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RESUMEN

El programa de investigacion “Distribucién geografica, bioldgica reproductiva, diversidad
genética y quimica de especies vegetales de interés, medicinal, en la region sur del Ecuador”
busca aumentar el conocimiento sobre la especie de Bixa orellana, para preservar la diversidad
y contar con una fuente sustentable de especies productoras de metabolitos de interés. Bajo
este contexto el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la influencia de los reguladores de
crecimiento Kinetina y Acido giberélico en concentraciones de 100, 1000, 2000 y 3000 ppm, por
tres tiempos de 60, 90 y 120 minutos, sobre la germinacién de semillas de Bixa orellana en
condiciones in vitro. Al usar 1000 ppm de Kinetina por 120 minutos se obtuvo un 52% de
germinacion mientras que para el Acido giberélico al usar 1000 ppm por 120 minutos se obtuvo
un 60% de germinacion, siendo el tiempo de 120 minutos y la concentracién de 1000 ppm los
mejores para ambos tratamientos y en los controles de ambos tratamientos no hubo

germinacion.

Palabras claves: Acido giberélico; Bixa orellana; cultivo in vitro; germinacion de semillas;
Kinetina; Murashige — Skoog, (1962).



ABSTRACT

The research program ", medicinal geographical distribution, reproductive biological, genetic and
chemical diversity of plant species of interest, in the southern region of Ecuador" seeks to raise
awareness about the species orellana, to preserve the diversity and have a source sustainable
metabolites producing species of interest. In this context the present work was to evaluate the
influence of growth regulators kinetin and gibberellic acid at concentrations of 100, 1000, 2000
and 3000 ppm, for three days 60, 90 and 120 minutes on the germination of seeds Bixa orellana
in conditions in vitro. Using 1000 ppm of kinetin for 120 minutes 52% germination was obtained
while for gibberellic using 1000 ppm for 120 minutes Acid 60% germination was obtained, the
time of 120 minutes and the concentration of 1000 ppm the best for both treatments and controls

both treatments were no germination.

Key words: gibberellic acid; Bixa orellana; in vitro culture; seed germination; Kinetina,;
Murashige - Skoog, (1962).



INTRODUCCION

Los principios activos de las plantas han cumplido roles importantes en la salud y el bienestar
del ser humano. En las Ultimas décadas se ha revalorizado su estudio por el hallazgo de nuevos
blancos farmacoldgicos (Koehn & Carter, 2005). La mayoria de los metabolitos secundarios
cumplen distintas funciones en la interaccién de las plantas con el ambiente como: defensa
quimica contra insectos patdgenos, atraccion de organismos para polinizacion, entre otras
(Hartmann, 2007).

Bixa orellana (Bixaceae) comunmente llamada achiote o achote, es un arbusto de hoja perenne
o pequefio arbol originario de América tropical y se cultiva ampliamente en muchos otros paises
tropicales, incluyendo las partes del sur de la India (Srivastava et al., 1999). Es una planta
multipropésito por su adaptabilidad a diferentes sistemas agroforestales, el enorme potencial
reforestador de tierras pobres o acidas y el notable crecimiento en diferentes pisos térmicos que
le proporcionan variedades en el color de las capsulas (negro, colorado y amarillo); (Mercadente
& Pfander, 1998).

El uso inicial del achiote fue por etnias indigenas amazdnicas y centroamericanas Unicamente
para pintarse y tatuarse partes de su cuerpo, pero con el pasar del tiempo descubrieron otros
usos entre ellos tefir sus tejidos, pintar sus utensilios, protegerse de las picaduras de mosquitos
y para facilitar la cicatrizacion de las heridas (Bernal & Correa, 1989). El colorante extraido de
las semillas de Bixa orellana, ha sido utilizado cada vez con mayor frecuencia en todo el mundo,
tanto en productos alimenticios como en la industria textil, la pintura y en industrias cosméticas,
esto debido a la prohibicion del uso de colorantes sintéticos en estas industrias, siendo el
colorante del achiote uno de los pocos aceptados por la Organizacibn Mundial de la Salud
(OMS), ya que no es toxico y no presenta ningln cambio en el valor nutricional de los alimentos
(Bastos et al., 1999). El 70% de todos los agentes colorantes naturales que se consumen en

todo el mundo se derivan de achiote (Thomas et al., 2005).

La importancia de achiote se debe principalmente a la presencia en sus semillas de los
pigmentos bixina y norbixina (Scotter, 1998). Segun estudios la bixina actia como protector
contra los efectos clastogénicos de agentes antitumorales (Antunes et al., 2005). Por otros
estudios se ha demostrado que la Norbixina (NBX) tiene propiedades antigenotéxicas en

funcion de su proteccién de Escherichia coli contra inductores de dafio en el DNA, la radiacién



UV, peréxido de hidrégeno (H202), aniones superdxido y también muestran propiedades
antimutagénicas (Junior et al., 2005).

En condiciones naturales durante la germinacion de esta especie se hincha el endospermo
albuminoso y atrae una infeccion microbiana y fungica provocando que las semillas no logren su
germinacion (Sharon et al., 2012). Los informes sobre la germinacién de semillas de Bixa
indican que posee una latencia fisiologica (Amaral et al., 1995; Amaral et al., 2000; Eira & Mello,
1997; Goldbach, 1979; Yogeesha et at., 2005) y esta latencia es causado por la permeabilidad
de la cubierta de la semilla al agua (Amaral et al., 1995), caracteristica de la familia Bixaceae
(Amaral et al., 2000; Nandi, 1998).

Siendo esta especie una planta al6gama, surge el inconveniente de una amplia variabilidad en
la descendencia y en consecuencia desuniformidad al tiempo de la cosecha, en los
rendimientos y en la calidad del producto (Roca & Mroginski, 1991). Convirtiéndose asi la
técnica del cultivoin vitro una herramienta muy Gtil en una especie como Bixa
orellana, permitiendo la obtencion de plantas de sanidad controlada, gran cantidad de
individuos en espacios reducidos, obtencidon de individuos uniformes y la independencia del

clima, suelo y distribucion geogréfica (Roca & Mroginski, 1991; Pérez, 1998).

Por otra parte las semillas de muchas especies vegetales germinan enseguida cuando se las
somete a unas condiciones de humedad y temperatura favorables, muchas otras especies
poseen un determinado grado de latencia de la semilla (Justice, 1972). Cuando la latencia es
fuerte, es necesario alguna forma de tratamiento previo de la semilla, a fin de obtener una tasa
de germinacién razonablemente alta en poco tiempo, asi mismo existen semillas de algunas
especies que pueden permanecer durmientes pero vivas durante muchos afios y son capaces
de germinar si se produce un hecho que interrumpa su latencia y se ha demostrado que en el
mantenimiento o interrupcion de la latencia interactian hormonas promotoras del crecimiento,

entre las cuales la giberelina es un ejemplo muy conocido (FAO,1991).

Es por ello que este trabajo evaluard la influencia de reguladores de crecimiento kinetina
(citoquininas) y &cido giberélico (giberelinas), para estimular la germinacioén de semillas de Bixa
orellana bajo condiciones in vitro con el fin de contribuir con la produccién de plantas de esta
especie para el programa de “Distribucion geogréfica, bioldgica reproductiva, diversidad
genética y quimica de especies vegetales de interés, medicinal, en la region sur del Ecuador”
que busca aumentar el conocimiento sobre las especies en mencion para intentar preservar la
diversidad y contar con una fuente sustentable de especies productoras de los metabolitos de

interés.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la influencia de los reguladores de crecimiento Kinetina y Acido giberélico sobre la

germinacion de semillas de Bixa orellana en condiciones in vitro.

Objetivo especifico

Determinar la influencia de la Kinetina y Acido giberélico sobre la germinacién de semillas de

Bixa orellana.
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1.1 Bixaorellana

1.1.1 Etimologia.

Bixa orellana fue descrita por Carlos Linneo (1753), posteriormente publicado en Species
Plantarum (TROPICOS, 2011). El nombre comiin achiote es una castellanizacion del nahuatl
achiotl, la etimologia del nombre binomial corresponde a bixa que es una latinizacion del
portugués bixa y orellana dedicado al nombre de Francisco de Orellana (1490-1546), el mismo

que fue el primer europeo en navegar por el Amazonas (Silva et al., 2010).

1.1.1.1 Clasificacion botanica.

Tabla 1. Clasificacién botanica

Reino: Plantae (vegetal)
Subreino: Tracheobionta
Divisioén: Embriofita

Subdivision: Diploidalia

Seccion: Espermatofita (fanerégamas)

Subseccion: Angiosperma

Clase: Dicotiled6nea
Subclases: Arquiclamidea
Orden: Parietales
Familia: Bixaceae
Género: Bixa

Especie: orellana

Fuente: FOLIA AMAZONICA VOL. N° 4(1) — 1992. Agustin Gonzales Coral.



1.1.1.2 Descripcion botanica.

Bixa orellana, arbusto americano conocido generalmente como “achiote” (Fonnegra & Jiménez,
1999). Puede alcanzar una altura de 3 a 5 metros, en ocasiones puede llegar a medir hasta 10
metros (Revilla, 2001).

Figura 1. Planta de Bixa orellana en estado de fructificacion.

1.1.1.2.1 Tronco.

Es corto teniendo un didmetro de 20 a 30 cm, su corteza presenta un color gris oscuro con
lenticelas en filas verticales (Revilla, 2001). La ramificacion del tallo es dicotbmica, iniciandose
desde la base del tronco, presentando ramas por lo general delgadas, tendiendo a lefiosas, al

final de las ramitas jovenes se producen los racimos con flores (Hernandez et al., 1988).

1.1.1.2.2 Hojas.

Son simples, alternas, enteras, ovadas, pecioladas y glabras en ambas caras, con apice
acuminado, disminuyendo gradualmente y la base truncada es algo acorazonada, el color del
envés es algo plateado, especialmente cuando estan maduras, se tornan algo coriaceas (Saux,
1987).



1.1.1.2.3 Flores.

Dispuestas en paniculas terminales en las ramitas jovenes, el boton floral es globuloso y
recubierto por sucesivas capas que son los sépalos, al abrirse es posible notar que la flor tiene
5 pétalos de un color blanco, rosado o lila y de forma redondeada u ovalada, dependiendo de la
variedad. Los estambres son pequefios y numerosos, de peduinculos cortos y dispuestos
alrededor del pistilo. Al abrirse la antera, esta tiene 8 sacos embrionarios que producen
abundante polen (Hernandez et al, 1988). Dependiendo de la coloracion de la flor las capsulas
son verdes, rojizas o amarillas, por ello flores Blancas, capsulas verdes y flores rosadas,
capsulas rojizas (Bonilla, 2009). Son regulares, actinomorfas, de sexualidad hermafrodita (Saux,
1987).

1.1.1.2.4 Fruto.

Es una capsula que presenta una forma ovoide, alargada o globosa (Fig. 1) que mide de 3 a 5
cm. de largo con una superficie cubierta de pelos, suaves a manera de espinas, pueden ser
abundantes o ralos (Hernandez et al, 1988). En lo que se refiere al color que tiene la capsula
estas difieren segun la variedad, pueden ser verdes, rojas ocres y amarillas. El fruto contiene un
namero variable de semillas que puede ser entre 20 y 55, la cual parece estar ligada a la

polinizacion entomdfila o por insectos (Bonilla, 2009).

1.1.1.2.5 Semillas.

Las semillas miden 0,3-0,5 cm de longitud y 0,2-0,3 cm de didmetro, y su forma varia de
piramidal a casi cénica (Oliveira et al., 1966). Estan formadas por una membrana porosa debajo
de la cual empiezan a formarse los colorantes bixina y orellina (materia colorante amarilla), los
cuales al ser exudados a través de esa membrana forma una capa cerosa que contienen los

colorantes rojos o amarillos cuando la semilla ya ha madurado y esta seca (Bonilla, 2009).

1.1.1.2.6 Raiz.

La raiz del achiote es pivotante y bien desarrollada, por lo cual puede penetrar a profundidad si
el suelo es pobre o si no es apropiado, son ademas lefiosas, cilindricas y ramificadas (Ramos,
1991).



1.1.2 Pigmentos carotenoides.

1.1.2.1 Bixina.

Se presenta de un color rojo oscuro. Quimicamente es un acido carotendico con su férmula
empirica C2sH3004, €l mismo que se presenta como un isdmero geométrico del tipo cis, el cual

puede convertirse a su forma trans, mas estable (Jaramillo & Mufioz, 1992).

1.1.2.2 Norbixina.

Es un acido di carboxilico con su férmula empirica C24H2504, quimicamente es conocida como
diapo 6-6 caroteno-didlico, que es obtenida de la saponificacion del éster metilico de la bixina,

convirtiéndose hidrosoluble a valores de pH alcalinos (Reith, 1971).

1.1.3 Usos médicos.

Varias investigaciones han demostrado que los carotenoides (Provitamina A) han sido
acreditados con otros efectos que promueven la salud, tales como inmuno-mejora y reduccién
del riesgo de desarrollar enfermedades degenerativas crénicas tales como el cancer,
enfermedades cardiovasculares (ECV), cataratas; y degeneracion, siendo ampliamente
atribuida a su actividad atioxidante (Krinsky & Johnson, 2005; Olson, 1999; Rao & Rao, 2007;
Riccioni, 2009; Tapiero et al, 2004; Voutilainen et al, 2006).

Otros mecanismos se han notificado cada vez mas para carotenoides tales como la
sefializaciéon retinoid-dependiente, modulacién del metabolismo carcinégeno, regulacion del
crecimiento celular, la inhibicion de la proliferacién celular, la mejora de la diferenciacion celular,
induccién de enzimas desintoxicantes, hormonal e inmune modulacion del sistema y el filtrado

de la luz azul (Rodriguez, 2015).

1.1.4 Distribucion geografica.

B. orellana es una planta nativa de Brasil, pero también se desarrolla en otras regiones de

Ameérica del Sur y Central (Alonso, 2004). Se cultiva en paises tropicales como Peru, México,
10



Ecuador, Indonesia, India, Kenia y el este de Africa (Elias et al., 2002). En Ecuador se

encuentra en las provincias de Bolivar, Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, EI Oro, Galapagos,

Guayas, Los Rios, Morona-Santiago, Napo, Pastaza,
(TROPICOS, 2011).
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Figura 2. Distribucion de Bixa orellana en provincias de Ecuador

Fuente: TROPICOS., (2011).

1.1.5 Cultivo In vitro.

1.1.5.1 Generalidades.

Cultivo de tejidos vegetales es la ciencia de crecer las células vegetales, tejidos u érganos

aislados de la planta madre, en medios artificiales. Incluye técnicas y métodos utilizados para la

investigacion en muchas disciplinas botanicos y tiene varios objetivos practicos. Cultivo de

organos se utiliza como un término general para este tipo de cultivo en el que una forma

organizada de crecimiento se puede mantener de forma continua. Incluye el aislamiento

11



aséptico de plantas enteras de tales estructuras definidas como primordios de la hoja, flores
inmaduras, frutos y su crecimiento in vitro (George, et al, 2008).

El cultivo in vitro permite realizar estudios sobre fisiologia y bioquimica general, introduccion de
caracteristicas nuevas en plantas mediante ingenieria genética, mejora genética mediante la
induccién de mutaciones, conservacion de germoplasma, seleccién in vitro o la hibridacion
somatica, produccion de metabolitos secundarios y propagacion masiva de plantas libres de
patégenos (Roca & Mroginski, 1991).

1.1.5.2 Condiciones ambientales del cultivo in vitro.

Los cultivos de tejidos vegetales deben mantenerse en condiciones ambientales semejantes a
las naturales. La luz, la temperatura y la humedad relativa son los principales factores del

ambiente que inciden sobre los cultivos (Vidalie, 1986).

1.1.5.2.1 Luz

Las semillas presentan sensibilidad a la luz la misma que varia dependiendo de la especie, esta
respuesta que tienen las semillas a la luz se encuentra ligada a una cromoproteina denominada
fitocromo, que es el pigmento responsable de atraparla (Rodriguez & Nieto, 1999).

El comportamiento de muchos cultivos depende de la calidad, intensidad y fotoperiodo de la luz
que reciben, dado que varias enzimas involucradas en el desarrollo y en el metabolismo
secundario son influenciadas por la luz. La mayoria de los cultivos desarrollan a una intensidad
luminosa entre 5 a 25 W/m2 (1000 a 5000 lux). Si bien la calidad de la luz puede determinar
diferentes respuestas morfogénicas, en general se utiliza luz blanca, pobre en longitudes de
onda larga. El fotoperiodo habitualmente utilizado es de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad,

aunque algunos cultivos requieren oscuridad (Marin, 1993).

1.1.5.2.2 Temperatura.

La temperatura de las camaras de cultivo se regula en general entre 22 y 28°C, permitiendo asi
el desarrollo tanto de especies de climas templados como de plantas tropicales. Es de destacar
gue durante el periodo iluminado, la temperatura en el interior de los frascos de cultivo es 1-2°C

superior a la de la cdmara, debido al efecto invernadero; se crea asi un termoperiodo suave
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(Marin, 1993). De esta manera temperaturas bajas como 6°C pueden ocasionar que la tasa de
crecimiento se vea reducida significativamente, mientras que altas temperaturas como 30°C

pueden inhibir la multiplicacién de brotes (Hartmann et al., 1997).

1.1.5.2.3 Humedad relativa.

Se mantiene en alrededor del 70 % en las condiciones en las que se realizan habitualmente los
cultivos, aunque varia con la temperatura de la cAmara y el tipo y cierre de los recipientes
(George, 1987).

1.1.6 Problemas asociados al cultivo in vitro.

1.1.6.1 Contaminacion.

La presencia de microorganismos en los cultivos in vitro afecta el éxito de los resultados, estos
se desarrollan debido a las condiciones fisicas del cultivo que resulta un ambiente propicio para
que es su desarrollo (Debergh & Zimmerman, 1991). Dicha contaminacion es producida
generalmente por bacterias y hongos, dependiendo en su mayoria de la manipulacién al

momento de la siembra (Roca & Mroginski, 1991).

1.1.6.2 Oxidacion.

Durante el cultivo in vitro el explante se ve sometido siempre en mayor 0 menor medida a
situaciones de estrés, ocasionadas por dafilos mecanicos o por las condiciones del cultivo in
vitro como la composicién del medio, todas estas situaciones promueven la estimulacion del
metabolismo de los componentes fendlicos, estos a su vez producen una serie de reacciones
de hipersensibilidad, como la exudacion al medio del contenido de las células deterioradas,

llevando finalmente a una muerte prematura (Debergh & Read, 1991).

1.1.7 Medio de cultivo.

Consiste en una solucion de sales que suministran los elementos mayores y menores

necesarios para el crecimiento de plantas. Estd compuesto por cantidades relativamente
13



grandes de macronutrientes (nitrdgeno, potasio, calcio. Fosforo, magnesio y azufre), pequefas
cantidades de micronutrientes (hierro, niquel, cloro, manganeso, zinc, boro, cobre, y
molibdeno), pequefias cantidades de ciertos compuestos organicos, especialmente las
vitaminas y los reguladores del crecimiento vegetal, una fuente de energia generalmente
sacarosa y un agente solidificante el mas usado el agar utilizado cuando se requiere un medio
semi-solido. El pH del medio se altera durante el cultivo, pero como regla general, el pH inicial
se establece en el 55 - 6,0. El medio mas comunmente utilizado es la formulacién de
Murashige y Skoog (1962). Cada especie de planta tiene su propia composicion elemental

caracteristica que se puede utilizar para adaptar la formulacién del medio (George, et al, 2008).

1.1.8 Germinacion.

Algunas semillas presentan dormancia externa e interna, por ello segun estudios se recomienda
utilizar tratamientos pre-germinativos para romper la dormancia, uno de ellos es el &cido
giberélico siendo un factor muy importante para lograr la germinaciéon de las semillas y para su

posterior desarrollo, principalmente cuando se trabaja en cultivos in vitro (Azcén & Talén, 2000).

1.1.9 Latenciaen semillas.

Las semillas latentes son aquellas que no tienen la capacidad de germinar en un momento
determinado bajo condiciones de factores ambientales como la temperatura, luz, humedad,
entre otras, las mismas condiciones que en otros casos resultan favorables para su debida

germinacion (Baskin & Baskin, 2004).

1.1.10 Reguladores de crecimiento

1.1.10.1 Generalidades.

El desarrollo de las plantas est4 influenciado por la interaccion de factores externos e internos,
dentro de los factores internos se encuentran incluidas las hormonas o también llamadas
fitohormonas, las mismas que son definidas como sefales quimicas que facilitan la

comunicacion entre las células y coordinan sus actividades (Azcon & Talén, 2000). Su efecto es
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mediado por su presencia o por su ausencia, siendo muy importante su concentraciéon para un

normal crecimiento vegetativo (Castillo & Davies, 1999).

1.1.10.1.1 Citoquininas.

Producen diversos efectos cuando se aplica a plantas intactas. En particular, estimulan la
sintesis de proteinas y participa en el control del ciclo celular. Promueven la maduracion de los
cloroplastos, retrasan la senescencia de las hojas, superan la dominancia apical y liberan
yemas laterales de inactividad (George, et al, 2008). Las semillas también estan relacionadas
con la sintesis de las citoquininas a lo largo de todo su desarrollo, desde su formacion en el
fruto hasta la germinaciéon (Pérez & Martinez, 1994), promoviendo durante la germinacion la

elongacion de las células de los cotiledones en respuesta a la luz (Mok & Mok, 2001).

1.1.10.1.2 Giberelinas.

Son el grupo mas numeroso de reguladores de crecimiento, se conocen mas de 100 miembros,
este grupo esta involucrado en una amplia gama de respuestas de desarrollo, estos incluyen la
promocion de la elongacion de los tallos y hojas, debido en parte a la activacion del meristema
intercalar (George, et al, 2008). Asi mismo las giberelinas intervienen en la regulacion de la
germinacion de semillas, la elongacion de tallos, el desarrollo de raices y la floracion (Gray &
Estelle, 1998).
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2.1 Lineamientos del disefio experimental

Para inducir a mayores porcentajes en germinacion de semillas de B. orellana se evalué la

influencia de la Kinetina y Acido giberélico en cultivo in vitro.

Se utilizaron las siguientes variables:

Dependientes: porcentaje de semillas germinadas.
Independientes: tiempo de exposicion a la Kinetina y Acido giberélico.

Tabla 2. Disefio experimental

Regulador de Concentracion Tiempo
crecimiento (ppm) (minutos)

GA3 100 60
1000 90
2000 120
3000

KIN 100 60
1000 90
2000 120
3000

Control

Se hicieron 5 repeticiones por cada tratamiento en los tres tiempos y en las concentraciones

establecidas y sus respectivos testigos, colocando 5 semillas por frasco.

Para cumplir con nuestro objetivo el disefio experimental se realiz6 en las siguientes fases

guiadas por la metodologia de George et al, (2008) y Schmidt (2000):
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Material eSaquea
vegetal eReserva Numbami.

Medio de
cultivo (MS)

ePreparacién del medio.

. eProtocolo de desinfeccidn.
Semillas eAplicacion de tratamientos.

Esterilizacion
de material

Siembra

Figura 3. Fases de la investigacion.

2.2 Material Vegetal

El material vegetal esta conformado por semillas colectadas de frutos maduros préximos a la
dehiscencia en dos sitios de la provincia de Zamora Chinchipe:

La Saquea
Provincia: Zamora Chinchipe

Cantén: Zamora
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Parroquia: Guadalupe.
Coordenadas:

3°54’'38” S

78°51°24” O

Reserva de Numbami
Naturaleza y Cultura Internacional
Provincia: Zamora Chinchipe
Cantén: Zamora

Coordenadas

4°8'4” S

78°56'33” O

2.3 Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), adicionando sacarosa, Agar
(DifcoTM), Kinetina 6-furfurilaminopurina (SIGMA), acido 2,4- diclorofenoxiacético (SIGMA).

2.3.1 Preparacion medio de cultivo.

Se prepar6é el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), con 7 g/l de agar, 20 g/l
sacarosa, 0,005 g/l Kinetina y 0,001 g/l de &cido 2,4- diclorofenoxiacético, el pH se ajusto a
5.8+0.02 se procedio a esterilizar en autoclave por un tiempo aproximado de dos horas, una vez

pasado el proceso de esterilizacion del medio lo colocamos dentro del cuarto de cultivo.
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2.4 Semillas

Una vez obtenidos los frutos en el laboratorio se procedi6é a extraer las semillas de las capsulas
maduras, para luego ser colocadas en tubos falcén con silica gel para quitar la humedad de las

semillas (Figura 4).

Figura 4. Reduccion de humedad de semillas.

2.4.1 Protocolo de Desinfeccion.

El protocolo empleado para la desinfeccion e introduccion in vitro de semillas de Bixa orellana
fue el siguiente: se coloc6 las semillas en un tubo falcon (50ml); posteriormente, fueron
sumergidas en alcohol al 70% agitando por un minuto, en hipoclorito de sodio comercial (5%)
diluido al 20% con una gota de jabon liquido agitando por 5 minutos y en agua oxigenada al
10% por 5 min, siendo lavadas con agua destilada estéril después de cada proceso.

2.4.2 Aplicacion de Tratamientos.

Luego de la desinfeccion de las semillas se procede a colocar el tratamiento con reguladores de

crecimiento (Tabla2). Una vez transcurrido este tiempo retiramos el tratamiento y colocamos 2g
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de Benomil 50 (fungicida) preparado en 100ml de agua destilada, el Benomil se retira antes de

la siembra.

En el caso de las semillas de los testigos luego de la desinfeccién solo se aplica el Benomil 50 y

se procede a sembrar.

2.5 Esterilizacion de materiales

Se utilizé el equipo de autoclave (RAYPA) para esterilizar todos los materiales necesarios para
la siembra y desinfeccion de semillas. Los materiales que son esterilizados en autoclave son las
pinzas, cajas Petri y botellas con agua destilada, todos estos materiales son envueltos con
papel aluminio, una vez terminado el tiempo de esterilizaciébn se los guarda en el cuarto de

siembra para su posterior uso.

2.6 Siembra.

En las camaras de flujo laminar previo a la siembra colocamos todos los materiales que vamos
a utilizar, mandil de laboratorio, mascarilla, guantes, gorro, pinzas, caja preti, alcohol, cinta,
papel, frascos del medio y tubos falcon con las semillas, con las medidas de asepsia
respectivas (alcohol al 70% y UV por unos 30 min). Se procedi6 a sembrar 5 semillas por
frasco, debidamente sellados y etiquetados para luego ser colocados en el cuarto de
crecimiento con una temperatura de 22 °C, y un fotoperiodo de 12 horas para esperar su

germinacion.

El total de las semillas sembradas por tratamiento al igual que el control fue de 1125 semillas,

colocando 5 semillas por frasco; en 225 frascos.

2.7 Andlisis estadistico.

En el programa Microsoft Excel 2010 se organizaron los datos obtenidos en cada una de las
manipulaciones, luego se empled el programa GraphPadPrism, versiéon 5.00, se realiz6 una
prueba con ANOVA para la comparacién de medias con una prueba de TUKEY (P<0,005), se

calcularon los valores de media y desviaciéon estandar
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3.1 Germinacion in vitro
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Figura 5. Numero de semillas de Bixa orellana germinadas

por frasco a los 28 dias.

El andlisis de varianzas de los tratamientos KIN, GA3 y controles no presentaron una diferencia
significativa (P<0.05), de acuerdo a la prueba de TUKEY. En lo relacionado a los tratamientos y
controles tenemos que los controles tanto de KIN como de GA3 frente a los tratamientos tienen
un nivel de significancia, tomando en cuenta que los controles no tenian ninguna concentracion
de reguladores de crecimiento, con esta especie en este proceso vemos que los controles se
separan completamente de los tratamientos tanto de KIN y GA3 por tanto son los tratamientos
gue muestran frente a los controles una influencia que induce a la germinacién de las semillas.
El control de KIN frente al control de GA3 no presenta nivel de significancia al igual que el

tratamiento de KIN frente al tratamiento de GA3.
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3.2 Tratamientos en diferentes periodos de exposicidon y concentraciones

Bixa orellana

KIN
80 - 60 min
B 90 min
= [ 120 min
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Figura 6. Porcentajes de germinacion por tiempos de exposicion y concentraciones.

En la Figura 6. Se observa que para el tratamiento con KIN se obtuvo un mayor porcentaje de
germinacion (52%) en el tiempo de 120 min en una concentracion de 1000 ppm, asi mismo para
el tratamiento de GA3 el tiempo de 120 min obtuvo mayor germinacion (60%) en una
concentracion de 1000 ppm, la germinacion disminuyé a medida que se aumentaron las
concentraciones a 2000 y 3000ppm. Mientras que en los controles de ambos tratamientos se

obtuvo un 0% de germinacion.
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4.1 Semillas in vitro

Varela & Arana (2011) indican que los tratamientos pre-germinativos son de gran relevancia
para mejorar el proceso de germinacién en las semillas que presentan algun tipo de latencia, en
este trabajo se ha recurrido a usar los reguladores de crecimiento Kinetina y acido giberélico,
para estimular la germinaciéon y romper la latencia fisiologica de semillas de Bixa orellana. Sin
embargo autores como Copeland & McDonald (2004), reportan que estos reguladores de
crecimiento tienen un efecto nulo, asi como positivo mencionado por Ramakrishna &
Ramakrishna (2006), sobre la induccion de la germinacion y el rompimiento de la latencia de

semillas.

Con relacion al efecto positivo de las giberelinas, Gashi et al., (2012) indican que estan
directamente implicadas en el control y promocion de la germinacion. Al respecto, Finch &
Leubner, (2006) informaron que el 4cido giberélico estimula la germinacién por la via de sintesis
de amilasas; siendo esta enzima importante para el paso de los productos almacenados en el
cotiledon y asi iniciar el crecimiento de las plantulas, debido a que se promueve la division
celular en la semilla haciendo que se rompa la latencia, desencadenando las actividades
metabdlicas previas a la germinacion de los embriones (Gutiérrez et al., 2011). Como tal en
este trabajo se demostr6 que el GA3 es un tratamiento eficaz para disminuir la latencia
fisiolégica de las semillas de Bixa orellana, utilizando concentraciones de 1000ppm de GA3 con
el cual se produjo significativamente la germinacion mas alta (60%) con un tiempo de
exposicion de 120 min, sin embargo los porcentajes de germinacion se consideran bajos al
compararlos con los obtenidos por Joseph et al., (2010) en donde obtuvieron un maximo de
germinacion en semillas de Bixa orellana (93%) utilizando concentraciones mas bajas de GA3

en este caso de 50 ppm en un tiempo de exposicion de 24 horas.

Las citoquininas se han conocido para estimular la germinacion, e incluso romper la latencia en
algunas plantas (Sharon & Kishore, 1975). Investigaciones realizadas por Sharon et al., (2012)
utilizaron concentraciones de 500 ppm de Kinetina comprobando la efectividad de esta
fitohormona en donde las semillas de Bixa orellana alcanzaron su maximo de germinacioén al
90% en un tiempo minimo de 8 dias y utilizando también concentraciones de 1000ppm de KIN
obteniendo un 30% de germinacién guardando relacion con los resultados obtenidos en este
estudio con concentraciones de 1000ppm con una geminacién del 52% en un tiempo de

exposicion de 120 min con esta especie.

La exposicion de las semillas de esta especie durante 90 min a una concentracion de 100ppm

tanto de KIN y GA3 disminuy0 el porcentaje de germinacion (4% y 3%) y en concentraciones de
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3000ppm a un 0%, lo que indica que estos tratamientos a esas concentraciones y tiempo no

son los adecuados para lograr la germinacion de semillas de Bixa orellana.

Las semillas de Bixa orellana presentan caracteristicas de semillas recalcitrantes, segun
Cabrera & Ordofiez (2004) estas no pueden ser almacenadas y tienen escasa longevidad a
diferencia de las ortodoxas, estas semillas son liberadas de la planta madre con un alto
contenido de humedad (entre el 40 y 60% de agua sobre su peso). Asi mismo, su latencia es de
una naturaleza mas efimera y menos profunda, en el caso de Bixa orellana posee una latencia
fisiologica (Amaral et al.,, 1995; Amaral et al., 2000; Eira & Mello, 1997; Goldbach, 1979;
Yogeesha et at., 2005), causada por la permeabilidad de la cubierta de la semilla al agua
(Amaral et al., 1995).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion la Kinetina y el Acido giberélico

influyen sobre la germinacion de las semillas de Bixa orellana en condiciones in vitro.

En las concentraciones de 1000 ppm de ambos reguladores el porcentaje de germinacion fue
superior a los demas. La germinacion disminuydé a medida que se aumentaron las
concentraciones a 2000 y 3000 ppm, demostrando que estos tratamientos a esas
concentraciones y tiempo no son los adecuados para influir positivamente en la germinacién de

las semillas de esta especie.

El cultivo in vitro brinda una excelente oportunidad para el desarrollo de investigaciones de

plantas de interés medicinal bajo condiciones controladas.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda mantener todas las condiciones de asepsia durante la siembra en la
camara de flujo laminar para evitar fuentes de contaminacion externa que alteren los

resultados de la investigacion.

Obtener las semillas directamente del arbol pues si la semilla pierde humedad tras su
salida de la capsula, esta disminuye progresivamente la capacidad de germinar debido a

que posiblemente sean semillas recalcitrantes.

Evaluar nuevas concentraciones y tiempos de exposicion de los reguladores de
crecimientos para incrementar el porcentaje de germinacion de las semillas de esta

especie.
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Anexo 1: Analisis estadistico de germinacién de semillas de Bixa orellana en cultivo in vitro

able Analyzed

Sl ddasz Asls diss

311

JEEEIE I LA LS R A A R LSS ISR IS SE s

J -

One-way analysis of variance
P value <0.0001
P value summary Vit
Are means signif. different? (P <0.05) Yes
Number of groups 4
F 4878
R square 0.1404

Bartlett's test for equal variances

| Bartlett's statistic (corrected) 3.400e+038
P value
P value summary ns
Do the vanances differ signif. (P < 0.05) No
17 |ANOVA Table ss df

Treatment (between columns) 70.06 3
Residual (within columns) 42889 896
Total 499.0 899

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q
CONTROL KIN vs KIN -0.5689 1233
CONTROL KIN vs CONTROL GA3 0.0 0.0
CONTROL KIN vs GA3 -0.5467 11.85
KIN vs CONTROL GA3 0.5689 12.33
KIN vs GA3 0.02222 04818
CONTROL GA3 vs GA3 -0.5467 11.85

MS
2335
0.4787

Significant? P < 0.05?
Yes

No

Yes

Yes

No

Yes

Anexo 2: Inflorescencia de Bixa orellana.
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Summary
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195% Cl of diff
1-0.7382 to -0.3996
-0.1693 to 0.1693
-0.7160 to -0.3773
10.3996 t0 0.7382
1-0.1471100.1916
|-0.7160 t0-0.3773




Anexos 3: Planta de Bixa orellana en estado de fructificacion.
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Anexo 5: Medio de cultivo (Murashige y Skoog, 1962).

Anexo 6: Siembra de semillas en medio MS (1962).
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Anexo 7: Geminacién de Bixa orellana.
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