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RESUMEN
Desmodium molliculum es una especie medicinal de alto valor etnobotanico, ampliamente

utilizada en comunidades indigenas del Ecuador. Sin embargo, su aprovechamiento
depende exclusivamente de la recoleccion silvestre, lo que limita su disponibilidad,
conservacion y potencial aprovechamiento biotecnologico. En este contexto, el presente
estudio planteo el establecimiento de un protocolo de micropropagacién in vitro como
estrategia para su domesticacion y uso sostenible. Se evaluaron nueve tratamientos de
desinfeccion de semillas, obteniéndose un 100 % de germinacién sin contaminacion
utilizando hipoclorito de sodio al 4 % durante 2 minutos. Para la fase de multiplicacion,
se compararon diferentes citoquininas (BAP, KIN y 2IP), determinando que BAP a
0.1 mg/L promovid la mayor proliferacion de brotes. Ademas, se observo enraizamiento
espontaneo en medio MS a media concentracion, sin necesidad de aplicar auxinas
exogenas. Los resultados obtenidos evidencian el potencial de D. molliculum para su
propagacion masiva mediante técnicas de cultivo in vitro y sientan las bases para futuras
investigaciones orientadas a la aclimatacion, caracterizacion fitoquimica y evaluacion

bioactiva de esta especie nativa.

Palabras clave: Desmodium molliculum, Micropropagacion, Citoquininas, germinacion

de semillas in vitro, cultivo de tejidos vegetales.
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ABSTRACT

Desmodium molliculum is a medicinal species of high ethnobotanical value, widely used
by Andean communities in Ecuador. However, its utilization relies exclusively on wild
collection, which limits its availability, conservation, and potential for biotechnological
applications. In this context, the present study aimed to establish an in vitro
micropropagation protocol as a strategy for the domestication and sustainable use of the
species. Nine seed disinfection treatments were evaluated, with the most effective (4%
sodium hypochlorite for 2 minutes) achieving 100% germination without contamination.
For the shoot multiplication phase, different cytokinins (BAP, KIN, and 2IP) were
compared, with 0.1 mg/LL BAP promoting the highest shoot proliferation. Additionally,
spontaneous rooting was observed on half-strength MS medium without the need for
exogenous auxins. These findings highlight the potential of D. molliculum for mass
propagation through plant tissue culture techniques and provide a foundation for future
studies focused on acclimatization, phytochemical profiling, and bioactivity evaluation

of this native species.
Keywords: Desmodium molliculum, in vitro micropropagation, cytokinins, in vitro seed

germination, plant tissue culture.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

En la mayoria de las comunidades rurales del Ecuador, el uso de plantas
medicinales ancestrales constituye una base fundamental de sus practicas de salud, siendo
uno de los principales métodos de tratamiento y curaciéon de enfermedades (Gallegos,
2017). Sin embargo, la presion de los nuevos conocimientos de medicina convencional y
su desfamiliarizacion con las practicas ancestrales ha ocasionado que se cuestione la

eficiencia y seguridad de este método (Paz & Marcela, 2015).

Del mismo modo la ausencia de estudios cientificos rigurosos acerca de las
propiedades medicinales de las plantas ha contribuido a este cuestionamiento (Herrera
Loépez et al., 2018), subestimando el enorme potencial medicinal y econémico de muchas
especies de plantas consideradas maleza (Olascuaga-Castillo et al., 2020). Muchas
plantas no reconocidas como especies medicinales han sido utilizadas durante miles de
afos por nuestros antepasados y en la actualidad solo el 16% de las plantas que se cree
que tienen valor terapéutico han sido estudiadas a fondo para comprobar su actividad
biolégica (Davis & Choisy, 2024). Esta situacion puede resultar contraproducente para la
salud de las personas cuando el conocimiento de los principios activos de las plantas que

consumen es limitado (Gallegos, 2017).

Muchas plantas como Desmodium molliculum cominmente desestimada como
una mala hierba, posee un amplio potencial medicinal que ha sido infravalorado en la
actualidad (Olascuaga-Castillo et al., 2020). Por otra parte, a medida que aumenta la
demanda global de productos naturales, el garantizar un suministro sostenible constante

de materia prima vegetal de alta calidad se vuelve un desafio cada vez mayor (Thandar,

2022).
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1.2 Justificacion

A nivel mundial el biodescubrimiento de recursos nacionales tales como plantas
medicinales y el conocimiento biocultural indigena se ha vuelto cada vez mas notorio por
su enorme contribucion en el reconocimiento al valor de la biodiversidad (Turpin et al.,

2022).

Las plantas medicinales seguiran siendo una de las principales fuentes de
medicamentos, sin embargo, la mayor parte de estas se obtienen de manera silvestre,
amenazando la diversidad de estas plantas (Moraes et al., 2021), y la especie vegetal D.
molliculum no es la excepcion, por ello el desarrollo de biomasa cultivada en laboratorio
se vuelve una necesidad primordial para la produccién continua de medicamentos sin

vulnerar la biodiversidad (Olascuaga Castillo et al., 2023).

La micropropagacion in vitro se considera uno de los métodos mas eficientes y
aplicables para la produccion a gran escala de plantas en menor tiempo y con bajos costos
(Moraes et al., 2021). La domesticacion de D. molliculum permitira el facil acceso a la
materia prima de la planta en condiciones Optimas para el mantenimiento del
germoplasma y el estudio posterior de sus componentes y bioactividades (Sharma et al.,
2021), mejorando la eficacia, seguridad y accesibilidad de las propiedades benéficas de

esta especie y asi mejorar la calidad de vida de las personas.

El presente estudio plantea la micropropagacion in vitro como una soluciéon por
parte de la biotecnologia vegetal para domesticar plantas medicinales ancestrales como
D. molliculum, y de esta manera aprovechar sus propiedades bioactivas para ofrecer una
alternativa mas segura y sostenible a las comunidades rurales. Esta iniciativa busca no
solo revalorizar y rescatar el conocimiento ancestral, sino también brindar una opcion

viable y cientificamente validada para los tratamientos de salud en estas comunidades.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general.

Realizar micropropagacion in vitro para Desmodium molliculum a partir de
semillas.

1.3.2 Objetivos especificos

Estandarizar un protocolo de desinfeccion para explantes de D. molliculum.

Multiplicar de manera in vitro la especie vegetal D. molliculum.

1.4 Pregunta de investigacion

(El crecimiento de Desmodium molliculum en condiciones in vitro es viable?
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CAPITULO I1I

2. MARCO TEORICO

2.1 Desmodium molliculum
2.1.1 Generalidades

Desmodium molliculum es una importante especie del género Desmodium que ha
sido ampliamente utilizada como medicina ancestral (Olascuaga-Castillo et al., 2020),
valorada por sus propiedades curativas para enfermedades renales, hepaticas y digestivas

(Paniagua-Zambrana et al., 2020).

Aunque es una especie originaria de Peru, se distribuye por toda América desde
Meéxico hasta Bolivia (Paniagua-Zambrana et al., 2020). Figura 1. Es considerada maleza
y habita en pastizales andinos y pie montanos (Mendoza et al., 2019). En Ecuador se
puede encontrar en las provincias de Azuay, Bolivar, Cafiar, Carchi, Chimborazo,

Cotopaxi, Imbabura, Loja, Napo, Pichincha, y Tungurahua (G. Aguirre et al., 2019)

Figura 1.
Distribucion geografica de Desmodium molliculum.

Nota: Obtenida de “Plants of the World Online, (iNaturalist, 2016)”

29 (13 2 (13

Es conocida por varios nombres como: “amor seco”, “pie de perro”, “pata de

bR 1Y

perro”, “Manayupa”, “hierva de infante”, “mufia”, entre otras y es una planta andina que
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crece entre los 1000 y 3500 m de altura (Bussmann & Sharon, 2018). Su nombre
cientifico deriva de la palabra griega desmos que significa “liga o banda” y el epiteto
molliculum que significa “suavemente peludo” refiriéndose a las enredaderas con

pequetios pelillos que la conforman (Olascuaga-Castillo et al., 2020).

Desmodium molliculum fue clasificada taxonémicamente por Karl Sigismund
Kunth en 1825, de acuerdo con Schoch et al., (2020) aun mantiene la siguiente

clasificacion:
Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta (Plantas Vasculares)
Subfilo: Angiospermae (Plantas con Flores)
Clase: Magnoliopsida (Magnolias, Margaritas y parientes dicotiledoneas)
Orden: Fabales (Leguminosas, Hierbas Lecheras y Afines)
Familia: Fabaceae (Leguminosas)
Subfamilia: Faboideae (Habas, Frijoles, Tréboles y Parientes)
Tribu: Desmodieae
Subtribu: Desmodiinae
Género: Desmodium (Pegapegas o Amores Secos)
Especie: Desmodium molliculum (Amor Seco)

2.1.2 Morfologia y descripcion botanica

Planta perenne rastrera que crece hasta los 60 cm de alto, cuenta con un sistema
radicular pivotante con una raiz primaria gruesa que penetra el suelo (Quir6oz, 2019).
Tiene un tallo erecto ramificado recostado en el suelo con pelillos en forma de gancho (Z.
Aguirre, 2015). Sus hojas son compuestas, cuentan con 3 foliolos ligeramente curvados
hacia atras (Paniagua-Zambrana et al., 2020) cuya hoja central es mas grande que las
laterales, estipula en la base y forma acorazonada con textura aterciopelada (Olascuaga-

Castillo et al., 2020).

Las flores son pequefias de color blanco o rosado agrupadas en racimos axilares o

terminales (Mendoza et al., 2019), cuentan con un céliz dentado zigomorfo con 5 sépalos
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(Quirdz, 2019), una corola formada por un estandarte o pétalo principal y alas oblicuas
rectangulares que recubren la quilla, forma 10 estambres con un ovario supero de un solo
estilo (Olascuaga-Castillo et al., 2020). El fruto es una legumbre lineal articulada de 4 o
5 piezas, cada articulo contiene una semilla arrifionada de color café oscuro (Z. Aguirre,

2015). Figura 2.

Figura 2.
Morfologia de Desmodium molliculum.
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2.1.3 Importancia medicinal y propiedades bioactivas

D. molliculum es una de las plantas mas utilizadas en la medicina tradicional
ecuatoriana (Bussmann & Sharon, 2018), esta planta se bebe en infusién o en decoccion
para desinflamar y limpiar los rifiones, el higado, el sistema urinario, el estomago y los
ovarios (Monigatti et al., 2013) ha sido utilizada como especie sedativa que alivia
inflamaciones respiratorias, dolor del vientre (Aguirre, 2015; Bussmann & Sharon, 2018),
infecciones persistentes de la piel tales como micosis y acné, mejorar las funciones de los
rifiones, tradicionalmente se utiliza para desinfectar las heridas y para regular el sangrado

excesivo de las menstruaciones (Mendoza et al., 2019; Paniagua-Zambrana et al., 2020).

Ademas, de acuerdo con la investigacion realizada por Leiva, (2012) la especie
D. molliculum como leguminosa constituye un componente muy importante del forrajeo
de ganado joven ya que cubre sus requerimientos energéticos y favorece una mayor

produccion de leche.

El género Desmodium presenta una amplia gama de flavonoides, alcaloides,

terpenoides, esteroides, fenoles, fenilpropanoides, glicosidos y aceites volatiles, a raiz de
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estos compuestos se han fabricado diversos hepatoprotectores derivados de este género

(George et al., 2024).

D. molliculum también conocida como amor seco o pega-pega es una medicina
tradicional que posee propiedades bioactivas de tipo antiinflamatorias, cicatrizantes,
antivirales, inmunoestimulantes y antitumorales (Olascuaga-Castillo et al., 2020),
diurética, calmante, antibacteriana, analgésica, antianémica y emenagoga, caracteristicas
que la convierte en un importante recurso medicinal en Ecuador (Gordillo, 2019; Barreto,

2018).

2.2 Introduccion in vitro de fabaceas

La familia Fabaceae, cominmente conocida como leguminosas o legumbres,
comprende un grupo de plantas de gran relevancia a nivel alimenticio, agricola,
economico y medicinal. Estas especies juegan un papel fundamental en la fijacion
biologica de nitrogeno, lo que las convierte en cultivos clave para sistemas agricolas

sostenibles (Rao & Northup, 2009; Munees et al., 2023).

La micropropagacion in vitro de fabiceas se ha posicionado como una
herramienta eficiente para conservar y multiplicar especies de alto valor, ya sean de
interés nutricional o farmacoldgico, especialmente en contextos donde las semillas

viables son escasas o de dificil acceso (Sharma et al., 2021).

El cultivo in vitro constituye una herramienta biotecnologica fundamental para la
conservacion y propagacion de especies vegetales con potencial medicinal, especialmente
dentro de la familia Fabaceae. Este grupo taxonomico incluye numerosas especies
subutilizadas que presentan compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antimicrobianas, los cuales han sido ampliamente documentados en

estudios fitoquimicos (Ali et al., 2020; Prasad, 2017).

La técnica de micropropagacion facilita la reproduccion clonal de estas especies
bajo condiciones asépticas, lo que permite la generacion de material vegetal homogéneo
y libre de contaminantes, asi como el establecimiento de bancos de germoplasma con

fines de conservacion y produccion (Rios-Iribe et al., 2011).
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2.3 Escarificacion de semillas

La escarificacion de semillas es un método que permite aumentar el porcentaje de
germinacion de semillas al infligir un dafio intencional en la cubierta impermeable de la

semilla (Nawrot-Chorabik et al., 2021)

Entre los métodos de escarificacion mas importante se incluyen la escarificacion
quimica, escarificacion con calor, y la escarificacidon mecanica (Kimura, 2012) que se
destaca por ser el método mas eficiente en cuanto a eliminar la latencia de las semillas

(IMlescas-Gallegos et al., 2021).

En cultivos in vitro la escarificacion forma parte de un tratamiento previo en
semillas con bajos indices de germinacidén ya que aumenta la velocidad y frecuencia de
germinacion de las semillas al romper la dormancia a la fuerza (Pepe et al., 2021; Jarrar

et al., 2023).

2.4 Importancia del proceso de desinfeccion de semillas

Entre los desinfectantes mas frecuentes para desinfectar semillas se encuentra el
hipoclorito de sodio (NaClO) en concentraciones que varian desde 1% a 15%, también se
puede utilizar hipoclorito de calcio (CaOCIl2), Cloruro de mercurio (HgCL2) e incluso
acido sulfurico (H2SO4) (Chawla, 2009; Srivastava et al., 2013).

Al reducir los efectos de factores externos como patdégenos y condiciones
climaticas adversas, la propagacion in vitro de semillas se convierte en una herramienta
efectiva para la conservacion de las caracteristicas genéticas de especies en peligro

(Hesami et al., 2021).

2.5 Importancia del equilibrio entre reguladores de crecimiento

Las fitohormonas juegan un papel crucial en la multiplicacion de brotes la adicion
de auxinas el acido 1 naftalenacético (ANA), favorece la formacion de raices adventicias,
mientras que las citoquininas, como la 6-bencilaminopurina (BAP) o la Kinetina,
promueven la proliferacion de brotes y la multiplicacion de nodos (Srivastava et al.,

2013). El equilibrio entre estas fitohormonas es clave para regular la organogénesis,
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permitiendo que se controlen los procesos de diferenciacion y crecimiento (Sharma et al.,

2021).

2.5.1 Sinergias y antagonismos entre fitohormonas

Las interacciones entre las auxinas y citoquininas determinan procesos clave

como la formacion de raices y brotes, el ciclo celular, y la adaptacioén a condiciones de

estrés como se indica en la Tabla 1, estas interacciones pueden actuar de manera opuesta

o complementaria, modulando de manera precisa las respuestas fisioldgicas de las plantas

(Naseem & Dandekar, 2012).

En muchas especies vegetales, el equilibrio adecuado entre BAP y ANA es crucial

para mantener un desarrollo equilibrado entre la formacion de brotes y la iniciacion de

raices, permitiendo una propagacion eficiente y homogénea (Cabello Moreno, 2016).

Mientras que el BAP incentiva la proliferacion de yemas, el ANA ayuda a asegurar que

los brotes formados tengan un desarrollo adecuado y puedan enraizarse con éxito (Lopez

et al., 2022).
Tabla 1.
Sinergia y antagonismo entre auxinas y citoquininas.
Caracteristica Auxina Citoquinina  Interaccion Ejemplos
Promocion de raices Promueve Inhibe Antagonismo  ANA, [AA —
BAP, ZEA
Formacion de brotes Inhibe Promueve Antagonismo  ANA, 2.4-D
— BAP, KIN
Crecimiento de callos  Promueve  Promueve Sinergismo  ANA, IBA —
BAP, ZEA
Organogénesis in vitro  Promueve Promueve Antagonismo  ANA, TAA —
y Sinergismo BAP, KIN
Respuesta a estrés Inhibe Promueve Antagonismo  ANA, [AA —
BAP, ZEA
Ciclo celular Promueve Promueve Sinergismo  ANA, IBA —
BAP, KIN
Inmunidad Inhibe Promueve Antagonismo  ANA, [AA —
BAP, KIN

2.6 Importancia del enraizamiento en cultivo in vitro
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El enraizamiento es un proceso crucial en el cultivo in vitro, ya que representa una
etapa determinante para el éxito de la micropropagacion de plantas (De Klerk, 2002).
Durante esta fase, la formacion de raices adventicias es esencial para la absorcion de
nutrientes y agua, asegurando la supervivencia y el crecimiento de las plantulas tras la

transferencia ex vitro (Carloni et al., 2024).

La aplicacion de auxinas, como el acido indol 3 butirico (IBA), ha sido un método
clasico para inducir el enraizamiento, sin embargo, investigaciones recientes han revelado
que las condiciones del cultivo in vitro, como la acumulacion de etileno y la resiembra en
medio con baja cantidad de nutrientes, pueden influir significativamente en la eficacia del
enraizamiento y la posterior aclimatacion de las plantas (Haygert-Lencina et al., 2017,

Ramos Reyes, 2017).
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CAPITULO I1I

3. METODOLOGIA

3.1 Descripcion del area de estudio

La fase de campo o muestreo se realiz6 en la parroquia “La Esperanza” ubicada
en el cantoén de Ibarra, provincia de Imbabura (Coordenadas geograficas: 0°16°03"'N
78°06°20""W; Coordenadas UTM: 17N 820262,90 33723,80). La fase de laboratorio se

realizo en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Técnica del Norte.

3.2 Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron ejemplares completos de Desmodium molliculum a una altitud de
2300 m s. n. m., mediante un muestreo aleatorio dentro del area parroquial delimitada en
la Figura 3. Posteriormente, las plantas fueron cultivadas in vivo en los laboratorios de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Técnica del Norte que sirvieron como planta

madre para la recoleccion de semillas.

De las plantas recolectadas, una muestra fue entregada en el Herbario
perteneciente a la carrera de Ingenieria forestal ubicado en el Campus Yuyucocha de la
Universidad Técnica del Norte para su correspondiente identificacion y corroboracion de

la especie Anexo 1.

Posteriormente, se recolectaron 300 semillas secas provenientes de plantas
maduras con aproximadamente un mes de desarrollo. De este conjunto, se seleccionaron
aquellas con mejores caracteristicas morfoldgicas, con el fin de garantizar una alta

viabilidad en el proceso de germinacion.
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Figura 3.

Punto de muestreo en la parroquia “La Esperanza”.
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3.3 Formulacion del medio de cultivo para germinacion de semillas

Para la preparacion del medio de cultivo se utilizd como base el protocolo de
medio basal, (Murashige & Skoog, 1962) ademas, se agreg6 acido giberélico (GA3),

caseina hidrolizada y carbon activado (Shah et al., 2023), esto se realizé de acuerdo con

lo descrito en la Tabla 2.

Posteriormente se dispensd 30 mL del medio en frascos de vidrio de 250 mL y se

esterilizo en una autoclave a 121°C durante 20 minutos a 15 psi de presion.
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Tabla 2.

Modificacion del medio basal Murashige y Skoog (MS) para la germinacion de
semillas.

Componente Concentracion en MS (mg/L)
Acido giberélico 0.2
Caseina hidrolizada 200
Carbon activado 100

Fuente: Shah et al., (2023); Murashige & Skoog, (1962)

3.4 Desinfeccion de las semillas
Siguiendo el protocolo descrito por Silva et al., (2015), las semillas se lavaron en

agua corriente y después se sumergieron en alcohol al 70% durante 1 minuto con
agitacion constante. Posteriormente las semillas fueron expuestas a diferentes
tratamientos con hipoclorito de sodio por tiempos determinados Tabla 3. Transcurrido
ese tiempo, se desecho el hipoclorito de sodio y las semillas se sumergieron en agua

destilada estéril durante 1 minuto.

Tabla 3.
Tratamientos de desinfeccion de semillas.

Tratamientos Tween 20 Concentracion de Tiempos de
(gotas) NaClO (%) exposicion (min)
PD1 2 2 2
PD2
PD3
PD4
PD5
PD6
PD7
PDS8
PD9

NS R (SR O R S \ I (S I S
N D SN RN SN B

A B~ B W W W N DN

3.5 Escarificacion in vitro de las semillas
Para este proceso se utilizé la metodologia descrita por Alane et al., (2020). Las

semillas desinfectadas se colocaron en placas petri estériles y mediante el uso de un
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bisturi, se cortd los extremos del tegumento de cada semilla sin dafiar el endospermo ni

el embridn como se muestra en la Figura 4.

Figura 4.
Escarificacion de semillas de D. molliculum.
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3.6 Siembra in vitro de semillas
Se colocaron 3 semillas en cada frasco permitiendo que la porcion nutritiva de la

semilla se encuentre en contacto con el medio de cultivo. Se realizaron 3 repeticiones por

cada tratamiento en 3 bloques diferentes. Los enayos se realizaron en diferentes semanas.

Las semillas se mantuvieron a 25 °C, con un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6
horas de oscuridad, y una humedad relativa del 80 %, de acuerdo con las condiciones

recomendadas por Sharma et al. (2021).

Finalmente, se realizd un seguimiento cualitativo de la presencia o ausencia de
germinacion y contaminacion de las semillas, con evaluaciones cada 7 dias durante un
periodo de 30 dias. Adicionalmente, se determinaron el porcentaje de germinacion (EC1)
y el porcentaje de desinfeccion (EC2) correspondientes a cada tratamiento, conforme a la

metodologia descrita por Alane et al. (2020).

% G = # Semillas germinadas « 100 ECl1
oM # Tatal semillas sembradas
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%D = # Semillas desinfectadas « 100 EC2
OF T % Tatal semillas sembradas

3.7 Formulacion del medio de cultivo para multiplicacion de explantes (nodos)
El medio de cultivo utilizado para la fase de multiplicacion el medio basal

Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962), al cual se anadieron los
reguladores de crecimiento especificos para cada tratamiento. Se distribuyeron 30 mL del
medio en frascos de vidrio de 250 mL de capacidad y se esterilizaron en autoclave a
121 °C, durante 15-20 minutos a una presion de 15 psi.
3.8 Efecto de diferentes citoquininas en la multiplicacion de nodos
Para determinar el efecto de diferentes citoquininas en la multiplicacion de nodos
se anadio las fitohormonas en concentraciones desde 0,1 mg/L hasta 0.2 mg/L siguiendo

los tratamientos establecidos en la Tabla 4.

;fal:‘zn‘:.entos del efecto de diferentes citoquininas en la multiplicacion de nodos.
Tratamientos Citoquininas Concentracion (mg/L)
PM02 BAP 0.1
PM18 BAP 0.15
PM19 BAP 0.2
PM20 KIN 0.1
PM21 KIN 0.15
PM22 KIN 0.2
PM23 21P 0.1
PM24 2IP 0.15
PM25 2IP 0.2
C- - 0

Para la siembra en los medios de cultivo de multiplicacién de nodos se utilizaron
las plantulas in vitro de D. molliculum, de las cuales se obtuvieron nodos axilares de 0,5

cm a 1 cm de largo.

Posteriormente se sembro 5 nodos axilares en cada frasco de medio de cultivo.

Este procedimiento se repitidé 3 veces en 3 bloques realizados en diferentes semanas.
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Finalmente se evalu6 el nimero de brotes obtenidos por nodo y tamafio de cada brote

transcurridos 40 dias de crecimiento de acuerdo con lo sugerido por Somkuwar, (2016).

3.9 Resiembras de enraizamiento y mantenimiento
Tras la observacion de crecimiento en los explantes, estos fueron transferidos a

medio MS (Murashige y Skoog) a media concentracidon de sales y sin reguladores de
crecimiento, con el objetivo de favorecer el desarrollo radicular. Se realizaron subcultivos
periodicos en medios frescos para mantener la viabilidad y propagar las plantulas in vitro

durante su fase de crecimiento.

3.10 Analisis estadistico
Para evaluar la eficacia de los protocolos de desinfeccion, se realizé un analisis

cualitativo basado en la observacion de la presencia o ausencia de germinacion y de
contaminacion en las semillas tratadas. Con el objetivo de determinar la influencia de los
diferentes tratamientos en la efectividad de la desinfeccion, se aplicd la prueba no
paramétrica de Chi-cuadrado (¥?). Adicionalmente, se calcularon los porcentajes de
germinacion y de desinfeccion, permitiendo analizar la relacion proporcional entre ambas

variables.

Para la evaluacion de los protocolos de multiplicacion, se llevé a cabo un andlisis
de varianza (ANOVA) del nimero promedio de brotes por nodo, tras 40 dias de cultivo,
con el fin de identificar diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.
Posteriormente, se aplico la prueba de comparaciones multiples de Tukey (a = 0.05) para
determinar la significancia estadistica entre tratamientos y establecer la citoquinina y

concentracion mas eficaces para la induccion de brotes.

El procesamiento y analisis de los datos se realizd utilizando el software

estadistico InfoStat y Microsoft Excel.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo detalla los principales hallazgos experimentales relacionados con el
establecimiento aséptico, la multiplicacion de brotes y la induccion de raices en cultivos

in vitro de Desmodium molliculum.

4.1. Desinfeccion de semillas de D. molliculum

El andlisis estadistico mediante la prueba de chi cuadrado sugiere una relacion
estadisticamente significativa entre los tratamientos aplicados y el porcentaje de
desinfeccion de las semillas (y*> = 25.25; p < 0.01). Este resultado indica que la
concentracion del desinfectante y el tiempo de exposicion influyen en la eficacia de la
desinfeccion. Sin embargo, el andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis (H
=1.99; p > 0.05) (véase Anexo 2) no detectd diferencias significativas en las medianas
entre los tratamientos, lo que sugiere que, los tratamientos influyen en la ocurrencia de
desinfeccion, pero no existen diferencias significativas en la magnitud del efecto entre

ellos, al menos no detectables con el tamafio de muestra y la variabilidad observada.

Como se muestra en la Figura 5, los tratamientos PD7 (Etanol al 70 % durante 1
minuto + NaClO al 4 % durante 2 minutos), PD8 (Etanol al 70 % durante 1 minuto +
NaClO al 4 % durante 4 minutos) y PD9 (Etanol al 70 % durante 1 minuto + NaClO al
4% durante 6 minutos) lograron una desinfeccion del 100 %, evidenciando una alta
efectividad en el proceso de desinfeccion. Dado que el tratamiento PD7 fue el de menor
duracion y presentd la misma eficacia que los tratamientos con mayor tiempo de
exposicion, se plantea que una exposicion de 2 minutos a NaClO al 4 % es suficiente para
garantizar una desinfeccion completa de las semillas de Desmodium molliculum,

favoreciendo asi el establecimiento in vitro sin comprometer su viabilidad germinativa.

Asimismo, considerando que no se encontraron diferencias estadisticas significativas
entre el tratamiento PD7 y el tratamiento PD1 (Etanol al 70 % durante 1 minuto + NaCIO
al 2 % durante 2 minutos), se sugiere que concentraciones mas bajas de hipoclorito de
sodio, como el 2 %, también podrian ser eficaces para la desinfeccion de las semillas,
siempre que se mantenga un adecuado tiempo de exposicion. No obstante, se recomienda

validar esta hipdtesis mediante ensayos adicionales con mayor replicacion y control de
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variables, a fin de confirmar la eficacia del tratamiento con NaClO al 2 % y su posible

implementacién como una alternativa aun mas segura y eficiente.

Figura 5.
Porcentaje de desinfeccion de semillas de D. molliculum segun tratamiento.
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A diferencia de lo reportado por Bonilla Sdnchez y Mesa Lopez (2018), quienes
obtuvieron una tasa de desinfeccion del 86 % en Erythrina edulis (Fabaceae) utilizando
alcohol al 70 %, Tween 80 % y HgCl. durante 20 minutos, en el presente estudio se
lograron porcentajes superiores mediante un protocolo mas simple y de menor duracion.
Esta diferencia destaca la importancia de adaptar cuidadosamente el tipo y la
concentracion de desinfectantes, asi como el tiempo de exposicion, segun la especie

vegetal y el tipo de explante, con el fin de maximizar la eficacia sin generar toxicidad.

A diferencia del protocolo empleado por Thandar et al. (2022), quienes utilizaron
hojas de Desmodium triquetrum y aplicaron multiples agentes desinfectantes —incluidos
ciprofloxacina y HgCl.— con tiempos prolongados, en el presente estudio se trabajo con
semillas de D. molliculum como material inicial, dadas su facilidad de manipulacion,
menor carga microbiana y mayor viabilidad fisioldgica. Esta eleccion fue especialmente
pertinente considerando que se trata de una especie silvestre no domesticada, cuya
recoleccion se realiza en zonas de dificil acceso, por lo que el uso de semillas representod
una estrategia practica y segura para una primera introduccion in vitro. Aunque las

semillas pueden implicar cierta variabilidad genética y una disponibilidad limitada por
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factores estacionales, su uso permitid establecer cultivos asépticos sin recurrir a
desinfectantes altamente toxicos como el HgCl., sentando asi una base solida para etapas

posteriores de multiplicacion clonal de plantulas seleccionadas.

Cabe sefialar que, si bien el HgCl es un agente desinfectante eficaz, presenta una
alta toxicidad tanto para el material vegetal como para el ambiente, lo que implica riesgos
durante su manejo en laboratorio. En contraste, el protocolo aplicado en este estudio
(etanol al 70 % seguido de NaClO al 4 % durante 2 minutos) resulté mas seguro, sencillo
y efectivo, logrando una desinfeccion del 100 % sin afectar la viabilidad de las semillas.
Esta comparacion subraya la necesidad de priorizar protocolos especificos por especie,
utilizando alternativas menos toxicas que preserven la integridad fisiologica del material

vegetal.

4.1 Germinacion in vitro de D. molliculum.

Del total de semillas sometidas a los distintos tratamientos de desinfeccion, se registro
una tasa global de germinacion del 92,59 %. El analisis por tratamiento mostrd que las
semillas tratadas con PD1, PD3, PD7, PD8 y PD9 alcanzaron una germinacion del 100 %
Figura 6, evidenciando una alta viabilidad fisiolégica y compatibilidad con las
condiciones de cultivo in vitro. La emergencia radicular y el inicio de la elongacion del
hipocotilo se observaron entre los dias 3 y 5 posteriores a la siembra, mientras que el
desarrollo morfologico completo de las plantulas se logro a los 30 dias de cultivo Figura

7.
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Figura 6.
Porcentaje de germinacion de semillas de D. molliculum por tratamiento.
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De acuerdo con el estudio realizado por Sharma et al. (2021), en Desmodium
gangeticum se obtuvo una tasa maxima de supervivencia del 75 % bajo condiciones de
cultivo in vitro. Los autores también reportan que la concentracion del medio de cultivo
influy6 significativamente en la germinacion, observandose porcentajes mas altos en
medios con concentracion completa de sales. En el presente estudio, se logro una tasa de
germinacion superior al 90% en Desmodium molliculum a partir de semillas
desinfectadas, lo que evidencia una alta viabilidad y adaptacion de esta especie a
condiciones in vitro, y refuerza su potencial para programas de propagacion y

conservacion.

Mientras que Thandar et al. (2022) reportaron una tasa de germinacion del 100 %
en Desmodium triquetrum tras la aplicacion de tratamientos de desinfeccion intensivos,
incluyendo el uso de HgCl>—, el presente estudio enfatiza la necesidad de equilibrar la
eficacia del protocolo de desinfeccion con la preservacion de la viabilidad fisiologica del
material vegetal. En este contexto, Shah et al. (2023) demostraron que la aplicacion
exdgena de acido giberélico (GAs) puede mejorar significativamente la tasa de
germinacion en especies del género Desmodium, incluyendo D. molliculum, 1o que resalta
el papel de los reguladores de crecimiento en la optimizacion del establecimiento in vitro.
En concordancia con estos hallazgos, en el presente estudio se utilizé un medio MS
suplementado con caseina hidrolizada, GAs y carbdn activado, lo que contribuy6 a

obtener tasas de germinacion superiores al 90 %. La caseina hidrolizada, como fuente
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organica de nitrodgeno, favorecio el desarrollo inicial de las plantulas, mientras que el GAs
actuo en la activacion fisioldgica de la germinacion. Por su parte, el carbon activado
permitié adsorber compuestos fendlicos potencialmente inhibitorios y mejorar las
condiciones fisicas del medio. La combinacidn de estos aditivos demostro ser efectiva
para potenciar la respuesta germinativa y el desarrollo morfologico de D. molliculum,
evidenciando la importancia de ajustar no solo los protocolos de desinfeccion, sino
también la formulacion del medio de cultivo segin las necesidades fisiologicas

especificas de cada especie.

Figura 7.
Periodos de germinacion y crecimiento de las plantulas in vitro de D. molliculum.

A. 3-5 dias de B. 15 dias de C. 30 dias

crecimiento crecimiento crecimiento

de

4.2 Efecto de diferentes citoquininas en la multiplicacion in vitro de brotes de D.
molliculum

Para el analisis de varianza (ANOVA), los datos fueron transformados mediante
raiz cuadrada para cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
(Ahrens et al., 1990), lo que permitié una interpretacion estadistica mas robusta. El
analisis reveld diferencias significativas entre las citoquininas evaluadas (F = 45,46; p <
0.01) (Anexo 3). La prueba post hoc de Tukey confirm¢ diferencias estadisticamente

significativas en la variable “fitohormona” entre los tratamientos Figura 8.
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Figura 8.
Comparacion del numero promedio de brotes por tratamiento hormonal en D.

molliculum.
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Entre las tres citoquininas evaluadas, BAP (6-bencilaminopurina) demostré un
rendimiento superior, produciendo el mayor numero de brotes en todas las
concentraciones probadas. El nimero promedio de brotes por explante fue notablemente
mayor en el tratamiento PM02 (BAP 0,1 mg/L), produciendo 3.89 + 1.35 brotes en
comparacion con el control (C-), que produjo 2.56 + 0,92 brotes, tal como se muestra en
la Tabla 5. Esto resalta el papel significativo de BAP en la promocidn de la proliferacion

de brotes en las condiciones probadas.

Tabla S.
Efecto de diferentes citoquininas en la multiplicacion de brotes.
Tratamientos Fitohormona Concentracion Numero de brotes
(mg/L) promedio
PMO02 BAP 0.1 3.89+£1,35
PM18 BAP 0.15 3.56 £0,91
PM19 BAP 0.2 3.67+0,64
PM20 KIN 0.1 2.50 £ 0,54
PM21 KIN 0.15 2.48 £0,36
PM22 KIN 0.2 2.47 + 0,39
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PM23 21P 0.1 2.35+0,66

PM24 21P 0.15 2.46 + 0,65
PM25 2P 0.2 2.39£0,30
C- - 0 2.56 £0,92

En general, los tratamientos que contenian BAP (6-bencilaminopurina) en las tres
concentraciones exhibieron consistentemente un nimero relativamente mayor de brotes
por explante en comparacion con otros tratamientos como se observa en la Figura 9. Esto
subraya la eficacia de BAP como un regulador clave del crecimiento para mejorar la

proliferacion de brotes axilares.

Figura 9.
Numero medio de brotes por tratamiento.

6,00

5,00

4,00 [ T T

3,89

3.56 3,67 [

TN

2,56
2,00 250|248 |247) 535 [246] |239

Numero medio de brotes

1,00

0,00

C- PMO02 PM18 PM19 PM20 PM21 PM22 PM23 PM24 PM25
Tratamientos

La multiplicacion de brotes de Desmodium molliculum en la presente
investigacion mostro una tasa de proliferacion inferior en comparacion con estudios
previos en especies afines. Segin Somkuwar (2016), Desmodium gangeticum alcanzd
hasta 84 brotes por nodo utilizando 0.5 mg/L. de BAP, mientras que en este estudio, la
mayor proliferacion en D. molliculum se obtuvo con 0.1 mg/L de BAP, con un promedio
de 3.89 + 1.35 brotes por explante. Este rendimiento considerablemente menor podria
atribuirse a diferencias fisioldgicas entre especies, a la etapa juvenil del material vegetal

utilizado (derivado de semilla), o a las condiciones especificas del cultivo. En contraste,
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aunque la respuesta proliferativa de D. molliculum fue modesta, su sensibilidad a bajas
concentraciones de BAP representa un punto de partida favorable para la optimizacién de

su protocolo de micropropagacion y el estudio de su potencial fitoquimico.

De manera similar, Srivastava et al. (2013) reportaron una proliferacion de hasta
12 brotes por explante en Desmodium gangeticum utilizando distintas concentraciones de
BAP, lo cual también supera la respuesta observada en D. molliculum en el presente
estudio. Asimismo, Thandar (2022) demostré6 en Desmodium triquetrum que
concentraciones mas elevadas de BAP (4-5mg/L) en combinacion con ANA
favorecieron significativamente la formacion de brotes multiples. Estos antecedentes
refuerzan la necesidad de optimizar las condiciones hormonales en D. molliculum, tanto
ajustando las concentraciones de BAP como explorando sinergias con auxinas, con el fin
de mejorar la tasa de multiplicacion in vitro y avanzar hacia un protocolo mas eficiente

de propagacion clonal.

4.3 Enraizamiento

El enraizamiento ocurrio de forma espontanea en todos los explantes tras su
resiembra en medio MS a media concentracion de sales, sin necesidad de anadir
reguladores de crecimiento. Las raices formadas presentaron morfologia saludable, con

numero y longitud adecuados para soportar la aclimatacion a condiciones ex vitro.

Estos hallazgos coinciden parcialmente con los reportados por Thandar (2022) en
D. triquetrum, donde se obtuvo enraizamiento exitoso en medio MS a media fuerza
suplementado con ANA (0.1-1.0 mg/L), alcanzando raices de hasta 3.5 cm. En contraste,
los resultados del presente estudio indican que D. molliculum puede enraizar
eficientemente sin auxinas exogenas, lo que sugiere una mayor capacidad intrinseca para

el desarrollo radicular.

La eficacia del medio MS a media concentracién no solo permitio el
enraizamiento espontdneo, sino que también se perfila como una opcion versatil para
futuras etapas de multiplicacion y aclimatacion. No obstante, se recomienda explorar en
investigaciones futuras el efecto de auxinas en distintas concentraciones para determinar
si su inclusiéon podria mejorar aun mas la eficiencia en la transicion de plantulas a

condiciones de campo.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Establecimiento aséptico eficiente: El protocolo de desinfeccion que combind
etanol al 70 % durante 1 minuto seguido de NaClO al 4 % durante 2 minutos resulto
altamente efectivo, logrando una desinfeccion del 100 % sin comprometer la viabilidad
germinativa. Esta estrategia, mas segura y menos toxica que otras reportadas en la
literatura, representa una alternativa viable para la introduccion in vitro de especies

silvestres como Desmodium molliculum.

2. Alta tasa de germinacion in vitro: Se alcanz6 una germinacion global del
92,59 %, destacando la viabilidad fisiologica de las semillas recolectadas en campo y la
efectividad del medio MS complementado con GA3, caseina hidrolizada y carbon
activado. Este resultado sienta una base so6lida para el desarrollo de protocolos de

propagacion masiva.

3. Multiplicacion de brotes moderada pero prometedora: El tratamiento con
BAP a 0,1 mg/L fue el mas efectivo en la induccion de brotes, con una media de 3.89
brotes por explante. Aunque la tasa es inferior a la reportada en otras especies del mismo
género, la sensibilidad de D. molliculum a bajas concentraciones de BAP ofrece una

ventaja para el ajuste progresivo de un protocolo de micropropagacion clonal.

4. Enraizamiento espontineo sin auxinas: Las plantulas mostraron una
capacidad intrinseca de enraizamiento en medio MS a media concentracion, sin necesidad
de auxinas exogenas. Esto simplifica el protocolo y reduce los costos y riesgos

relacionados con el uso de reguladores de crecimiento.
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5.2 Recomendaciones

1. Validar el uso de NaClO al 2 %: Se sugiere realizar ensayos adicionales para
confirmar si una concentracion de hipoclorito de sodio al 2 % durante 2 minutos podria

mantener la eficacia observada con el 4 %, reduciendo atin mas la toxicidad del protocolo.

2. Optimizar la combinacién de fitohormonas: Se recomienda evaluar
concentraciones superiores de BAP, asi como su combinacion con auxinas como ANA o

AIA, para mejorar la tasa de multiplicacion de brotes.

3. Evaluar variabilidad genética: Dado que se trabajé con semillas, seria
pertinente realizar andlisis moleculares para evaluar la variabilidad genética entre

plantulas y seleccionar lineas con mayor potencial regenerativo o fitoquimico.

4. Escalar la aclimatacion: Desarrollar y validar protocolos de aclimatacion ex
vitro utilizando sustratos estandarizados permitira evaluar la supervivencia y adaptacion

de las plantulas micropropagadas a condiciones de vivero o campo.

5. Explorar fases avanzadas del protocolo: A partir del establecimiento exitoso,
se sugiere avanzar hacia la conservacion in vitro, criopreservacion, o el estudio de

compuestos bioactivos producidos en condiciones controladas.
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Anexo 1.

ANEXOS

Identificacion morfologica de la especie vegetal.
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Conclusion: Las muestras presentadas corresponden a la misma especie.
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Anexo 2.

Formulacion del medio Murashige y Skoog Basal (MSB).

Componente Concentracion Concentracion en Volumen

en MS (mg/L) la solucion stock para 1L de
(mg/L) medio (mL)

MACRONUTRIENTES (10x) 10

NH4NO3 1650 165000

KNO3 1900 190000

MgS0O4:-7H20 370 37000

CaCl2-2H20 440 44000

KH2PO4 170 17000

MICRONUTRIENTES (100x) 10

H3BO3 6.2 620

MnSO4-4H20 22.3 2230

ZnS0O4-7H20 8.6 860

Kl 0.83 83

Na2Mo0O4-2H20 0.25 25

CuS0O4-5H20 0.025 2.5

CoCI2-:6H20 0.025 2.5

HIERRO

Fe-EDTA 0.40 40 10

VITAMINAS

Acido nicotinico 0.5 0.5 1

Tiamina HCl 0.1 0.5 0.2

Piridoxina HCl 0.5 0.5 1

Mio-inositol 100 Directo

OTROS

Caseina hidrolizada 200 Directo

Acido giberélico 0.2 1 0.2

Carbon activado 100 Directo

Sacarosa 25000 Directo

Gelzan 2500 Directo

pHS5.7-5.8

Anexo 3.

Anadlisis de varianza Kruskal - Wallis de la tasa de desinfeccion de las semillas.

Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
PD 1 3 1.91 0.27 2.07 1.99 0.87
PD 2 3 1.91 0.27 2.07

PD3 3 1.91 0.27 2.07

PD 4 3 1.91 0.27 2.07

PD5 3 1.66 0.71 2.07

PD 6 3 1.79 0.41 2.07

PD 7 3 2.07 0.0 2.07
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PD 8 3 2.07 0.0 2.07
PD 9 3 2.07 0.0 2.07

Anexo 4.
Analisis de varianza ANOVA del numero de brotes.

F.V SC gl CM F p-value
Modelo 36.36 8 4.55 12.49 < 0.0001
Fitohormonas 33.10 2 16.55 45.46 < 0.0001
Concentraciones 0.95 2 0.48 1.31 0.2753
Fitohormonas * Concentraciones 2.54 4 0.64 1.74 0.1485
Error 28.76 79 0.36
Total 65.12 87

Anexo 5.

Analisis Tukey post-hoc por fitohormonas.

Fitohormonas * Concentraciones Average n E.E.

21P 2.40 30 0.11 A
KIN 2.48 30 0.11 A
BAP 3.75 28 0.11 B

Fitohormonas Promedio Desviacion Estandar

BAP 3,75 0,825827578
KIN 2,48 0,423324751
21P 2,40 0,541134698
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Anexo 6.
Comparacion de tratamientos con BAP frente al C-.

PM1 PM2

PM3 C-
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