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RESUMEN

Pluchea carolinensis (Jacg.) G. Don es un taxén atractivo por el notable nivel de
actividad antioxidante y estrogénica que expresa. Evaluar la capacidad de
multiplicacion frente a diferentes citoquininas contribuira con los ya logrados avances
en su micropropagacion, como alternativa para su conservacion y uso sostenible. A
partir de brotes de P. carolinensis subcultivados se realizé un nuevo subcultivo en
medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962) solido, combinado con 6
bencilaminopurina (BAP), 6 furfurilaminopurina (KIN) y zeatina (ZEA), utilizando tres
concentraciones diferentes (100 pg/L, 200 pg/L y 300 pg/L). Se induce una
multiplicacion efectiva y luego de 50 dias de cultivo se evidencian diferencias en los
estandares de crecimiento vegetativo. Las citoquininas KIN y ZEA estimularon mejor
la formacion y desarrollo de brotes que los tratamientos que emplearon BAP.
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INTRODUCCION

Por tradicion popular cubana a la salvia de playa, Pluchea carolinensis (Jacq.) G.
Don (Asteraceae), se le atribuyen propiedades medicinales (Roig, 1974). En los
ultimos afnos se han realizado estudios de prospeccidon de nuestra Flora en
diferentes areas del territorio nacional (Payo et al., 2008; 2008 a; 2011), a través de
los cuales se han ampliado los reportes etnobotanicos sobre nuevas bondades
curativas para el taxén y se ha validado desde el punto de vista fitoquimico, como
contentivo de principios activos con actividades antioxidante y estrogénica (Perera,
2010). Sus potencialidades medicinales hacen de esta Asteraceae una especie
atractiva para la industria Médico-Farmacéutica dadas las posibilidades de contar
con un farmaco o un producto, cuyo origen natural y contribucion al tratamiento de
dolencias con marcada incidencia en la poblaciéon, podrian potenciar sus
expectativas de demanda actual.

El cultivo de tejidos vegetales mediante la Micropropagacion, resultaria una
herramienta efectiva para la continuacion de estudios in vitro relacionados con la
sintesis de los metabolitos de interés y para la produccion masiva de nuevos


mailto:prede@ecologia.cu
mailto:wperera@doct.ulg.ac.cu
mailto:3osnielsr2003@yahoo.es
mailto:pino@ecologia.cu

individuos ex situ, alternativa importante con vistas a la conservaciéon del taxéon y su
uso sostenible, aun con sus ventajas reproductivas en condiciones naturales. La
multiplicacion, segunda de las fases de la Micropropagacién, es donde se concreta
la propagacion del material vegetal. En esta fase se inducen eventos de
reproduccion vegetativa de propagulos (yemas, embrioides, brotes) y 6rganos de
reserva que garantizan un incremento numérico maximo para la posterior
regeneracion de plantulas.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad de multiplicacion
vegetativa de P. carolinensis frente a diferentes citoquininas, en condiciones in
vitro.

MATERIALES Y METODOS

Plantulas de P. carolinensis resultantes de la multiplicacion in vitro, subcultivadas
(numero de subcultivo indefinido) previamente en medio Murashige y Skoog
(Murashige y Skoog, 1962) (MS), por periodos de 93, 106 y 112 dias de cultivo,
constituyeron la fuente del material vegetal de partida. Se removieron las hojas y las
raices. Los tallos fueron seccionados en pequefas estacas de dimensiones
aproximadas entre 1.0 — 1.5 cm, con uno a tres nudos. Las estacas fueron
inoculadas, en numero entre 5 — 10, en 125 mL de medio basal MS (Murashige y
Skoog, 1962) sodlido, sin suplementos fitohormonales y combinado con 6
bencilaminopurina (BAP), 6 furfurilaminopurina (KIN) y zeatina (ZEA), para un total
de 10 tratamientos (Tabla 1), en frascos Delbard.



Tabla 1. Tratamientos de medios de cultivo empleados para la multiplicacion de P.
carolinensis.

Tratamiento Composicion
MS MS
BAP-1 MS + BAP (100 pg/L)
BAP-2 MS + BAP (200 pg/L)
BAP-3 MS + BAP (300 pg/L)
KIN-1 MS + KIN (100 ug/L)
KIN-2 MS + KIN (200 ug/L)
KIN-3 MS + KIN (300 ug/L)
ZEA-1 MS + ZEA (100 ug/L)
ZEA-2 MS + ZEA (200 ug/L)
ZEA-3 MS + ZEA (300 pg/L)

En cada tratamiento de medio de cultivo se emplearon dos frascos. Los cultivos
fueron mantenidos expuestos a iluminacion con luz fluorescente blanca continua,
bajo las condiciones ambientales del cuarto de mantenimiento de los cultivos del
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la Vida, en la
Universidad de Liege (ULg), Bélgica. El seguimiento se realiz6 semanalmente y se
observo la respuesta inicial de las estacas implantadas y su comportamiento en
cuanto al crecimiento vegetativo a través de indicadores como el incremento en la
altura, la emisién de hojas y el desarrollo radical.

RESULTADOS

En el transcurso de una y otra semana de cultivo se observaron diferencias en los
estandares de crecimiento (Figs. 1, 2y 3).
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Fig 1. Desarrollo de brotes de P. carolinensis luego de una y seis semanas de
cultivo en tratamientos ZEA.
al. Estacas de P. carolinensis luego de una semana en ZEA-1.
a2. Estacas de P. carolinensis luego de una semana en ZEA-2.
a3. Estacas de P. carolinensis luego de una semana en ZEA-3.
a. Plantulas de P. carolinensis luego de seis semanas de cultivo en tres
concentraciones de ZEA.
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Fig 2. Desarrollo de brotes de P. carolinensis luego de una y seis semanas de
cultivo en tratamientos KIN.

a. Estacas de P. carolinensis luego de una semana de cultivo en tres
concentraciones de KIN.

b. Plantulas de P. carolinensis luego de seis semanas de cultivo en tres
concentraciones de KIN.




Fig 3. Desarrollo de brotes de P. carolinensis luego de una y seis semanas de
cultivo en tratamientos BAP.

a. Estacas de P. carolinensis luego de una semana de cultivo en tres
concentraciones de BAP.

b. Plantulas de P. carolinensis luego de seis semanas de cultivo en tres
concentraciones de BAP.

Desde la primera semana de cultivo comienza a manifestarse una respuesta de
crecimiento positiva en todos los tratamientos, con la elongacion discreta de las
estacas y la activacion de las yemas. En los tratamientos en los que se aplico ZEA
se aprecia un mayor numero de yemas activas y la emision de las primeras hojas.

Continua el desarrollo de los brotes y a partir de la tercera semana de cultivo los
tratamientos MS, MS+KIN y MS+ZEA cuentan con un sistema radical establecido y
en desarrollo. No asi en el tratamiento MS+BAP que manifiesta la emisién de un
sistema radical menos prolifero, en la cuarta semana de cultivo. La emergencia y
desarrollo del sistema radical condiciona un establecimiento de los brotes (y sus
agrupamientos) y posibilita individualizar plantulas completas a partir de ellos.

Durante el primer mes de cultivo y luego de algunas semanas se observa un mejor
desarrollo en los tratamientos con Zeatina (ZEA): gran emision de hojas, hojas
grandes, las plantas mas altas y el mayor desarrollo radical (Fig. 4). Los tratamientos
usando Kinetina (KIN) muestran también un buen desarrollo pero menor con relaciéon
a los tratamientos con ZEA. Buena emision de hojas, que supera el incremento en
talla (altura) de las plantulas. El sistema radical bien desarrollado pero menos fuerte
y expandido que aquel desarrollado en los tratamientos con ZEA (Fig.4). Con BAP el
desarrollo de los érganos vegetativos es inferior. En estos tratamientos aparecen
muchas hojas pero pequefas, las plantulas de menor altura y las raices con muy
poco desarrollo.
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Fig. 4. Desarrollo radical en brotes multiplicados de P. carolinensis luego de siete
semanas de cultivo en los tratamientos ZEA-1 (a) y KIN-1 (b).

Luego de 50 dias de cultivo se observan algunos cambios. Los tratamientos con KIN
superan a los tratamientos con ZEA en las tres concentraciones, su desarrollo en el
numero, calidad y tamano de las hojas; en la altura de las plantas y en el sistema
radical es evidente. En los tratamientos con ZEA se afectan los brotes y plantulas, al
comenzar a marchitarse (Figs. 5 y 6). En los tratamientos con BAP se aprecia un
crecimiento menos favorecido. En BAP-1 se induce desarrollo con mejores



indicadores de crecimiento que en los tratamientos que aplican BAP-3 y BAP-2, en
ese orden (Fig. 5 a). BAP induce un incremento en el numero de hojas, con relacion
a la altura de los brotes o plantulas y al desarrollo radical, los mejores indicadores
so6lo en el tratamiento BAP-1 (Fig.7).

Fig. 5. Desarrollo vegetativo de brotes de P. carolinensis luego de siete semanas
de cultivo. Comparacion entre los tratamientos MS y los de citoquininas a
las tres concentraciones.

a. Tratamientos MS y BAP.
b. Tratamientos MS y KIN.
c. Tratamientos MS y ZEA.
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Fig. 6. Comparacién en el desarrollo vegetativo de brotes de P. carolinensis luego
de siete semanas de cultivo con tres citoquininas (BAP, KIN, ZEA) a tres
concentraciones diferentes.

a. Concentracion 1 (100 pg/L).
b. Concentracién 2 (200 pg/L).
c. Concentracion 3 (300 pg/L).




Fig. 7. Desarrollo radical en brotes de P. carolinensis luego de siete semanas de
cultivo en los tratamientos BAP-1 (a) y BAP-3 (b).

El tratamiento MS, sin reguladores de crecimiento, induce también crecimiento,
emision de nuevas hojas (Fig.8) y buen desarrollo radical.
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Fig 8. Desarrollo de brotes de P. carolinensis cultivados en MS (sin fitohormonas)
luego de una (a) y seis semanas (b).

CONSIDERACIONES FINALES

1.- Pluchea carolinensis mostré una amplia capacidad de multiplicacién vegetativa
en condiciones in vitro, similar a la que sostiene en condiciones naturales.

2.- Las citoquininas a las tres concentraciones probadas promovieron una excelente
respuesta generativa en Pluchea carolinensis.

3.- Las citoquininas KIN y ZEA estimularon mejor la formacién y desarrollo de brotes
a partir de las estacas que los tratamientos que emplearon BAP.
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