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RESUMEN

Amburana acreana es una de las especies altamente demandadas en el mercado por su
valiosa importancia comercial, teniendo en cuenta sus multiples aplicaciones en la
carpinteria y sus semillas, en la perfumeria. Actualmente, la extraccion forestal se ha
enfocado en unas cuantas especies lideres como el ishpingo, lo cual la ha colocado en riesgo
de extincion. Sumado a ello, la situacion de esta especie se intensifica debido a que la
produccion de semillas solo es una vez al afio lo que imposibilita su regeneracion continua
como muchas otras especies forestales. Por lo expuesto anteriormente, el objetivo del
presente estudio se centra en desarrollar un protocolo de propagacién in vitro para la
produccion masiva del ishpingo. Para ello, se trabajaron con semillas, las cuales provenian
de arboles semilleros del bosque concesionado del distrito de Puerto Inca. Primero, se
establecio el protocolo de desinfeccion superficial en diferentes concentraciones de NaCIlO,
obteniéndose mejores resultados de germinacion con 75% y de contaminacién con 15% en
el T2 (2,5% de NaClO durante 30 minutos). Para la fase de multiplicacion, se evaluaron 16
tratamientos en los medios de cultivo de MS y WPM con diferentes concentraciones de las
citocininas BAP y ZEA. Los tratamientos con el medio de cultivo WPM tuvieron poca
efectividad en la brotacion de las plantulas. Las més altas tasas de multiplicacion se
obtuvieron con el medio de cultivo MS con la hormona BAP, siendo el mejor el T2 (MS +
1 mg/L BAP) con un promedio de 2,01 de brotes. En la fase de enraizamiento, se evaluaron
seis tratamientos en medio de cultivo MS con diferentes concentraciones de auxinas (AlA,
ANA 'y AIB); sin embargo, las microestacas no mostraron los resultados esperados y solo se
evalud la tasa de sobrevivencia. Por esta razon, se evaluaron tres tratamientos adicionales en
medio de cultivo MS con diferentes concentraciones de IBA, sin embargo, las microestacas

no sobrevivieron.

Palabras claves: Micropropagacion, multiplicacion, Amburana acreana, citoquininas,

auxinas



ABSTRACT

Amburana acreana is one of the highly demanded species in the market due to its valuable
commercial importance, taking into account its multiple applications in carpentry and its
seeds in perfumery. Currently, logging has focused on a few leading species such as the
Ishpingo, which has put it at risk of extinction. Added to this, the situation of this species
intensifies because the production of seeds is only once a year, which makes its continuous
regeneration impossible like many other forest species. Due to the above, the objective of
this study is to develop an in vitro propagation protocol for the mass production of ishpingo.
For this, | worked with seeds, which came from seed trees of the concessioned forest of the
Puerto Inca district. First, the surface disinfection protocol was established in different
concentrations of NaClO, obtaining better germination results with 75% and contamination
with 15% in T2 (2.5% NaClO for 30 minutes). For the multiplication phase, 16 treatments
were evaluated in the MS and WPM culture media with different concentrations of the
cytokinins BAP and ZEA. The treatments with the WPM culture medium had little
effectiveness in the sprouting of the seedlings. The highest multiplication rates were obtained
with the MS culture medium with the hormone BAP, the best being T2 (MS + 1 mg /L BAP)
with an average of 2.01 shoots. In the rooting phase, six treatments were evaluated in MS
culture medium with different concentrations of auxins (AlA, ANA and AlB); however, the
microstakes did not show the expected results and only the survival rate was evaluated. For
this reason, three additional treatments were evaluated in MS culture medium with different

concentrations of IBA, however, the microstakes did not survive.

Keywords: Micropropagation, multiplication, Amburana acreana, cytokinins, auxins



I. INTRODUCCION

En el Per( existen aproximadamente 72 millones de hectareas de bosques con una amplia
biodiversidad, siendo los bosques amazonicos los que presentan la mayor superficie con 94
por ciento, lo que lo convierte en uno de los diez paises del planeta con mayor extension de
masas arboladas predominantemente lefiosas. Los bosques amazonicos tienen un rol clave
por cumplir funciones ecoldgicas, econémicas y culturales, asi como producir servicios
ecosistémicos, entre otros (Rautner et al., 2013; Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO), 2016).

A pesar de los multiples beneficios que los bosques tropicales y sobre todo los ecosistemas
forestales representan para la sociedad, su conservacion enfrenta dos amenazas principales,
la deforestacion y la degradacidn, no solo por la alta demanda de la madera que es un recurso
basico en la poblacidn, sino que también para la conversion de sus tierras forestales en tierras
para la agricultura y ganaderia debido al aumento poblacional (FAO, 2016; Ministerio del
Ambiente (MINAM), 2016).

Los bosques amazonicos presentan una gran variedad de especies lefiosas y maderables de
alto valor, siendo una de ellas Amburana acreana “ishpingo”. Esta especie caducifolia
pertenece a la familia de las fabaceas y es altamente cotizada en el mercado nacional e
internacional por la excelente calidad y durabilidad de su madera, siendo utilizada en la
fabricacion de puertas y ventanas, asi como en la industria de la construccion (Reynel et al.,
2003; Dancé, 2006). Es por estas caracteristicas que es altamente demandada lo que puede

representar un peligro para su conservacion sin las medidas necesarias.

El ishpingo tiene una distribucion principalmente en las regiones de Huanuco, Loreto, San
Martin y Ucayali (Brako y Zarucchi, 1993). En lo que respecta a su fenologia, la
diseminacion de las semillas de esta especie es anual (Flores, 1997), lo que puede representar

un problema a largo plazo si se mantiene el ritmo extractivo de especies maderables en los



bosques sin considerar arboles semilleros para su recuperacion. Ante esta situacion, surge la
necesidad de crear alternativas de propagacion y conservacion, siendo una de ellas, la
micropropagacion. La micropropagacion in vitro es uno de los multiples métodos que han
ayudado a incrementar el nimero de individuos de varias especies lefiosas. Ello consiste en
el cultivo y multiplicacion a partir de una parte de la planta madre en un medio aséptico
(Smith y Wood, 1998).

Por lo expuesto, la presente investigacion tuvo como objetivo desarrollar una metodologia
alternativa de regeneracion de la especie Amburana acreana utilizando la técnica de
micropropagacion in vitro a partir de yemas apicales provenientes de la germinacion in vitro

de semillas.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Clasificacion taxonomica del ishpingo (Amburana acreana)

- Reino: Plantae

- Division: Magnoliophyta

- Clase: Magnoliopsida

- Orden: Fabales

- Familia: Fabaceae.

- Subfamilia: Faboideae

- Género: Amburana

- Tribu: Swartzieae

- Especie: Amburana acreana (Ducke) A.C. Smith.

- Nombre comun: Ishpingo, roble criollo

2.2. Descripcion botanica

La taxonomia de Amburana nunca se ha estudiado exhaustivamente por lo que para nuestra
region existia la confusion entre las especies Amburana cearensis y Amburana acreana. Sin
embargo, se han destacado caracteristicas que las diferencian como el color del fuste, el
namero de foliolos por hoja, forma de los foliolos, forma de la base y el &pice y el tamafio
de la inflorescencia (Seleme et al., 2015). A continuacion, se detallara las caracteristicas de

la Amburana acreana.

2.2.1. Tallo y ramas

El ishpingo es un arbol heliofito y caduco de 20 a 35 metros de altura, con un didmetro entre
80y 150 centimetros. Su fuste es cilindrico, recto o levemente tortuoso, liso y de color 6xido.
La corteza interna es granular, color amarillo blanquecino, con olor fuerte y aromatico
caracteristico sin presencia de exudaciones. Sus ramas estan provistas de ritidoma fino con

presencia de numerosas lenticelas (Carvalho, 2007; Seleme et al., 2015)



2.2.2. Hojas

Las hojas son compuestas imparipinnadas y tienen un tamarfio entre 15y 35 cm de largo, el
peciolo esta entre 14 y 17 mm de largo y es piloso. Cada hoja presenta entre 17 y 25 foliolos,
alternas, de forma ovadas-lanceoladas, apice acuminado, base redondeada y el nervio central
elevado en la superficie abaxial (Seleme et al., 2015; Reynel et al., 2016).

2.2.3. Inflorescencias y flores

La inflorescencia es laxa (pedicelos largos), axilar o terminal de 4 a 10 cm de largo, el
pedunculo es de 1.5 a 3 cm de largo y las bractéolas son ovadas y pilosas. Las flores son
hermafroditas, especie monoica, presentan entre 10 a 18 mm de largo, el estandarte (pétalo
posterior) es blanco con una longitud entre 10 a 15 mm y piloso adaxialmente. El céliz es
campanulado, glabrescente, con 10 estambres y filamentos curvados hacia arriba (Seleme et
al., 2015).

Figura 1: Amburana acreana. Flores y botones florales (Foto: V. F. Mansano).
Fuente: Seleme et al. 2015

2.2.4. Frutos

Su fruto es una vaina o legumbre lineal-oblongo de 5 a 7 cm de largo y 0,6 a 1,5 cm de
ancho, con endocarpio membranoso que rodea la semilla alada con un peso de 9,30 g y 107
fruto/kilo. Cada fruto tiene una semilla negra en la madurez, localizada en la porcién distal
del fruto, de forma elipsoide, de 12 a 14 mm de largo, de 7 a 9 mm de ancho, de 2 a 3 mm
de espesor y con un peso de 0,70 g encontrandose 1429 semillas por kilogramo (Seleme et
al., 2015; Angulo, 2016).



Figura 2: Amburana acreana. A. Rama con hojas; B. inflorescencia; C. Foliolo (cara adaxial); D. Detalle
de la vena media en C; E — F. Bracteola (cara abaxial y adaxial, respectivamente); G. capullo de flor; H.
Flor en vista lateral; J. Flor (sin el pétalo) en vista lateral mostrando los estambres y el carpelo; K.
Estandarte (cara adaxial); L. Seccion longitudinal de la flor que muestra la insercion de hypanthiumy
estambre; M. frutos; N. Semilla alada (A de L. F. G. da Silva et al. 59, B — L de S. Romaniuc Neto et al.
687, M —N de T. D. Pennington et al.16994). Dibujado por Ana L. Souza.

Fuente: Seleme et al. 2015



2.3. Distribucion geografica del ishpingo
2.3.1. Distribucion mundial

Amburana acreana se encuentra en las cercanias de las riberas de los rios de la cuenca
amazonica del norte de Brasil (estados de Acre y Rondonia), Bolivia y Peru, por lo general
en bosque de tierra firme, pero puede también puede encontrarse en areas periédicamente
inundadas (Carvalho, 2007).

2.3.2. Distribucién en el Peru

En el Perq, se le encuentra en estado natural en las regiones de Huanuco, Loreto, San Martin
y Ucayali. En el departamento de Huanuco se ubica en la zona del rio Pachitea, sobretodo
en formaciones de bosque seco tropical, suelo franco y residual arcilloso-arenoso, profundo
y bien drenado (Angulo, 2016). En la figura 3, se observa la distribucion de la Amburana

acreana, la cual es totalmente distinta a la Amburana cearensis (propia de Brasil).

0 250 500
] .
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Figura 3: Distribucion geogréafica de Amburana acreana (m), A. cearensis (®) and A. erythrosperma
(A). Map created using Diva.

Fuente: Seleme et al. 2015

2.4. Fenologiay propagacion

Segun Flores (1997) en su estudio de comportamiento fenoldgico de 88 especies forestales,

sefiala que la floracion del ishpingo ocurre en una etapa de transicion entre la eépoca lluviosa



y la época seca, durante los meses de marzo a mayo. Durante la floracion y fructificacion,
los arboles quedan totalmente defoliados, sin embargo, se puede llegar a observar
abundantes flores. Los frutos maduran en 3 a 4 meses y su diseminacion ocurre entre julio y
setiembre, alcanzando su maxima intensidad en agosto, en plena época seca por lo que la

produccion de semillas solo es una vez al afio.

Su fruto contiene una semilla que tiene ala membranosa, la cual le permite transportarse por
el viento. En lo que se refiere a su conservacion se toma en cuenta que “las semillas se
comportan como ortodoxas ya que toleran la desecacion a contenidos de humedad del 6 %
y mantienen su poder germinativo en 96 %, por lo que pueden ser almacenadas a -18°C

durante 3a 12 meses” (Galindez, Malagrina, Ledesma, Lindow-L06pez y Ortega-Baes, 2015).

2.5. Habitat

Es una especie de crecimiento inicialmente lento y, a medida que crece se vuelve moderado.
Se le encuentra en la regién Amazonica, mayormente debajo de los 700 m.s.n.m. El ishpingo
crece asociado con algunas especies forestales como el huayruro, tornillo, cumala,
shihuahuaco y pumagquiro (Brako y Zarucchi, 1993). Asi mismo, se le encuentra en terrenos
planos ondulados de colina baja y colina alta en &reas clasificadas ecolégicamente como
bosque humedo tropical (bh-t) y bosque muy himedo Pre-Montano (bmh-PM) que presentan
lluvias amazonicas, suelos Chromic cambisol (BC) y pendientes de 5y 50 % (Trucios y
Quintana, 1987; Reynel et al., 2003).

Por otro lado, Carvalho (2007) explica que también se encuentran en suelos argissoles, la
cual segun la clasificacion de la FAO equivale al suelo acrisol y se caracteriza por ser acido.
Prefiere a luz indirecta para su desarrollo y es medianamente tolerante a las bajas

temperaturas.

2.6. Caracteristicas de la madera

Acevedo y Kikata (1994), mencionan que la madera seca al aire de esta especie es de color
crema y el duramen generalmente amarillo oscuro a castafio. Grano entrecruzado y que
presenta diferenciacion por bandas oscuras regulares en sus anillos de crecimiento, textura
media y brillo alto. Con veteado, arcos superpuestos. Madera de olor caracteristico por la
presencia de cumarinas que se asemeja al aroma de vainilla. La albura es susceptible al

ataque de hongos e insectos. International Tropical Timber Organization (s.f.) agrega que la



madera es moderamente resistente a la impregnacion de tratamientos de preservado, con una

densidad basica de 0,53 g/cm?, con una contraccion volumétrica de 7,6 por ciento.

2.7. Usos e importancia

Es una madera de alta calidad y valor comercial muy durable, trabajable, apreciada en
carpinteria, ebanisteria y fabricacion de chapas decorativas (Reynel et al., 2003). De acuerdo
a las propiedades tecnoldgicas es muy usada en la construccion, fabricacion de muebles,
laminas decorativas, revestimientos para interiores y exteriores, esculturas y en otros usos
que requiera dimensiones estables (Kukachka, 1961). Flores (2004) agrega que también se
usa en la perfumeria por la presencia de cumarinas y en la medicina popular para tratar
problemas respiratorios. También se utilizan las semillas como aromatizantes y repelentes

de insectos para ropa y estanterias.

2.8. Experiencias de propagacion convencional de la especie

La germinacién en condiciones convencionales, es decir en sustrato, presenta un mayor
tiempo de germinacién, Carvalho (2007) menciona que, la germinacion de la Amburana
acreana es hipogea y que después de la siembra, la plantula comienza a emerger entre los

15 y 33 dias presentando un porcentaje de germinacion entre los 76 y 81%.

Por otro lado, existen diversos estudios experimentales de crecimiento del ishpingo
(Amburana cearensis) en diferentes paises como Pert, Brasil y Paraguay. Angulo et al.
(1995) en el estudio de “Experiencias silviculturales en la Estacion Experimental Alexander
von Humboldt, Amazonia Peruana” reportan que en el Perl se han realizado ensayos
silviculturales en forma de plantaciones a campo abierto y en fajas de enriquecimiento
realizados entre los afios 1984 a 1988. Ademas, explican que el ishpingo presenta una mejor
respuesta en fajas de crecimiento de 5y 10 m de ancho. Flores (2010) realizé un andlisis del
crecimiento del ishpingo bajo estas dos modalidades obteniendo como resultado que es una

especie de lento a mediano crecimiento.
2.9. Micropropagacion o cultivo in vitro
2.9.1. Generalidades

Todas las células de las plantas son totipotentes, es decir, que son capaces de dar origen a

una planta completa por lo que el cultivo in vitro se basa en este principio. En un medio de



cultivo adecuado puede inducirse la division y desdiferenciacion de las células de un tejido
(explantes) (Pierik, 1990; Krikorian, 1991).

El cultivo de tejidos consite en cultivar en un medio aséptico diferentes partes de una planta
madre, la micropropagacion es la propagacion clonal de plantas, es decir, es la multiplicacion
masiva bajo condiciones artificiales controladas in vitro a partir de una parte de la planta
madre. Esto conlleva a la produccién de poblaciones homogéneas de plantulas, las cuales
podrian ser modificadas genéticamente segun las caracteristicas que se requieran. Esta forma
de propagacion presenta una mayor tasa de multiplicacion comparada con las técnicas
convencionales que, debido a multiples factores no son lo suficientemente viables (Roca y
Mroginski, 1991; Collin y Edwards, 1998).

2.9.2. Ventajas y desventajas de la micropropagacion

Villalobos y Thorpe (1991) y Seemann (1993) mencionan que entre las ventajas estan:

- Propagacion vegetativa rapida, a gran escala y en tiempos econémicamente rentables
en variedades dificiles de multiplicar

- Uniformidad seleccionada del material clonado

- Control de condiciones ambientales por lo que se evita el riesgo de pérdidas por
factores climéticos (presencia de heladas, sequias prolongadas, granizadas o
temperaturas elevadas)

- Eliminacidn de labores de campo frente al proceso de propagacion tradicional

- Mayor control sobre la sanidad del material propagado

- Introduccién rapida de nuevos cultivares

- Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual s6lo existan pocos
individuos.

- Conservacion de germoplasma en laboratorios, lo que implica menos costos de
mantenimiento comparado con las condiciones de campo

- Facilidades para el intercambio internacional del material in vitro

- La propagacion puede realizarse todo el afio

Por otro lado, Pérez et al. (1999), George et al. (2008) resumen las desventajas que presenta

la micropropagacion:



- Alto costo inicial para la instalacion del laboratorio, asi como para la adquisicion de
material de trabajo

- Capacitacion y especializacién técnica del personal

- La contaminacién o infestacion puede causar altas pérdidas en corto tiempo.

- Las plantas inicialmente obtenidas pueden presentar caracteristicas no deseadas

- Se suelen necesitar largos periodos para el enraizamiento y aclimatacion de las
plantas.

- La aclimatacion de las plantulas es considerada un proceso dificil y con mayores
probabilidades de pérdidas.

- Encaso de introducir nuevas especies, se necesitan largos periodos de investigacion
y desarrollo para establecer las condiciones de cultivo.

- Alta dependencia de energia eléctrica.

2.9.3. Tipos de micropropagacion

Villarreal (2015) menciona que “los cambios en la morfologia resultado de cambios
estructurales y/u organizacion durante el desarrollo de un organismo son denominados
morfogénesis”. En este sentido, la morfogénesis in vitro consiste en la obtencion de 6rganos
0 embriones a partir de un explante basandose en la totipotencia de las células vegetales que

inducen a su formacidn. Segun Radice (2010) los procesos morfogénicos son:

- La organogénesis “es la formacidn de nuevos organos (tallos, raices o flores). Estos
organos son inducidos a partir de una célula o de un grupo de células que, segun las
condiciones de cultivo, tienen la propiedad de mantenerse en activa division” (p. 26).

- La embriogénesis somatica “es la formacion de embriones a partir de células
somaticas, similar a un embrion cigético sin que ocurra la fertilizacion de los

gametos” (p. 26).

Ambos procesos se pueden producir directa o indirectamente a partir de células somaticas.
El método directo consiste en la multiplicacion de plantas mediante brotes axilares o
adventicios o la formacion de embriones somaticos directamente desde los tejidos del
explante lo que asegura la estabilidad genética del material obtenido (George et al., 2008).
Por otro lado, el método indirecto consiste en la siembra de un explante en un medio de

cultivo, seguido de la proliferacion celular desordenada y la formacion de un callo o del
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cultivo en suspension. A partir de ello, se inicia la formacion de brotes adventicios o pro-

embriones somaticos (George et al. 2008, Radice, 2010).

Cultivo da medstemas

Cutvo 32 apices

Menstema \
‘ w\

s | ~uy ’
.
- N Z £ It - -
‘ / ' = R > o .
< - .
Propagacicn Apice [ P Pan '
por broles sdares / ) 'z, ra 4

Brotes dares  Multiples broles avlares

N Planufa
. 7 i/ 7 / Cultivo de secciones
/ /_\ rodales
4 1 s Seccidn nodal ok
v o~ o Organcgénesis
drecta Pintula
/ Broles advenicics
Moriageness 4=
"‘yf( : = \ oy Embrogénsss :
direch s ‘.
= Bxplant | wmrstcy ——————>
— directa
\ Embriones somaticos
Explanto &g vanics e {92 Organcgénasis
Plania madre 18(idos S AN indrecta
Propagacién B — i —> | ——p Plérkala
por brotes adventicios Morfogénesis |
0 ambAones rdrecia '
Calo Brotes
Cracimiento adventicios
ce calo
Embrogénasis
- - somtica
—t v ndrecta
—p o
' Plartua
/ Embriones
Cultvo en somatices
SUSpens ion @ ———

Figura 4: Vias de regeneracion de plantas por cultivos de tejidos vegetales.
Fuente: George et al. 2008

2.10. Factores que influyen en la micropropagacion

La micropropagacion se puede ver afectada por multiples factores, las cuales se resumen a

continuacion.

2.10.1. Planta donante

La planta donante o madre pueden ser obtenido a partir de un banco de plantulas ex vitro o
mediante la germinacion in vitro de semillas seleccionadas, los cuales deben cumplir con los

protocolos de asepsia (Marquinez, 1998).

2.10.2. El explante

Explante es el 6rgano, tejido o segmento que ha sido extraido de la planta madre y que
contiene células vivas. Se debe considerar el tamafio, la fuente, la edad fisioldgica y las

condiciones de esterilidad del explante para su cultivo in vitro sobre todo en especies
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maderables (Villalobos, 1980; George et al. 2008). El tamafio del explante es un aspecto que
debe tomarse en cuenta ya que, si son muy pequefios, sean brotes, meristemas, fragmentos
de tejidos de plantas o piezas de callos, no sobreviven adecuadamente en cultivos, y si los

explantes son muy grandes puede ser més dificil de manipular (George et al. 2008).

2.10.3. Temperatura

La temperatura de incubacion es uno de los factores mas importantes y puede variar segin
los requerimientos de cada especie, sin embargo, en gran parte de las familias que se usan
en la propagacion in vitro, este factor varia entre 24 y 28 °C. Ademas, durante el periodo
iluminado, la temperatura en el interior de los frascos de cultivo puede elevarse 1-2°C
comparado al de la cdmara, debido al efecto invernadero que se genera (Chee et al., 1982
citado en Villalobos y Thorpe, 1991).

2.104. Luz

La importancia de la luz en la propagacion y desarrollo de los cultivos in vitro involucra
varios componentes como son la intensidad, el fotoperiodo y la calidad (Roca y Mroginski,
1991). El fotoperiodo normalmente utilizado es 16 horas de luz, pero puede presentar

variaciones segun el cultivo y el lugar donde se desarrolle la investigacion.

2.10.5. Medio de cultivo

Los medios de cultivo son soluciones que contienen mezclas de nutrientes en diferentes
concentraciones donde se desarrollaran los explantes vegetales. El desarrollo de los
explantes dependera de la composicion del medio de cultivo, el cual es muy parecido a las

condiciones nutricionales que ofrece el suelo a las plantas en su estado natural (Boeri, 2015).

Estos requerimientos nutritivos variaran con la especie, el explante que se este cultivando y
la respuesta que se desee obtener. Es por ello que se han desarrollado multiples
formulaciones para los medios de cultivo. Asi mismo, no existe hasta el presente un disefio
racional que contenga la composicidn precisa de requerimientos nutricionales de la célula
vegetal y el conjunto de condiciones que controlan su crecimiento y la diferenciacion. Los
componentes principales del medio de cultivo son: macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, aminoacidos, azucares, agentes gelificantes y hormonas o reguladores de

crecimiento (Krikorian, 1991; Perea y Tirado, 2011).
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Los medios de cultivo mas utilizados para la regeneracion in vitro de plantas son el MS
(Murashige y Skoog, 1962) el cual tiene resultados satisfactorios en especies lefiosas, el LS
(Linsmaier y Skoog, 1965) y el medio B5 (Gamborg, 1968). Para cultivo de especies lefiosas
se usa el WPM (Woody Plant Medium, 1980) y DKW (Driver y Kuniyuki, 1984) (Pérez et
al., 1999).

A. Macronutrientes y micronutrientes
Los macronutrientes son compuestos esenciales requeridos en g/litro para el desarrollo de la
planta, entre ellos estan: C, H, N, O, S, Mg, Ca, K, P. Los micronutrientes son requeridos
por las plantas en pequefias cantidades (mg/litro), entre ellos estan: Fe, Mo, Ni, Cu, Zn, Mn,

B. Son importantes para el funcionamiento de varias enzimas (Boeri, 2015).

B. Vitaminas y aminoécidos
Las vitaminas son sintetizadas por las plantas en forma natural ya que son importantes para
su crecimiento y diferenciacion, y cumplen un rol catalitico en el metabolismo celular. Sin
embargo, en las plantas in vitro constituye un factor limitante del crecimiento por lo que
segun la especie son adicionadas en los medios de cultivo. Entre las vitaminas estan: tiamina,
HCI, acido nicotinico, piridoxina, biotina, &cido folico, &cido pantoténico, riboflavina
(Boeri, 2015). Roca y Mroginski (1991) agregan que, generalmente solo es esencial agregar
la tiamina ya que los medios de cultivo contienen las otras vitaminas. Ademas, se incorporan

aminoacidos, siendo la glicina la méas usada en los medios de cultivo.

C. Fuente de carbono
Los cultivos in vitro no pueden fabricar su propio azucar, siendo necesario agregar al medio
una fuente de carbono. El azlcar mas utilizado es la sacarosa (2% a 5%) y puede ser

reemplazado por glucosa y en menor medida por fructuosa (Roca y Mroginski, 1991).

D. Reguladores de crecimiento
Los reguladores de crecimiento vegetal y hormonas son compuestos que influyen en los
procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, los cuales se incluyen en el medio de
cultivo. Se dividen en cinco grupos principales dependiendo de su estructura quimica y su
efecto fisiolégico que son: auxinas, citocininas y giberelinas como inductoras de
crecimiento; &cido abscisico y etileno como inhibidores del crecimiento. Se clasifican como
hormonas a las que son naturales y reguladores de crecimiento a las que son sintéticas. El
tipo y la dosis del regulador de crecimiento dependeran del propésito de la micropropagacion
(George et al., 2008; Boeri, 2015).
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e Auxinas

Roca y Mroginski (1991) y Jordan y Casaretto (2006) sefialan que se encuentran en todos
los tejidos de la planta principalmente en las regiones en crecimiento activo y que son
sustancias quimicas que en cultivos in vitro tienen la capacidad de producir un crecimiento

y alargamiento celular, que promueven la division celular y el enraizamiento.

Las auxinas mas utilizadas en cultivos vegetales son el acido indol-3-acético (AlA), acido
naftalenacético (ANA), el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido indol-3-butirico
(AIB) y el &cido p-clorofenoxiacético (pCPA) (Pérez et al., 1999).

e Citocininas

Jordan y Casaretto (2006) explican que estos reguladores al tener una alta actividad en el
ritmo de la mitosis celular, promueven la division celular, retarda el envejecimiento o
senescencia de los 6rganos, generan una dominancia apical reducida o anulada promoviendo
la brotacion y crecimiento de yemas axilares. En altas dosis son inhibidoras de la rizogénesis.
Las mas utilizadas son: Bencilaminopurina (6-BAP), 2- isopentiladenina (2-ip), kinetina
(KIN) y zeatina (ZEA).

e Giberelinas

Inhiben la formacion de tallos y raices adventicias e inducen la ruptura de dormancia de
embriones aislados o semillas. El &cido giberélico (AG3) es la mas utilizada en cultivos
vegetales para estimular la elongacion de los tallos o la conversion de brotes a tallos (Boeri,

2015).

Tabla 1: Concentraciones mas usadas de auxinas y citoquininas

Rango de
Nombre Abreviatura  concentracion
(mg/L)
Acido indolacético AlA 0.01-3
Auxinas Acido naftalenacético ANA 0.1-10
Acido indolbutirico AIB 0.1-10
Benzilaminopurina BAP O BA 0.1-10
Citoquininas  Cinetina o kinetina CIN O KIN 0.1-10
Isopentil-adenina 2-1P 1.0-30

Fuente: Adaptado de Pérez et al. 1999.
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2.10.6.  Agentes gelificantes

Son incluidos en la preparacién del medio de cultivo para evitar que el explante se sumerja,
entre los mas comunes estan: el agar-agar en concentraciones de 6-8 g/L y Gelrite en

concentraciones de 1,5-3 g/L (Seemann, 1993).

2.10.7.  pH del medio de cultivo

El pH debe regularse a valores entre 5 - 6,5, ya que a valores menores 0 mayores pueden
detener el crecimiento. Ademas, debe ser regulado antes de adicionarse el agente gelificante

al medio (Seemann, 1993).

2.11. Micropropagacion a partir de yemas apicales y axilares

Dominguez (1997) explica que la micropropagacion in vitro puede ser a partir de cultivo de
6rganos (yemas axilares y apicales), cultivo de tejidos (hojas, peciolos, meristemos) y cultivo
de celulas (células y protoplastos), utilizando reguladores de crecimiento. En todos los casos
se obtendran plantas enraizadas que seran aclimatadas para luego ser trasladadas a viveros
convencionales, en donde lograran el crecimiento necesario para su instalacion final en el

campo.

George et al. (2008) indican que las yemas apicales y axilares contienen al meristemo, varios
primordios foliares y tejido vascular diferenciado, y estan en continuo crecimiento por lo
que le confiere mejores caracteristicas para su multiplicacion y mayor estabilidad genética.
Olmos, Luciani y Galdeano (2010) agregan que “los materiales que demuestran tener mayor
capacidad regenerativa son los obtenidos de tejidos meristematicos jovenes, ya sean yemas

axilares o adventicias” (p. 354).

2.12. Fases de la micropropagacion

Para el desarrollo de la micropropagacion in vitro existen cinco etapas basicas y todas son

importantes para el éxito del sistema, las cuales son:

2.12.1.  Fase 0: Acondicionamiento de plantas madre

Consiste en seleccionar y preparar a la planta madre a partir del cual se extraeran los
individuos con caracteristicas iguales y en grandes cantidades. Para la mayoria de las plantas
propagadas in vitro a partir de semillas, el material inicial debe provenir de arboles élite y
semilleros con caracteristicas fenotipicas deseadas (Olmos et al., 2010). Roca y MroginskKi

(1991), agregan que se puede realizar la germinacién in vitro de las semillas seleccionadas
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para utilizarlas posteriormente como la fuente de explantes para la micropropagacién in vitro
ya que la mayoria de las plantas lefiosas requiere de la utilizacion de explantes provenientes

de materiales juveniles.

2.12.2. Fase 1: Establecimiento de los cultivos

En esta etapa es importante introducir explantes, libres de microorganismos, en un medio de
cultivo. Asi mismo, el éxito esta determinado por la calidad del material vegetal (semillas,
hojas, tallos, polen) a utilizar. En esta etapa los principales procesos a controlar son la

seleccidn, el aislamiento y la esterilizacion del material vegetal (Olmos et al., 2010).

A. Desinfeccion de semillas
Existen distintos métodos de desinfeccion de semillas, las cuales dependeran de la especie,
del tiempo de maduracién luego que la semilla es colectada, de las condiciones climaticas a
momento de la coleccion y de los métodos de secado y almacenamiento (George et al.,
2008).

De manera general la desinfeccion superficial de las semillas incluye lavar con detergente,
agua corriente y antioxidantes. Asi mismo, uno de los principales problemas que pueden
presentar es la presencia de microorganismos (hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas,
virus), por lo que pueden ser sumergidas en sustancias antibiéticas y /o fungicidas
(gentamicina, sulfato de estreptomicina, ampicilina, tetraciclina, carbenicilina, sulfato de

gentamicina, pentacloronitrobenceno, rifampicina, anfotericina B, benomil y carbendazim).

Luego se realiza la desinfeccion superficial propiamente dicha, mediante la inmersion de los
explantes y/o semillas en etanol (70 por ciento v/v) durante 20 a 60 segundos seguido de
hipoclorito de sodio 1 a 3 por ciento contenido, durante 3 a 30 minutos junto con la adicion
de agentes tensoactivos como el Tween-20 (0,01- 0.1 por ciento) o unas gotas de Triton.
Finalmente, es necesario eliminar los restos de estos productos mediante varios lavados con
agua destilada estéril, y en algunos casos con antioxidantes como &cido citrico y acido
ascorbico (50 mg/L) (Roca y Mroginski, 1991; Olmos et al., 2010; Pariani, 2015).

Baskin y Baskin (2014) explican que la familia de las fabaceas presenta cominmente
dormicion fisica asociada a la estructura anatomica de la cubierta seminal (o del fruto).
Finalmente, las semillas se colocan en un medio de cultivo suplementado con sacarosa para

su germinacion in vitro.
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2.12.3. Fase 2: Multiplicacion

En esta etapa se busca mantener y aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de
multiplicacion sucesivos (subcultivos) por medio de las diferentes vias de regeneracion,
organogénesis o embriogénesis. Asi mismo, los subcultivos son sembrados individualmente
en medios de cultivo en combinacién con reguladores de crecimiento como auxinas y
citoquininas. Los tipos y concentraciones de reguladores, asi como sus combinaciones deben
ser optimizados para cada especie, genotipo y etapa de multiplicaciéon determinada (Olmos
etal., 2010).

2.12.4. Fase 3: Enraizamiento

En esta etapa se busca la formacion de raices, las cuales aumentaran su tamafio para hacer
mas probable su adaptacién al ambiente externo. La formacion de raices o enraizamiento es
muy variable puesto que, depende de la especie vegetal. La mayoria de especies lefiosas, por
su limitada capacidad rizogénica, requieren reguladores de crecimiento como auxinas.
(George et al., 2008; Olmos et al., 2010).

2.12.5. Fase 4: Aclimatacion

Etapa critica en la que las plantas obtenidas in vitro son transferidas a las condiciones
ambientales ex vitro (invernadero) y se produce la mayor pérdida de ellas. A las plantas
micropropagadas se les retira totalmente el medio de cultivo de las raices y se las colocan en
el sustrato, los cuales pueden estar solos o en mezclas, que abarcan la vermiculita, perlita,
arena o turba teniendo la precaucion de realizar una esterilizacion previa. La aparicion de
hojas nuevas después de que la planta se transfirio al sustrato es un indicador de que la

adaptacion es exitosa (Pérez et al., 1999; George et al., 2008).

2.13.  Micropropagacion de especies forestales

Las especies forestales presentan problemas en su propagacion debido a que dependen mas
de las caracteristicas fisioldgicas de las semillas que a su propia variabilidad genética, por lo
que los métodos de propagacion convencional (por semillas y estacas) pueden resultar
limitados, especialmente, cuando se desea establecer plantas a gran escala en sistemas
integrales de produccion industrial (Barbon, 2011 citado en Jiménez-Terry y Agramonte,
2013).
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La micropropagacion in vitro de especies forestales es una forma de propagacién, en la cual
se obtienen resultados satisfactorios con altos indices de multiplicacion, con caracteristicas
morfologicas y fisiologicas de buena calidad en las plantas y con una alta tasa de éxito en

las plantaciones forestales en campo (Pérez et al., 1999).

La micropropagacion de especies de interés forestal inici6 hace varias décadas, sin embargo,
los resultados presentan limitaciones a pesar del gran nimero de especies estudiadas en
diferentes paises (Rodriguez, 1993). Se han encontrado ejemplos exitosos en diferentes
proyectos de investigacion, produccion y mejoramiento genetico, por su alto interés en la
produccion de madera, muebles, postes, entre otros, especialmente, en especies de los
géneros Populus, Eucalyptus, Pinus y Cedrela. Asi mismo, en el sector forestal, la seleccion
rapida de genotipos interesantes se realiza comiunmente mediante la multiplicacion de
material juvenil y manipulacién de yemas y meristemos (Jiménez-Terry y Agramonte,
2013).

Olmos et al. (2010) mencionan que, la micropropagacion de especies forestales puede
presentar la ventaja de potenciar y desarrollar protocolos de multiplicacion de arboles
adultos que han demostrado ser fenotipicamente superiores. Diversos autores han realizado
investigacion de la etapa de multiplicacion tanto en la Amburana acreana como en la
Amburana cearensis obteniendo resultados favorables en medio MS y con la hormona BAP
(Fermino et al., 2007) y en medio de cultivo WPM con la misma hormona (Alecrim et al.,
2013). Sin embargo, Silva, Dias y Vieira (2015) no lograron ningun resultado aplicando la

hormona 2ip en medio de cultivo MS.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Ubicacidn del ensayo experimental

La investigacion fue realizada en el laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la
Subdireccidn de Biotecnologia del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), con las
coordenadas geograficas latitud Sur 12°04'36”, longitud Oeste 76°56'43” y a una altura de
241 msnm, en el distrito de La Molina, departamento Lima.

3.2. Material vegetal

Las semillas fueron obtenidas de arboles semilleros, provenientes del bosque concesionado
para extraccion de madera ubicado en el distrito de Puerto Inca entre los departamentos de
Huanuco y Junin en el mes de agosto. Los arboles semilleros presentaron un DAP de 80 a
100 centimetros y una altura promedio de 28 metros. Asimismo, las semillas utilizadas para
la presente investigacion tenian caracteristicas homogéneas de tamafio y sanidad, y
presentaron las medidas que se muestran en la figura 5.
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Figura 5: Medidas de la semilla de ishpingo. A. Largo B. Ancho C. Espesor




3.3. Fase 1: Establecimiento in vitro a partir de semillas

Después de un mes de su recoleccion, las semillas se limpiaron y lavaron con detergente
comercial y agua potable. Luego, fueron sumergidas en una solucién de benomyl (2g/L) con
agua destilada durante 120 minutos. Posteriormente, se enjuagé 3 veces con agua destilada
(Figura 6).

Figura 6: Desinfeccion superficial de semillas de ishpingo. A. Lavado con detergente y agua potable
B. Inmersion de semillas en benomyl

3.3.1. Preparacion del medio MS para la siembra de las semillas

Para el establecimiento de las semillas, previo a la desinfeccion, se preparé un medio de
cultivo basico MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 30 g/L de sacarosa y
enrazado con agua destilada en un vaso precipitado. Mientras estaba en agitacion a baja
velocidad, se regul6 el pH con NaOH o HCl en 5,7 + 0,01. Luego, se adicioné el agar 7,4
g/L como agente gelificante y diluyé calentandolo en el horno microondas. Finalmente, se
dispens6 10 mL del medio de cultivo a los tubos de ensayo de 25 x 150 mm y sellaron con
tapas de plastico. Luego se procedio a esterilizar el medio de cultivo en la autoclave a 121

°C y 1 atm de presion (Figura 7).
3.3.2. Determinacion del protocolo de desinfeccion superficial de semillas

La desinfeccion superficial se realizé en condiciones asépticas de la camara flujo laminar,
para lo cual, se sumergieron las semillas en etanol al 70 por ciento durante un minuto.
Después, se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio més dos gotas de Tween
20, segun los tratamientos definidos en la tabla 2. Finalizado el tiempo, se enjuagaron cuatro
veces con agua destilada estéril. Se evaluaron 4 tratamientos constituidos por 20 semillas

por tratamiento, siendo un total de 80 semillas (Figura 8).
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Figura 7: Preparacion de medio de cultivo para siembra de semillas de ishpingo

Tabla 2: Tratamientos de desinfeccidn superficial para semillas de ishpingo

Tratamiento Concentracion NaCIO Tiempo (minutos)

T1 2,5% 25
T2 2,5% 30
T3 3% 25
T4 3% 30

L

Figura 8: Desinfeccion superficial de semillas de ishpingo
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33.3. Incubacién de las semillas

Luego de sembradas las semillas en su respectivo tratamiento y rotuladas, se incubaron a
26x1°C, fotoperiodo de 16 horas luz, humedad relativa de 70 por ciento e intensidad

luminosa de 5440 lux (Figura 9). Se evalué durante un periodo de 25 dias.

Figura 9: Incubacion de semillas de ishpingo

3.3.4. Variables evaluadas

A. Porcentaje de germinacion
El porcentaje de germinacion se obtuvo como resultado del cociente del conteo total de
semillas germinadas entre el total de semillas sembradas expresado en porcentaje, conforme
a la siguiente formula
PG (%) = (sg/st) x 100

Donde:
Numero total de semillas sembradas: st

Numero de semillas germinadas: sg

B. Porcentaje de contaminacion

El porcentaje de contaminacion se obtuvo como resultado del cociente del conteo total de
plantulas contaminadas con hongos y/o bacterias entre el total de semillas sembradas

expresado en porcentaje, conforme a la siguiente formula:

PC (%) = (pc/st) x 100
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Donde:
Numero total de semillas sembradas: st

NUmero de plantulas contaminadas: pc

3.4. Fase 2: Multiplicacién

Establecido el protocolo de desinfeccion, se realizé la germinacidn in vitro de 480 semillas
de Amburana acreana, obteniéndose vitro plantas que se utilizaran durante la fase de
multiplicacion. El total de las semillas viables presentaron radicula en los primeros 15 dias

y las hojas primordiales a los 23 dias.

34.1. Preparacion del medio de cultivo para la siembra de yemas apicales

Se prepararon 2 medios de cultivo, MS (4,43g/L) y WPM (2,47g/L), ambos suplementados
con 30 g/L de sacarosa y enrazados con agua destilada en vasos precipitados. En total se
prepararon 16 tratamientos, 8 tratamientos por cada medio de cultivo. A cada tratamiento se
le agreg0 citoquininas segun las concentraciones indicadas en la tabla 3. Mientras estaba en
agitacion a baja velocidad, se regulé el pH a un valor de 5,7 + 0,01 empleando NaOH o HCI.
Luego, se adiciono el agar 7,4 g/L como agente gelificante y se diluyé calentandolo en el
horno microondas. Finalmente, en tubos de ensayo de 25 x 150 mm se dispensaron 10 mL
del medio de cultivo, se sellaron con tapas de pléstico y se esterilizaron mediante el uso de

la autoclave a una temperatura de 120 °C a 1 atm de presion durante 15 minutos (Figura 10).

Figura 10: Preparacion de medio de cultivo con citoquininas para siembra de yemas apicales de
ishpingo
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342, Siembra de yemas apicales

Una vez germinadas las semillas, en condiciones estériles de caAmara de flujo laminar, las
plantulas que se obtuvieron fueron extraidas de los tubos de ensayo y colocadas en placas
Petri, en donde se seccionaron las yemas apicales con longitud entre 2-2,5 cm, con ayuda de
los bisturis y las pinzas. Estos explantes, fueron cultivados en tubos de ensayos de 25 x 150
mm segln cada tratamiento, rotulados, sellados e incubados a 26+1°C, fotoperiodo de 16
horas luz durante 10 semanas. Se aplicaron 8 tratamientos por cada medio de cultivo de base
(MS y WPM) con 4 concentraciones de citoquininas en cada caso (tabla 3). En total se
cultivaron 480 yemas apicales (Figura 11).

Tabla 3: Tratamientos ensayados para la induccion de brotes multiples de ishpingo

: : : . - Concentracion
Tratamiento Medio de cultivo Citoquininas

(mg/L)

T1 MS BAP 0,5
T2 MS BAP 1,0
T3 MS BAP 1,5
T4 MS BAP 2

TS5 MS ZEA 0,5
T6 MS ZEA 1,0
T7 MS ZEA 1,5
T8 MS ZEA 2

T9 WPM BAP 0,5
T10 WPM BAP 1,0
T11 WPM BAP 1,5
T12 WPM BAP 2

T13 WPM ZEA 0,5
T14 WPM ZEA 1,0
T15 WPM ZEA 1,5
T16 WPM ZEA 2
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Figura 11: Diseccion de yemas apicales de ishpingo y siembra

343. Subcultivo de yemas apicales

Después de 8 semanas, se seccionaron las yemas apicales, axilares y adventicias obtenidas
de las vitro plantas, las cuales tenian una longitud entre 1-1,5 cm. Estas yemas fueron
subcultivadas en frascos de vidrio de 7x9 cm que contenian 30 mL de medio de cultivo
manteniendo el tratamiento en el que se encontraba, asi como el cddigo asignado
inicialmente. Finalmente, los frascos fueron sellados y colocados en la sala de incubacién a

una temperatura de 26x+1°C y fotoperiodo de 16 horas luz. El periodo de incubacion se
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disminuyd a 6 semanas debido a que se observo que a mayor tiempo empezaba a presentarse
la fenolizacion en los tejidos. Se realizaron 3 subcultivos continuos con el fin de determinar
la tasa de multiplicacion de la especie. Los 16 tratamientos estdn constituidos por 3

repeticiones y diez unidades por cada repeticion (Figura 12).

Figura 12: Subcultivo de yemas apicales de ishpingo

34.4. Variables evaluadas

A. Tasa de multiplicacion por tratamiento (Tm)
La tasa de multiplicacién se obtuvo a partir del promedio de tres subcultivos, el cual consistio
del nimero final de microestacas desarrolladas por explante entre el nmero de microestacas
sembradas inicialmente en un periodo de 6 semanas por subcultivo. Para ello, se conté el
numero de brotes obtenidos por microestaca, a fin de promediar los resultados obtenidos de
las 3 repeticiones de cada tratamiento. Finalmente, los promedios por subcultivo se
promediaron nuevamente para obtener la tasa de multiplicacion para cada tratamiento.
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B. Porcentaje de callosidad (C)
El porcentaje de callosidad se obtuvo a partir del total de explantes que formaron callo (masa
de tejido no diferenciado que se desarrolla en la base del explante) segin la escala de
formacién de callo (tabla 4) entre el total de explantes sembrados por tratamiento, el cual es

expresado en porcentaje.

Fc (%) = (Ec/Et) x 100
Donde:
Numero de explantes totales: Et

Numero de explantes con formacién de callos: Ec

Tabla 4: Escala de formacién de callo durante la multiplicacion in vitro del ishpingo

Grado Descripcion
1 Sin formacidn de callo.
2 Escasa formacion de callo, entre el 25-50% del explante.
3 Formacion de callo considerable, entre el 51-75% del explante
4 Abundante formacion de callo, mayor al 75%.

-_—

Figura 13: Clasificacion de grado de formacion de callo en la fase de multiplicacion in vitro del
ishpingo

C. Porcentaje de fenolizacion (F)
Se refiere al nimero de explantes con presencia de fenoles (oscurecimiento del medio de
cultivo) segun la escala elaborada (tabla 5) entre el total de explantes sembrados expresado

en porcentaje.
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F (%) = (Ef/Et) x 100
Donde:
Numero de explantes totales: Et

Numero de explantes con presencia de fenoles: Ef

Tabla 5: Clasificacion de grado de fenolizacion en la fase de multiplicacion in vitro del ishpingo

Grado Descripcion
1 Sin presencia de fenoles.
2 Escasa fenolizacion, entre el 25-50% del explante.
3 Fenolizacion considerable, entre el 51-75% del explante
4 Abundante fenolizacion, mayor al 75%.

Figura 14: Clasificacion de grado de fenolizacion en la fase de multiplicacién in vitro del ishpingo

D. Porcentaje de necrosis (N)
Se refiere al nimero de explantes necrosados (con presencia de tejido muerto) segun la escala

(tabla 6) entre el total de explantes sembrados expresado en porcentaje.

N (%) = (En/Et) x 100
Donde:
NUmero de explantes totales: Et

Numero de explantes con presencia de necrosis: En
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Tabla 6: Clasificacion de grado de necrosis en la fase de multiplicacion in vitro del ishpingo

Grado Descripcion
1 Sin formacion de tejido muerto.
2 Escaso tejido necrosado, entre el 25-50% del explante.
3 Considerable tejido necrosado, entre el 51-75% del explante
4 Abundante tejido necrosado, mayor al 75%.

Figura 15: Clasificacion de grado de necrosis en la fase de multiplicacion in vitro del ishpingo

3.5. Fase 3: Enraizamiento
3.5.1. Preparacion del medio de cultivo para el enraizamiento

Se prepar6 medio de cultivo MS (4,43g/L) suplementado con 30 g/L de sacarosa y enrazados
con agua destilada en vasos precipitados. Se prepararon en total, 6 tratamientos y un testigo
(libre de auxinas). A cada tratamiento se le agregd auxinas segin las concentraciones
indicadas en la tabla 7. Mientras estaba en agitacion a baja velocidad, se regulé el pH a un
valor de 5,7 + 0,01 usando NaOH o HCI. Luego, se adiciond el agar 7,4 g/L como agente
gelificante y diluyé calentandolo en el horno microondas. Finalmente, se dispensd 10 mL
del medio de cultivo en tubos de ensayo de 25 x 150 mm, sellaron con tapas de plastico y
esterilizaron en la autoclave a de 121 °C y 1 atm de presion durante 15 minutos.

3.5.2. Introduccién de microestacas en medio de cultivo de enraizamiento

En condiciones asépticas de la camara flujo laminar, se introdujeron los brotes obtenidos en
la fase de multiplicacion en el medio de cultivo de enraizamiento MS con diferentes

concentraciones de auxinas (IBA, ANAy AlA) segun la tabla 7. Los brotes tenian un tamario
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minimo de 1,5 cm de longitud y se les corto el callo, en caso los hubiese, asimismo, se
mantuvo el codigo asignado a cada individuo. Finalmente, los tubos fueron sellados y
colocados en la sala de incubacién a una temperatura de 26+1°C y fotoperiodo de 16 horas
luz durante un periodo de incubacion de 10 semanas. Cada tratamiento, estuvo compuesta
de treinta microestacas (Figura 16).

Tabla 7: Tratamientos de induccién de enraizamiento in vitro en ishpingo

Tratamiento Auxinas Concentracion

TESTIGO - 0,0
T1 AlA 1,0
T2 AlA 1,5
T3 ANA 1,0
T4 ANA 1,5
T5 AlB 1,0
T6 AlB 1,5

Figura 16. Microestaca de ishpingo en medio de cultivo para el enraizamiento in vitro

Debido a que no se obtuvieron los resultados esperados se realiz6 un segundo ensayo para
el enraizamiento usando la auxina IBA en tres concentraciones (tabla 8) por un periodo de 6

semanas. Cada tratamiento, estuvo compuesta por 15 microestacas.

Tabla 8: Tratamientos con la auxina IBA para el enraizamiento de microestacas de ishpingo

Tratamiento Concentracién

T1 3,0 mg/L
T2 4,0 mg/L
T3 5,0 mg/L
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3.5.3. Variables evaluadas

A. Porcentaje de sobrevivencia

Se evaluo el porcentaje de microestacas sobrevivientes en cada tratamiento.

B. Formacién de raices

Se evaluo el porcentaje de raices formadas para cada tratamiento.

3.6. Disefilo experimental

3.6.1. Preparacion y desinfeccion de semillas de ishpingo

Para la investigacion se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
2x2 (interaccion entre las concentraciones de hipoclorito de sodio y los tiempos de

inmersion). Se realizaron 4 tratamientos constituidos por 20 unidades experimentales.

La unidad experimental fue un tubo de ensayo de 25 x 150 mm que contenia 10 mL de medio
de cultivo y en donde se sembré una semilla. Las unidades experimentales con sus respectivos
tratamientos fueron distribuidas al azar. Las variables evaluadas fueron el porcentaje de

germinacion y contaminacion.
El modelo matemaético utilizado fue:

Yij=u+Ci+ Tj+ (CT)jj + &j
Donde:

Yij = variable aleatoria

u = media general

Ci = efecto del i-ésimo concentracion de hipoclorito de sodio
Tj= efecto del j-ésimo tiempo de inmersion

&ij = error experimental

Se realiz6 un anédlisis de varianza (ANOVA) para definir si existia alguna diferencia
significativa en las variables respuestas de los tratamientos aplicados. Al encontrar
diferencias significativas, se realizo el test de comparaciones multiples de medias de LSD
Fisher a un nivel de significancia de 0.05 (5%) con el fin de comparar las medias de cada

uno de los tratamientos ensayados. Para el analisis estadistico se utilizé el software Infostat.
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3.6.2. Multiplicacion a partir de yemas apicales

Para la investigacion se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
2x2x4 (interaccion entre los medios de cultivo, tipo de citoquininas y las concentraciones de
las citoquininas). Se realizaron 16 tratamientos con tres repeticiones de 10 unidades

experimentales cada una.

La unidad experimental fue un tubo de ensayo de 25 x 150 mm que contenia 10 mL de medio
de cultivo, donde se sembro la yema apical. Para las siguientes multiplicaciones, se utilizaron
frascos de 7 x 9 cm. Las variables evaluadas fueron la tasa de multiplicacién, porcentaje de

callosidad, porcentaje de fenolizacion y porcentaje de necrosis.

El modelo matematico utilizado fue:
Yijk=U+Mi + Tj+ Ck + (MT)jj + (TC)jx + (MC)ik + (MTC)ijk + &ijk

Donde:

Yijk = variable aleatoria

u = media general

M; = efecto del i-ésimo medio de cultivo

Tj= efecto del j-ésimo tipo de citoquinina

Ck= efecto del k-ésimo concentracion de citoquinina

gijk = error experimental

Al realizar el analisis estadistico mediante el test de Shapiro-Wilks, se comprob6 que los
datos no seguian una distribucion normal; por lo que se aplico la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal Wallis para definir si existia alguna diferencia significativa en las
variables respuesta de los tratamientos aplicados. Para el anélisis estadistico se utilizé el

software Infostat.

3.6.3. Enraizamiento

Para la investigacion se realizo un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
3x2 (tipo de auxina y las concentraciones de las auxinas). Se realizaron 6 tratamientos y un
testigo libre de auxinas constituidos por 30 unidades experimentales. La unidad experimental
fue un tubo de ensayo de 25 x 150 mm que contenia 10 mL de medio de cultivo y en donde se
sembr6 la yema para su enraizamiento. COmo no se obtuvieron los resultados esperados, se

realizd un segundo ensayo con la auxina IBA en diferentes concentraciones, sin embargo,
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tampoco tuvieron resultados. Para el analisis, solo se evalué el porcentaje de sobrevivencia

mediante un analisis de varianza (ANOVA).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fase 1: Preparacion de vitro plantas a partir de semillas
En el desarrollo de desinfeccion superficial de semillas, el analisis de varianza revel6 que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre los 4 tratamientos que evaltan la
accion del hipoclorito de sodio en diferentes concentraciones y tiempos de exposicion, asi
como la interaccion de las variables evaluadas (Anexo 1). La mayoria de semillas lograron
germinar después de 7 dias desde su instalacion, sin embargo, la totalidad de semillas
germinaron después de 25 dias.

En la comparacion de las medias del porcentaje de germinacion de las semillas, mediante el
test de LSD Fisher, indican que los tratamientos 1 y 2 fueron los mas altos, seguido de los
tratamientos 3 y 4, este ultimo fue el mas bajo (figura 17). Por otro lado, las medias para el
porcentaje de contaminacién indican que el tratamiento 3 fue el que obtuvo menos plantulas
contaminadas seguido de los tratamientos 2 y 4 en comparacion con el tratamiento 1 que

tuvo una alta tasa de contaminacion (figura 18).
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Figura 17: Porcentaje de germinacion in vitro de semillas de ishpingo
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Figura 18: Porcentaje de contaminacion in Vitro de semillas de ishpingo

Para la seleccidn del protocolo de desinfeccidn, se realiz6 un contraste de los resultados de
ambas variables, lo que indicaria que el tratamiento 2 (T2: 2,5 % de NaOCI y 30 minutos)
permitié obtener el mayor porcentaje de semillas germinadas y una baja tasa de
contaminacion. A pesar que, el tratamiento 3 es el que presenta la mas baja tasa de plantulas
libres de microorganismos patdgenos, el porcentaje de germinacion es menor a la del

tratamiento 2. En la figura 19, se observan las variables evaluadas.

Figura 19: A. Plantula de ishpingo libre de contaminantes B. Semilla de ishpingo contaminada
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Fermino, Scherwinski, Nagao y Da Silva (2007), registraron tratamientos de desinfeccion
con la misma especie en Brasil, obteniendo una tasa de contaminacion nula, y una tasa de
germinacion del 78% con 2,5 % de NaOCI y 30 minutos de inmersion de las semillas. Por
otro lado, Alecrim et al. (2013), muestran resultados similares aplicando 2,5 % de NaOCl y
15 minutos de inmersion de semillas con la diferencia que utilizé la especie Amburana
cearensis propia de Brasil. En ambos casos, la inoculacion de las semillas fue en medio MS,
las cuales germinaron en 30 dias a diferencia de la presente investigacion que fue en 25 dias

con una tasa de germinacion de 75%.

Fermino y Scherwinski (2012), reportan en otra investigacion que las semillas de Amburana
acreana logran una tasa de desinfeccion efectiva con 2,5 % de NaOCI con 20 minutos de
inmersion. Ademas, logran una tasa de germinacion de 86,7 % inoculando las semillas en
un medio cultivo MS reducido a la mitad comparado con el medio de cultivo al 100% que
obtuvo una tasa de germinacion del 23,3 %. Para este ensayo, la concentracion de hipoclorito
de sodio al 2,5% resulto6 efectiva con el medio de cultivo MS al 100% puesto que, se obtuvo
un porcentaje de germinacion alto y las plantulas tuvieron un desarrollo inicial

completamente normal.

Rozo (2014), agrega que aplicando un pre-tratamiento de escarificacion en la Acacia
mangium Willd es posible contrarrestar la contaminacion. Asi mismo, menciona que es
posible disminuir las concentraciones medias del hipoclorito y aumentar el tiempo de
exposicion de las semillas para obtener una mayor tasa de supervivencia y por ende, una

mayor germinacién de las semillas.

Galindez et al. (2015) realizd pre-tratamientos mecéanicos y quimicos a las semillas de
Amburana cearensis en agar con un fotoperiodo 12 horas luz, obteniendo las mayores tasas
de germinacién con el tratamiento mecanico, siendo entre 98 a 100% y menores tiempos de
germinacion estando entre 12 a 16 dias. Sin embargo, aquellas semillas sin pre-tratamientos

mostraron una baja tasa de germinacion, siendo 38%.

No obstante, las semillas de Amburana acreana no presentaron una dormancia fisica
significativa durante su siembra in vitro, por lo que no fue necesario aplicar ningin pre-
tratamiento previo. Baskin et al. (2005) citado por Galindez et al. (2015) sefialan que, las

diferencias de respuesta de dormicion de semillas pueden estar sujetas a las condiciones
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ambientales que estuvieron sometidas durante su desarrollo y maduracion. Dichas

diferencias se ven reflejadas en los altos valores de germinacion de la Amburana acreana.

Asi mismo, existen otros métodos para mejorar la capacidad de respuesta de los explantes
en un medio de cultivo, Remache (2011) menciona que a partir de los embriones cigoticos,
cotiledones o hipocétilos se pueden obtener mejores resultados para iniciar la clonacion

forestal.

La baja tasa de contaminacion que presentaron los tratamientos ensayados puede deberse a
diferentes factores como patdgenos propios de las semillas, la manipulacién del investigador
0 contaminantes suspendidos en el ambiente. Ross, Arriaga y Pechi (2017), mencionan que
la mayoria de especies lefiosas presentan agentes patdgenos tanto externos como internos y
que los tratamientos de desinfeccion empleados no los remueven en su totalidad,

proliferando durante su cultivo.

4.2. Fase 2: Multiplicacion

Para la determinacién de la tasa de multiplicacion, primero se comprob6 los supuestos de
normalidad (Anexo 2) y al no cumplir se realizé la prueba estadistica no paramétrica de
Kruskal Wallis. Esta prueba determind que existen diferencias significativas en el nimero
de brotes promedio para los 16 tratamientos ensayados por lo que se realizo el contraste por

pares para determinar que tratamiento resultaba mas efectivo (Anexo 3).
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Figura 20: Promedio de brotes de tres subcultivos continuos por tratamiento durante la fase de
multiplicacion
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La prueba reveld que no existe diferencia estadistica entre el T3 (MS + 1,5 mg/L BAP) y el
T2 (MS + 1 mg/L BAP), sin embargo, el T3 tuvo un promedio de 2,22 brotes a diferencia
del T2 que tuvo 2,01 brotes y los otros tratamientos tuvieron promedios inferiores segin la
figura 20. Por otro lado, se observan las barras de error de intervalo de confianza al 95% y
al comparar los T2 y T3, este tltimo tratamiento muestra una mayor dispersion de los datos
respecto a la media por lo que, la confiabilidad también disminuye. En el anexo 4 se muestra

los promedios de brotes por tratamiento.

Durante el ensayo de multiplicacion se observd que los tratamientos que presentan las
mayores tasas de multiplicacion son aquellos que contienen el medio de cultivo MS en
comparacion con los que contienen medio de cultivo WPM (figura 21). Quintero y Jaramillo
(2012) explican que la diferencia se debe a que el medio de cultivo MS contiene una mayor
concentracion de sales en contraste con el medio de cultivo WPM que no contiene la
suficiente concentracion de nitrogeno para favorecer el crecimiento y desarrollo de las
plantulas in vitro, por ello en su investigacion con la especie forestal Juglans neotropica

también se obtuvo mejores respuestas con el medio de cultivo MS.

Sin embargo, Alecrim et al. (2013) logro6 una alta tasa de brotes de multiplicacion en medio
de cultivo WPM suplementado con 1 mg/L BAP de Amburana cearensis siendo el méximo
valor de 2,36 brotes comparado con lo obtenido en el T10, el cual fue 1,69. Cabe enfatizar
que, las investigaciones en multiplicacion in vitro de especies forestales tienen como medio

de cultivo mas usado el MS para la obtencidn de altas tasas de brotes.

Figura 21: A. Subcultivos de ishpingo en medio de cultivo MS + 1 mg/L BAP B. Subcultivos de
ishpingo en medio de cultivo WPM + 1 mg/L BAP

38




Fermino et al. (2007), evaluaron la tasa de multiplicacién de yemas axilares de Amburana
acreana en medio de cultivo MS con diferentes concentraciones de BAP que estaban entre
2 a 4 mg/L obteniendo una mejor respuesta con la concentracion de 2 mg/L. Asimismo,
detallan que a medida que se aumenta la concentracion de la hormona BAP, aumenta el
porcentaje de callosidad, lo cual se evidencia en los resultados obtenidos de esta variable en

la investigacion siendo 66, 67% para el T2y 76, 67% para el T3 (figura 26).

Castillo et al. (2013) muestran resultados similares a los obtenidos en la presente
investigacion respecto a los protocolos de multiplicacion para diferentes especies forestales
como Cedrela odorata, Swietenia macrophylla, Brosimum alicastrum y Tabebuia rosea.
Asimismo, la mayor cantidad de brotes de estas especies forestales se obtienen en medio de
cultivo MS en combinacion con BAP en concentraciones que varian de 1 a 1,5 mg/L con

ANA en concentraciones de 0,5 a 0,8 mg/L.

En relacién a lo anterior, Indacochea et al. (2018) sefialaron en su investigacion que la
especie Myroxylon balsamum obtuvo una alta tasa de brotes en el 80 % de los explantes y
un aumento en la longitud de 0,16 cm agregando 2 mg/L BAP + 1 mg/L ANA. Jordan y
Casaretto (2006), afladen que las auxinas estimulan indirectamente el crecimiento del tallo
ya que inducen la sintesis de giberelinas, las cuales son hormonas que promueven

directamente esta funcion.

Por el contrario, Silva et al. (2015), obtuvieron resultados poco efectivos durante los ensayos
de multiplicacion in vitro con brotes de Amburana cearensis mediante la aplicacion en
diferentes concentraciones de la hormona 2ip en el medio MS, siendo la mayor tasa de brotes
de 1,24. Por esta razén, en la presente investigacién no se realizaron ensayos con el

fitorregulador en mencion.
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Figura 22: Nimero promedio de brotes por cada subcultivo para el tratamiento 2 y 3 durante la fase
de multiplicacion

En la figura 22, se muestra el nimero de brotes por cada subcultivo de los T2 (MS + 1 mg/L
BAP) y T3 (MS + 1,5 mg/L BAP), ya que son los que muestran un mayor promedio de brotes
sin diferencia significativa estadisticamente. Para el T3, se observa que la tasa de
multiplicacion en el subcultivo 2 fue el més alto, sin embargo, en el subcultivo 3 hubo un

descenso. Por el contrario, el T2 presenta un aumento continuo en cada subcultivo.

Figura 23: Subcultivo de ishpingo en T2 (MS + 1 mg/L BAP

Asimismo, los tratamientos que tuvieron una mayor tasa de multiplicacién fueron aquellos
que tenian BAP como fitorregulador adicionado en el medio de cultivo MS. Aquellas
plantulas subcultivadas en medio de cultivo WPM, en su mayoria no prosperaron

especialmente las que contenian ZEA.
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En base a lo expuesto, el T2 (MS + 1 mg/L BAP) es el mas 6ptimo no solo por la obtencion
de una alta tasa de multiplicacion sino también por el menor uso de reactivos lo que implica
un menor costo monetario.

Los tratamientos que contenian el fitorregulador BAP tanto en el medio de cultivo MS y
WPM, presentaban una mayor frecuencia de individuos necrosados en grado 3 a medida que
aumentaba la concentracion de este fitorregulador siendo el valor mas alto en el T4 con 90%
y un ligero aumento de necrosis en grado 4. Por otro lado, a medida que aumentaba la
concentracion de la hormona ZEA, aumentaba la frecuencia de individuos necrosados en
grado 2 y 4, siendo los valores més altos 24, 44% en el T7 y 20% en el T8 respectivamente,
los cuales tenian como medio de cultivo MS (Figura 24). En el anexo 5, se muestran los

promedios de grado de necrosis por tratamiento.
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Figura 24: Necrosis en tres subcultivos continuos expresados en porcentaje (%) por tratamiento durante
la fase de multiplicacién

En lo que respecta a la evaluacion del grado de fenolizacién, a medida que aumentaba la
concentracion del BAP en los tratamientos con medio de cultivo MS la frecuencia de fenoles
en grado 1 se mantenia constante (entre 20 y 22%) al igual que en grado 2 (entre 75% y
79%) y una minima frecuencia en grado 3y 4. Sin embargo, en el medio de cultivo WPM a
medida que aumentaba esta hormona, aumentaba la frecuencia de fenoles en grado 2, siendo

el valor mas alto de 85,56% en el T12, el cual contenia 2 mg/L BAP, a pesar que, la
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frecuencia de fenoles en grado 1 también tenia una tendencia a aumentar, el valor mas alto

que era 16,67% no supera a los observados en el otro medio de cultivo.

En lo que se refiere a la ZEA, a medida que aumentaba su concentracion también
incrementaba la frecuencia de fenolizacion en grado 2, siendo el valor mas alto de 83,33%
en el T8 con medio de cultivo MS (Figura 25). En el anexo 6, se muestran los promedios de

grado de fenolizacion por tratamiento.
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Figura 25: Promedio de fenolizacién en tres subcultivos continuos expresados en porcentaje (%) por
tratamiento durante la fase de multiplicacion

La evaluacidn del grado de callosidad resaltdé que a medida que aumentaba la concentracion
del fitorregulador BAP en el medio de cultivo MS y WPM, aumentaban la frecuencia de
callos en la base de las plantulas en grado 3 siendo los valores mas altos de 76,67% en el T3
y 74,44% en el T12. De la misma manera a medida que aumentaba la concentracién del
fitorregulador ZEA en el medio de cultivo MS, aumentaba la frecuencia de callos en grado
3, siendo el valor mas alto de 64,44% en el T8. Asimismo, se observo una mayor frecuencia

de callo en grado 4 a diferencia del BAP, siendo el valor mas alto de 21.11% en el T®6.

Por otro lado, en el medio de cultivo WPM, disminuia la frecuencia de callo en grado 3 y
aumentaba la frecuencia en grado 4, estando los valores mas altos en los T15 y T16 con
15,56%, sin embargo, estos valores no superaban a los mostrados en el medio de cultivo MS
(Figura 26).
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Figura 26: Promedio de callosidad en tres subcultivos continuos expresados en porcentaje (%) por
tratamiento durante la fase de multiplicacion

4.3. Fase 3: Enraizamiento

En base a los resultados obtenidos durante la fase de multiplicacién, se continud con los
tratamientos de enraizamiento usando como medio de cultivo MS con diferentes
concentraciones de auxinas; sin embargo, como no se obtuvieron los resultados esperados,

se evaluo el porcentaje de sobrevivencia tal como se muestra en la figura 27.
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Figura 27: Porcentaje de sobrevivencia de plantulas por tratamiento durante la fase de enraizamiento
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Después de 10 semanas de incubacién, los tratamientos que mostraron un menor porcentaje
de sobrevivencia fueron el T3 (MS + 1 mg/L ANA) con 43,3% Yy el tratamiento testigo (solo
MS) con 53,3%; sin embargo, los otros tratamientos han presentado valores similares de

porcentaje de sobrevivencia.

Sotolongo et al. (2011) y Latsague et al. (2009) reportan que, gran parte de las especies
forestales tienen un mayor porcentaje de enraizamiento con el IBA y a veces en combinacion
con el ANA. Por otro lado, el AlA es muy fotosensible comparado con el IBA que es méas
estable y resistente a la oxidacion por la luz. Ademas, Jordan y Casaretto (2006) explican
que el IBA es un compuesto que también lo fabrica la propia planta, por lo que lo hace méas

eficiente que a las otras hormonas.

Por lo expuesto anteriormente, se realizaron otros tratamientos en medio de cultivo MS
adicionando solo el IBA en diferentes concentraciones. Después de 4 semanas de
incubacidn, los explantes comenzaron a morir debido a las altas concentraciones de auxinas
y sin exito de enraizamiento. Uribe et al. (2012) explican que el efecto de las auxinas sobre
el enraizamiento es promover a bajas concentraciones e inhibir a altas concentraciones por
lo que, puede generar la intoxicacion de las plantulas, por ello no se observaron raices y muy

al contrario fue letal para las microestacas.

Vazquez y Torres (1995) citados en Indacochea et al. (2018) explican que, aun cuando se
agreguen auxinas al medio de cultivo, algunas especies vegetales no logran enraizar por lo

que son otros los factores que influyen en ello.

Fermino y Scherwinski (2012) realizaron la fase de enraizamiento de la Amburana acreana
y después de 30 dias obtuvieron los mejores resultados en medio de cultivo WPM/2 con 0,5
mg/L IBA. En cambio, para la especie Amburana cearensis, Alecrim et al. (2013)
encontraron que, el mejor tratamiento de enraizamiento es en medio de cultivo WPM con 2
mg/L IBA. Sin embargo, los tratamientos realizados para la Amburana acreana en las
concentraciones mencionadas por los autores no tuvieron éxito. Otras especies forestales

como Juglans neotropica no requieren auxinas para su enraizamiento (Villegas, 2012).
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V. CONCLUSIONES

Con base en los objetivos planteados y los resultados obtenidos sobre la micropropagacion
in vitro de la Amburana acreana utilizando yemas apicales de plantas provenientes de
semillas, se concluye que el tratamiento aplicado para la multiplicacion in vitro del ishpingo
ha mostrado un aumento gradual en la tasa promedio de multiplicacion durante los tres
subcultivos siendo el dltimo valor 2.33. Lo que sugiere que, es posible continuar con la
multiplicacion y obtener una mayor cantidad de microestacas. Asimismo, a continuacion, se

presentan las conclusiones a detalle de lo antes mencionado.

e El protocolo de desinfeccion de semillas de Amburana acreana muestra mejores
resultados con el tratamiento 2 (2,5 % de NaOCI y 30 minutos), puesto que presenta
un alto porcentaje de semillas germinadas y una baja tasa de contaminacion, siendo
75% y 15% respectivamente.

e Las plantulas subcultivadas en medio de cultivo MS adicionado de BAP muestran
mayores tasas de multiplicacion a diferencia de las plantulas en medio de cultivo
WPM con BAP.

e Para la multiplicacion a partir de yemas apicales de vitro plantas de Amburana
acreana, se demuestra que estadisticamente no hay diferencias significativas entre el
tratamiento 2 (MS + 1 mg/L BAP) y el tratamiento 3 (MS + 1,5 mg/L BAP).

e Las plantulas subcultivadas en el tratamiento 2 (MS + 1 mg/L BAP) presentan un
aumento continuo promedio de brotes por subcultivo en comparacion al tratamiento
3 (MS + 1,5 mg/L BAP). Por ello, se determina que el tratamiento 2, con 2.01 brotes
en promedio, es el mas adecuado para el protocolo de multiplicacion. Sumado a ello,
economicamente el tratamiento 2 es mas rentable.

e Para el enraizamiento, las microestacas no lograron enraizar en el medio de cultivo
MS con ANA, IBA 'y AlA en diferentes concentraciones. Sin embargo, la menor tasa
de sobrevivencia fue con el tratamiento 3 que contenia 1 mg/L ANA con 43,3% y el
tratamiento testigo con 53,3% , puesto que los otros tratamientos tenian porcentajes

de sobrevivencia similares.



Las microestacas subcultivadas a medio de cultivo MS con IBA en diferentes
concentraciones, no lograron enraizar y, muy por el contrario, no sobrevivieron a los
tratamientos propuestos.

Es posible seleccionar plantulas de buena calidad basandose en la rapidez de la
germinacion y desarrollo de las plantulas, asi como aquellas que presentan un alto
valor de multiplicacion de brotes para un futuro mejoramiento genético. Ello con el
fin de poder establecerlas en campo.

A partir de los resultados obtenidos, se considera que no esta lejos de lograr un
protocolo completo de micropropagacidn que mejore la produccion convencional de
plantas que cada vez se hace mas dificil por la fuerte presion de explotacion que

disminuye el potencial del germoplasma todavia existente.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda profundizar e investigar el efecto de la interaccién de un medio de
cultivo con citoquininas y auxinas incluyendo los niveles de concentracion a fin de
favorecer la elongacidn durante la fase de multiplicacion.

Investigar otros tratamientos de enraizamiento utilizando citoquininas como auxinas
en diferentes concentraciones.

Identificar antioxidantes adecuados que puedan favorecer la supervivencia de las
vitroplantas y poder considerarlos en futuras investigaciones para el cultivo in vitro
de esta especie.

Identificar los diferentes arboles semilleros con el fin de utilizar las semillas que

muestren mejores resultados durante la germinacion y multiplicacion in vitro.
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VIIl.  ANEXO

ANEXO 1
ANALISIS DE VARIANZA PROTOCOLO DE DESINFECCION

Variable N R2 R2 Aj CcVv
Germinacion de plantulas 80 0.06 0.02 77.21

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1.05 3 0.35 1.5028 0.2206
% Concentracion NaClO 0.80 1 0.80 3.4350 0.0677
Tiempo de inmersion (min) 0.05 1 0.05 0.2147 0.6444
% Concentracion NaClO*Tiempo
de inmersion (min) 0.20 1 0.20 0.8588 0.3570
Error 17.70 76 0.23
Total 18.75 79

Ho: La tasa germinacion es igual en todos los tratamientos
Hi: Existe un tratamiento con una tasa de germinacion distinto al resto
Valor de P > que a: 0.05, por lo tanto, no se rechaza Ho

TEST: LSD FISHER

% Tiempo de
Concentracion inmersion Medias n E.E.
NaClO (min)
3 30 0.45 20 0.1079 A
3 25 0.6 20 0.1079 A
2.5 25 0.7 20 0.1079 A
2.5 30 0.75 20 0.1079 A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p>0.05)

Variable N R2 R2 Aj CVv
Contaminacién de plantulas 80 0.06 0.02 47.77




F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.74 3 0.25 1.6317 0.1890
% Concentracion NaClO 0.31 1 0.31 2.0742 0.1539
Tiempo de inmersién (min) 0.11 1 0.11 0.7467 0.3902
% Concentracion NaClO*Tiempo
de inmersion (min) 0.31 1 0.31 2.0742 0.1539
Error 11.45 76 0.15
Total 12.19 79
Ho: La tasa contaminacion es igual en todos los tratamientos
H1: Existe un tratamiento con una tasa de contaminacion distinto al resto
Valor de P > que a: 0.05, por lo tanto, no se rechaza Ho
TEST: LSD FISHER
% Concentracién Tiempo de .
NaClO inmersion (min) Medias : E.E.
3 30 0.1 20 0.09 A
3 25 0.15 20 0.09 A
2.5 25 0.15 20 0.09 A
2.5 30 0.35 20 0.09 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p>0.05)
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ANEXO 2

PRUEBAS DE LO SUPUESTOS DEL ANOVA PARA LA TASA DE
MULTIPLICACION

Prueba de normalidad (Shapiro - Wilks modificado)

Variable n Media D.E. W* p (unilateral D)

RDUO Tasa de

S 48 0.00 0.45 0.91 0.0061
multiplicacion

Q-Q plot Tasa de multiplicacion

1.004

n=48 = 0977 (FDUQ tasa de multiplicacion)

0.60+

0.204

-0.204

-0.604

|
=
=
[=]

-1.00 -0.60 -0.20 0.20 0.60 1.00
Cuantiles de una Normal{-4. 1633E-017,020134)

Cuantiles observadog RDUO tasa de multiplicaci on)
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ANEXO 3

PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS PARA LA TASA DE MULTIPLICACION

Tratamiento N Medias D.E. Medianas H p
T1 3 1.5222 0.2502 1.6667 31.5026 0.0075
T10 3 1.6889 0.7343 1.3333
T11 3 1.6556 0.6744 1.3000
T12 3 1.2333 0.1155 1.1667
T13 3 0.5222 0.5337 0.5000
T14 3 0.5444 0.4993 0.4000
T15 3 0.5222 0.5738 0.3333
T16 3 0.4889 0.4741 0.2667
T2 3 2.0111 0.3533 2.0667
T3 3 2.2222 0.6257 2.1000
T4 3 1.2444 0.6449 1.6000
T5 3 0.6111 0.6752 0.4000
T6 3 0.6000 0.5239 0.3667
T7 3 0.6333 0.4163 0.5000
T8 3 0.6778 0.5834 0.6667
T9 3 1.3444 0.6301 1.5667

Ho: La tasa de multiplicacion es igual en todos los tratamientos
Hi: Existe un tratamiento con una tasa de multiplicacion distinto al resto
Valor de P < que a: 0.05, por lo tanto, se rechaza Ho

Tratamiento Medias Ranks
T16: WPM+ 2mg/L ZEA 0.49 11 A
T13: WPM+ 0.5mg/L ZEA 0.52 11.83 A
T15: WPM+ 1.5mg/L ZEA 0.52 12.17 A
T14: WPM+ 1mg/L ZEA 0.54 13 A B
T6: MS+1mg/L ZEA 0.6 14.83 A B C
T7: MS+1.5mg/L ZEA 0.63 15 A B C
T5: MS+0.5mg/L ZEA 0.61 16.17 A B C
T8: MS+2mg/L ZEA 0.68 17.33 A B C
T12: WPM+2mg/L BAP 1.23 27.17 A B C D
T4: MS+2mg/L BAP 1.24 29.83 A B C D
T9: WPM+0.5mg/L BAP 1.34 31.33 A B C D
T10: WPM+1mg/L BAP 1.69 35.17 B C D
T11: WPM+1.5mg/L BAP 1.66 35.17 B C D
T1: MS+0.5mg/L BAP 1.52 36.17 C D
T2: MS+1mg/L BAP 2.01 41.83 D
T3: MS+1.5mg/L BAP 2.22 44 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p>0.05)
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Tratamiento n Media D.E CV min max
T16 3 0.49 0.47 96.98 0.17 1.03
T13 3 0.52 0.53 102.19 0 1.07
T15 3 0.52 0.57 109.88 0.07 1.17
Ti14 3 0.54 0.5 91.7 0.13 1.1

T6 3 0.6 0.52 87.31 0.23 1.2
T5 3 0.61 0.68 110.49 0.07 1.37
T7 3 0.63 0.42 65.74 0.3 1.1
T8 3 0.68 0.58 86.08 0.1 1.27
T12 3 1.23 0.12 9.36 1.17 1.37
T4 3 1.24 0.64 51.82 0.5 1.63
T9 3 1.34 0.63 46.87 0.63 1.83
T1 3 1.52 0.25 16.44 1.23 1.67
T11 3 1.66 0.67 40.74 1.23 2.43
T10 3 1.69 0.73 43.48 1.2 2.53
T2 3 2.01 0.35 17.57 1.63 2.33
T3 3 2.22 0.63 28.16 1.67 2.9
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ANEXO 4

PROMEDIO DE BROTES POR SUBCULTIVO PARA LA MULTIPLICACION

DEL ISHPINGO
Tratamiento ler 2do 3er X
subcultivo subcultivo subcultivo
T1 1.23 2.90 4,57 2.90
T2 1.63 3.70 6.03 3.79
T3 1.67 4,57 6.67 4.30
T4 1.60 3.23 3.73 2.86
T5 1.37 1.77 1.83 1.66
T6 1.20 1.57 1.80 1.52
T7 1.10 1.60 1.90 1.53
T8 1.27 1.37 2.03 1.56
T9 1.57 2.20 4.03 2.60
T10 1.33 2.53 5.07 2.98
T11 1.23 2.53 4.97 2.91
T12 1.17 2.53 3.70 2.47
T13 1.07 1.57 1.57 1.40
T14 1.10 1.50 1.63 1.41
T15 1.17 1.50 1.57 1.41
T16 1.03 1.30 1.47 1.27
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ANEXO 5

PROMEDIO DE GRADO DE NECROSIS DE PLANTULAS DE ISHPINGO

Promedio de grado de necrosis
Tratamiento Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

T1 2.22 16.67 78.89 2.22
T2 0.00 14.44 82.22 3.33
T3 2.22 3.33 88.89 5.56
T4 1.11 4.44 90.00 4.44
T5 0.00 12.22 77.78 10.00
T6 0.00 20.00 67.78 12.22
T7 0.00 24.44 61.11 14.44
T8 1.11 14.44 64.44 20.00
T9 0.00 12.22 80.00 7.78
T10 0.00 12.22 85.56 2.22
T11 0.00 17.78 70.00 12.22
T12 0.00 15.56 76.67 7.78
T13 111 10.00 80.00 8.89
T14 0.00 13.33 74.44 12.22
T15 0.00 15.56 66.67 17.78
T16 2.22 14.44 66.67 16.67
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ANEXO 6
PROMEDIO DE GRADO DE FENOLIZACION DE PLANTULAS DE ISHPINGO

Promedio de grado de fenolizacion
Tratamiento Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

T1 21.11 78.89 0.00 0.00
T2 22.22 77.78 0.00 0.00
T3 21.11 75.56 2.22 1.11
T4 20.00 77.78 1.11 1.11
T5 17.78 72.22 10.00 0.00
T6 7.78 78.89 13.33 0.00
T7 8.89 82.22 8.89 0.00
T8 6.67 83.33 10.00 0.00
T9 3.33 74.44 22.22 0.00
T10 16.67 75.56 7.78 0.00
T11 13.33 76.67 10.00 0.00
T12 7.78 85.56 6.67 0.00
T13 11.11 75.56 13.33 0.00
T14 5.56 80.00 14.44 0.00
T15 3.33 82.22 14.44 0.00
T16 3.33 82.22 14.44 0.00
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ANEXO 7

PROMEDIO DE GRADO DE CALLOS DE PLANTULAS DE ISHPINGO

Promedio de grado de necrosis
Tratamiento Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4

T1 0.00 32.22 64.44 3.33
T2 0.00 23.33 66.67 10.00
T3 0.00 20.00 76.67 3.33
T4 0.00 18.89 73.33 7.78
T5 0.00 28.89 60.00 11.11
T6 0.00 28.89 50.00 21.11
T7 0.00 24.44 57.78 17.78
T8 0.00 20.00 64.44 15.56
T9 0.00 18.89 72.22 8.89
T10 0.00 22.22 72.22 5.56
T11 0.00 23.33 65.56 11.11
T12 0.00 18.89 74.44 6.67
T13 1.11 15.56 74.44 8.89
T14 1.11 16.67 65.56 11.11
T15 0.00 23.33 61.11 15.56

T16 0.00 27.78 56.67 15.56
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