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RESUMEN

Las especies del género Peperomia perteneciente a la familia Piperacea, habitan
ambientes de bosque seco como de bosques montanos y tropicales, actualmente sus habitats son
impactados por los efectos del calentamiento global y por la actividad antropica; muchas de las
especies son de importancia medicinal, ya que producen metabolitos con potencial
farmacoldgico, ademas de ser usadas en medicina folclorica tradicional y desde luego como
ornamentales en sumayoria. El objetivo de esta investigacion fue propagar in vitro a Peperomia
fraseri,paralo cual se han utilizado fragmentos de tejidos de hojay peciolo, cultivados en medio
de MS suplementado con diferentes formulaciones de AIA, ANA (ambosa0.02,0.2 y 0.5mg/L),
BAP (0.02, 0.2, 0.5 y 1.0mg/L) y AG; (0.02mg/L), obteniéndose como resultado, la
diferenciacion de brotes luego de 45 dias en cultivo, la diferenciacion de raices presentd mayor
frecuencia que los brotes, presentando como problemas del establecimiento del cultivo in vitro,
la contaminacion bacteriana (28%), oxidacidn parcial y total de los tejidos (24% y 46%) y la
vitrificacion, concluyendo que la formulacion MS suplementado con ANA +AG3 (0.02 mg/L)
permitid el desarrollo armoénico y la induccion de multiples brotes en plantas transferidas a
medio fresco; adicionalmente, la presencia de sorbitol (1,2 y 3%), permitié mantener en
conservacion in vitro con reduccion de crecimiento a tasas minimas por seis meses a mas, las

plantulas transferidas a sustrato presentaron 100% de sobrevivencia.

Palabras clave: Peperomia fraseri, propagacion clonal
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ABSTRACT

Species of the genus Peperomia belonging to the Piperaceae family inhabit dry forest
environments as well as montane and tropical forests; currently their habitats are impacted by
the effects of global warming and by anthropogenic activity; many of the species are of
medicinal importance, since they produce metabolites with pharmacological potential, in
addition to being used in traditional folk medicine and of course as ornamentals for the most
part. The objective of this research was to propagate Peperomia fraseri in vitro, for which leaf
and petiole tissue fragments were used, cultivated in MS medium supplemented with different
formulations of IAA, NAA (both at 0.02, 0.2 and 0.5mg/L), BAP (0.02, 0.2, 0.5 and 1.0mg/L)
and GA3 (0.02mg/L), obtaining as a result, the differentiation of shoots after 45 days in culture,
root differentiation was more frequent than shoots, presenting as problems in the establishment
of the in vitro culture, bacterial contamination (28%), partial and total oxidation of the tissues
(24% and 46%) and vitrification, concluding that the MS formulation supplemented with NAA
+ GA3 (0.02 mg/L) allowed the harmonious development and induction of multiple shoots in
plants transferred to fresh medium; Additionally, the presence of sorbitol (1, 2 and 3%) allowed
for in vitro conservation with reduced growth rates to minimum rates for six months or more;

the seedlings transferred to substrate showed 100% survival.

Keywords: Peperomia fraseri, clonal propagation
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INTRODUCCION

La familia Piperdceas se caracteriza por ser un grupo vegetal de mucha importancia
medicinal, especialmente los componentes de dos géneros Piper y Peperomia, algunos de los
cuales son conocidos como “maticos” y ‘“congonas”. Entre las Peperomias, se destaca
Peperomia inaequalifolia y Peperomia renzopalmae “yerba de la plata”, muy utilizadas en
medicina tradicional y folclorica. Desde el punto de vista quimico, las especies de Peperomias
son productoras de metabolitos con actividad farmacologica comprobada ya que contienen
sustancias, “citotoxicas, antitumorales y antiinflamatorias”, entre otras que aun no han sido
exploradas en su verdadera dimension (Pino et al.,2021; Ho et al., 2022; Kanedi, 2022; Silalahi,
2022).

Entre las especies mas estudiadas a nivel fitoquimico se encuentra P. tetraphyllala cual
es productora de amidas y lignanos bioactivos ( Li et al., 2007; Li et al., 2010), P. obtusifolia
con presencia de flavonoides (Mota et al., 2011) y otras que datan de afios anteriores; estos
compuestos quimicos, presentan aplicacion farmacoldgica como el acetato de etilo de P.
tetraphylla con actividad comprobada en induccidon de apoptosis celular en linfoma (Yu et al.,
2016) y aceites esenciales de P. pereskifolia, P. glabelata y P. tetraphylla inhibidores de la
actividad monoamino oxidasa (Klein et al., 2016). Ademads, recientemente se comprob¢ la

actividad antihelmintica, antifiingica, antibacteriana y antiproliferativa (Ware et al., 2022).

Las especies del género Peperomia, en el Pert y la region se encuentran distribuidas en
ambientes vulnerables que van desde los bosques estacionalmente secos hasta los bosques
montanos. Como consecuencia del cambio climético y la actividad antrdpica, estos ambientes
estan siendo seriamente impactados, trayendo como consecuenciala pérdida del acervo genético
de Peperomia. Son muy escasos los trabajos realizados sobre propagacion in vitro de las
especies de este género, mas aun utilizando técnicas desarrolladas por la biotecnologia vegetal

(Pino et al., 2021; Rojas et al., 2020)

Las especies de la familia Piperacea generalmente se propagan mediante semillas, las

mismas que se caracterizan por presentar un pequefio embridon y un reducido perispermo,



necesitando condiciones adecuadas para germinar, es por ese motivo que se las encuentra
distribuidas de manera espaciada con escasos individuos y en algunos casos restringidos a
determinadas condiciones de humedad; estas condiciones, sumadas al efecto del calentamiento
global y la actividad antropica a las que se encuentra expuestas, hace que se las considere

especies vulnerables a la pérdida de su diversidad (Sen & Ganesan, 2021).

En el caso especifico de Peperomia, se observan varias adaptaciones a la dispersion de
sus semillas, asi se tiene que los frutos pueden presentar una epidermis glandulosa que segrega
sustancias pegajosas, que les sirve como adherentes a la superficie de sus dispersores
(epizoocoria), siendo mas frecuente para el caso de las especies epifitas, hecho que ha permitido
que sean estas especies las que tengan mayor rango de distribucion, alcanzando a poblar la copa

de los arboles (Frenzke et al., 2016).

Entre los pocos trabajos realizados de propagacion in vitro se encuentra varias especies,
donde sobresalieron P. albovitatay P. emarginulata, observandose que las respuestas obedecen
fundamentalmente al habito y habitat donde se desarrollan naturalmente estas especies, de modo
que algunas pueden responder tinicamente en un medio de cultivo s6lo con sales minerales, en
tanto otras necesitan de un gradiente de concentraciones y tipo diferente de reguladores de
crecimiento, ademas de la liberacion de fenoles al medio de cultivo, que en algunos casos resulta

toxico para el propio tejido cultivado (Rojas 2021).

En el caso de P. fraseri, especie que generalmente se confunde con P. residiflora, ya que
comparten la distribucion altitudinal, sin embargo; los ambientes donde se desarrollan son
opuestos, mientras P. residiflora se puede desarrollar en ambientes estacionalmente secos, P.
fraserinecesita de permanente humedad. Esta condicién ambiental cada vez mas impactada para
su subsistencia ha motivado el desarrollo del presente trabajo de investigacion. Esta especie
presenta dificultades para su propagacion mediante semillas y se observa que es factible su
propagacién vegetativa, ya que los tallos maduros pueden tenderse en la superficie terrestre y

generar nuevos individuos.



Por otro lado la conservacion de las especies ex situ ha resultado ser todo un reto para
aquellas especies que estan siendo permanentemente amenazados sus ecosistemas fragiles como
es el caso de las peperomias; otra aplicacion importante de las técnicas de cultivos in vitro,
también ha permitido desarrollar protocolos de conservacion, siendo la reduccion de
crecimiento a tasas minimas el mas utilizado por el costo, disponibilidad y accesibilidad, este
sistema en muy utilizado por muchas instituciones dedicadas ala conservacion de germoplasma

de plantas alimenticias en el mundo (Oseni et al., 2018)

Esta alternativa de propagacién in vitro para P. fraseri, posibilita el éxito a nivel de
propagacion clonal, hecho que permite no sol6 obtener numerosos individuos, si no también
mantener las caracteristicas genéticas de la especie, como se ha demostrado en numerosas
especies de importancia alimenticia, permitiendo ademas la conservacion de su acervo genético
in vitro (Delgado et al., 2012) y la posterior utilizacion para estudios fitoquimicos comparativos

con las plantas de campo y su potencial bioactivo.



CAPITULO 1. DISENO TEORICO

1.1 Antecedentes

Varias especies del género Pepromia son propagadas de manera vegetativa,
principalmente con fines comerciales y debido a los cuidados que se deben tener en el proceso
y a la lentitud de las respuestas del material utilizado, el valor es relativamente alto por planta
en el mercado, como sucede con especies tropicales; sin embargo, utilizando las técnicas
desarrolladas por la Biotecnologia Vegetal como alternativa, los costos y el tiempo de

produccion de plantas pueden resultar muy beneficiosos, aun cuando son, muy escasos los

trabajos (Ahmed et al., 2021).

Ahmed et al. (2021), en Malasia trabajaron con P. pellucida (L) en el establecimiento de
un protocolo eficaz para la induccion de brotes, regeneracion y transformacion in vitro.
Utilizando entrenudos cultivados en medio MS suplementado con Kinetina y Benciladenina
(BA). Obteniendo so6lo seis brotes por explante con Kin 0.5mg/L, diez brotes por explante con
BA 1.5mg/L y Kin 1.5mg/L. La longitud de los brotes aumento en 0.8cm por explante en la
combinacionde BA (1.0mg/L) y Kin (3.0mg/L) y 0.7cm por explante con Kin (0.5mg/L). Para
la induccion de raices adventicias utilizaron medio MS con diferentes concentraciones de Acido
Indol Butirico (IBA) y Acido Indol Acético (AIA), teniendo éxito en un 100% y supervivencia
del 90% con el medio MS  suplementado con IBA. Las plantas enraizadas se aclimataron

exitosamente.

Rojas (2021), en Pert, Utilizando 18 especies de Peperomia procedentes tanto de
ambientes huimedos como de ambientes estacionalmente secos), con el fin de determinar como
influye el medio de cultivo en la propagacion in vitro de algunas especies del género Peperomia,
usando medio MS suplementado con los reguladores ANA, AIA, AG3, BAP y KIN en diferentes
concentraciones, observo en primer lugar un alto grado de contaminacion y oxidacion de los

tejidos, por otro lado las especies de los ambientes estacionalmente secos no presentaron

4



capacidad de respuesta para formar 6érganos, en cambio los de ambientes himedos tuvieron
mejores respuestas. Siendo el medio MS suplementado con AIA y AG3 (0.02mg/L) el mejor
para la propagacion in vitro de la mayoria de las especies de Peperomias y concluye que las
condiciones ambientales en las que se desarrollan estas plantas determinan también su respuesta
a las condiciones in vitro, tanto en los aspectos de contaminacidn, oxidacion y regeneracion de

brotes.

Rojas et al. (2020) en su trabajo realizado en Peperomia albovittatay P. galioides, con
el fin de propagarlas en condiciones in vitro, utilizaron fragmentos de peciolo y hoja en P.
albovittatay hojas y nudos en P. galioides,como medio de cultivo las sales MS suplementado
con AIA (0,02), ANA (0,02), BAP (0,05) y AG; (0,02), obteniendo como resultados la
induccion de organogénesis somatica directa y el mayor porcentaje de plantas por explante en
presencia de ANA combinado con AGs; los tejidos con mejor respuesta en peciolo y hoja se
present6 en P. albovittatay en P. galioides s6lo 1os nudos generaron nuevas plantas, mostrando

recalcitrancia a la organogénesis sus tejidos foliares.

Al-Ahmad (2015), en su trabajo realizado en Malasia, usando tejidos de hojas de
Peperomia obtusifolia y mediante organogénesis directa obtuvieron brotes in vitro. Cultivando
explantes de hojas en medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con Bencilaminopurina
(BAP) y Kinetina, observaron que el BAP fue mas eficiente obteniéndose la diferenciacion de
16 a 20 brotes por explante frente al promedio de 1.5 brotes por explante en presencia de
Kinetina. En la respuesta a la diferenciacion de raices en presencia de AIA, AIB y ANA,
observaron que ANA indujo mejor respuesta con 30 raices en promedio, mientras que AIB so6lo

indujo de 22 a 23 raices en promedio.

El-Nagar y Osman (2014) realizaron estudios en Peperomia obtusifolia, en la
universidad de alejandria - Egipto, con el fin de establecer un protocolo para su propagacion in

vitro, para lo cual compararon dos explantes para la proliferacion de brotes y organogénesis.



Usando segmentos de tallos con un solo nudo y segmentos de hojas, cultivados en medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado con kinetina (0, 2.5, 5 y 10mg/L) y Acido
Naftaleo Acético (0, 1, 2.5 y Smg/L). los explantes de hojas no sobrevivieron, en cambio los
explantes de nudos formaron brotes y el nimero se fue incrementando segiin aumentaba la
concentracion de Kinetina, hasta la concentracion més alta (10mg/L), para luego disminuir; sin
embargo, la concentracion de ANA no tuvo efecto aparente en los explantes. El medio de cultivo
que dio un porcentaje mas alto de brotes, peso fresco, area foliar total, clorofila total y peso del

callo fue el que contenia Kinetina Smg/L y ANA a Img/L.

Delgado et al. (2012), trabajando con especies del género Piper con el objetivo de
desarrollar un sistema de propagacion y conservacion in vitro, utilizando yemas, nudos,
entrenudos, hojas y peciolos, a partir de plantas germinadas in vitro y utilizando medios de
cultivo constituidos por sales MS y suplementado con diferentes concentraciones de auxinas,
citocininas y giberelinas; Obtuvieron entre un 20 y 99% de éxito en la germinacion in vitro de
semillas, lamicropropagacion fue posible en el medio suplementado con AIA (0.02mg/L), AG3
(0.02mg/L) y Sacarosa (3%), los explantes con la mejor respuesta a la organogénesis directa a

los 60 dias fueron hojas seguidos de los peciolos, los entrenudos respondieron en menor medida.

Karamian,R. & Ghasemlou, F. (2014), experimentaron con Verbascum sinuatum L. una
especie de la familia Scrophulariaceae y sus miembros se utilizan como hierbas medicinales en
la medicina tradicional mundial, lograron la regeneracion plantas mediante organogénesis y
embriogénesis somatica, para lo cual utilizaron embriones maduros, indujeron callos
embriogénicos en medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con diferentes
concentraciones de bencil adenina (BA), acido alfa-naftalen acético (ANA), Kinetina (KIN) y
Acido 2.,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); obteniendo callos embrionarios cremosos y también
callos friables; la regeneracion de plantas y multiplicacion de brotes fue posible en medio MS

suplementado con BA o KIN (Img L™).



La mayoria de trabajos estan enfocados en los aspectos fitoquimicos debido a la
importancia que presentan estas especies como plantas medicinales utilizadas por comunidades
de Filipinas, India, Nigeria, Brasil y otras; siendo una de las mas importantes Peperomia
pellucida, especie que sintetizaria sustancias quimicas con propiedad analgésica, antipirética,
antinflamatoria, antidiabética, antigota y antihipertensiva (Ahmad et al, 2023) gracias a la
sintesis de pellucidin y muchas otras sustancias quimicas (De Moraes & Kato. 2021). De igual
manera Peperomia blanda con una comprobada actividad antitripanosomicida, (Gaspareto et
al., 2008; Bialangi et al. 2016). El Pert y la region Lambayeque, posee muchas especies del

género Peperomia, que alin esperan investigacion para descubrir las bondades que presentan.

1.2 Bases teoricas

1.2.1. Cultivo in vitro:

La biotecnologia vegetal ha desarrollado una serie de técnicas aplicables a la
obtencion masiva de plantas, conservaciony transferencia de germoplasma y mejoramiento
genético, constituyendo herramientas importantes para disminuir el tiempo
considerablemente en la obtencion de resultados; el cultivo in vitro, se fundamentaen la
asepsiay la utilizacion de tejido como meristemas, yemas, nudos, entrenudos, fragmentos
de hojas, raices, protoplastos o microsporas contenidas en las anteras, basados en la
totipotencia celular vegetal para generar individuos completos en un ambiente de vidrio, ya

sea utilizando medios de cultivo semisélidos o liquidos (Lépez, 2021; Chavez et al., 2018).

1.2.2. Propagacion clonal in vitro:

La propagacion clonal in vitro de especies vegetales, constituye una de las técnicas
de la biotecnologia de mayor éxito en la obtencion de plantas de manera masiva y rapida,
convirtiéndose en una herramienta importante en la agricultura, sus ventajas frente a los

métodos convencionales son notables, incluyendo una alta tasa de reproduccion al generar



material vegetal libre de patogenos, especialmente virus, durante todo el afio y es crucial

para la conservacion del germoplasma en condiciones controladas. ( Mendoza et al., 2018;

Valderrama et al., 2018).

1.2.3. Tejidos vegetales usados en la propagacion in vitro:

La seleccion de tejidos depende fundamentalmente del grado evolutivo de los
vegetales y de la memoria genética que mantienen a través de los millones de afos, para
propagar material vegetal en condiciones in vitro, se debe emplear tejidos que se mantengan
a lo largo del proceso genéticamente estables, los tejidos que cumplen con esta condicion
son principalmente los meristemas apicales en primer lugar, las yemas apicales, el tercio
superior de las plantasy la parte de lanervadura central de las hojas tiernas, estructuras que
ademdas mantienen la memoria genética desde hace millones de afios cuando el tejido
parenquimatico conquisto la tierra desarrollando 6rganos, mostrando su totipotencia celular

(Malabadi et al, 2025).

1.2.4. Medio de cultivo:

El medio de cultivo viene a ser el sustrato donde los tejidos reposan para expresar su
potencial celular, estos son formulados dependiendo el objetivo de los trabajos de investigacion,
constan de sales minerales en cantidades adecuadas y necesarias para el desarrollo de plantulas
in vitro, suplementados con vitaminas, carbohidratos y los reguladores de crecimiento donde se
encuentran contempladas las hormonas vegetales y otras sustancias organicas que cumplen

similar funcion (Romero et al., 2018).

Sobre los medios de cultivoy los reguladores de crecimiento, uno de los medios basicos
mas utilizados, es el conocido medio de Murashige y Skoog (1962), formulacion de sales
minerales que se ha convertido en el medio universal para la propagacién y conservacion in

vitro de plantas herbaceas y la mayoria de lefiosas. Como complemento, el uso de reguladores



de crecimiento entre los que figuran auxinas y citocininas y eventualmente giberelinas, juegan
un papel preponderante, cuyo balance adecuado modulan las respuestas en las células vegetales
dependiendo de la totipotencia, competencia y determinacion celular, refiriéndose estos
términos a la capacidad de las células diferenciadas, para desdiferenciarse y seguir rutas distintas
de rediferenciacion hasta originar un nuevo individuo vegetal, donde los reguladores
moleculares juegan un rol importante en la modulacion y control transcripcional del destino
celular de las células somaticas totipotentes (Portillo & Santacruz, 2004; Su et al.,2021:

Malabadi et al., 2025).

1.2.5. El pH del medio de cultivo:

El pH es un factor critico en los cultivos in vitro, ya que regula varios procesos
bioquimicos, la solubilidad y disponibilidad de muchos elementos clave como el fierro (Fe),
manganeso (Mn), zinc (Zn) y cobre (Cu), disminuye cuando el pH es superior a 6.5, ya que
a este nivel se producen precipitaciones por la reaccion y formacion de otros compuestos
como los hidroxidos de estas sales, que son imposibles de ser asimilados y en el peor de
los casos, pueden llegar a ser toxicos para los tejidos, por eso es recomendable que el rango

de pH se encuentre en 5.7+0.1 (De Klerk et al., 2008, Pasqua et al., 2002).

1.2.6. Propagacion in vitro en el género Peperomia Ruiz & Pav.:

En lo referente a la propagacion clonal en el género Peperomia, en los escasos
estudios publicados demuestran que las especies responden positivamente a la propagacion
clonal, en algunos casos mediante el enraizamiento de yemas y en otros mediante
organogénesis somadtica directa, a partir de fregamientos de hoja y peciolos
preferentemente, utilizando como medio basal las sales MS suplementado con vitaminasy

diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal (Rojas et al., 2020).



1.3. Bases conceptuales
1.3.1. Peperomia Ruiz & Pav. (PIPERACEAE):

El género Peperomia es un género monofilético y contiene especies distribuida en
ambientes tropicales y subtropicales, estd muy diversificado en América, habitando desde
el sur de estados unidos hasta argentina. Siendo las regiones andinas y amazonicas donde
podemos encontrar mas endemismos. Tienen estructuras florales reducidas y escasas
sinapomorfias morfoldgicas entre subgéneros, por los que requiere estudios morfoldgicos
y moleculares combinados. De las 2753 especies registradas 1411 se han aceptado (Samain

et al., 2009; Vergara et al., 2017; Chalermpol et al., 2024).

1.3.2. Peperomia fraseri C.DC.:
Taxonomia:

Peperomia Faseri, taxondmicamente se encuentra ubicada dentro del clado de las
angiospermas basales o tempranas, en el clado de las Magnolidas, en el Orden Piperales,
familia Piperacea (APG 1V, 2016), en el género Peperomia Ruiz & Pavon y subgénero
Panicularia Migq. (Frenzke et al., 2015).

Descripcion de Peperomia fraseri C.DC.:

Planta herbacea, suculenta, ligeramente pubescente, viven entre las rocas donde se
acumula la materia orgénica, pueden estar bajo sombra o parcialmente al sol. Peperomia
fraseri,tiene una roseta basal con hojas color verde clarou oliva, suculentas, puberulentas,
alternas y en espiral que nacen del 4pice del tubérculo, lamina eliptica o ligeramente
obovada, apice redondeado, base subcordada, palmatinervia (2-4 nervios principales),

borde entero con suaves ondulaciones en la parte distal y peciolos rojizos (Pino et al., 2021).

En su periodo de reproduccion le crece un tallo (20-40cm de altura), color verde

claro y rojizo, en la base y entrenudos, con hojas verticiladas en cada nudo (2-5) que se

10



caen después de la floracion. Inflorescencias conuna o varias paniculas que nacen del nudo
apical, la panicula tiene entre 20-40 flores insertadas de manera horizontal y dispuestas en
espiral, las cuales maduran desde la base hacia el dpice, las bracteas de la flor son pequefias

y elipticas, el ovario es globular, dos estambres con anteras ovoides y el fruto es una drupa

(Pino et al., 2021).

Distribucion:

En los valles estacionalmente secos de los andes occidentales de Ecuador es mas
frecuente encontrar a Peperomia fraseri, habitando en alturas de 120-2100 m.s.n.m.
(Provincias: “Loja, El Oro, Guayas, Chimborazo y Manabi”), en la parte norte del Peru se
distribuye desde el sur de Tumbes y Piura (Amotapey la depresion de Huancabamba), hasta

Lambayeque y la parte baja de Cajamarca, al parecer se puede encontrar hasta Zafa (Pino
et al., 2021).
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CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO

2.1 Diseiio de contrastacion de hipodtesis/ Procedimiento a seguir en la
investigacion
El presente trabajo de investigacion tuvo un enfoque cuantitativo experimental. La
hipotesis se contrastd con el disefio experimental de estimulo creciente, ya que se utilizaron
reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones, dependiendo de cada fase del
desarrollo del trabajo de investigacion. El nivel fue exploratorio y descriptivo, puesto que se

abord¢ el problema de una especie poco estudiada.

2.2 Poblacion y muestra

2.2.1. Poblacion:
La poblacién estuvo constituida por los especimenes de Peperomia faseri
existentes en el distrito la Florida-Cajamarca (UTM:17 708165mE 9242134mN, 1187

msnm).

2.2.2. Muestra:
La muestra estuvo constituida por tres especimenes de Peperomia faseri elegidos
seguin sus caracteristicas por conveniencia a partir de la poblacién existente en el distrito
la Florida-Cajamarca, los mismos que fueron donadores de tejidos para el trabajo de

investigacion.

2.3 Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

2.3.1. Técnica:
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En el presente trabajo de investigacion se utilizo como técnica la observaciony el
analisis de las respuestas de los tejidos de P. fraseri frente a los diferentes tratamientos

que incluian ciertos tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento en el medio de

cultivo.

2.3.2. Instrumento de recoleccion de datos:

Como instrumento de recoleccion de datos se utilizé una ficha de registro de datos
y hojas de célculo Excel, camaras fotograficas y laptop, que permitieron registrar las

imagenes con las respuestas por parte de los tejidos vegetales.

2.3.3. Metodologia:

Colecta de especimenes:

Fueron seleccionados tres especimenes (plantas) a partir de una poblacion,
extraidos con parte del sustratoy colocados en bolsas plasticas para el traslado al viverode
la facultad de Ciencias Bioldgicas para su acondicionamiento en macetas. Se tuvo en cuenta

que las condiciones fisioldgicasy fitosanitarias de cada espécimen fueran 6ptimas (Figura

1.

Medio de cultivo:

El medio base utilizado fue el de Murashige & Scook (1962) (Tabla 1). Se formularon
10 tratamientos (Tabla 2), donde se incluyo auxinas, citocininas y ac. Giberelico, en diferentes
concentraciones, como se indica en la Tabla 1. Fue incorporada sacarosa 2% y como agente
gelificante agaragar 0.8%. El pH se ajusto a 5.7+ 0.1, luego fue diluido el agar, el medio de
cultivo fue distribuido en tubos de ensayo N° 12, tapados con papel aluminio, empaquetados

en bolsas de papel reciclado y llevados a esterilizacion en autoclave a 120 °C de temperatura
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x 15 1b.p 2 de presion y por espacio de 20 minutos; se conservd en refrigeracion antes de

utilizarse.

Establecimiento de material in vitro:

Luego de retirar las hojas con peciolos a partir de los especimenes acondicionados
en vivero, se colocaron en frascos de vidrio para su desinfestacion, utilizando etanol
comercial al 70% y lejia comercial al 2%, la permanencia de cada desinfestante fue de uno y
tres minutos respectivamente, para eliminar los residuos de los desinfestantes se dio tres
enjuagues con agua destilada esterilizada a los tejidos. Posteriormente se utilizé pinzas y
bisturi, dentro de una placa de Petri esterilizada se secciono las hojas y peciolos, luego se
deposito cada fragmento de los respectivos medios de cultivo, toda esta fase fue realizada en
cabina de bioseguridad tipo II (Figura 2). Los tubos con los explantes cultivados fueron
colocados a incubacion bajo el fotoperiodo a 16/8 horas de luz/oscuridad con una intensidad

luminica de 40 a 50 pmol m-2sec-2.

Figura 1

Peperomia fraseri: a. Planta en campo y b. Planta donadora de tejidos acondicionada en vivero

) A \
o - %
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Tabla 1

Constituyentes del medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962)

Volumen de la

SNOO I Sales minerales Concentracion solucion nfadre/litro
Madre (mg/L) de medio basal
(mg/L)

1 NH4NO3 1650
KNO3 1900
MgS04.7H20 370 20,0
KH2PO4 170

2 H3BO4 6,2
MnSO4.H20 223
ZnS04.7H20 8,6
Na2Mo0O4.2H20 0,25 1,0
CuS04.5H20 0,025
CoCI2.6H20 0,025

3 KI 0,83 1,0

4 CaCL2.2H20 440,0 3,0

5 Na2EDTA.2H20 37,3 5,0
FeSO4.7H20 27,8

6 Tiamina.HCl 1,0 2,5

7 Mio-Inositol 100,0 12,5
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Tabla 2

Tratamientos utilizados en el cultivo in vitro de Peperomia fraseri, que incluyen cuatro tipos
de reguladores de crecimiento.

Reguladores de Crecimiento (mg/L)

Tejido Tratamiento
ANA AIA AG; BAP
Tl 0.02 0.02
T2 0.2 0.02
T3 0.5 0.02
= T4 0.02 0.02
8 TS 0.2 0.02
= T6 0.5 0.02
= T7 0.02
T8 0.2
T9 0.5
T10 1.0

Nota: 10 repeticiones por tratamiento
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Figura 2

Cultivo in vitro de explantes de Peperomia fraseri: a. En camara de bioseguridad tipo Il, b y

¢. incubacion de tubos de ensayo con el material cultivado.
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Induccion de brotamiento

Los brotes diferenciados en hojas y peciolo fueron transferidos a medio de cultivo cuya
formulacion indujo brotes bien constituidos, (MS + ANA + AG; 0,02 mg/L) contenidos en
frascos de 4 x 10 cm para lograr un mejor desarrollo, de suerte que permitan ser transferidos a
sustrato.

Conservacion in vitro

Como una tentativa de conservacion in vitro de plantulas de P. fraseri, fueron formulados
seis tratamientos incluyendo al medio de cultivo manitol en tres niveles, 1, 2 y 3% y sorbitol en

los mismos niveles, sobre la base del medio de cultivo que mejor respuesta dio a la propagacion

clonal. (Tabla 3)

Tabla 3

Medio de cultivo para conservacion in vitro de P. fraseri.

ANA AG; Manitol Sorbitol
Tratamiento mg/L mg/L % P/V % P/V
Tl 0,02 0,02 1
T2 0,02 0,02 2
T3 0,02 0,02 3
T4 0,02 0,02 1
TS 0,02 0,02 2
T6 0,02 0,02 3

Nota: 10 repeticiones por tratamiento
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Transferencia a sustrato

Las plantulas que alcanzaron 2 cm de altura fueron trasferidas a sustrato constituido por fibra
de coco y musgo en proporcion 1:1. Material que fue previamente esterilizado en las mismas
condiciones que los medios de cultivo y humedecido con agua destilada inicialmente. De
manera previa a la transferencia fueron colocadas las plantulas en agua destilada durante 48

horas con la finalidad de endurecer las raices antes de la transferencia a sustrato.

CAPITULO III. RESULTADOS

3.1. Propagacion de P. fraseri:
3.1.2. Establecimiento de cultivo in vitro:
Contaminacion

Dependiendo de la procedencia de los tejidos a utilizar, la contaminacidn siempre se
encuentra presente en mayor o menor grado. En este caso, la contaminacion de los tejidos de P.
fraseri cultivados in vitro alcanzé un 28% de tipo bacteriana, siendo los tejidos de peciolo menos
contaminados con 8%, seguido de tejidos de hoja con 20% (Tabla 3). La bacteria contaminante
fue la misma en todos los tejidos, de aspecto lechosa semejdndose a una levadura, debido al
tiempo de aparicion, es decir luego de 25 dias en cultivo, se le consider6 ser de caracter

endogeno (Figura 3).

Oxidacion:

La oxidacion estuvo presente en los tejidos cultivados in vitro, tanto en peciolo como en
hoja ya sea parcialmente o de manera total en todo el tejido, asi se tiene que de manera parcial
alcanz6 23%, correspondiendo 16% a peciolo y 7% a hoja, en el caso de oxidacion total del
tejido alcanzo un 46%, donde peciolo llego a 21% y hoja a 25% de los explantes cultivados

(Tabla 4 y Figura 3).
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Tabla 4

Contaminacion y oxidacion de tejidos in vitro de Peperomia fraserii.

Contaminacion Oxidacion (%)
Tejido
Bacteriana (%) Parcial Total
Peciolo 8 16 21
Hoja 20 7 25
Total 28 23 46

Figura 3
Tejidos de Peperomia fraseriiin vitro: a. Contaminacion bacteriana de pecioloy b. Oxidacion

total del explante de hoja.

3.2. Sistema de propagacion:

En el presente trabajo de investigacion, luego de conocer la morfologiay respuestas de
la especie, asi como la consistencia del tallo, ademas de los problemas de contaminacién y
oxidacion en el establecimiento del cultivo in vitro, se optd por utilizar el sistema de propagacion

mediante organogénesis somatica directa.
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3.3. Respuesta morfogénica e identificacion del tejido de mejor respuesta al cultivo in vitro.

Luego de ser establecidos los tejidos y de superados los problemas de contaminaciéony
oxidacion, se observd como respuesta, la proliferacion celular en los bordes de los tejidos de
hojay peciolo luego de 45 dias en cultivo. La diferenciacion de raices fue mas frecuente que los
brotes, diferenciandose en el 40% de los explantes en el T1; Tanto en el T2 como en el T3, se
diferenciaron brotes en el 10% de los explantes de hoja. En peciolo la diferenciacion de brotes
y raices so6lo se observé en el 10% de los tejidos en el T6. También se observaron brotes con
aspecto vitrificado hecho que no permitié su desarrollo posterior (Figura 4 y Tabla 4). Por lo
que los fragmentos de hojas resultan ser Optimos para el cultivo in vitro ya que fue el de mejor

respuesta, seguido de peciolo con menor respuesta.

Figura 4

Diferenciacion de organos in vitro de Peperomia fraseri: a. Proliferacion celular (flecha) b.
raices, c. brotes, d. raices y brotes y e. plantula para transferencia a medio de brotamiento.
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Reguladores Respuestas (%)

Hojas Peciolos
Tejido ANA AIA AG, BAP R B RB R B RB

TI  0.02 0.02 40 10 10 10 0 0

T2 02 0.02 0 10 0 0 0 0

. T3 05 0.02 0 20 0 0 0 0
2 T4 0.02 0.02 0 0 0 0 0
& T5 02  0.02 0 0 0 0 0
g T6 05 002 0 10 0 0 10 0
= T7 002 0 0 0 0 0 0
T8 02 0 0 0 0 0 0

T9 05 0 0 0 0 0 0

T10 10 0 0 0 0 0 0

Tabla 5 Reguladores de crecimiento y respuestas de hoja y peciolo de P. fraseri al
establecimiento in vitro

Nota: 10 Tubos por tratamiento.

Seleccion del medio de cultivo:

Los tratamientos suplementados con AIA +AG3 y ANA+AG3 fueron los que indujeron
respuestas organogénicas, aun cuando la frecuencia fue baja, fue suficiente para el
establecimiento de un sistema de propagacion in vitro. La combinacion ANA + AG3 se destaco
por inducir la diferenciacion de plantulas mas robustas. Las plantulas que alcanzaron un
adecuado desarrollo en los respectivos tratamientos, fueron transferidas a ANA +AG3 (0.02
mg/L) medio con el nivel mds bajo de reguladores y con mayor desarrollo de raices, este medio
permitio el desarrollo armonico y brotamiento secundario de las plantulas cultivadas de manera

individual, donde se observo la diferenciacion de 7 brotes laterales en promedio por plantula

(Figura 5).
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Figura 5
Propagacion de brotes: a. En MS + ANA+AG3(0.02 mg/L) y b. Induccion de multiples brotes

a partir de plantas individuales cultivadas en frascos.

Conservacion in vitro

Los brotes secundarios transferidos a medio de cultivo de propagacion suplementado con tres
niveles de manitol y tres niveles de sorbitol, no tuvieron las mismas respuestas en presencia de
ambos azucares alcoholes.

Al cabo de 60 dias en cultivo, se observd mejor respuesta en los tratamientos que incluyeron
sorbitol, en el caso de manitol los brotes sufrieron de vitrificacion en 90%, pero se mantuvieron
vivos (Tabla 5). En una segunda evaluacion realizada a los 120 dias, se observéd que en los
tratamientos T1 al T3 con manitol las plantulas murieron, sobreviviendo tinicamente el 10%; en
cambio en presencia de sorbitol del T4 al T6 permanecieron vivas de 60 a 80% y el nimero de
brotes laterales se mantuvo (Tabla 6). En una tercera evaluacion realizada a los 180 dias, el
porcentaje de plantas vivas en el tratamiento T1 se mantiene y en el caso del T4 al T6 las
plantulas vivas y normales lleg6 a un 40 y 60 %, conservandose ademas un ligero incremento

en el numero de brotes (Tabla 7 y Figura. 6), estos brotes transferidos a medio de propagacion
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(ANA + AG3 0,02 mg/L) llegaron a crecer de manera normal para ser transferidos luego a

sustrato. Las plantulas que permanecieron in vitro, llegaron a sobrevivir hasta por 12 meses.

Tabla 6

Respuesta de las plantulas de P. fraseria la conservacion in vitro, luego de 60 dias en cultivo

Plantulas
Manitol Sorbitol  Vitrificadas Normales Brotes

Tratamiento (%) (%) (%) (%) N°

Tl 1 90 10 0

T2 2 100 0 0

T3 3 100 0 0

T4 1 100 5.3

T5 2 100 3.5

T6 3 100 2.3

Nota: 10 repeticiones por tratamiento

Tabla 7

Respuesta de las plantulas de P. fraseria la conservacion in vitro, luego de 120 dias en cultivo

Plantulas
Manitol Sorbitol Muertas Vivas Brotes

Tratamiento (%) (%) (%) (%) N°

T1 1 90 10 2

T2 2 100 0 0

T3 3 100 0 0

T4 1 20 80 53

TS5 2 30 70 35

T6 3 40 60 2.3

Nota: 10 repeticiones por tratamiento

Tabla 8

Respuesta de las plantulas de P. fraseri a la conservacion in vitro, luego de 180 dias en cultivo

Manitol Sorbitol Plantulas Brotes
1 0 1 o o
Tratamiento (%) (%) Muertas (%) Vivas (%) N

T1 1 90 10 3
T2 2 100 0 0
T3 3 100 0 0
T4 1 40 60 6
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T5 2 50 50 4
T6 3 60 40 3
Nota: 10 repeticiones por tratamiento

Figura 6
Plantulas de P. fraseri en medio de cultivo con sorbitol 1%.: a. Plantulas recién subcultivadas,

b. 60 dias en cultivo y c¢. 120 dias en cultivo
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Transferencia a sustrato
La transferencia a sustrato mostro 100% de viabilidad, aun cuando el crecimiento fue lento, se
logré la aclimatacion en vivero (Figura 7), mostrando asi su potencial para la propagacion

vegetativa.

Figura 7

Planta de P.fraseri regenerada in vitro y transferida a sustrato.

Nota: a) plantula recién transferida a sustrato. b) planta en invernadero luego de 45 dias.

CAPITULO IV DISCUSION

La propagacion clonal o vegetativa en muchas especies herbaceas se inicia a partir de
una de las estrategias celulares como es la via de organogénesis somatica directa, via que
garantiza la estabilidad genética de los tejidos, ya que para la obtencion de plantas regeneradas
a partir de yemas o nudos es muy dificil, debido a los problemas de contaminaciony oxidacion
de los tejidos como se observo en P. fraseri.

En cuanto a la obtencion de tejidos asépticos, el problema de contaminacion presentado
al 1igual que en la mayoria de las especies que son sometidas a cultivo in vifro es un problema

serio. Muchos de esos contaminantes endogenos, estan relacionados con el mecanismo de
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defensa de las plantas, los mismos que ha establecido relaciones de interdependencia a través
de los millones de afios en evolucién (Singh & Singla, 2020).

Por otro lado, la oxidacion de los tejidos obedece a la presencia de metabolitos
secundarios, resultado de la sintesis de compuestos fenolicos también relacionados con los
mecanismos de defensa frente a la irradiacion UV, estrés hidrico, presencia de hongos y
bacterias patogenos, entre otros. El grado de exposicion e inamovilidad de los vegetales ha
conllevado al desarrollo de una serie de mecanismos de proteccion (Igbal et al., 2021).

La familia Piperaceas que aloja a Peperomia, sintetiza compuestos fendlicos, los
mismos que al ponerse en contacto con el oxigeno y la luz en el momento de diseccion de los
tejidos, reaccionan oscureciendo al mismo debido a que este grupo vegetal se encuentra en la
base de las plantas evolucionadas y como tales mantienen esos mecanismos que hace millones

de afios utilizaron para sobrevivir (Isnard et al., 2012).

En lo referente a tejidos de mejor respuesta, de los tejidos utilizados en el presente
trabajos se ha podido observar como muestran los resultados, que fueron los fragmentos de hoja,
seguido de fragmentos de peciolo, los fragmentos de tallo no fueron posible, debido a la
contaminacion por hongos y bacterias desde los ensayos preliminares. Si bien en hojas fue
posible las respuestas, la zona més propicia para la formacion de 6rganos de novo, fue la zona
ubicada en la base de la hoja, la que en la mayoria de los casos dio respuesta como se ha

observado en el trabajo de Rojas et al. (2021).

Al perecer tanto el 6érgano como el tejido utilizado para la diferenciacion de nuevos
individuos in vitro depende de la memoria genética y la totipotencia celular que guarden las
células de cada genotipo (Guzman et al. 2018), generalmente las especies vegetales con
dificultades para su reproduccion mediante semilla botanica, responden mejor a la propagacion
clonal via organogénesis somatica directa; por otro lado la mayoria de especies herbaceas

presentan mayor plasticidad para las respuestas in vitro.

La seleccion del medio de cultivo dptimo para la propagacion in vitro, el balance
hormonal de auxinas y giberelinas utilizados en muchas especies herbaceas ornamentales ha

resultado ser muy recomendable para la propagacion clonal in vitro, asi lo mencionan
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numerosos trabajos desarrollados desde la década del 80, con el objetivo de reducir costos y
obtener plantas de manera masiva, hecho que ha resultado un €xito; sin embargo, cuando se trata
de especies silvestres, entre las que se encuentran las plantas medicinales encontrar el medio

adecuado resulta ser un reto porque puede llevar varios meses en los intentos hasta conseguir el

adecuado (Mohammadi et al. 2023).

En el caso de P. fraseri, el medio de cultivo suplementado con ANA+AG3 (0.02 mg/L)
resultd ser el Optimo para su propagacion. Sin duda la sensibilidad de los tejidos y células frente
a las senales de los reguladores de crecimiento determinan las respuestas morfogénicas;
entrando a tallar también el grado evolutivo de los vegetales, es por eso por lo que el balance
hormonal influird mucho en el estimulo de las respuestas, ya que deben llegar a las sefales
enzimaticas detonantes de las respuestas celulares responsables de la formacion de érganos de

novo como en este caso (Jones & Saxena, 2013, Bidabadi & Jain, 2020).

La consistencia herbacea de la planta permite que se pueda conservar in vitro, la
presencia de sorbitol permiti6 la sobrevivencia de las plantulas en mejores condiciones, al
contrario del manitol que provoco vitrificacion. Ambas sustancias quimicas, evitan la toma de
nutrientes con facilidad, al producir una alta concentracion osmética en el medio de cultivo,
provocaun estrés osmoticoy con ello limita el crecimiento (Montalvo et al., 2025); sin embargo,
el manitol ha tenido mejores resultados en otras especies como la papa, en bajas concentraciones
tanto manitol como sorbitol pueden inducia a una respuesta positiva, pero en altas

concentraciones pueden llegar a ser toxico.

En el presente trabajo P. fraseri tuvo mejor respuesta en presencia de sorbitol en baja
concentracion (1%), a medida que se incrementa la concentracion, disminuye la sobrevivencia.
El factor genotipo o especie, sin duda es determinante en las respuestas, asi se tiene que en el
caso de Ipomoea batatas, la presencia de Manitol en 1, 1,5 y 2,0 % permiti6 conservar las
plantulas hasta por 8 meses con el 80 y 90% de sobrevivencia (Rayas etal., 2019), mientras que,
para el caso de P. fraseri estos niveles no resultaron positivos. El mayor destaque que ha tenido
la biotecnologia vegetal con la técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro, por su acceso y

funcionalidad es la propagacion clonal y la conservacion de recursos fitogenéticos in vitro ya
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sea con el uso de yemas, nudos o como en este caso generando yemas a partir del tejido somético

y con posibilidades de ser conservado por reduccion del crecimiento a tasa minima (Tarraf et

al., 2024).

CONCLUSIONES

1. La propagacion clonal de P. fraseri fue posible mediante organogénesis somatica directa.

2. El establecimiento de material vegetal aséptico se vio interferido por la presencia de
contaminacion bacteriana endofita y oxidacion de los tejidos.

3. El tejido que mejor respondid a la formacion de brotes fue el de hoja seguida de peciolo,
ambas en baja frecuencia, pero suficiente para iniciar la propagacion in vitro.

4. El medio de cultivo 6ptimo para la propagacion clonal in vitro de P. fraseri estuvo constituido
por las sales MS, suplementado con tiamina (0,4 mg/L), Inositol (100mg/L) y los reguladores
ANA +AG3 (0.02 mg/L).

5. Existen posibilidades de conservar in vitro a P, fraseri.

RECOMENDACIONES

- Utilizar antibiotico y antifungicos de amplio espectro desde el acondicionamiento de las
plantas en vivero para evitar contaminacion bacteriana en el momento del
establecimiento in vitro.

- Explorar nuevas formulaciones que permitan incrementar la frecuencia de respuesta en
la diferenciacion de brotes, utilizando otras sustancias orgénicas naturales, como el agua
de coco.

- Explorar la conservacion in vitro de P. fraseri con otros niveles de sustancias

osmoreguladoras.
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