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Schoenoplectus californicus (totora) es una macréfita acuatica de gran relevancia ecolégica y con poten-
cial aplicacion en procesos de fitorremediacién. No obstante, su propagacién sexual presenta limitaciones
debido al bajo porcentaje de germinacién y la reducida viabilidad de sus semillas, lo que dificulta la ob-
tencion de material vegetal homogéneo. En este contexto, el objetivo de la presente investigacion fue
establecer in vitro la especie a partir de cormos meristematicos, con el proposito de disponer de material
vegetal apto para la fase de micropropagacion. Durante la fase de desinfeccién se evaluaron diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempos de inmersién, mientras que en la fase de establecimiento
se analizaron distintas concentraciones de agar en medio de cultivo MS suplementado con reguladores de
crecimiento. Las variables consideradas fueron contaminacion, oxidacion y sobrevivencia de los meriste-
mos. Los resultados expusieron que los tratamientos de desinfeccion influyeron significativamente en la
contaminacion y oxidacion de los explantes. Asimismo, se evidenci6 que las menores concentraciones de
agar favorecieron la sobrevivencia, alcanzando el mayor promedio con 1 g de agar. Se concluye que la
concentracion del agente gelificante constituye un factor determinante para el establecimiento in vitro de
S. californicus. Las bajas concentraciones de agar resultan mas apropiadas para promover la sobrevivencia
de los explantes y garantizar la obtencion de material vegetal viable. Estos hallazgos aportan informacién
relevante para futuros estudios de micropropagacion y fitorremediacién, contribuyendo al aprovecha-
miento sostenible y la conservacién de esta especie en sistemas acuaticos andinos.
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Schoenoplectus californicus (totora) is an aquatic macrophyte of high ecological relevance and potential
application in phytoremediation. However, its sexual propagation is limited due to the low germination
percentage and reduced seed viability, which hinders the production of homogeneous plant material. In
this context, the objective of the present study was to establish the species in vitro from meristematic
corms, aiming to obtain plant material suitable for subsequent micropropagation. During the disinfection
phase, different concentrations of sodium hypochlorite and immersion times were evaluated, while in the
establishment phase, various agar concentrations were tested in MS medium supplemented with growth
regulators. The variables assessed included contamination, oxidation, and meristem survival. Results in-
dicated that disinfection treatments significantly influenced contamination and oxidation of explants.
Likewise, lower agar concentrations favored meristem survival, with the highest average obtained at 1 g
of agar. It is concluded that the concentration of the gelling agent is a determining factor for the in vitro
establishment of S. californicus. Low agar concentrations proved to be the most suitable for promoting
explant survival and ensuring the availability of viable plant material. These findings provide relevant
information for future micropropagation and phytoremediation studies, contributing to the sustainable use
and conservation of this species in Andean aquatic ecosystems.
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Introduccion

En Bolivia, los avances mas relevantes en biotecno-
logia vegetal fueron orientadas principalmente a la
propagacion masiva de especies agricolas de interés
econdémico?; sin embargo, aln existe limitada inves-
tigacion sobre la propagacion y conservacion de es-
pecies nativas con potencial ecoldgico y capacidad
fitorremediadora2. Entre estas especies destaca
Schoenoplectus californicus (totora), una macrdfita
acuatica ampliamente distribuida en la zona circun-
lacustre del lago Titicaca, con adaptacion y creci-
miento en ambientes himedos y suelos fangosos.

La totora cumple un papel ecol6gico fundamental en
los ecosistemas lacustres altoandinos, al intervenir en
la regulacion hidrica, la proteccion de hébitats acua-
ticos y el reciclaje de nutrientes. No obstante, el lago
Titicaca ha sufrido una progresiva degradacion am-
biental, asociada tanto a factores antrépicos como na-
turales, entre ellos la contaminacion de afluentes,
acumulacion de metales pesados, deterioro de la ca-
lidad del agua, pérdida de biodiversidad y alteracio-
nes en los ecosistemas acuaticos®. A ello se suman
los efectos del cambio climético, que modifican las
condiciones ambientales y afectan la distribucion de
las macrofitas acuaticas.

En este contexto, S. californicus fue identificada
como una especie con alto potencial fitorremediador,
gracias a su capacidad para absorber y remover con-
taminantes presentes en cuerpos de agua. Investiga-
ciones han reportado su eficiencia en la captacion de
metales pesados y en la reduccion de compuestos
como nitrégeno, fosforo y bacterias coliformes®2.
Asimismo, se ha destacado su capacidad de captura
de dioxido de carbono, lo que refuerza su importan-
cia ecoldgica en programas de restauracion ambien-
tal.

Sin embargo, la propagacion sexual de esta especie
presenta limitaciones relacionadas con el bajo por-
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centaje de germinacion, la presencia de latencia y el
probable origen hibrido de algunas poblaciones, fac-
tores que reducen la viabilidad de las semillas y difi-
cultan la obtencion de material vegetal uniforme’,
Ademas, la reproduccion sexual genera elevada va-
riabilidad genética, mientras que la propagacion ve-
getativa permite conservar caracteristicas de interés
ecoldgico y fisiologicoll12,

Ante esta problematica, el cultivo de tejidos vegeta-
les constituye una alternativa biotecnoldgica efi-
ciente para la propagacién y conservacion de S. cali-
fornicus. El establecimiento in vitro permite obtener
material vegetal genéticamente homogéneo bajo con-
diciones controladas, ademas de ser una herramienta
atil para futuras investigaciones en micropropaga-
cion, conservacion y procesos de fitorremediacion®s,
Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion
fue establecer in vitro la especie fitorremediadora S.
californicus a partir de cormos meristematicos, con
el fin de disponer de material vegetal apto para la fase
de micropropagacion.

Materiales y métodos

Material vegetal. La recoleccién del material vegetal
se realizo en abril de 2023 en el puerto de Guaqui,
provincia Ingavi del departamento de La Paz, Boli-
via, ubicado a orillas del lago Titicaca a 3811
m.s.n.m. Se seleccionaron plantas con brotes en cre-
cimiento activo y caracteristicas morfolégicas. Pos-
teriormente, se recolectaron 600 brotes vegetativos
destinados al establecimiento in vitro.

Desinfeccion de explantes. Los explantes fueron la-
vados con agua corriente para eliminar restos de se-
dimento y materia organica. Posteriormente fueron
sometidos inicialmente a una inmersion en alcohol
al 70 % durante 1 min. La desinfeccion se realizo
mediante tratamientos con hipoclorito de sodio a
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concentraciones de 2, 3 y 4 % durante tiempos de previamente utilizados en cultivo in vitro de especies
inmersion de 5, 10 y 15 min, adaptando protocolos vegetales®,

Figura 1 Recoleccion del material vegetal en el puerto de Guaqui del Municipio de Guaqui en el departamento de La Paz

Tabla 1 Disefio de los tratamientos de desinfeccién

Factor A Factor B Tratamientos Repeticiones

NaClO (%) T inm (min) N° | 1 11
5 T1 T1 T1 T1

2 10 T, T, T, T,
15 Ts Ts Ts Ts
5 Ta Ta Ta T

3 10 Ts Ts Ts Ts
15 Te Te Te Te
5 Tz T7 T7 Tz

4 10 Ts Ts Ts Ts
15 To To To To

Total 540 tubos

Variable A: Hipoclorito de sodio; Variable B: Tiempo de inmersién, (NaCIO) Hipoclorito de sodio,
(T inm) tiempo de inmersién

Tabla 2 Disefio de los tratamientos

Tratamiento Componente

T: M&S (100%) + 10 mL de BAP + 1 g. de agar

T, M&S (100%) + 10 mL de BAP + 3 g. de agar

Ts M&S (100%) + 10 mL de BAP +5 g. de agar

Ts M&S (100%) + 10 mL de BAP + 2mL de IBA 1 g. de agar

Ts M&S (100%) + 10 mL de BAP + 2mL de IBA 3 g. de agar

Tes M&S (100%) + 10 mL de BAP + 2mL de IBA 5 g. de agar
Después de la desinfeccion, los explantes fueron en- Medio de cultivo. Se utilizé el medio basal Mu-
juagados tres veces con agua destilada estéril en con- rashige & Skoog (MS)* suplementado con 30 g L*
diciones asépticas. de sacarosa, 0.1 g L de mioinositol y reguladores

59



Pérez Guzman & Limachi Quispe

J. Selva Andina Biosph.

de crecimiento BAP e IBA segun el tratamiento co-
rrespondiente. El pH fue ajustado a 5.7 mediante
NaOH 1N.

Se evaluaron concentraciones de agarde 1,3y 5g
L como agente gelificante. Posteriormente, el me-
dio fue distribuido en tubos de ensayo y esterilizado
en autoclave a 121 °C durante 15 min.

Establecimiento in vitro. Los meristemos fueron di-
sectados y establecidos en los diferentes medios de
cultivo bajo condiciones asépticas. Los explantes se
incubaron a temperatura de 25 £+ 1° C, humedad re-
lativa del 70-80 % y con un fotoperiodo de 14 h.

Figura 2 Establecimiento in vitro. A: Establecimiento de la totora; B: Meristemo en el medio de cultivo con 3 gramos de agar

: 24 repeticion |

60 tubos de ensayo
‘por tratamiento

Figura 3 Croquis del disefio experimental
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Evaluacion. A los 20 dias después de la siembra se
evaluaron 60 explantes por cada tratamiento. Las va-
riables analizadas fueron; porcentaje de contamina-
cién, oxidacion y sobrevivencia (explantes que lo-
graron establecerse y no se contaminaron ni se oxi-
daron).

Tratamientos, disefio experimental y analisis esta-
distico. En la fase de desinfeccion se evaluaron 9 tra-
tamientos mediante un disefio completamente al azar
con arreglo bifactorial, (para determinar la influen-
cia de las distintas concentraciones de hipoclorito de
sodio y tiempo de inmersion sobre el estableci-
miento in vitro de explantes de S. californicus) con-
siderando como factor A la concentracién de hipo-
clorito de sodio y el factor B el tiempo de inmersion.
Para la fase de establecimiento se evaluaron 6 trata-
mientos bajo un disefio completamente al azar con
arreglo bifactorial, (para evaluar el efecto del agar en
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las vitroplantas) considerando como factor A el tipo
de medio de cultivo y factor B la concentracion de
agar. Cada tratamiento conto con tres repeticiones.
Los datos fueron analizados mediante analisis de va-
rianza (ANOVA) utilizando el programa InfoStat.
Asimismo, las diferencias significativas entre trata-
mientos se determinaron mediante la prueba de com-
paracién multiple de Duncan.

Resultados

Resultados de la desinfeccion de los cormos meriste-
maticos. EIl ANOVA no evidencio diferencias signi-
ficativas entre tratamientos para la variable porcen-
taje de contaminacion (p > 0.05). Sin embargo, se ob-
servaron variaciones en el comportamiento de los ex-
plantes durante la fase de establecimiento in vitro.
La Figura 4 muestra los porcentajes de contamina-
cion y oxidacion registrados en los diferentes trata-
mientos evaluados. El tratamiento 6 presentd el me-
nor porcentaje de contaminacion (43 %), mientras
que el tratamiento 8 registré el menor porcentaje de
oxidacion (13 %).

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1 2 3
70% | 88% | 67%

45% | 43% | 25%

W contaminados

W oxidados

4 5 6 7 8

4
72%
72%

5 6 7 8 9
70% | 50% | 75% | 78% | 82%

70% | 50% | 48% | 23% | 25%

Figura 4 Porcentaje de contaminacion y oxidacién por tratamiento

En general, los tratamientos con mayores concentra-
ciones de hipoclorito de sodio y mayores tiempos de
inmersion tendieron a reducir los niveles de contami-
nacion; sin embargo, algunos tratamientos incremen-
taron la oxidacion de los tejidos meristematicos.

La prueba de comparaciéon mdltiple de Duncan ma-
nifesto diferencias significativas para la variable oxi-
dacién, observandose mayores porcentajes en los tra-
tamientos con hipoclorito de sodio al 3 % y tiempos
de inmersion prolongados.

Durante la fase de establecimiento, los explantes pre-
sentaron cambios morfoldgicos caracterizados por

crecimiento inicial y variaciones en la coloracion de
los tejidos, observandose diferentes niveles de adap-
tacion in vitro segun el tratamiento aplicado.
Resultados del efecto del agar en el establecimiento
in vitro. La Figura 5, el porcentaje de sobrevivencia
de los meristemos en los diferentes tratamientos eva-
luados. Los tratamientos con 1 g de agar presentaron
los mayores porcentajes de sobrevivencia, mientras
gue las concentraciones elevadas de agar registraron
menores valores.

El andlisis de varianza evidencio diferencias alta-
mente significativas entre las concentraciones de
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agar para la variable sobrevivencia (p < 0.01). Los
tratamientos con menor concentracion de agar pre-
sentaron mayores porcentajes de sobrevivencia en

40%
35%
30%
25%
20%

Porcentaje

15%

10%

5%

comparacion con los medios con mayores niveles de
gelificacion.

0%
T

l &
T2 Ts

I =
T Ts

T4

T T,

Ts

Ta Ts Te

M Sobrevivencia 38% 10%

2%

26% 6% 2%

Figura 5 Sobrevivencia en los diferentes tratamientos

Figura 6 Crecimiento de la totora. A: Crecimiento en medio de cultivo con 1 g de
agar; B: Crecimiento en medio de cultivo con 3 g de agar; C: Crecimiento en medio
de cultivo con 5 g de agar
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Tratamientos

La prueba de Duncan indic6 que el tratamiento con 1
g L de agar alcanzé el mayor promedio de sobrevi-
vencia (34.06 %), diferenciandose estadisticamente
de los tratamientos con 3y 5 g L* de agar.
Asimismo, se observé que las concentraciones eleva-
das de agar redujeron el crecimiento y viabilidad de
los explantes durante la fase inicial del estableci-
miento in vitro.

En términos generales, los medios con menor con-
centracion de agente gelificante favorecieron el esta-
blecimiento de los meristemos y permitieron una ma-
yor sobrevivencia de las vitroplantas.

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio evi-
denciaron que el establecimiento in vitro de S. cali-
fornicus estuvo condicionado principalmente por dos
factores: la eficacia del proceso de desinfeccion y la

concentracién del agente gelificante utilizado en el
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medio de cultivo. Ambos factores influyeron directa-

mente en la viabilidad, sobrevivencia y respuesta fi

Tabla 3 Analisis de varianza para la variable: Sobrevivencia

sioldgica de los meristemos durante las primeras eta-

pas del cultivo.

F.vV G.L S.C C.M F p-valor
Medio de cultivo 1 90.36 90.36 1.70 0.2172 NS
Niveles de agar de agar 2 2525.45 1262.73 23.71 0.0001 **
M*NA 2 81.61 40.81 0.77 0.4863 NS
Error 12 639.16 53.26

Total 17 3336.58

Tabla 4 Prueba Duncan para las cantidades de Agar

Niveles de agar  Promedio o medias  Duncan

1 34.06 A
3 13.98 B
5 5.88 B

Durante la fase de desinfeccion se observaron dife-
rencias en los niveles de contaminacion, oxidacion y
sobrevivencia de los explantes. Aunque concentra-
ciones elevadas de hipoclorito de sodio contribuye-
ron a disminuir parcialmente la contaminacion mi-
crobiana, también incrementaron el dafio oxidativo
en los tejidos meristematicos. Este comportamiento
sugiere que existe un equilibrio critico entre la efi-
ciencia del desinfectante y la conservacion de la via-
bilidad celular durante el establecimiento in vitro.

La oxidacién observada probablemente estuvo aso-
ciada a la liberacion de compuestos fenélicos ocasio-
nada por el dafio celular durante la manipulacion y
desinfeccién de los explantes. Este fenémeno repre-
senta una de las principales limitantes en cultivo de
tejidos vegetales, debido a que la acumulacién de
compuestos oxidados afecta la capacidad regenera-
tiva y sobrevivencia de los tejidos cultivados in vitro.
Asimismo, la sensibilidad de los meristemos frente a
los agentes desinfectantes puede variar segun el es-
tado fisioldgico del explante y las caracteristicas pro-
pias de cada especie vegetal. Una vez superada la
fase inicial de desinfeccion, la respuesta de los me-
ristemos estuvo influenciada significativamente por

las condiciones fisicas del medio de cultivo, particu-
larmente por la concentracion de agar. Los tratamien-
tos con menores concentraciones de gelificante pre-
sentaron mayores porcentajes de sobrevivencia, lo
que indica que la disponibilidad hidrica del medio
constituye un factor determinante para el estableci-
miento in vitro de S. californicus.

El agar cumple una funcion fundamental en cultivo
de tejidos vegetales, ya que proporciona soporte fi-
sico a los explantes y regula la disponibilidad de agua
y nutrientes en el medio de cultivo!>L, Deberghi’y
Nery et al.28 sefialaron que las propiedades fisicoqui-
micas del agente gelificante modifican el potencial
hidrico y la movilidad de solutos, afectando directa-
mente el crecimiento y desarrollo de los tejidos cul-
tivados in vitro. De manera similar, Ghashghaie et
al.® reportaron que concentraciones elevadas de agar
reducen la disponibilidad de agua para los explantes,
limitando su crecimiento y viabilidad.

Los resultados obtenidos coinciden con dichos repor-
tes, ya que los tratamientos con mayores concentra-
ciones de agar presentaron mayores indices de mor-
talidad. Esta respuesta podria estar relacionada con
una menor absorcion de agua, nutrientes y regulado-
res de crecimiento por parte de los tejidos meristema-
ticos en medios mas solidos. En contraste, diversos
autores indicaron que medios liquidos o con bajas
concentraciones de agar favorecen la absorcion de
nutrientes, la disponibilidad de citoquininas y la ai-
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reacién del sistema, promoviendo un mejor desarro-
llo de los explantes cultivadas in vitro2>22, Estas con-
diciones podrian explicar el mejor desempefio obser-
vado en los tratamientos con menor concentracion de
agar durante la etapa de establecimiento.

Sin embargo, aunque las bajas concentraciones de
agar favorecieron la sobrevivencia inicial de los me-
ristemos, durante la fase de multiplicacidon se observo
un incremento en los sintomas de hiperhidratacién y
mortalidad. Este fendmeno, también denominado vi-
trificacion, constituye una alteracion fisiologica fre-
cuente en cultivo de tejidos vegetales y se encuentra
asociado con un exceso de agua disponible en los te-
jidos cultivados in vitroZ,

La hiperhidratacion afecta negativamente la anato-
mia y fisiologia de las vitroplantas, provocando alte-
raciones como reduccion de la cuticula, desorganiza-
cion de cloroplastos y disminucién de la eficiencia
fotosintética?:2, Asimismo, Hazarika?® sefial6 que
este trastorno compromete significativamente la cali-
dad y capacidad de aclimatacion de las vitroplantas
debido a alteraciones estructurales y fisiolégicas de
los tejidos. Entre los principales factores asociados a
este fendmeno se encuentran bajas concentraciones
de agar y potenciales osmoéticos inadecuados?:2Z,
Los resultados del presente estudio sugieren que,
aunque los medios menos gelificados favorecen el
establecimiento inicial de S. californicus, es necesa-
rio ajustar progresivamente la concentracion del
agente gelificante conforme avanzan las etapas del
cultivo in vitro, con el fin de reducir alteraciones fi-
sioldgicas y mejorar la calidad del material propa-
gado. Resultados similares fueron reportados por
Ebrahim? en Zantedeschia aethiopica y por Mu-
thukrishnan et al.22 y Suthar et al.®2 en Ceropegia
thwaitesii y Boswellia serrata, respectivamente, la
respuesta de los explantes estuvo estrechamente rela-
cionada con la consistencia fisica del medio de cul-
tivo.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que
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tanto el protocolo de desinfeccién como la concen-
tracion de agar constituyen factores criticos durante
el establecimiento in vitro de S. californicus. La res-
puesta observada podria estar relacionada con la na-
turaleza acuatica de la especie, la cual presenta ma-
yor sensibilidad frente a variaciones en la disponibi-
lidad hidrica del medio. Estos hallazgos representan
una base importante para futuras investigaciones
orientadas a la optimizacidn de protocolos de micro-
propagacion, conservacion y aplicaciones de fitorre-
mediacion en especies acudticas de importancia eco-
l6gica.

Finalmente, la utilizacion de alcohol al 70 % durante
1 min, seguido de hipoclorito de sodio al 3 % durante
15 min, permitid el establecimiento in vitro de ex-
plantes meristematicos de S. californicus con bajos
niveles de contaminacién, constituyendo el trata-
miento mas eficiente para el establecimiento in vitro
de los explantes. Asimismo, se sefial6 que la concen-
tracién del agente gelificante influyé significativa-
mente sobre la sobrevivencia de los meristemos, ob-
teniéndose el mayor porcentaje de sobrevivencia
(34.06 %) en el medio de cultivo suplementado con
1 g L de agar. Estos resultados permitieron estable-
cer las condiciones mas favorables para el estableci-
miento in vitro de S. californicus, cumpliéndose el
objetivo planteado en la investigacion y proporcio-
nando una base para futuros estudios de micropropa-
gacion, conservacion y fitorremediacion de la espe-
cie.
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