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RESUMEN
Bixa orellana L, conocido como achiote, es un arbusto que crece en las zonas intertropicales del
continente americano. Esta especie tiene maltiples aplicaciones en areas como la farmaceutica, la
cosmética y la industria alimenticia. La planta de achiote requiere un suelo con un alto nivel de
nutrientes, mientras que sus semillas necesitan un pH y una temperatura especificas para germinar. En
respuesta a la gran demanda que esta planta posee en el mercado, el cultivo in vitro es una excelente
opcion para su propagacion. En este trabajo se establecid un protocolo de esterilizacion para semillas
de esta especie, el cual consistio en el uso de Tween 20, fungicida Vitavax e hipoclorito de sodio. Las
semillas estériles se sembraron en dos medios de cultivo: a) Murashige y Skoog (MS) suplementado
con &cido giberélico y b) medio basal AM (1/2 concentracion de sales que el medio MS), para
conseguir su germinacion. Hasta el momento, el protocolo mas efectivo para la esterilizacion de esta
planta consiste en fungicida Vitavax (0.1%) durante 45 minutos, complementado con hipoclorito de
sodio (2.5%) por 15 minutos. Con este protocolo, se obtuvo 100% de germinacion y esterilizacion. Se
determind que es necesario el uso de un fungicida para el establecimiento de este protocolo de
esterilizacion. Por otro lado, la procedencia y el estado de madurez de los frutos son factores que
pueden influir sobre la germinacion de las semillas y su posterior desarrollo. Por ultimo, es necesario
realizar nuevos experimentos para lograr un protocolo eficiente de germinacion de semillas de esta

interesante especie con gran potencial comercial.

Palabras clave: achiote, cultivo in vitro, germinacion semillas, esterilizacion.



ABSTRACT
Bixa orellana L, known as achiote, is a shrub that grows in the intertropical areas of the American
continent. This species has multiple applications in areas such as pharmaceuticals, cosmetics and the
food industry. The achiote plant requires a soil with a high level of nutrients, while its seeds need a
specific pH and temperature to germinate. In response to the great demand that this plant has in the
market, in vitro culture is an excellent option for its propagation. In this work, a sterilization protocol
was established for seeds of this species, which consisted of the use of Tween 20, Vitavax fungicide
and sodium hypochlorite. The sterile seeds were sown in two culture media: a) Murashige and Skoog
(MS) supplemented with gibberellic acid and b) AM basal medium (1/2 concentration of salts than the
MS medium), to achieve their germination. So far, the most effective protocol for the sterilization of
this plant consists of Vitavax fungicide (0.1%) for 45 minutes and sodium hypochlorite (2.5%) for 15
minutes. With this protocol, 100% germination and sterilization were obtained. It was determined that
the use of a fungicide is necessary for the establishment of this sterilization protocol. On the other
hand, the origin and the state of maturity of the fruits are factors that can influence the germination of
the seeds and their subsequent development. Lastly, new experiments are necessary to achieve an

efficient seed germination protocol of this interesting species with great commercial potential.

Key words: annatto in vitro, seed germination, sterilization.
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1. INTRODUCCION

El achiote (Bixa orellana L.) es un cultivo tradicional ecuatoriano. El colorante
obtenido a partir de sus semillas se encuentra segundo en la lista de colorantes naturales
con mayor importancia econdémica a nivel mundial (Siril & Nisha, 2012). Alrededor del
mundo, se consumen mas de 14 000 toneladas de semillas de achiote, cada afio
(Venugopalan, Giridhar & Ravishankar, 2011). De hecho, el pigmento obtenido de las
semillas de achiote es uno de los primeros colorantes de origen natural en ser utilizado
por el ser humano (Ferreira et al, 2014). La bixina y la norbixina, compuestos quimicos
extraidos a partir de este colorante, constituyen la base para el funcionamiento de la
industria cosmética (Payes et al, 2017). Por otro lado, el achiote constituye un emblema
dentro de la cultura gastrondmica y medicina tradicional latinoamericana (Instituto

Nacional de Medicina, 2020).

1.1. Taxonomia del achiote

La familia Bixaceae fue descrita por primera vez por el botanico y médico aleman,
Heinrich Friedrich Link, en 1822 (Berendsohn, 2012). Esta familia pertenece al orden
Violales y contiene tres géneros y 25 especies (Venugopalan, Giridhar & Ravishankar,
2011). Las especies de este grupo tienen una distribucion intertropical, que se extiende
desde México, pasando por Colombia y Ecuador, hasta llegar a Brasil y Peru. En el sur
del Ecuador, se pueden encontrar dos generos, con una especie cada uno: Bixa orellana
L. y Cochlospermum vitifoliuma (Aguirre, Merino & Gutiérrez, 2013). Las especies de
esta familia se encuentran distribuidas a lo largo de los Andes tropicales, principalmente

en ambientes como el bosque himedo y bosque seco (Lozada, 2003).
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El género Bixa L. es uno de los mas representativos de la familia Bixaceae;
contiene cinco especies aceptadas y distribuidas a lo largo del continente americano (The
Plant List, 2019). De manera general, las especies del género Bixa crecen dentro de un
rango altitudinal que va desde los 300 hasta los 1000 m.s.n.m.. Ademas, requieren niveles
de precipitacion mayores a los 1000 mm (Aguirre, Kvist & Sanchez, 2006). La especie
de mayor importancia econdémica es el achiote (Bixa orellana L.), debido a sus multiples
facetas dentro de la industria. El registro arqueoldgico mas antiguo de esta especie
proviene del Caribe; sin embargo, su domesticacion se llevd a cabo en la zona norte de
América del sur, durante el proceso de la colonizacion espafiola (Ambrosio, Lins,
Dequigiovann, Veasey & Clement, 2015). Principalmente, se la utilizaba con fines
ornamentales, en rituales religiosos o para dar color a la vestimenta de las personas; por
otra parte, existen reportes de su uso como especia dentro de la cocina nativa (Soler,

2005).

1.2. Importancia econémica y cultural

A nivel global, paises como Brasil, Ecuador, Pert, México y Kenia son los que
maés cultivan esta planta (Leal & Michelangeli, 2012). Esta especie es muy frecuente en
varios de los platillos de la cocina mexicana, la cual es reconocida a nivel mundial como
patrimonio cultural inmaterial de la humanidad (Fernandez, 2016). Por otro lado, en
Ecuador, los principales cultivos se registran en las provincias de Santo Domingo de los
Tsachilas, Manabi, Napo y Zamora Chinchipe (Artieda, 2010). Solo en Manabi, se
comercializan alrededor de 200 quintales de achiote anualmente a empresas como La
Fabril, corporacion que se dedica a la fabricacion de aceites y productos de higiene, lo

cual representa una ganancia aproximada de 33 000 ddlares para la asociacion de
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achioteros de Manabi (El Diario, 2017). Ademas, es importante mencionar los usos
culturales de planta, sobre todo en poblaciones como los Tsachilas donde el colorante del
achiote es utilizado en sus rituales sagrados, para adornarse el cuerpo y el cabello. De
igual forma, sus semillas se utilizan para elaborar collares o0 adornos para sus viviendas
(La Hora, 2019). Histéricamente, existen registros de los Maiongong, una poblacion
indigena de la Amazonia brasilefia, preparando bebidas a partir de esta planta, con el fin
de tratar la malaria (Milliken, 1997). Se sabe que los indigenas brasilefios acostumbran
a pintarse el cuerpo con achiote, debido a su capacidad para repeler insectos (Shanley,

2004).

1.3. Aplicaciones en la industria

Muchos investigadores han vinculado al fruto del achiote, por los carotenoides
que contiene, con aplicaciones farmacéuticas y medicinales (Caiza, 2019). La bixinay la
norbixina han sido foco de estudio, donde se han demostrado las diversas propiedades
farmacologicas de esta planta como, por ejemplo: antiinflamatoria, antioxidante y
cicatrizante (Lourido & Martinez, 2010). Jodinko y colaboradores reportaron, en el 2019,
la propiedad repelente de mosquitos y la actividad larvicida de los aceites esenciales del
achiote. Por otra parte, un estudio realizado por Pacheco et al, evidencio que la bixina
reduce la migracion de neutrofilos, lo que podria ser atil para generar un efecto
antiinflamatorio en el paciente (2019). Se ha evidenciado que los extractos de las semillas
de Bixa orellana L. presentan una mejor concentracion inhibitoria minima (MIC) en
contra de Bacillus cereus (0.2 pug/ml) que el sulfato de gentamicina (0.5 pg/ml) (Rojas,
2006). La bixina es el compuesto que se encuentra en mayor proporcion dentro de los

arilos de las semillas de achiote, desde un 70 a 80% p/p, mientras que la norbixina esta
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presente en menor proporcion, desde un 2% a 5% p/p (Teixeira, Zeng, Godoy, Rivera &
Dobranszki, 2019). Al ser hidrofobica, la bixina se extrae mediante la dilucion en aceites
a altas temperaturas, mientras que la norbixina, se extrae con agua a una temperatura de
40°C, debido a su caracter hidrofilico (Guarrin, 2019)

Por otro lado, los extractos naturales de esta planta también se utilizan en la
industria alimenticia y cosmética (Stringheta et al., 2018). Una investigacion demostré
las propiedades antifingicas del colorante del achiote, generando asi un potencial
conservante natural para diversos tipos de alimentos, sin la necesidad de recurrir a
compuestos sintéticos (Mohammad et al, 2018). Ademas, la bixina es una excelente
alternativa para reemplazar los compuestos artificiales que se utilizan actualmente en la
industria de los cosméticos (Seclén, 2016). Como es evidente, la demanda de esta planta
dentro del mercado es elevada, por lo que es necesario la obtencion de cultivares de esta

especie vegetal.

1.4. Cultivo tradicional del achiote

El fruto del achiote es una capsula de tipo dehiscente, es decir, es un tipo de fruto
que presenta un mecanismo natural para abrirse y liberar sus semillas (The Plant List,
2019). Ademas, la presencia del colorante natural en las semillas de esta especie, puede
inhibir la ruptura de la testa (Leal & Michelangeli, 2012). Igualmente, las semillas de esta
especie requieren un pH medio de 6.25 para germinar y las plantulas de achiote necesitan
29 °C de temperatura promedio para desarrollarse correctamente; condiciones que son
dificiles de conseguir en el campo (Michelangeli, et al., 2003). Adicionalmente, la
polinizacidn cruzada es muy comun en este arbusto, lo que se traduce en rendimientos

muy variados con respecto a sus compuestos secundarios como la bixina, la viabilidad de
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sus las semillas y su tasa de germinacion (Pech, 2017). Como es evidente, el cultivo
tradicional de esta especie presenta limitaciones y contratiempos, por lo que su

micropropagacion dentro del laboratorio resultado interesante.

1.5. Cultivo in vitro del achiote

El cultivo in vitro es una técnica que permite la micropropagacién de plantas en
un tiempo relativamente corto y en condiciones ambientales controladas (Kumar et al,
201). Esta técnica es una excelente alternativa para la propagacion de esta especie,
tomando en cuenta todas las limitaciones que presentan los métodos tradicionales. Es
importante resaltar que las técnicas de cultivo in vitro dependen de un protocolo efectivo
para la esterilizaciéon del material vegetal con el que se inicia el cultivo.

Debido a que no existen varios estudios en la literatura acerca del cultivo in vitro
del achiote, el objetivo de este trabajo fue establecer un protocolo eficiente de

esterilizacion de semillas para implementar el cultivo in vitro del achiote.
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2. METODOS

Los ensayos de esterilizacion en esta investigacion, se dividen en dos categorias:

ensayos de esterilizacion directa de semillas y ensayos de esterilizacion de frutos.

2.1. Recoleccion de material vegetal y almacenamiento

Las semillas para los ensayos de esterilizacion se obtuvieron de la empresa La
Fabril en mayo de 2019. Estas se trasladaron al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de
la USFQ y fueron almacenadas en un ambiente fresco y seco. Para los ensayos de
esterilizacion de fruto, se realizaron salidas de campo en dos lugares distintos: Pallatanga,
Chimborazo y Echeandia, Bolivar, desde julio de 2019 hasta noviembre de 2020. Los
frutos recolectados fueron recubiertos con papel periddico, con la finalidad de protegerlos
a lo largo de la movilizacion. Posteriormente en el laboratorio, fueron almacenados en un

ambiente fresco y seco (Anexo 1).

2.2. Ensayos de esterilizacion directa de semillas

Se llevaron a cabo dos ensayos de esterilizacion directa de semillas. Para el primer
experimento, se siguio el protocolo estandarizado del Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal (Ensayo A). Este protocolo consiste en lavar las semillas con etanol, en una
concentracion al 70%, durante cinco minutos y mas adelante, lavar el material vegetal
con hipoclorito de sodio, al 2.5%, durante 20 minutos. Por ultimo, se realizaron varios
lavados con agua destilada estéril (Zaldivar-Cruz et al, 2003; Chi Chi et al, 2016). La
siembra de las semillas se realizé en dos tipos de medio de cultivo: Murashige y Skoog
(MS), suplementado con acido giberélico (GA3) a 3.0 uM y en el medio basal AM, el cual
contiene la mitad de sales que el medio MS (Joseph, Elenjikkal y Nair, 2011). Se

sembraron 10 semillas en cada frasco y se emple6 un frasco para cada tipo de medio de
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cultivo utilizado. Para el segundo experimento, se siguioé el mismo protocolo detallado
anteriormente utilizando semillas provenientes de Pallatanga, provincia de Chimborazo
(Ensayo B). En esta ocasion, también se sembraron 10 semillas en cada frasco y se utiliz6

un frasco por cada tipo de medio (Anexo 2).

2.3. Ensayos de esterilizacién de frutos

Se realizaron siete ensayos de esterilizacion utilizando frutos. Antes de empezar
con cada uno de los protocolos, se removieron las prolongaciones que caracterizan a los
frutos de achiote. El protocolo general de esterilizacion de fruto utilizado en este proyecto
es una adaptacion a lo descrito por Joseph y colaboradores en el afio 2011, metodologia
que consiste en los siguientes pasos: Tween 20 (1%) por 30 minutos, fungicida Bavistin
(0.1%) por 60 minutos, cloruro mercurico (0.1%) por 10 minutos, sumersion de frutos en
etanol (70%) y, por ultimo, rapido flameo, durante diez segundos. En nuestro caso, todo
el proceso se llevd a acabo de una camara de flujo laminar y empez6 con exposicion de
los frutos a los reactivos Tween 20, Vitavax e hipoclorito de sodio (Anexo 3y 4).
Posteriormente, los frutos fueron flameados rapidamente. En todos los casos, el
detergente Tween 20 se utilizé durante media hora, en una concentracion del 1%. En
cambio, con el fungicida Vitavax, se probaron diversos tiempos de tratamiento a una
concentracion del 0.1%. Mientras que, para el hipoclorito de sodio se probaron diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion. Por ultimo, una vez que el fruto fue flameado,
se lo abrid, con la ayuda de un bisturi estéril se obtuvieron las semillas. A continuacion,

se detallan las variantes para cada protocolo realizado.
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2.3.1. Variacién de la concentracién de hipoclorito de sodio.

Para este protocolo (Ensayo C), se probaron las siguientes concentraciones de
hipoclorito de sodio: 0.1%, 1% y 2.5%, durante 10 minutos. Cabe recalcar que en este
ensayo también se utiliz6 fungicida Vitavax al 0.1%, durante 60 minutos (Joseph et al,
2011). La siembra de las semillas se la realiz6 en medio Murashige y Skoog (MS),
suplementado con la hormona GA4 (acido giberélico), en una concentracion de 3.0 uM.
Se sembraron 10 semillas en cada frasco y se utilizaron tres frascos por cada tratamiento,

dando un total de 9 frascos.

2.3.2. Variacion del tiempo de exposicion en hipoclorito de sodio.

Se realizaron dos experimentos de esterilizacion de fruto variando el tiempo de
exposicion a hipoclorito de sodio. En ambos casos, se utilizd la concentracion de
hipoclorito de sodio més alta del ensayo anterior (2.5%). Para el primer experimento de
esterilizacion de fruto variando el tiempo de exposicion de hipoclorito de sodio, se
probaron tres diferentes tiempos del reactivo: 10, 15, y 18 minutos (Ensayo D). La
siembra de las semillas se la realizé en medio MS, suplementado con la hormona GAs, en
una concentracion de 3.0 uM. Se sembraron 10 semillas en cada frasco y se utilizaron tres
frascos por cada tratamiento, dando un total de nueve frascos.

Por otro lado, para el segundo experimento, se probaron los siguientes tiempos:
12, 15y 18 minutos (Ensayo E). En esta ocasion, ademas de emplear el medio MS + GA;
(3.0 uM), se decidio utilizar medio AM. En este caso, se sembraron 10 semillas por cada
frasco y dos frascos por cada tratamiento, uno para cada tipo de medio de cultivo, dando

un total de seis frascos.
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2.3.3. Variacion de tiempo en Vitavax.

Se realizaron cuatro experimentos de esterilizacion del fruto variando el tiempo
de exposicion a Vitavax. En todos los casos, se utilizd hipoclorito de sodio al 2.5%
durante 15 minutos. Para el primer experimento de esterilizacion del fruto variando el
tiempo de exposicién de Vitavax, se tratd los frutos con fungicida Vitavax a una
concentracion de 0.1%, durante: 30, 45 y 60 minutos (Ensayo F). La siembra se realiz6
en los medios AM y MS + GA; (3.0 uM). En cada frasco se sembraron 10 semillas y se
emplearon dos frascos por cada tiempo de exposicion con Vitavax, uno para cada tipo de
medio de cultivo, dando un total de seis frascos.

Para el segundo experimento de esterilizacion del fruto variando el tiempo de
exposicion a Vitavax, se probaron 45 y 60 minutos de tratamiento con el fungicida
(Ensayo G). La siembra se realizd Unicamente en medio MS + GA; (3.0 uM). Se
sembraron diez semillas por cada frasco y se emplearon cinco frascos para cada
tratamiento, dando un total de diez frascos.

Para el tercer experimento de esterilizacion del fruto variando el tiempo de
exposicion a Vitavax, se probaron 45 y 60 minutos de exposicién al fungicida (Ensayo
H). En esta ocasion, se volvieron a probar los dos tipos de medio: AM y MS + GA5 (3.0
uM). Para este ensayo, se sembraron diez semillas por cada frasco y se utilizaron, cinco
frascos para cada tipo de medio de cultivo, dando un total de 20 frascos.

Para el cuarto experimento de esterilizacion del fruto variando el tiempo de
exposicion a Vitavax, se probaron tres tiempos de exposicion del fruto al fungicida: 20,
30 y 40 minutos (Ensayo I). Para este protocolo también se probaron los dos tipos de

medio de cultivo: MS + GA; (3.0 uM) y AM. Se sembraron diez semillas por frasco y se
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utilizaron diez frascos por cada tiempo de exposicion al fungicida, cinco por cada tipo de

medio de cultivo, dando un total de 30 frascos.

2.4. Registro y analisis estadistico

Una vez concluida la siembra de las semillas, los frascos fueron transportados al
cuarto de cultivo del Laboratorio de Biotecnologia vegetal USFQ, donde se cultivaron a
una temperatura de 23 £ 2 °C y con un fotoperiodo de 16 horas. El registro de los datos
se realiz6 cada 2 dias en el programa Excel. Se registraron datos de germinacion. Estos
fueron considerados por cada semilla sembrada. En cambio, los datos de esterilizacion se
anotaron por frasco. Los analisis estadisticos se realizaron en el software Minitab, en el

cual se corroboro la distribucion normal de los datos y se estableci6 una prueba ANOVA.
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3. RESULTADOS
3.1. Ensayos de esterilizacion de semillas

En cuanto a los resultados obtenidos en el ensayo A, tanto la tasa de germinacion
como la de esterilizacion fue del 0% para ambos tipos de medio de cultivo. Con relacién
al ensayo B, el medio MS + GA5 presentd un porcentaje de germinacién del 20% (2/10),
mientras con en el medio AM, el 10% (1/10) de las semillas germinaron. Para este ensayo,

la primera semilla en germinar se observé después de 14 dias (Tabla 1 y Figura 1).

3.2. Ensayos de esterilizacion de fruto

3.2.1. Variacion de concentracion de hipoclorito.

En cuanto al ensayo C, con 2.5% de hipoclorito de sodio, el 6.67% (2/30) de las
semillas germinaron y, se logrd esterilizar uno de los tres frascos utilizados, lo que
representa un 33.33% de esterilizacion. La tasa de esterilizaciéon y germinacion para las
demas concentraciones del reactivo fue del 0%. Con la prueba estadistica ANOVA, se
obtuvo un valor p mayor a 0.05, por lo que se concluye que no existe una diferencia

significativa entre los tratamientos (Tabla 2 y Figura 2).

3.2.2. Variacion de tiempo de exposicion del fruto a hipoclorito de sodio.

Para el ensayo D, con 15 minutos de exposicién a hipoclorito de sodio, la
germinacién fue del 23.33% (7/30) y se logro esterilizar todos los frascos utilizados. En
este caso, la primera semilla germin6 después de 12 dias, a partir la siembra. En cambio,
con 18 minutos de tratamiento, se evidencié que 13.33% (4/30) de las semillas
germinaron y se consiguio el 100% (3/3) de frascos estériles. La primera semilla germiné
a los diez dias desde la siembra. Por ultimo, con diez minutos de tratamiento, la

geminacion fue del 6.67% (2/30) y se logro el 33.3% (1/3) de esterilizacién. La primera
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semilla germino a los 14 dias, desde la siembra (Tabla 3 y Figura 3). Dentro del software
Minitab, se corrobor6 la distribucién normal de los datos. Seguido de esto, se aplicd un
analisis de varianza, con el cual se obtuvo un valor p mayor a 0.05, el cual permitio
concluir que no existe diferencia significativa entre los distintos tratamientos.

En cuanto a los resultados obtenidos con el ensayo E, con respecto al tratamiento
con 12 minutos, el porcentaje de germinacion fue del 70% (7/10) para el medio MS +
GA5 y del 60% (6/10) para el medio AM. Por otro lado, no se logré esterilizar ningin
frasco para este tiempo de exposicion (0/2). La germinacién de la primera semilla se
evidencio después de cuatro dias. En cambio, con 15 minutos de tratamiento con
hipoclorito de sodio, el 50% (5/10) de las semillas germinaron y el porcentaje de
esterilizacion fue del 0% (0/2), en los dos tipos de medio de cultivo utilizados. La
germinacion de la primera semilla se evidencié despueés de cinco dias, desde la siembra.
Por ultimo, con 18 minutos de hipoclorito de sodio, todos los frascos se contaminaron.
Por otra parte, el 10% (1/10) de las semillas germinaron con el medio AM y ninguna
semilla germind en el medio MS + GA5. En esta ocasion, la primera semilla en germinar
se registrd después de siete dias (Tabla 3 y Figura 4). Se comprobd la distribucion normal
de los datos, mediante una prueba de normalidad en Minitab. Después, se realiz6 un
analisis de varianza. Se obtuvo un valor p menor a 0.05, el cual permite concluir que si
existe una diferencia significativa entre los tratamientos analizados. Por Gltimo, mediante
una prueba de Tukey, se logré agrupar a los tratamientos de 12 y 15 minutos, mientras
que el tratamiento con 18 minutos se clasific6 como una agrupacion individual. Esto se

determind a través de una gréafica de intervalos.
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3.2.3. Variacion de tiempo en Vitavax.

En cuanto al ensayo F, con 45 minutos de Vitavax, se evidencié 100% (10/10) de
germinacion y esterilizacion para ambos tipos de medio de cultivo. En este caso, la
primera semilla en germinar se observo después de siete dias. Por otro lado, con 60
minutos de exposicién a Vitavax, el medio MS + GA; presentd 100% (10/10) de
germinacion y esterilizacion. La primera semilla en germinar se observo después de 7
dias. Mientras que, para el medio AM, no se logré la esterilizacion en ningan frasco (0/1)
y ninguna semilla germino (0/10). Por ultimo, con 30 minutos de tratamiento, se observo
70% (7/10) de germinacién y 0% de esterilizacion, tanto en el medio AM como en el
medio MS + GA;. Las primeras semillas germinaron después de siete dias, desde la
siembra. En este ensayo también se comprobd la distribucion normal de los datos.
Seguido de eso se realiz6 un ANOVA. En esta ocasion, se obtuvo un valor p mayor a
0.05. Por lo tanto, se concluyd que no existe una diferencia significativa entre los distintos
tratamientos (Tabla 4 y Figura 5).

En cuanto al ensayo G, con 45 minutos de exposicion de fungicida Vitavax, la tasa
de germinacion fue del 36% (18/50) y se logro la esterilizacidon del 20% (1/5) de los
frascos. Las primeras semillas germinaron después de cuatro dias. En cambio, con 60
minutos de tratamiento, se observd 8% (4/50) de germinacion y 40% (2/5) de
esterilizacion. En este caso, la primera semilla germind después de ocho dias. Se
comprobd la distribucion normal de los datos, mediante una prueba de normalidad.
Después, se realizé una prueba ANOVA, en donde se obtuvo un valor p mayor a 0.05,
por lo que se concluyd que no existe una diferencia significativa entre los tratamientos

analizados (Tabla 4 y Figura 6).
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Con respecto al ensayo H, ninguna semilla logré germinar. En cuanto a la
esterilizacion, con 60 minutos de tratamiento, se esterilizaron el 100% (10/10) de los
frascos. Por otro lado, con 45 minutos de tratamiento con Vitavax, se consiguio el 80%
(4/5) de los frascos estériles en el medio AM, y el 100% (5/5) de los frascos en el medio
MS + GA; (Tabla 4 y Figura 6).

Por ultimo, en relacién al ensayo I, con 40 minutos de exposicién a Vitavax, se
logro esterilizar el 20% de los frascos con medio AM y 20% de los frascos con medio MS
+ GA5. En cuanto a la germinacion, se obtuvo 60% (30/50) en el medio AM y 64% (32/50)
en el medio MS + GA5. La primera semilla germiné después de 11 dias desde la siembra.
En cambio, con 30 minutos de tratamiento con Vitavax, no se logro esterilizar ningin
frasco. En cuanto a la germinacion, se obtuvo 28% (14/50) en el medio AM y 36% (18/50)
en el medio MS + GA5. Para este tiempo de exposicion, la primera semilla germiné
después de nueve dias, desde la siembra. Por Gltimo, con 20 minutos de tratamiento, no
se logro esterilizar ningun frasco. En cuanto a la germinacion, se obtuvo 18% (9/50) para
el medio AM y 24% (12/50) para el medio MS + GA;. La primera semilla germind a los
nueve dias, desde la siembra. Se comprobd la distribucion normal de los datos. En
seguida, se realiz6 un andlisis de varianza con los datos, con el cual se obtuvo un valor p
mayor a 0.05, por lo tanto, se concluy6 que no existe una diferencia significativa entre

los distintos tratamientos (Tabla 4 y Figura 7).
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4. DISCUSION

Para implementar cualquier método de cultivo in vitro, la esterilizacion del
material vegetal es un requisito indispensable. Se decidié emplear semillas como el
material vegetal de partida y etanol e hipoclorito de sodio como agentes de esterilizacion
para los primeros experimentos. En relacion a los dos primeros ensayos, en los cuales se
emplearon semillas de distinto origen, la germinacion y esterilizacion en el ensayo B, fue
mayor a la observada en el ensayo A.

Existen diversos reportes cientificos acerca del cultivo in vitro del achiote, que han
utilizado semillas como material vegetal de inicio y etanol e hipoclorito de sodio como
parte de sus protocolos de esterilizacion (Almeida et al, 1996; Zaldivar-Cruz et al, 2003;
Parimalan et al, 2008; Chi Chi et al, 2016; Vidal et al, 2019). Con respecto al etanol, se
han reportado tiempos de exposicidn de dos a cinco minutos, a una concentracion de 70%
(Almeida et al, 1996; Zaldivar-Cruz et al, 2003; Parimalan et al, 2008; Chi Chi et al, 2016;
Vidal et al, 2019). Con relacion al hipoclorito de sodio, se han empleado concentraciones
desde 0.1% hasta 4.5% Yy tiempos de tratamiento de 7 hasta 20 minutos. Utilizando este
protocolo de esterilizacion, reportes anteriores han obtenido porcentajes de germinacion
superiores al 73% (Almeida et al, 1996; Zaldivar-Cruz et al, 2003; Parimalan et al, 2008;
Chi Chi et al, 2016; Vidal et al, 2019). Como se puede observar en el anexo 2, las
concentraciones y los tiempos de tratamiento utilizados para etanol e hipoclorito de sodio
en el presente trabajo son valores que ya han sido empleados en investigaciones anteriores
para el cultivo in vitro de esta especie (Almeida et al, 1996; Zaldivar-Cruz et al, 2003;
Parimalan et al, 2008; Chi Chi et al, 2016; Vidal et al, 2019). Por lo tanto, esto sugiere
que otros factores, externos al protocolo de esterilizacion, influyeron en los resultados de
germinacidn obtenidos. Se sabe que el proceso de secado de las semillas, es un factor que

puede influir en la germinacion de las mismas (Goldbach, 1979; Das et al, 2018). Estas
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semillas requieren un secado a la sombra, de lo contrario, su tegumento interno se engrosa
y, como resultado, se generan conformaciones estructurales dentro de la semilla que
dificultan la germinacion (Nunes et al, 2013). Ademas, una caracteristica de todas las
semillas de la familia Bixaceae es una testa impermeable, por lo que el proceso de
imbibicion se ve obstruido en muchos casos (Yogeesha et al, 2005). Por otro lado, en
estos experimentos no se obtuvieron resultados esperados en cuanto a la esterilizacion.
De hecho, en el primer ensayo, no se logré esterilizar ningln frasco. Se sabe que una
humedad interna elevada del material vegetal podria favorecer a la proliferacion de
microorganismos (Goldbach, 1978; Yogeesha et al, 2005; Joseph et al, 2011).

Considerando que, al utilizar semillas como material vegetal de inicio para los dos
primeros ensayos de esterilizacion, las tasas de germinacion y esterilizacion fueron bajas,
se decidié emplear un protocolo de esterilizacion de frutos. Con este tipo de protocolos
se han reportado tasas de germinacion superiores al 93% (Joseph et al., 2011; Parimalan
et al., 2011; Mohammed et al., 2015). El presente trabajo estd basado en uno de esos
reportes cientificos, en el cual se utilizaron los siguientes reactivos: un detergente
polisorbitol, con el objetivo de romper la tension superficial del fruto y asi permitir que
los demas reactivos actien de manera Optima, un fungicida, con la finalidad de eliminar
la carga fangica presente en la superficie de los frutos y, por altimo, cloruro mercurico,
como desinfectante (Joseph et al., 2011). En el presente trabajo, se decidio reemplazar el
cloruro mercurico por hipoclorito de sodio, debido a su gran eficiencia de esterilizacion
y su facil adquisicion en el mercado (Teixeira et al, 2019).

Para evaluar si la concentracion de hipoclorito de sodio en los ensayos de
esterilizacion directa de semillas fue excesiva, en el ensayo C, se decidid probar diferentes

concentraciones de este reactivo. Sin embargo, en este ensayo la germinacion no supero
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el 6.67%. En un estudio cientifico acerca del cultivo in vitro del achiote, donde también
se utiliz6 hipoclorito de sodio al 2.5%, se obtuvieron resultados mucho mas eficientes:
una respuesta del 100% en cuanto a la frecuencia de regeneracion de brotes por parte de
las plantas (Vidal et al., 2019). Esto sugiere que otros factores, aparte de la concentracion
de hipoclorito de sodio, influyeron en los resultados del ensayo C. Por lo tanto, para los
ensayos D y E, se decidi6 probar diferentes tiempos de exposicion a hipoclorito de sodio.

Existen estudios acerca del cultivo in vitro del achiote que han utilizado
hipoclorito de sodio por un tiempo de exposicion de cinco minutos dentro de su protocolo
de esterilizacion, mientras que otros reportes han empleado el mismo reactivo durante 30
minutos (de Cruz et al, 2015; Michelangeli de Clavijo et al, 2002). En este trabajo, se
utilizaron tiempos de exposicion desde 10 hasta 18 minutos. En el ensayo D, los mejores
resultados se obtuvieron con hipoclorito de sodio al 2.5% durante 15 minutos. Por ende,
para el ensayo E, se decidi6 establecer 12 minutos de tratamiento con este agente, con la
finalidad de replicar la tasa de esterilizacion que se obtuvo con 15 minutos, pero mejorar
el porcentaje de germinacion de las semillas. Sin embargo, en el ensayo E, tanto la
esterilizacion como la germinacion, disminuyeron. Es importan mencionar que, en todos
los trabajos cientificos mencionados anteriormente, se han obtenido tasas de germinacion
superiores al 85% (Michelangeli de Clavijo et al, 2002; Cruz et al, 2015). Esto sugiere
que el tiempo de exposicion a hipoclorito de sodio en estos ensayos no fue la causa de la
baja tasa de germinacion que se registro. Una posible explicacion es que la aplicacion del
fungicida Vitavax sobre los frutos, afecto la germinacion de las semillas. Recordando que
en los ensayos C, D y E se utiliz0 este reactivo a una concentracion de 0.1%, durante 60
minutos, como se reporta en el articulo de referencia para el protocolo de esterilizacion

utilizado para este proyecto (Joseph et al, 2011). Por esta razén, para los siguientes
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ensayos, se decidid fijar la exposicion de los frutos a hipoclorito de sodio al 2.5% por 15
minutos y variar el tiempo de exposicion al fungicida Vitavax.

Los fungicidas son ampliamente utilizados en el cultivo in vitro del achiote y de
muchas otras especies. Los fungicidas mas utilizados para la esterilizacion de material
vegetal de achiote son: Bavistin, del 0.1% al 1% de concentracion, en un tiempo de
exposicion que varia desde una hasta tres horas; Nistatina al 0.01% durante dos horas y
Agrimicina al 0.2% durante dos horas (Parimalan et al., 2007; Joseph et al., 2011; Castello
et al., 2012; Siril & Joseph, 2013; de Cruz et al., 2015). Sin embargo, en este estudio se
decidié emplear el fungicida Vitavax para realizar lavados del material vegetal, ya que el
porcentaje de germinacion, las caracteristicas de crecimiento de la planta y el desarrollo
de hojas no se ven afectados, siempre y cuando se lo utilice en una concentracion
adecuada (Senoussi, 2010). Es necesario aclarar que, hasta el momento, no se han
reportado trabajos en los que se use este fungicida en el cultivo in vitro de achiote. El
fungicida Vitavax tampoco ha sido empleado para realizar lavados de frutos. De hecho,
la forma mas comun de utilizar el fungicida es disolviéndolo dentro del medio de cultivo,
es decir, no lo emplean de manera directa sobre el material vegetal (Quintero & Urdaneta,
1997; Shovan et al., 2008; Abu-Taleb et al., 2008).

En el ensayo F, con 45y 60 minutos de exposicion a Vitavax, se obtuvo una tasa
de germinacién alta. Sin embargo, en este ensayo se empled un nimero relativamente
bajo de semillas; 20 por cada tratamiento. Por ello, es probable que los datos de la
germinacion obtenidos en este experimento, no sean estadisticamente significativos. Por
lo tanto, para el ensayo G se decidio aumentar el nimero de semillas para cada
tratamiento. Un estudio recomienda un minimo de 100 semillas para obtener resultados

estadisticamente significativos (Giannetti et al, 2020). Como se muestra en la tabla 4, el



28

porcentaje de germinacion en el ensayo G fue de 36% o menos. Por lo tanto, se decidid
realizar nuevamente este experimento en el ensayo H, con el fin de corroborar estos
resultados.

En el ensayo H, los resultados de la esterilizacion superaron el 80%, sin embargo,
no se observo germinacion en ningun frasco. Esto sugiere que los tiempos de exposicion
empleados en el ensayo H fueron muy prolongados, considerado que el fungicida Vitavax
nunca ha sido reportado como un agente para realizar lavados de frutos. Ademas, se sabe
que un tiempo de exposicién muy prolongado, a la gran parte de fungicidas, puede afectar
el vigor de las semillas (Lozano et al, 2006). Por lo tanto, para el ensayo I, se decidi6
probar tiempos menores de tratamiento con Vitavax. En este experimento no se logro
esterilizar ningun frasco con 20 y 30 minutos de tratamiento de Vitavax. Se sabe que el
tiempo minimo de tratamiento con algin fungicida dentro del cultivo in vitro del achiote
es de 60 minutos (Joseph et al, 2011). Por lo tanto, es muy probable que los tiempos de
exposicion al fungicida, utilizados en el ensayo I, fueron muy débiles. Esto nos hacen
pensar que existen varios factores que influyen en los resultados de este tipo de
protocolos. Por ejemplo, se sabe que mientras mas maduros son los frutos, la testa de las
semillas se vuelve mas compacta, afectando la germinacion (Lopes et al, 2008; Das et al,
2018).

Por ultimo, el tiempo promedio de germinacion registrado en este proyecto fue de
ocho dias. Periodo de tiempo que se ajusta bastante bien con los resultados reportados en
la literatura. En el estudio cientifico que sirvio como referencia para este trabajo, se
reportd un tiempo promedio de germinacion de 15.16 dias, utilizando el mismo medio de

cultivo y la misma hormona que se emple0 en esta investigacion (Joseph et al, 2011).
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5. CONCLUSIONES

El establecimiento de un protocolo de esterilizacion del material vegetal de
variedades nativas es un campo desconocido, lo cual representa un reto. En general, la
tasa de germinacion del achiote es baja, independientemente de los reactivos que se
utilicen para su esterilizacion, por lo que la baja tasa de germinacion reportada en este
estudio no estaria influenciada necesariamente por la aplicacion de los diferentes
desinfectantes utilizados. Por otro lado, se noté que es necesario el uso de un fungicida
para este tipo de protocolo, ya que la mayor parte de la contaminacion observada en los
frascos fue por hongos. Hasta el momento, se han visto resultados alentadores al usar una
concentracion de hipoclorito de sodio de 2.5%, durante 15 minutos y una exposicion a
Vitavax (0.1%) por 45 minutos, en donde las tasas de germinacion fueron de 100% vy la
tasa de esterilizacion de 100%. No obstante, estos resultados no son concluyentes, por lo
que es necesario probar nuevos ensayos de exposicion a estos reactivos para finalmente
estandarizar este protocolo de esterilizacion.

Es necesario recalcar la importancia del trabajo con especies nativas, el cual
muchas veces presenta limitaciones, por lo que esta investigacion ha tratado de dar los
primeros pasos en cuanto a la introduccion del achiote a condiciones estériles. Se
recomienda probar otros protocolos de esterilizacion directa con semillas, considerando
factores como la humedad interna, el almacenamiento del material vegetal y la edad de la
planta, por lo que se sugiere estandarizar el proceso de coleccion y almacenamiento. Por
otro lado, se propone que la procedencia, asi como es estado de madurez del fruto son
factores que puede influir sobre los resultados obtenidos en este tipo de protocolos. Por
ultimo, se recomienda el uso de un nimero mayor de semillas para ensayos futuros, con

el fin de obtener resultados concluyentes.
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6. TABLAS

Tabla 1: Resultados de los ensayos de esterilizacion directa de semillas utilizando
hipoclorito de sodio al 2.5% (Ensayos Ay B). Cada letra en mayuscula representa cada
ensayo. Ensayo A: semillas de La Fabril S.A. Ensayo B: semillas de Pallatanga. MS:
Murashige y Skoog. AM: medio basal. GA5: acido giberélico. *Tiempo de germinacion:
14 dias.

Tipo de Semillas rilac (0
Ensayo Medio germinadas (%) Frascos estériles (%0)
A MS + GA, 0% 0%
AM 0% 0%
B* MS + GA,4 20% 0%
AM 10% 100%

Tabla 2: Resultados del ensayo de esterilizacién de fruto variando la concentracion
de hipoclorito de sodio (Ensayo C). Cada nUmero representa cada tratamiento.
Tratamiento 1: 0.1%. Tratamiento 2: 1%. Tratamiento 3: 2.5%. MS: Murashige y Skoog.
GAj3: &cido giberélico.

Tratamiento T\I/IZZ%E gerr:?r:zgis (%) Frascos estériles (%)
1 MS +GA; 0% 0%
2 MS + GA4 0% 0%
3 MS + GA; 6.67% 33.33%

Tabla 3: Resultados de los ensayos de esterilizacion de fruto variando el tiempo de
exposicion con hipoclorito de sodio (Ensayos D y E). Cada letra en mayuUscula
representa cada ensayo. Cada numero representa cada tratamiento. Ensayo D: 10, 15y 18
minutos. Ensayo E: 12, 15 y 18 minutos. MS: Murashige y Skoog. AM: medio basal.
GAj: acido giberélico. *Tiempo de germinacion: 12 dias **Tiempo de germinacion: 4

dias.

: Tipo de Semillas irilac (O
Ensayo | Tratamiento Medio germinadas (%) Frascos esteriles (%0)
1 MS + GA4 6.67% 33.33%
D* 2 MS + GA, 23.33% 100%
3 MS + GA, 13.33% 100%
1 MS + GA4 70% 0%
AM 60% 0%
Exx 5 MS + GA, 50% 0%
AM 50% 0%
3 MS + GA, 0% 0%
AM 10% 0%




31

Tabla 4: Resultados de los ensayos de esterilizacion de fruto probando diferentes
tiempos de exposicion a Vitavax (Ensayos F, G, H e 1). Cada letra en mayuscula
representa cada ensayo. Cada nimero representa cada tratamiento. Ensayo F: 30, 45 y 60
minutos. Ensayo G: 45y 60 minutos. Ensayo H: 45 y 60 minutos. Ensayo I: 20, 30 y 40
minutos. MS: Murashige y Skoog. AM: medio basal. GA5: acido giberélico. *Tiempo de
germinacion: 7 dias. **Tiempo de germinacion: 4 dias. ***Tiempo de germinacion: 9

dias.
Ensayo | Tratamiento TI\I/IF;,% S)e gern??rzgg?ss (%) Frascos estériles (%)
1 MS + GA, 70% 0%
AM 70% 0%
F* 5 MS + GA4 100% 100%
AM 100% 100%
5 MS + GA, 100% 100%
AM 0% 0%
Gr 1 AM 36% 20%
2 AM 8% 40%
1 AM 0% 80%
H MS + GA, 0% 100%
5 AM 0% 100%
MS + GA, 0% 100%
1 AM 18% 0%
MS + GA, 24% 0%
[ 5 AM 28% 0%
MS + GA, 36% 0%
3 AM 60% 20%
MS + GA, 64% 20%
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7. FIGURAS
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Figura 1: Resultados de los ensayos de esterilizacion directa de semillas. A:
porcentajes de germinacion y esterilizacion. B: Fotografias de los ensayos Ay B.
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Figura 2: Resultados del ensayo de esterilizacion de fruto variando la concentracion
de hipoclorito de sodio (Ensayo C). A: Porcentajes de germinacion y esterilizacion. B:

fotografias del ensayo C.
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Figura 3: Resultados del primer ensayo de esterilizacion de fruto variando el tiempo
de exposicion con hipoclorito de sodio (Ensayo D). A: porcentajes de germinacion y
esterilizacion. B: fotografias del ensayo D.
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Figura 4: Resultados del segundo ensayo de esterilizacion de fruto variando el
tiempo de exposicion con hipoclorito de sodio (Ensayo E). A: porcentajes de
germinacion y esterilizacién. B: fotografias del ensayo E.



A 100%
90%
80%
__ 70%
S
S 60%
£ 50%
]
© 40%
&
30%
20%
10%
0%
B

100% 100%  100%

70% 70%
%
0% 0%

1/MS 1/AM  2/MS 2/AM  3/MS

M Semillas germinadas (%)

I Frascos estériles (%)

‘I% ‘I%

36

0%0%

3/AM

Figura 5: Resultados del primer ensayo de esterilizacion de fruto variando el
tiempo de exposicion con Vitavax (Ensayo F). A: porcentajes de germinacion y
esterilizacion. B: fotografias del ensayo F.
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Figura 6: Resultados del segundo ensayo de esterilizacion de fruto variando el
tiempo de exposicién con Vitavax (Ensayo G). A: porcentajes de germinacion y
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Figura 7: Resultados del tercer ensayo de esterilizacion de fruto variando el tiempo
de exposicion con Vitavax (Ensayo H). A: porcentajes de germinacion y esterilizacion.
B: fotografias del ensayo H.
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Figura 8: Resultados del cuarto ensayo de esterilizacion de fruto variando el tiempo
de exposicion con Vitavax (Ensayo I). A: porcentajes de germinacion y esterilizacion.
B: fotografias del ensayo I.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1: Recoleccién y almacenamiento del material vegetal

53

Lugar de | Material Ensayos de Material Sitio de
recoleccion | vegetal esterilizacién protector | almacenamiento
1 Semillas 1 (semillas) Vidrio Estante seco
2 (semillas) Papel
2 Frutos 1,2 (frutos) periodico Estante seco
3 Frutos 34,5618 ng e_I Estante seco
(frutos) periddico

9.2. Anexo 2: Disefio experimental para los ensayos de esterilizacion de semillas

Tratamiento Disefio
Hipoclorito de | Lavados con | # de semillas Tipo de
0,
Etanol (70%) sodio (2.5%) agua por frasco medio
. . destilada 10 MS + GA,
5 minutos 20 minutos estéril 10 AM

9.3. Anexo 3: Disefio experimental para los ensayos de esterilizacion de frutos

Tratamiento Disefio
Tween . Hipoclorito # de semillas Tipo de
Vitavax . .
20 de sodio por frasco medio
10 MS + GA,
Flameo con 10 AM
etanol 10 MS + GA,
1% 0.1% 2.5% 10 AM
10 MS + GA,
10 AM
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9.4. Anexo 4: Disefio experimental adaptado de Joseph et al, 2011

1. Recoleccion

—_—

2. Desinfeccion

Tween 20 Fungicida Vitavax  Hipoclorito de
(1%) (0,1%) sodio (2,5%) Etanol 70%
—
“ H,0 (d) H>0 (d) H,0 (d)

~

30 minutos
3. Siembra

Semillas Slembra

estériles i ——

Acido giberélico (GA3) 3uM



