

Figura N°28: Microesquejes
de Hibiscus rosa-sinensis cv
rosa-sinensis (cayena
simple) cultivados en 1.5
mg/L. de BA 'y 0.01 mg/L
AIA en la etapa de

multiplicacion.
Explantes al mes de cultivo.
C. Explantes a los 15 dias de

A-B.

Figura N°29
Microesquejes de
Hibiscus rosa-
sinensis cv rosa-
sinensis (cayena
simple) cultivados
en 2 mg/L de BAy
0.5 mg/L. TDZ al
mes de cultivo en la
etapa de
multiplicacion



Figura N°30: Microesquejes
de Hibiscus rosa-sinensis cv
rosa-sinensis (cayena doble)
cultivados en 1.5 mg/L. de BA
y 0.01 mg/L AIA al mes de
cultivo en la etapa de
multiplicacion. A. Explantes
con brotes y callos. B-C.
Explantes con brotes.

Figura N°31 Microesquejes
de Hibiscus rosa-sinensis cv
rosa-sinensis (cayena doble)
cultivados en 2 mg/L. de BA 'y
0.5 mg/L. TDZ al mes de
cultivo en la etapa de
multiplicacion. A. Explantes
con brotes. C-D. Explantes
con brotes y callos.

Figura N°32:
Microesquejes de
Hibiscus mutabilis

cultivados en 1.5 mg/L de
BA 'y 0.01 mg/L AIA al
mes de cultivo con brotes
y callos, en la etapa de
multinlicacion.




Figura N°33 Microesquejes de
Hibiscus sabdariffa cultivados en
1.5 mg/L de BA y 0.01 mg/L. ATA
en la etapa de multiplicacion. A-

B. Explantes con brotes al mes

de cultivo. C-D. Explantes con

brotes a los 15 dias del cultivo.

Figura N°34 Microesquejes
de Hibiscus sabdariffa
cultivados en 2 mg/L de BA
y 0.5 mg/L TDZ al mes de
cultivo en la etapa de
multiplicacion.

Figura N° 35:
Microesquejes de
Hibiscus rosa-sinensis cv.
rosa-sinensis (cayena
simple) cultivados en 2
mg/L. de BA con callo al
mes de cultivo.

Figura N° 36:
Microesquejes de Hibiscus
rosa-sinensis cv. rosa-
sinensis (cayena simple)
cultivados en 1, mg/L de
BA+0,01 mg/L de AIA con
callo al mes de cultivo. A.
Corte transversal del
explante. B. Callo en el
nudo del explante. (Ver



Figura N°37: Corte
transversal del explante con
callo de Hibiscus rosa-sinensis
cv. rosa-sinensis en la etapa de
multiplicacion. 1. Fotografia
tomada con un microscopio
estereoscopico. 2. Fotografia
tomada con un microscopio
optico 10X (A) Tejido
vascular. (B) Yema. (C) Callo.

Figura N°38: Microesquejes de Hibiscus sabdariffa cultivados en 2 mg/L. de BA
mas 0,5 mg/L de TDZ con callo al mes de cultivo. A. Plantula con callo. B. Callo en
el extremo del explante.



CONCLUSIONES

ha El protocolo de desinfeccion N°4, el medio de cultivo 2 mg/L de fungicida
Carbendazim fue apropiado para disminuir el alto porcentaje de contaminacion
de yemas y microesquejes en la etapa del establecimiento del cultivo de las tres

especies en estudio.

ha Los microesquejes resultaron ser mejores explantes que las yemas, en el

momento del establecimiento del cultivo para las tres especies en estudio.

ha En la etapa de establecimiento de cultivo in vitro, los mayores porcentajes de
brotacion de yemas para las tres especies estudiadas se obtuvieron en el medio
donde se le adiciono BA, con respecto al medio control, donde no se le adiciono

ninguna sustancia de crecimiento.

h 2 Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple) es la especie que
responde en un tiempo mads corto a la induccion de la brotacidon, a los 4 dias

luego de repicada con un medio MS suplementado con benciladenina.

¥ Enla etapa de induccion a la brotacion, en los medios suplementados con 1y 2
mg/L de BA para las tres especies de Hibiscus no presentan diferencias

significativas en el porcentaje en la induccion de brotes.



b2 Con el uso de 2 mg/L de BA se indujo la formacion de callo en los explantes en
las tres especies de Hibiscus. Este fendémeno no sucede en la mayoria de las

plantas, por lo que podria ser un rasgo caracteristico de la especie.

ha Hay diferencias significativas en el genotipo de las especies con respecto a la
respuesta de induccion de la brotacion, siendo diferentes Hibiscus mutabilis con
Hibiscus rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena simple) y Hibiscus rosa-
sinensis L. cv.. rosa-sinensis (Cayena doble), Hibiscus sabdariffa con Hibiscus

rosa-sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble).

ha A pesar de que varia el proceso de multiplicacion de brotes para cada una de las
especies Hibiscus de acuerdo al medio empleado y el genotipo, estadisticamente
se encontrd una diferencia significativa si tomamos en cuenta el medio y el
genotipo, solo hubo una diferencia en el genotipo en las especies Hibiscus rosa-

sinensis L. cv. rosa-sinensis (Cayena doble) y Hibiscus mutabilis.

ha Los mayores porcentajes de formacion de callo en la etapa de multiplicacion de
brotes, lo presenta el medio suplementado con 2 mg/L de benciladenina mas 0,5

mg /L de thidiazuron.

ha El promedio de nimero de brotes mas alto se obtiene en los microesquejes
multiplicados con el medio suplementado 2 mg/L de benciladenina y 0.5 mg/L

de acido indolacetico.



* 1l eficiencia y el desenvolvimiento de las diferentes etapas de la
micropropagacion al trabajar con especies Hibiscus, dependera de un adecuado

método de desinfeccion en los explantes que se cultivaran.

ha La especie Hibiscus es una planta medicinal, industrial y alimenticia, con un gran
potencial para su manejo biotecnoldgico, en virtud de tener células capaces de
regenerar una planta a través de la micropropagaciéon como herramienta del
cultivo in vitro. Se podria multiplicar la planta a través de la organogénesis,
tomandose como alternativa para el establecimiento de células en suspension

para la produccion de metabolitos.

ha Es de suma importancia sefialar que las tres especies de Hibiscus, se utilizan en
Venezuela como planta medicinal, ornamental y alimenticia, pero tenemos que
destacar que plantas de Hibiscus sabdariffa no son cultivadas en el pais, por lo
que a través de la micropropagacion, estariamos generando miles de plantas para
el mercado venezolano. De igual manera, pasa con Hibiscus mutabilis y Hibiscus

rosa-sinensis, donde estas especies no se encuentran facilmente en los viveros.

ha Debemos destacar que a nivel nacional ni internacional, ningiin ente se ha
dedicado al estudio de la multiplicacion in vitro de estas especies, debido a su
alto porcentaje de contaminacién en el establecimiento del cultivo y la dificil

propagacion, ya que es una especie lefiosa.
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