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RESUMEN

El presente estudio busca determinar las mejores condiciones para
la regeneracion in vitro del tornillo (Cedrelinga cateniformis Ducke (Ducke)),
motivo por el cual se plantearon como objetivos, determinar el medio de cultivo
y el mejor balance hormonal que permitan una mejor respuesta vegetativa, asi
como determinar un protocolo de desinfeccion para los explantes de hojas y
yemas de tornillo. Constituido por 5 ensayos: multiplicacion de yemas,
callogénesis en hojas, protocolo de desinfeccion combinada, callogénesis en
hojas y yemas con medio fungicida. Se desarrollaron en 4 fases cada una: fase
de gabinete, fase de aislamiento, fase de laboratorio y la fase de evaluacion.
Los resultados obtenidos indican que: 1) El mejor medio de cultivo es el
Murashige & Skoog (MS) con un 86% de permanencia y callos viables. 2) Las
mejores combinaciones de hormonas para la produccion de callos en yemas
fueron by y bs que simbolizan el 80% y 90% del total. Asimismo, las mejores
combinaciones de hormonas con interaccion del medio de cultivo con fungicida
Benomil fueron T3 y Ts que son el 100% cada uno. 3) Las mejores
combinaciones de hormonas para la produccion de callos en hojas fueron T,
T4y Ts que simbolizan el 90, 90 y 100% del total y, las mejores combinaciones
de hormonas con interaccion del medio de cultivo con fungicida Benomil fueron
T4y Ts, con 100% cada uno. 4) El mejor protocolo de desinfeccién de hojas y
yemas fue el Protocolo 2, ademas la mejor concentracion de fungicida en el

medio de cultivo fue 2 g/L porgue permitido 0% de contaminacion por hongos.

Palabras clave: Cedrelinga cateniformis, in vitro, hormona, callo, yemas, hojas.



l. INTRODUCCION

La superficie total deforestada en la Amazonia, al afio 2012,
asciende a aproximadamente 7.9 millones de hectareas, que representa el
10.97% de la superficie de los bosques amazénicos, de los cuales los
departamentos de San Martin, Amazonas y Loreto son los que presentan

mayor porcentaje de deforestacion (MINAM, 2012).

El Mapa Forestal del Pera reporta que 4 500 000 ha de la Selva
habian sido deforestadas en ese afio y estaban siendo utilizadas para la
agricultura y ganaderia pero que, en su mayor parte, estaban recubiertas de

vegetacion secundaria (MALLEUX, 1975).

Tal situacion, esta provocando dafios a los bosques nativos, y es
reflejada la desaparicion de muchas especies, entre ellas, el tornillo
(Cedrelinga cateniformis Ducke (Ducke)), que es actualmente la especie
forestal nativa mas promisoria en la Amazonia peruana. Es una especie forestal
con caracteristicas maderables valiosas y tiene un uso muy difundido en el
Perd. Esta especie presenta un problema y es que sus semillas ademas de
producir en un ciclo de aproximadamente 3 afios, pierden su capacidad de
germinacién pocos dias después de la cosecha (recalcitrante), por lo que su
regeneracion natural es escasa y es necesaria su propagacion en vivero por

semillas; a pesar de ello, est4 considerado entre las cinco especies forestales
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mas apreciadas por el poblador amazoénico desde el punto de vista econémico
y ambiental. (LABARTA & WEBER, 1998) y comercialmente es una de las

madera mas utilizadas (INRENA-OIMT, 1995).

El cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro, es una técnica de
propagacion en condiciones totalmente asépticas, en la que a partir de un
pequefio segmento inicial de tejido, es posible regenerar en poco tiempo miles
de plantas genéticamente iguales, utilizando variables fisicas y quimicas
controladas como medio de cultivo. Esta poderosa herramienta permite la
propagacion de grandes volumenes de plantas en menor tiempo, asi como

el manejo de las mismas en espacios reducidos (REMACHE, 2011).

La micropropagacion de especies arbOreas es una opcion atractiva
gue ofrece una via rapida de producir a nivel industrial o semi industrial plantas
clénales para reforestacion, produccion de biomasa lefiosa y conservacion de
germoplasma elite y raro. La biotecnologia es una alternativa para la
preservacion de especies aumenta la de multiplicacion de plantulas para suplir

la demanda comercial (GONZALES et al., 1998).

En tal sentido, se plantea la siguiente interrogante: ¢ Cuales son las
mejores condiciones para la regeneracién in vitro de tornillo (Cedrelinga
cateniformis Ducke (Ducke))?, para lo cual con anteriores investigaciones al
respecto se plantea la siguiente hipotesis: Las mejores condiciones para la
regeneracion in vitro de tornillo (Cedrelinga cateniformis Ducke (Ducke)) estan
determinadas por el mejor protocolo de desinfeccion, mejor medio de cultivo o

medio basal y el mejor balance hormonal especificos para dicha especie.



Objetivo general:

Determinar las mejores condiciones para la regeneracion in vitro de

tornillo (Cedrelinga cateniformis Ducke (Ducke)) a partir de hojas y

yemas colectadas de vivero.

Objetivos especificos:

Determinar el medio de cultivo y el mejor balance hormonal que
permitan una mejor respuesta vegetativa del tornillo (C.

cateniformis Ducke (Ducke)) a partir de yemas.

Determinar el medio de cultivo y el mejor balance hormonal que
permitan una mejor respuesta vegetativa del tornillo (C.

cateniformis Ducke (Ducke)) a partir de hojas.

Determinar un protocolo para la desinfeccion de hojas y yemas

como explantes de tornillo (C. cateniformis Ducke (Ducke)).



ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcion de la especie tornillo

2.1.1. Taxonomia

MOSTACERO y MEJIA (1993) indica que:

Reino : PLANTAE

Division : MAGNOLIOPHYTA

Clase : MAGNOLIOPSIDA

Orden : FABALES

Familia : MIMOSACEAE

Género : Cedrelinga

Nombre cientifico  : Cedrelinga cateniformis Ducke (Ducke)

Nombres comunes : “tornillo“, huayra caspi (Per); achapo (Col); seique,

seiqui (Ecu); cedro rana (Bra).

2.1.2. Descripcion botanica

Arbol grande, alcanza la mayor altura entre los arboles

amazonicos, pudiendo llegar a 50 m de alto y tronco de 2 m de diametro, con
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aletones basales imponentes. La corteza del tronco semeja a la de ciertas
Meliaceaes. Ramitas puberulentas. Habita suelos humedos en bosque

primario.

Hojas: alternas, glabras y bipinnadas. Peciolo cilindrico de 3 - 4 cm
de largo, longitudinalmente estriado, con una glandula en su &pice. Raquis
principal de 3.5-7 cm de longitud, tenuemente angulado y estriado, glandulado
en el extremo distal. Raquis secundarios de base dilatada, 6 - 7 cm de longitud
el primer par y de 8 - 10 cm de longitud el ultimo par, con glandulas acopadas
sobre los ultimos pares de foliolos. Dos pares de pinnas opuestas. Por pinna 2
- 3 pares de foliolos de 5-10 x 3-6 cm, opuestos. Pecidlulo de 0 - 5 cm. Limbos
coriaceos, asimétricos, ligeramente curvados y punteados, de base desigual;
apice gradualmente acuminado; margenes ondulados y revolutos;
penninervados, con los nervios (principal, secundarios y terciarios) muy visibles

y prominentes en ambas caras.

Inflorescencias: capitulos dispuestos en paniculas terminales o
subterminales. Eje florifero hasta 20 centimetros de longitud, cobrizo-
puberulento. Pedunculos de 1 - 3 centimetros de longitud. Capitulo globoso de
1 cm de diametro Flores: sésiles. Caliz cupuliforme de 1 mm de alto,
brevemente 5dentado. Corola infundibulifome de 4-5 mm de alto,
profundamente 5 dentada. Estambres exertos de 8 - 10 mm de alto, adnados
en un tubo que alcanza mas de la mitad del tubo corolino. Ovario subestipitado
y claviforme de 3 mm de alto; estilo lateral mas corto que los estambres

(SPICHIGER et al., 1990).
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Fruto: lomento estipitado, tres 0 mas segmetos monospérmicos y

aplanados, oblongo-elipticos, cada uno de 15 - 18 X 3 - 5 cm (al madurar se
desprenden en artejos). Semillas elipticas de 3 - 3.5 x 1.5 cm, ubicadas en la

mitad central de cada artejo (SPICHIGER et al., 1990).

2.1.3. Usos

La madera del tornillo es suave vy liviana, de color café claro, y se
denotan unas vetas rojo oscuras que emergen gradualmente. Es de densidad
media y es usada en estructuras, carpinteria, construcciones navales,
carrocerias, muebles, laminas de enchape, puntales y jugueteria. Se seca al
aire con moderada rapidez, con leves defectos; las contracciones son bajas y
uniformes y se considera como una madera noble para el secado convencional

en horno (ICRAF, 2006).

2.1.4. Distribucion

Su distribucién en el Pera va desde los 120 hasta los 800 metros
sobre el nivel del mar, con temperaturas promedio que varian de 22 °C hasta
27 °C y precipitaciones desde 2500 hasta 3800 milimetros. Se desarrolla en un
amplio rango de suelos: acidos, arcillosos, algunas veces con gran cantidad de
piedras y generalmente con buen drenaje. No resiste inundaciones y su
crecimiento se reduce en suelos muy delgados, con capas impermeables, con
baja fertilidad, compactados o en arenas secas (ICRAF, 2006). REYNEL et al.
(2003) afirman que la distribucidn es en la region amazdnica, en altitudes de

hasta 1200 msnm. Se le observa en areas de pluviosidad elevada y constante;
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es una especie con tendencia escidfita, presente en bosques primarios, en
suelos arcillosos, usualmente &cidos, en zonas bien drenadas y con
pedregosidad baja o nula; la floracion mayormente a fines de la estacion seca,
entre Noviembre-Diciembre; fructificacion a inicios de la estacion de lluvias,
entre Diciembre-Febrero. El tronco es generalmente recto, con una corteza que

se asemeja a la de Cedrela odorata L. (VIDAURRE, 1994).

LABARTA y WEBER (1998) indican que el 100% de los individuos
de C. cateniformis Ducke (Ducke) son clasificados como vigorosos, es decir no
presentan sefales de plagas ni enfermedades, a pesar de las diferencias en

altura y Dap entre los individuos.

2.2. Resefia historica

2.2.1. Célula totipotencial

Del latin totuspotens: totus (todo) y potens (poder o habilidad), el
término célula totipotencial, es utilizado en biologia para referirse a células que
poseen la capacidad de dar origen a diferentes tipos celulares, incluso
pudiendo una sola de estas células dar origen a millones de células, tejidos,
organos e incluso embriones. Una planta al crecer va aumentando su
poblacién de células las cuales se especializan en sus funciones. El aumento
de la poblacion de células se realiza por medio de la division celular. Antes que
una célula madre se divida en dos células hijas, hace una copia exacta de su
primer genoma. Como resultado, las dos células hijas generalmente tienen

exactamente la misma composicion genética como la de su célula madre. Cada
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célula viva de la planta debe contener todos los genes y por lo tanto tiene la

capacidad de generar una planta completa (TOBAR, 2011).

2.2.2. Cultivo de tejidos aislados

Gottlieb Haberlandt (1854-1945), botanico austriaco, fue el primero

en sefalar la posibilidad del cultivo de tejidos aislados.

Desde las primeras afirmaciones de Haberlandt, los métodos de
cultivo de células y tejidos se han desarrollado, dando lugar a importantes

descubrimientos en Biologia y Medicina (DESPOMMIER, 2009).

2.2.3. Células autosuficientes

La teoria propuesta por SCHLEIDEN Y SCHWANN (1938),
establece que las células son autosuficientes y, que, en principio son capaces
de regenerar una planta completa, lo anterior constituye el nucleo central del

cual nace el cultivo de tejidos.

Los primeros intentos fueron realizados por Haberlandt en 1902;
mas tarde otros ensayos fueron realizados por Harrison, Burrows y Carrel entre
1907 y 1909. Nobécourt, Gautheret y White, consiguieron el primer cultivo de

tejido auténtico en el afio de 1939 (PIERIK, 1990).

Es decir, tuvieron que pasar 100 afios para que la teoria de la
totipotencia fuera comprobada. Desde el afio de 1939 este tema ha venido en

progreso, pero ha tenido un desarrollo extraordinario en los ultimos 30 afios.



2.2.4. Cultivo de tejidos vegetales

La ciencia del cultivo de tejidos vegetales debe su origen a la
investigacion sobre hormonas que controlan el crecimiento y el desarrollo
vegetal. Este conocimiento se combiné con las técnicas Dbésicas de
microbiologia por las cuales los microorganismos se hacen crecer en medios

estériles para su produccion e identificacion (SALAZAR, 2010).

2.2.5. Callo tisular

El callo tisular puede propagarse indefinidamente por subdivisiones
en un medio nutricional basico con fitohormonas (una auxina, una citoquinina y
una giberelina, por ejemplo). El estado de diferenciacion puede ser mantenido
o alterado variando el tipo y concentracion de fitohormonas en el medio: una
concentracion alta de auxinas frente a citoquininas inducira la formacion de
raices, mientras que concentraciones altas de citoquininas frente a auxinas

induce la formacion de tallos.

Las concentraciones de hormonas adecuadas varian de una planta
a otra, por lo que hay que determinarlas en cada caso experimentalmente

(IZQUIERDO, 1999).

2.2.6. La biotecnologia en el sector forestal

La investigacidon y las aplicaciones de la biotecnologia en el sector

forestal avanzan rapidamente, pudiéndose identificar cuatro biotécnicas que se
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utilizan principalmente: La micropropagacion y el cultivo de tejidos, la biologia
molecular y los marcadores, la modificacion genética, la gendmica y la

crioconservacion.

Entre las 2700 actividades de biotecnologia que se realizaron en el
mundo en los Ultimos 10 afos, la modificacion genética representa alrededor
del 19% solamente. El potencial de los rasgos de interés para los arboles
genéticamente modificados (GM) son el aumento de la produccién y calidad de

madera, resistencia a insectos, enfermedades y herbicidas (FAO, 2004).

2.3. Micropropagacion

2.3.1. Cultivo de tejidos vegetales

En su acepcion amplia, el cultivo de tejidos vegetales se define
como un conjunto muy heterogéneo de técnicas que presentan en comun el
hecho de que un explante, o sea, unas partes separadas del vegetal, tales
como protoplastos, células, tejidos u 6rganos- se cultivan asépticamente en un
medio artificial de composicién quimica definida y se incuba en condiciones
ambientales controladas. Cada fragmento origina una planta idéntica a aquella
de donde se tomé el fragmento, aunque, también puede ser modificada

genéticamente para tener variedades artificiales (MROGINSKI et al., 2010).

Es el sistema de propagacion vegetativa mas recientemente
implementada, pero por razones de costo no ha desplazado el uso de los

sistemas tradicionales especialmente en arboles forestales; cuya reproduccion
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masiva en viveros es mas ventajosa desde un punto de vista econémico. Estas
técnicas modernas son un buen complemento de la produccion de plantas en
vivero, al permitir producir un material de alta calidad genética que podra ser

reproducido en forma masal, por semilla (GONZALES et al., 1998).

Estas técnicas pueden ser utilizadas en vegetales como
herramientas para la micropropagacion rapida de clones, eliminacion de virus y
enfermedades, produccion de haploides, aislamiento y utilizacion de
protoplastos, cultivo de embriones, produccion de fitoquimicos, ingenieria
genética, mutacion y seleccion celular, produccion de semillas sintéticas y

estudios basicos de anatomia, desarrollo y fisiologia (MROGINSKI et al., 2010).

El cultivo de tejidos consiste en producir plantas a partir de
porciones muy pequefios de ellas, como son los tejidos o células, cultivadas
asépticamente en recipientes de vidrio en donde se pueden controlar

estrictamente las condiciones ambientales, sanitarias y de nutricion.

La micropropagacion de especies arboéreas ofrece una via rapida
de producir a nivel industrial o semiindustrial plantas clonales para
reforestacion, produccion de biomasa lefiosa y conservacion de germoplasma
elite y raro. La biotecnologia es una alternativa para la preservacion de
especies aumenta la de multiplicacién de plantulas para suplir la demanda

comercial (GONZALES et al., 1998).

El cultivo in vitro de plantas consiste en reproducir numerosos

ejemplares a partir de pequefas partes de tejido de una planta madre,
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obteniendo plantas homogéneas, en grandes cantidades, libres de patégenos y
en cualquier época del afio. Esta técnica permite tener una mayor tasa de
reproduccién que en los cultivos tradicionales y es de gran ayuda para la
conservacion de especies que estén en peligro de extincion o en estado de
vulnerabilidad. Existe una gran diferencia entre las plantas herbaceas y las
plantas lefiosas, debido a que estas Ultimas son dificiles de clonar porque

tienen una capacidad regenerativa relativamente lenta (PIERIK, 1990).

Las arboreas (recalcitrantes) han presentado mayores dificultades
por su condicion estructural y porque los procesos morfoldgicos fisiologicos y

biol6gicos han sido menos estudiados (PEREA, 1990).

Las aplicaciones del cultivo in vitro de plantas son (SALAZAR,

2010):

— Multiplicacion masiva de plantas para especies de dificil

propagacion por otros métodos.

— Rescate de especies en vias de extincion.

— Clonacion de individuos de caracteristicas agronémicas

especiales.

— Produccion de semillas sintéticas.

— Produccion de plantas libres de enfermedades (obtencion de

plantas libres de virus).

— Produccién de nuevos hibridos.
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— Germinacioén de semillas.

— Generacion de variabilidad en mejora genética (incluyendo la

obtencion de plantas transgénicas).

— Conservacion de germoplasma (conjunto de individuos que

representan la variabilidad genética de una poblacién vegetal).

— Seleccion, cruzamiento, control de enfermedades y produccion en
masa de cultivos de cosecha e involucra diferentes plantas en

agricultura, horticultura, forestales y frutales.
— Estudios fisiolégicos diversos.
— Sistema modelo para estudios de fisiologia vegetal.
— Produccion de metabolitos secundarios.

— Lucha contra enfermedades.

La regeneracion de plantas a partir de cultivo in vitro de ciertas
especies lefiosas, exige la busqueda de técnicas complejas (PERUGORRIA,
2005). Estas deben permitir a las plantas sobrevivir a los problemas de
oxidacion, heterogeneidad de respuesta y sobre todo a la ambientacion
cuando son trasplantadas a un sustrato y expuestas a las condiciones
naturales. Los explantes cultivados in vitro pueden dar dos tipos de respuesta:
una des diferenciacion celular acompafiada de crecimiento tumoral, que da
lugar a una masa de células denominada callo o una respuesta morfogénica
por la cual o se forman Organos (organogénesis) o embriones como la

embriogénesis somatica (LOPEZ, 1996).
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La embriogénesis somatica estd ampliamente considerada como la

mejor via de regeneracion que utilizan las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales en biotecnologia forestal. Los avances actuales en biotecnologia-
genomica estan teniendo un gran impacto en el uso de material selecto en
muchos programas de mejora. La embriogénesis soméatica esta contribuyendo
a la produccion de plantas transgénicas y a la consecucion de la silvicultura
clonal de alta productividad, con calidad de madera mejorada y menor impacto
de enfermedades, en plantaciones forestales (CELESTINO, 2005). En la
embriogénesis somatica el enraizamiento es reemplazado por una etapa de
maduracion y germinacion de los embriones para la diferenciacion de los

apices caulinares y radiculares.

Las plantas producidas asexualmente a través de organogénesis in
vitro, son de calidad uniforme, y pueden ser reproducidas mas rapidamente que
a través de la sexual o por técnicas convencionales de propagacion. Tales
plantas crecen y maduran mas rapido que las plantas propagadas por semillas

(VASIL y VASIL, 1980).

La multiplicacion in vitro de especies agroforestales puede lograrse
por tres rutas diferentes: 1) por desarrollo de brotes preexistentes, 2) por
formacion de meristemos adventicios, y, 3) por diferenciacion de embriones

somaticos (AGUILAR et al., 2010).

Hasta la fecha, la multiplicacion de plantas por medio de apices

preexistentes es el método mas comun para la propagacion clonal de maderas
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duras, siendo el més utilizado en coniferas. En esta técnica se utilizan 4pices
de yemas terminales, axilares y nudos. Este sistema de propagacion tiene la
ventaja de que los brotes se multiplican directamente, sin una fase intermedia
de callo (masa de células no diferenciadas) siendo en general, las plantas
regeneradas, genéticamente estables; sin embargo, el nimero de plantas que
se produce es limitado debido a que depende del numero de brotes
preexistentes en el explante. Si bien la tasa de multiplicacion inicial es baja,
ésta se incrementa durante los primeros subcultivos y eventualmente se puede

alcanzar una tasa considerable de multiplicacion (THORPE et al., 1991).

2.3.2. Medio de cultivo

Es la combinacion sdlida o liquida de nutrientes y agua.
Usualmente incluye sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos.
A menudo se denomina medio basal y puede ser suplementado con algun

regulador de crecimiento y ocasionalmente con otras sustancias varias.

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la
planta, sin agua y nutrientes minerales una planta no puede vivir ni in vitro ni in
vivo. También se debe afadir aztcares al medio de cultivo, ya que las plantas
o sus fragmentos no son completamente autotréficos cuando se desarrollan en

estas condiciones (SUAREZ, 2003).

Los medios de cultivo mas frecuentemente usados para la
produccién de brotes en angiospermas son WP Woody Plant, y MS murashige

& skoog suplementado con BAP (bencilamino purina). Cambiando los
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nutrientes del medio de cultivo se puede alterar el porcentaje de explantes que
formen brotes adventicios y/o el nUmero de brotes adventicios o vastagos.
Medios con baja calidad de sales como el WP Woody Plant, 1970 y GD
Gresshoff & Doy, 1972 incrementan algunas veces el porcentaje de

enraizamiento de brotes axilares en arboles (THORPE, 1991).

2.3.3. Reguladores de crecimiento

Generalmente es necesario agregar una 0O mas sustancias
reguladoras; frecuentemente auxinas y/o citoquininas, pero a veces también
giberilinas o acido abcisico, para mejorar el desarrollo del cultivo in vitro de
tejidos y 6rganos. Por otro lado, los requerimientos de estas sustancias varian
considerablemente con los tipos de tejidos y los niveles enddgenos de estos

reguladores, asi como con la finalidad del cultivo in vitro (PIERIK, 1990).

Auxinas

Se relacionan con la elongacion, tropismo, dominancia apical,
abscision, enraizamiento y otros. En cultivo in vitro las auxinas son utilizadas
principalmente para la diferenciacion de raices y la induccion de callo. Las
auxinas mas utilizadas son: IBA (acido indol-3-butirico), NAA (acido
naftalenacético), IAA (acido indolacético) y 2,4-D (acido diclorofenoxiacético).
El IBA y el NAA son usados frecuentemente para enraizamiento. El 2,4-D es
muy efectivo para la induccién de callos. Las auxinas se disuelven usualmente

en etanol diluido o en una solucion de hidréxido de sodio (PIERIK, 1990).
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Citoquininas

Las citoquininas se asocian con los procesos de division celular. La
producida artificialmente tiene propiedades analogas a las naturales. La zeatina
es un citoquinina natural extraida de la semilla de maiz pero tiene un costo muy

alto (GUTIERREZ et al., 2003).

En los medios para cultivo in vitro se incorporan citoquininas para
promover la divisién celular y la induccion de yemas adventicias en callos y
organos. Se usan estos compuestos para la proliferacion de tallos axilares por
la ruptura de la dominancia apical. Las citoquininas mas usadas son: BAP
(bencilamino purina), kinetina y 2-ip (isopentenil-adenina). Generalmente son

diluidas con acido clorhidrico o hidréxido de sodio (PIERIK, 1990).

2.3.4. Técnicas de propagacion a partir de apices y laterales

Cultivo de meristemos

Técnica muy importante para la reproduccion masiva de clones y
de material vegetal genéticamente estable y para la reproduccién de plantas
libres de virus. También se utiliza la quimioterapia aplicando sustancias
especificas para alterar el mecanismo de sintesis de los virus. La técnica se
complementa y da mejores resultados si se aplica en plantas que van ser
cultivadas en viveros donde hay un mejor control de las condiciones
ambientales, lo que disminuye el riesgo de recontaminacion (GUTIERREZ et

al., 2003).
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2.3.5. Meristemos apicales y laterales

En el caso del alargamiento de las yemas axilares, este
método utiliza &pices principales, brotes laterales y segmentos nodales, e
involucra la multiplicacion de brotes preformados, generalmente sin la
formacién de algun callo, produciendo en general, cultivos genéticamente
estables. Este método genera el menor numero de plantas, ya que el nimero
de brotes producido es limitado por el nimero de brotes axilares sembrados en

el medio de cultivo (MUNOZ, 2003).

Se han usado los cultivos de puntas de brotes y de meristemos de
muchas otras plantas, para obtener mantener y multiplicar los materiales
genéticos de una punta de brotes o de un explante, en algunos casos, se
regenera una planta y en otros casos se puede estimular la formacion de brotes
multiples, en cada uno de estos casos se espera a menudo lograr la formacién
de ramas axilares que puedan separase y enraizarse; tedricamente los brotes
axilares o laterales pueden a su vez producir ramas axilares adicionales a
perpetuidad, a medida que se sub cultiva cada brote recién formado o cada
explante de nudo. Por lo tanto el método es bueno para poder obtener una
rapida multiplicacién clonal, y se aplicado a una gran variedad de especies,

desde las herbaceas hasta las lefiosas (STYER et al., 1983).

2.3.6. Fases de propagacion in vitro

Dentro del proceso de micropropagacion se pueden diferenciar

varias fases o etapas:
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Fase 1 Desinfeccion de las yemas de la planta y/o desinfeccién

de semillas

Para obtener estos explantes es recomendable mantener a las
plantas madre, es decir la planta donante de yemas, durante un periodo que
puede oscilar entre unas semanas 0 varios meses en un invernadero bajo
condiciones controladas (ORTIZ et al., 1998). En ese ambiente se cultiva la
planta en condiciones sanitarias 6ptimas y con un control de la nutricién y riego

adecuados para permitir un crecimiento vigoroso y sanas (PIERIK, 1990).

Se extraeran los fragmentos a partir de los cuales se obtendran los
explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de
raices o semillas. Antes de extraer los explantes se hard una desinfeccion de
los fragmentos de planta madre para eliminar los contaminantes externos. Los
contaminantes mas comunes son los hongos y las bacterias que habitan en

forma natural en el ambiente.

Una vez desinfectado el material vegetal, se trabaja en cabinas de
flujo laminar para extraer los explantes a partir del material vegetal. Estos
explantes se introduciran en un tubo de cultivo conteniendo medio de cultivo

para poder controlar la sanidad y la viabilidad (PIERIK, 1990).

La desinfeccion del material se realiza con hipoclorito de sodio,
agua clorada comercial, peréxido de hidrogeno, nitrato de plata alcohol, pura o
diluida durante diferentes periodos de 5 a 15 minutos, seguido por 3 a 4

enjuagues en agua esterilizada (MURASHIGE, 1974).
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Fase 2 Introduccién del material seleccionado in vitro

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas
dependiendo del material seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril.
En un periodo de una semana o quince dias, comienza el proceso de
germinacion o regeneracién de nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de

cultivo in vitro (PIERIK, 1990).

Fase 3 Multiplicacion de brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron
de la fase 1 originen brotes de procedencia axilar o adventicia con varios
entrenudos. Periodicamente estos nuevos brotes se deben sub cultivar en un
nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros
recipientes adecuados. Estas operaciones se realizan en la camara de flujo

laminar. (PIERIK, 1990).

Los tubos son llevados al cuarto de incubaciéon en condiciones
ambientales controladas del cuarto de incubacion, donde se obtiene yemas

axilares, yemas apicales en promedio/micronudo (GONZALES et al., 1998).

2.3.7. Condiciones del cultivo in vitro

En la camara de flujo laminar no puede entrar material
contaminado. El problema mas importante en todo el proceso del cultivo in vitro

son las contaminaciones. En el autoclave no se pueden meter determinadas
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sustancias, como vitaminas, antibioticos, &cido giberélico, sacarosa, encimas,
extractos vegetales, etc., ni tampoco recipientes que no soporten altas
temperaturas. El vidrio ha de ser de muy buena calidad para que no suministre
al medio, sustancias contaminantes para la planta. Normalmente se prepara el
medio y se filtra directamente. El problema es que se absorben en el filtro

determinadas sustancias (MORALES, 2002).

Los reguladores de crecimiento hormonas son imprescindibles, ya
gue sin ellos no se puede hacer el medio de cultivo. El pH ideal es 6, pero
puede oscilar entre 5,5 y 6,5. Se necesita agar y medio solido 0,6-0,9%. El
medio de cultivo realmente soélo tiene que llevar agua, fuente de energia

azucares y reguladores de crecimiento (PIERIK, 1990).

El éxito de esta técnica de propagacion también influyen
determinadas caracteristicas de la planta, como el tipo, genética e incluso el

tipo de implante, parte mas juvenil o mas adulta (MORALES, 2002).

Temperatura

La temperatura a la que esta expuesto el explante cultivado in vitro
afecta a la mayoria de procesos fisiologicos y por consiguiente es un factor
fundamental a controlar, cada especie tiene un intervalo de temperaturas en el
gue se produce el crecimiento Optimo. Este intervalo puede variar en funcion
del genotipo, del érgano del que se ha obtenido el explante, de la época del
afio, de la edad de la planta madre, del fotoperiodo, etc. La temperatura de

incubacion que oscilan entre los + 20 y 28° (MARIN et al., 1997).
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Luz

Las camaras de cultivo disponen de una serie de unidades
productoras de luz situadas de tal forma que iluminen toda la superficie util de
la cAmara. Las unidades productoras de luz acostumbran a ser fluorescentes y

pueden estar situadas de formas distintas.

Horizontales

La bateria de fluorescentes se coloca sobre el techo de cada area
de cultivo. Este sistema tiene la ventaja de que consigue una distribucion mas
uniforme de la luz en toda el area, pero tiene el inconveniente de que calienta
el techo y éste suele ser, a la vez, la base de otro nivel de cultivo, por lo cual

puede dar lugar a una distribucion irregular de la temperatura.

Verticales

La bateria de fluorescentes se coloca en los laterales de la camara
de cultivo de forma que producen una distribucion mas irregular de la luz en el
area de cultivo pero generan menos problemas con la distribucion del calor

(MARIN et al., 1997).

La contaminacién

Se puede definir como la introduccion accidental de
microorganismos (bacterias, hongos, algas), vectores y fuentes patogénicas

indeseables, donde se incluyen contaminantes patégenos y no patégenos
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(KUBOTA y TADOKORO, 1999). Sin embargo, las plantas in vitro se
consideran como cultivos estériles por lo que la presencia de éstos
microorganismos ha llevado a cientificos a debatir ésta idea y definirlas mas

bien como cultivos asépticos (HERMAN, 1990).

Existen entradas de contaminantes en las diferentes etapas en el
proceso como en el caso de la introduccién del material de campo donde la
contaminacion es propia de la planta. A la vez también existen introducciones
accidentales como en la preparacion de medios, o en el subcultivo de plantas
los cuales son los momentos en que se abren los frascos y quedan expuestos,
a su vez que una ineficiente técnica aséptica por parte de los operadores
puede introducir los contaminantes. Los cultivos mas viejos almacenados en el

cuarto de crecimiento sufren contaminaciones de hongos.

2.3.8. Ventajas del cultivo in vitro

Es el Unico método conocido actualmente para erradicar virus,
viroides, micoplasmas y otros patdégenos a partir de material enfermo,
propagacion clonal masiva de plantas libres de enfermedades en corto tiempo,
mantiene el cultivo libre de plagas enfermedades, porque se requiere mucha

asepsia (GONZALES et al., 1998).

Reduce costos de labores agronémicas en el mantenimiento de
germoplasma en el campo, multiplicacion en cualquier época del afio porque se
trabaja en condiciones ambientales controladas, conservacion de material

genético en vias de extincion (MEJIA, 1994).
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2.3.9. Desventajas del cultivo in vitro

Requiere de personal especializado, requiere infraestructura y
equipos especiales, La adquisicion de productos quimicos es costosa y dificil
especialmente en paises con pocos recursos, Dificil de instalar laboratorios “in
vitro” donde no exista fluido eléctrico, La escasa literatura relacionada al cultivo
“in vitro” de especies forestales, Dificil respuesta inicial de algunas especies 0

genotipos (MEJIA, 1994).

Generalmente se requiere de 1 a 1.5 afios para adecuar las
condiciones a cada especie 0 genotipo. Los problemas que presenta el cultivo
in vitro es: la contaminacion es grave Yy Vvitrificacion es una reaccion de las
plantas que las hace adquirir apariencia de vidrio. La Unica solucion es hacer
un subcultivo de material sano, es decir, se saca y se cortan los trocitos que

estén bien (GONZALES et al., 1998).

2.4. Cultivo de tejidos de especies forestales

Dentro de las especies lefiosas, las mas extensivamente
estudiadas en los ultimos afios han sido las forestales, especialmente los

maderables por su gran valor comercial (ROCA et al., 1991).

Los programas de mejoramiento genético tradicionales en especies
forestales no han tenido repercusiones trascendentales en la urgente
necesidad de reforestacion o de acortar el tiempo de obtener rentabilidad en las

producciones comerciales, debido principalmente al largo ciclo de estas
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especies desde la siembra de la semilla hasta la floracion. Las técnicas de
micropropagacion han demostrado ser una importante alternativa para la
solucion de algunos de los problemas anteriormente referidos. EI método de
diferenciacion de brotes adventicios es mas comin que la embriogénesis
somatica, y tiene mayor potencialidad para una propagacion masiva que el
estimulo de las yemas axilares. Actualmente son pocos los antecedentes que
muestren un éxito de la embriogénesis somatica en especies forestales (ROCA

et al., 1991).

Con respecto a la produccion de brotes adventicios, el proceso
involucra la induccion de tejido meristematico localizado por tratamiento con
fitohormonas, determinandose la diferenciacion del primordio y el desarrollo de
los brotes. Usualmente involucra la formacion de un callo, respondiendo al
efecto de las citoquininas en tejido meristematico como el cambium. Es posible
la produccion de brotes adventicios en especies lefiosas a partir de callos, pero
es extremadamente dificil en las coniferas. La ruta mayormente utilizada para
la regeneracion in vitro de especies arbodreas, es un proceso que consiste en el
establecimiento del cultivo y/o induccién, desarrollo, multiplicacion,

enraizamiento de los brotes.

Los explantes juveniles como los embriones cigéticos, cotiledones,
hipocotilos o yemas de plantulas y hojas juveniles tienen mejor respuesta al
cultivo in vitro que otros tejidos de arboles adultos. Por esta razon los explantes
juveniles han sido exitosamente empleadas para la clonacion forestal

(THORPE, 1991).



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La presente investigacion se llevdo a cabo en el Laboratorio de
Micropropagacion in vitro de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS), ubicado en el Km 1,5 carretera Tingo
Maria-Huanuco, distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio Prado,

departamento de Huanuco, cuyas coordenadas geograficas son:

Longitud : 75° 57’ 00”
Latitud sur :09° 09’ 08”
Altitud 1670 msnm

3.2. Materiales

3.2.1. Material vegetal

25 plantones de 5 - 7 meses de edad por ensayo, germinadas en

vivero y desinfectadas previamente de forma aislada.

3.2.2. Materiales y equipos

— Cémara de flujo laminar.
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— Cuarto de incubacion bajo condiciones controladas de temperatura
21 + 2 °C, humedad 70 - 80% y fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas

de oscuridad.

— Autoclave.

— Microondas.

— Balanza analitica.

— Refrigerador.

— Destilador de agua.

3.2.3. Reactivos

— Medio basal Murashige & Skoog mixture (MS).

— Medio Basal de Woody PlantMedia (WPM), marca Sigma.

— Reguladores de crecimiento: acido naftalenacetico (ANA), marca

Sigma, Kinetina, marca Sigma, 2,4D marca Sigma.

— Alcohol medicinal 70° y 96°, hipoclorito de sodio al 2%.

— Tween 20.

3.2.4. Flujograma

Se muestra las fases de la investigacion de forma resumida y
simple, de tal manera que nos permita dar un amplio conocimiento de lo que se

hizo y diferenciar mejor los ensayos ejecutados (Figura 1).
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Figura 1. Flujograma de fases por ensayo.

3.3. Metodologia

La presente investigacion consta de 5 ensayos:

Ensayo 1: Multiplicacién de yemas

Ensayo 2: Callogénesis en hojas

Ensayo 3: Protocolo de desinfeccion combinada

Ensayo 4: Callogénesis en hojas con medio fungicida

Ensayo 5: Callogénesis en yemas con medio fungicida
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Y se desarrollaron en 4 fases cada una: Fase de gabinete, fase de

aislamiento, fase de laboratorio y la fase de evaluacion.

3.3.1. Fase de gabinete

3.3.1.1. Identificacion de los factores en estudio

Para el Ensayo 1

Factor A. Medio de cultivo basal

a: MS

a,: WPM

Factor B. Balance hormonal

b1: balance: 0.35 mg/L de Kinetina 'y 0 mg/L de ANA

b,: balance: 0.7 mg/L de Kinetinay 0.35 mg/L de ANA
bs: balance: 1.05 mg/L de Kinetina 'y 0.7 mg/L de ANA
bs: balance: 1.4 mg/L de Kinetinay 1.05 mg/L de ANA

bs: balance: 1.75 mg/L de Kinetinay 1.75 mg/L de ANA

Para el Ensayo 2

Factor A. Balance hormonal

a;: balance: 0 mg/L de Kinetina'y 0.35 mg/L de 2,4D



ay: balance: 0.88 mg/L de Kinetina y 0.88 mg/L de 2,4D
asz: balance: 1.05 mg/L de Kinetinay 0.1 mg/L de 2,4D
a4 balance: 1.23 mg/L de Kinetinay 1.4 mg/L de 2,4D

as: balance: 0.7 mg/L de Kinetinay 1.4 mg/L de 2,4D

Para el Ensayo 3

Factor A. Protocolo de desinfeccion

ai: Protocolo 1

ao: Protocolo 2

Factor B. Medio de cultivo con fungicida sistémico

bi: MS + 0 g/1000 ml de Benomil

b,: MS + 2 g/1000 ml de Benomil

bs: MS + 5 g/1000 ml de Benomil

Para el Ensayo 4

Factor A. Balance hormonal

a;: balance: 0 mg/L de 2,4D y 0 mg/L de Kinetina

a,: balance: 0.7 mg/L de 2,4D y 0.18 mg/L de Kinetina

as: balance: 1.05 mg/L de 2,4D y 0.35 mg/L de Kinetina

30
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a4 balance: 1.05 mg/L de 2,4D y 1.05 mg/L de Kinetina

as: balance: 2.45 mg/L de 2,4D y 1.05 mg/L de Kinetina

ae: balance: 2.45 mg/L de 2,4D y 1.75 mg/L de Kinetina

Para el Ensayo 5

Factor A. Balance hormonal

ai: balance: 0 mg/L de Kinetina y 0 mg/L de ANA

ay: balance: 0.7 mg/L de Kinetina y 0.18 mg/L de ANA

as: balance: 1.05 mg/L de Kinetina 'y 0.35 mg/L de ANA

a4 balance: 1.05 mg/L de Kinetina'y 1.05 mg/L de ANA

as: balance: 2.45 mg/L de Kinetina y 1.05 mg/L de ANA

as: balance: 2.45 mg/L de Kinetinay 1.75 mg/L de ANA

3.3.1.2. Tratamientos en estudio

Para el Ensayo 1

Los tratamientos resultaron de la combinacién de los factores en
considerados para el estudio, siendo 10 tratamientos que corresponden a

yemas de tornillo (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tratamientos en estudio E;.

Tratamiento Caodigo

Descripcion

Yema en medio de cultivo MS y con balance de

T1 az by

0.35 mg/L de Kinetina'y 0 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo MS y con balance de
T az by

0.7 mg/L de Kinetina'y 0.35 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo MS y con balance de
T3 ay bs

1.05 mg/L de Kinetina y 0.7 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo MS y con balance de
Ta ai b4

1.4 mg/L de Kinetinay 1.05 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo MS y con balance de
Ts ay bs

1.75 mg/L de Kinetinay 1.75 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo WPM y con balance de
Ts az by

0.35 mg/L de Kinetina 'y 0 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo WPM y con balance de
T7 az b,

0.7 mg/L de Kinetina 'y 0.35 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo WPM y con balance de
Ts az bs

1.05 mg/L de Kinetinay 0.7 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo WPM y con balance de
Tg ado b4

1.4 mg/L de Kinetina'y 1.05 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo WPM y con balance de
T1o az bs

1.75 mg/L de Kinetinay 1.75 mg/L de ANA
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Para el Ensayo 2

Los tratamientos resultaron del factor en estudio, siendo cinco (05)

los tratamientos que correspondieron a explantes de hojas de tornillo (Cuadro

2).

Cuadro 2. Tratamientos en estudio E,.

Tratamiento  Cadigo Descripcion

Fraccion de hoja en medio de cultivo MS y con

" " balance de 0 mg/L de Kinetina y 0.35 mg/L de 2,4D
Fraccion de hoja en medio de cultivo MS y con

' " balance de 0.88 mg/L de Kinetina 'y 0.88 mg/L de 2,4D
Fraccion de hoja en medio de cultivo MS y con

T " balance de 1.05 mg/L de Kinetina 'y 0.35 mg/L de 2,4D
Fracciéon de hoja en medio de cultivo MS y con

T " balance de 1.23 mg/L de Kinetinay 1.4 mg/L de 2,4D
Fracciéon de hoja en medio de cultivo MS y con

Ts aa

balance de 0.7 mg/L de Kinetinay 1.4 mg/L de 2,4D

Para el Ensayo 3

Los tratamientos resultan de la combinacién de los factores en

estudio, seran 6 tratamientos que corresponden a segmento de hojas de tornillo

(Cuadro 3).



34

Cuadro 3. Tratamientos en estudio Es.

Tratamiento Cdédigo Descripcion
T a; by Protocolo 1, medio de cultivo MS y 0 g de Benomil
T» a; b Protocolo 1, medio de cultivo MS y 2 g de Benomil
T3 a; bs Protocolo 1, medio de cultivo MS y 5 g de Benomil
Ty ai by Protocolo 2, medio de cultivo MS y 0 g de Benomil
Ts a; bs Protocolo 2, medio de cultivo MS y 2 g de Benomil
Te a by Protocolo 2, medio de cultivo MSy 5 g de Benomil

Para el Ensayo 4

A partir de este ensayo, se aplicara los ensayos anteriores, es
decir, que sera la aplicacion del mejor medio de cultivo con el mejor protocolo
de desinfeccion tanto en segmentos de hojas como en segmentos de yemas y,
el uso de fungicida Benomil en el medio de cultivo, asi como determinar la

eficiencia de cada uno de ellos.

Los tratamientos resultan del factor en estudio, serdn 6
tratamientos que corresponden a segmento de hojas de tornillo con su
respectivo codigo de factor y su descripcion de cada uno de los tratamientos

(Cuadro 4).

Cada tratamiento se designé para determinar la interaccion de los

ensayos anteriores con su respectivo balance de hormonas.



Cuadro 4. Tratamientos en estudio E,.

Tratamiento

Cddigo

Descripcion

T:

a;

Segmento de hoja en medio de cultivo (MS
+ 2 g/1000 ml fungicida) y con balance de 0

mg/L de 2,4D y 0 mg/L de Kinetina

T,

ay

Segmento de hoja en medio de cultivo (MS
+ 2 g/1000 ml fungicida) y con balance de

0.7 mg/L de 2,4D y 0.18 mg/L de Kinetina

T3

ai

Segmento de hoja en medio de cultivo (MS
+ 2 g/1000 ml fungicida) y con balance de

1.05 mg/L de 2,4D y 0.35 mg/L de Kinetina

T4

ai

Segmento de hoja en medio de cultivo (MS
+ 2 g/1000 ml fungicida) y con balance de

1.05 mg/L de 2,4D y 1.05 mg/L de Kinetina

Ts

ai

Segmento de hoja en medio de cultivo (MS
+ 2 g/1000 ml fungicida) y con balance de

2.45 mg/L de 2,4D y 1.05 mg/L de Kinetina

Te

a

Segmento de hoja en medio de cultivo (MS
+ 2 g/1000 ml fungicida) y con balance de

2.45 mg/L de 2,4D y 1.75 mg/L de Kinetina

35
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Para el Ensayo 5

Los tratamientos resulta el factor en estudio, entonces seran 6

tratamientos que corresponden a yemas de tornillo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tratamientos en estudio Es.

Tratamiento

Cddigo

Descripcién

T1

ai

Yema en medio de cultivo (MS + 2 g/1000 ml
fungicida) y con balance de 0 mg/L de Kinetinay O

mg/L de ANA

T2

ai

Yema en medio de cultivo (MS + 2 g/1000 ml
fungicida) y con balance de 0.7 mg/L de Kinetina y

0.18 mg/L de ANA

T3

ai

Yema en medio de cultivo (MS + 2 g/1000 ml
fungicida) y con balance de 1.05 mg/L de Kinetina
y 0.35 mg/L de ANA

T4

ai

Yema en medio de cultivo (MS + 2 g/1000 ml
fungicida) y con balance de 1.05 mg/L de Kinetina
y 1.05 mg/L de ANA

Ts

ai

Yema en medio de cultivo (MS + 2 g/1000 ml
fungicida) y con balance de 2.45 mg/L de Kinetina
y 1.05 mg/L de ANA

Te

a2

Yema en medio de cultivo (MS + 2 g/1000 ml
fungicida) y con balance de 2.45 mg/L de Kinetina
y 1.75 mg/L de ANA




37

3.3.1.3. Unidad de observacion

La unidad de observacion esta constituida por un tubo de ensayo
de 150 mm x 15 mm, conteniendo 7 ml de medio de cultivo en donde se

sembré el explante (yema o segmento de hoja segun el ensayo).

3.3.1.4. Anélisis estadistico.

Para el Ensayo 1

Para la investigacion experimental se utiliz6 un disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo combinatorio bifactorial 2 X 5 para
los cuales se utiliz6 10 tratamientos con 10 repeticiones. EI modelo aditivo

lineal de la presente investigacion es:

Yipe =0 T+ a; +JB_;|' + (af) + E;jx

Donde:

Yik = Es la respuesta obtenida en la k-ésima repeticion, a la cual se
aplico el i-ésimo medio de cultivo con la j-ésima combinacion de
hormonas.

U = Es el efecto de la media general.

ai = Es el efecto del i-ésimo medio de cultivo.

Bj = Es el efecto de la j-ésima combinacién de hormonas

(aB) = Es el efecto de la interaccion entre el i-ésimo medio de cultivo con

la ]-ésima combinacién de hormonas.
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Es el efecto aleatorio del error experimental obtenida en la k-
ésima repeticion, a la cual se aplico el i-ésimo medio de cultivo

con la j-ésima combinacién de hormonas.

Para:
i=1,2 Medio de cultivo
j=1,2,3,4,5 Combinacién de hormonas

k=1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 Repeticiones

Especificaciones

Tratamientos 10
Repeticiones 10

Unidades experimentales : 100

Ensayo 2

Para la investigacion experimental se utiliz6 un disefo

completamente al azar (DCA) para los cuales se utilizaron 5 tratamientos con

10 repeticiones que representa el namero de repeticiones confiable para

determinar sin mucho error un buen resultado, ademas de favorecer para

futuros analisis estadisticos.

El modelo aditivo lineal de la presente investigacion es:

Yo =pu+a;+Ey
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Donde:

Yik = Es la respuesta obtenida en la k-ésima repeticion, a la cual se
aplico la i-ésima combinacion de hormonas.

M = Es el efecto de la media general.

ai = Es el efecto de la i-ésima combinacién de hormonas.

Eik = Es el efecto aleatorio del error experimental obtenida en la k-

ésima repeticion, a la cual se aplico la i-ésima combinacion de
hormonas.
Para:
1=1,2,3,4,5 Combinacién de hormonas
k=1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 Repeticiones
Especificaciones

Tratamientos :5

Repeticiones .10

Unidades experimentales : 50

Ensayo 3

Para la investigacion experimental se utiliz6 un disefio
completamente al azar (DCA) con arreglo combinatorio bifactorial 2 X 3 para
los cuales se utilizé 6 tratamientos (combinandolos con esquema del arbol) con

10 repeticiones.
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El modelo aditivo lineal de la presente investigacion es:

P;_;u'k =p+a; +JB_;|' + (af) + E:'_;l'k

Donde:

Yik = Es la respuesta obtenida en la k-ésima repeticion, a la cual se
aplico el i-ésimo protocolo de desinfeccién con el j-ésimo medio
de cultivo con fungicida.

M = Es el efecto de la media general.

ai = Es el efecto del i-ésimo protocolo de desinfeccion.

Bj = Es el efecto de la j-ésimo medio de cultivo con fungicida

(aB) = Es el efecto de la interaccion entre el i-ésimo protocolo de
desinfeccion con el j-ésimo medio de cultivo con fungicida.

Eijk = Es el efecto aleatorio del error experimental obtenida en la k-

ésima repeticion, a la cual se aplicé el i-ésimo protocolo de

desinfeccion con la j-ésima medio de cultivo con fungicida.

Para:
i=1,2 protocolo de desinfeccién
j=1,2,3 medio de cultivo con fungicida

k=1,2,3,4,56,7,8,9, 10 Repeticiones
Especificaciones

Tratamientos 16
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Repeticiones .10

Unidades experimentales : 60

Ensayo 4

Para la investigacion experimental se utilizd6 un disefio
completamente al azar (DCA) para los cuales se utilizé 6 tratamientos con 10

repeticiones.

El modelo aditivo lineal de la presente investigacion es:

Yo =u+T; T Ey

Donde:

Yik = Es la respuesta obtenida en la k-ésima repeticion, a la cual se
aplico la i-ésima combinacién de hormonas.

U = Es el efecto de la media general.

Ti = Es el efecto de la i-ésima combinacion de hormonas.

Eik = Es el efecto aleatorio del error experimental obtenida en la k-

ésima repeticion, a la cual se aplicé la i-ésima combinacion de

hormonas.

Para:
i=1,2,3,4,5,6 Combinaciéon de hormonas

k=1,23,4,56,7,8,9,10 Repeticiones
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Especificaciones
Tratamientos .6
Repeticiones .10

Unidades experimentales : 60

Ensayo 5

Para la investigacion experimental se utilizd6 un disefio
completamente al azar (DCA) para los cuales se utilizo 6 tratamientos con 10
repeticiones, siempre tomando este numero de repeticiones porque es uno
aceptable y confiable para futuros analisis estadisticos, ademas de minimizar el

error. El modelo aditivo lineal de la presente investigacion es:

Yo =u+T; T Ey

Donde:

Yik = Es la respuesta obtenida en la k-ésima repeticion, al cual se aplico
la i-ésima combinacion de hormonas.

U = Es el efecto de la media general.

Ti = Es el efecto de la i-ésima combinacion de hormonas.

Eik = Es el efecto aleatorio del error experimental obtenida en la k-

ésima repeticion, al cual se aplicé la i-ésima combinacién de

hormonas.
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Para:

i=1,2,3,4,5,6 Combinaciéon de hormonas

k=1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 Repeticiones

- Especificaciones

Tratamientos 16

Repeticiones 10

Unidades experimentales  : 60

3.3.1.5. Andlisis de varianza

Se hizo el andlisis de varianza para cada ensayo en la

investigacion (Cuadro 6 y Cuadro 7).

Cuadro 6. Analisis de varianza (ANVA) para ensayos 1y 3.

Fuente de variacion Grados de libertad
Factor A a-1
Factor B b-1
AXxB (a-1)x(b-1)
Error axbx(r-1)

Total (axbxr) — 1
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Cuadro 7. Analisis de varianza (ANVA) para ensayos 2, 4y 5.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos a-1
Error ax(r-1)
Total (axr) -1

3.3.1.6. Andlisis funcional

Se realizo la prueba de Tukey al 5% para todas las variables en
estudio que presentaron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) y el
céalculo de coeficiente de variacion se expreso en porcentaje con la finalidad de
determinar la homogeneidad o heterogeneidad de los datos, y la prueba T de

student para los factores en estudio con menos de tres grupos.

3.3.2. Fase de aislamiento

Se aislo los plantones de tornillo previamente con fungicidas de
contacto (Mancozeb) y sistémicos (Benomil) dos veces por semana por un

mes, antes de ingresar al laboratorio.

3.3.3. Fase de laboratorio

3.3.3.1. Composicion del medio de cultivo

Todos los nutrientes, minerales y otros que posee el medio de

cultivo se agregaron de acuerdo al Cuadro 8.



Cuadro 8. Componentes para el medio de cultivo MS y WPM
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Componentes /MS Componentes/WPM
Mayor sales mgl® Macronutrientes mgl™
NH4NO3 1650 NH4NO3 400
KNO2 1900 Ca(NO3)2-4H20 556
CaCl,-2H,0 440 K3S04 990
MgSO4-7H,0 370 MgSO4-7H;0 370
KH,PO4 170 KH,PO, 170
- - CaCl-2H,0 96
Menor sales mgl™ Micronutrientes mgl™
Kl 0.83 H3BO3 6.2
H3BO3 6.2 MnSO4-4H,0 22.3
MnS0O4-4H,0 22.3 ZnS04-7H0 8.6
ZnS0y4-7H,0 8.6 Na;Mo0O4-2H,0 0.25
Na;MoO;-2H,0 0.25 CuS04-5H,0 0.25
CuS04-5H,0 0.025 NiS0O4-6H,0 -
CoCl,-6H,0 0.025 FeSO4-7H0 27.8
Na,-EDTA 37.3 Nayx-EDTA 37.3
FeSO4-7H,0 27.8 - -

Vitaminas y organicos

Vitaminas y organicos
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Myo-Inositol 100 Thiamine HCI 1.6
Acido nicotinico 0.5 Pyridoxina HCI -
Pyridoxina HCI 0.5 Acido nicotinico 0.5
Thiamine HCI 0.1 Myo-Inositol 100
Glycina 2.0 Glycina -

Fuente: GAMBORG y PHILLIPS (1995).

3.3.3.2. Preparacion del medio de cultivo

Se prepar6 700 ml (Ensayo 1), 350 ml (Ensayo 2), 420 ml (Ensayos
3, 4 y 5), del medio de cultivo con tratamientos, que se determina de la
multiplicacion de sus tratamientos, repeticiones y contenido del tubo de ensayo

(T x R x 7 ml), los cuales se especifican en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Concentraciones de los stocks para el medio de cultivo.

Stock 1000 ml 700 ml 350 ml 420 mi

Macronutrientes 10x 100 70 35 42
Micronutrientes 100x 10 7 3.5 4.2
FeEDTA 100x 10 7 3.5 4.2
Mioynositol 100x 10 7 3.5 4.2

Ac. Nicotinico 100x 10 7 35 4.2




a7

Piridoxina 100x 10 7 3.5 4.2
Tiamina 100x 10 7 3.5 4.2
Glicina 100x 10 7 3.5 4.2
Sacarosa 30 g/L
Agar 4 g/L
Benomil Diferentes composiciones

* Ensayo 1:lo mismo para los medios MS y WPM.

** Ensayos 2, 3, 4 y 5: S6lo medio MS

** Sélo para Ensayo 3: Tratamientos con tres concentraciones de fungicida Benomil (0, 2 y 5 g/L) en el

medio MS

**x* SGlo para ensayos 4 y 5: 2 g/L de fungicida en el medio MS

Por otro lado, en la fase de laboratorio se ha preparado las

hormonas con las proporciones especificadas en los diferentes Cuadros 10, 11,

12y 13.

Cuadro 10. Proporciones de hormonas para Ensayo 1.

Balance hormonal Citoquinina (Kinetina) Auxina (ANA)
1 1=0.35 mg/L 0=0mg/L
2 2=0.7 mg/L 1=0.35 mg/L
3 3 =1.05mg/L 2=0.7 mg/L
4 4 =1.4mg/L 3 =1.05mg/L
5 5=1.75 mg/L 5=1.75 mg/L




Cuadro 11. Proporciones de hormonas para Ensayo 2.

Balance hormonal Citoquinina (Kinetina) Auxina (2,4D)

1 0 =0mg/L 1 =0.35mg/L
2 2.5 =0.88 mg/L 2.5 =0.88 mg/L
3 3 =1.05mg/L 1 =0.35mg/L
4 3.5=1.23 mg/L 4 =1.4mg/L
5 2 =0.7mg/L 4 =1.4mg/L

Cuadro 12. Proporciones de hormonas para Ensayo 4.

Balance hormonal Auxina (2,4D) Citoquinina (Kinetina)

1 0 =0 mg/L 0 =0 mg/L
2 2 =0.7 mg/L 0.5 =0.18 mg/L
3 3=1.05 mg/L 1 =0.35 mg/L
4 3=1.05 mg/L 3 =1.05 mg/L
5 7 = 2.45 mg/L 3 =1.05 mg/L
6 7 = 2.45 mg/L 5=1.75 mg/L
Cuadro 13. Proporciones de hormonas para Ensayo 5.

Balance hormonal Citoquinina (Kinetina) Auxina (ANA)
1 0=0mg/L 0=0mg/L
2 2 =0.7 mg/L 0.5 =0.18 mg/L
3 3=1.05 mg/L 1 =0.35 mg/L
4 3=1.05 mg/L 3 =1.05 mg/L
5 7 = 2.45 mg/L 3 =1.05 mg/L
6 7 = 2.45 mg/L 5=1.75 mg/L
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Luego de mezclar todos los componentes liquidos, se procedio a

combinar el medio con las hormonas, conteniendo el respectivo tratamiento.

Posteriormente se adhirié el agar y la sacarosa (y el fungicida en el
caso de los ensayos 3, 4 y 5) para mezclarlos bien, después se puso al horno

microondas con el proposito de activar y mezclar el agar.

Después de ello, se repartio 7 ml en cada tubo, cada 10 de ellos

representa un tratamiento (10 repeticiones).

Luego se taparon con papel aluminio y se puso al Autoclave para
esterilizarlos a aproximadamente 15 Psi por 15 min, y por ultimo se puso al

refrigerador para comenzar a gelificar y conservar el medio hasta la siembra.

3.3.3.3. Desinfeccion

Luego de trasladar los plantones de tornillo al laboratorio, se
procedio a cortar la parte aérea de cada planta junto con 1/3 de cada foliolo con
una tijera de podar (En el caso de los ensayos 2, 3 y 5 se conservaron los

foliolos).

- Paralos ensayos 1y 2: Se sumergio en agua con detergente al
2% por 10 min, luego en solucién de 2 litros de agua con fungicida Mancosept,
Benomil y un bactericida Ceftriaxona (2 g, 2 g y 0.5 g respectivamente) por 1
hora maximo. Después se desinfectaron con etanol al 70% por 2min, siguiendo

con Hipoclorito de sodio (lejia) al 1% por 15 min, mas 7 gotas de Tween 20
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para romper la tension superficial de las ceras y el agua. En el proceso de

enjuague se expondra a agua esterilizada 3 veces por 5 min cada uno.

- Para el Ensayo 3: se aplicaron los protocolos de desafeccion:

Protocolo 1: Se sumergié en agua con detergente al 2% por 10
min, luego en solucién de 2 litros de agua con fungicida Mancosept, Benomil y
un bactericida Ceftriaxona (2 g, 2 g y 0.5 g respectivamente) por 1 hora
maximo. Después se desinfectaron con etanol al 70° por 2min, siguiendo con
Hipoclorito de sodio (lejia) al 1% por 15 min, mas 7 gotas de Tween para
romper la tension superficial de las ceras y el agua. En el proceso de enjuague

se expondra a agua esterilizada 3 veces por 5 min cada uno.

Protocolo 2: Se sumergio en agua con detergente al 2% por 1 min,
luego en solucion de 2 litros de agua con fungicida Mancosept, Benomil y un
bactericida Ceftriaxona (2 g, 2 g y 0.5 g respectivamente) por 5 min. Después
se desinfectaron con etanol al 96° por 1min, siguiendo con Hipoclorito de sodio
(lejia) al 2.5% por 5 min, mas 5 gotas de Tween para romper la tension
superficial de las ceras y el agua. En el proceso de enjuague se expondra a

agua esterilizada 3 veces por 3 min cada uno.

Para los ensayos 4 y 5: Se sumergié en agua con detergente al
2% por 1 min, luego en solucion de 2 litros de agua con fungicida Mancosept,
Benomil y un bactericida Ceftriaxona (2 g, 2 g y 0.5 g respectivamente) por 5
min. Después se desinfectaron con etanol al 96° por 1min, siguiendo con

Hipoclorito de sodio (lejia) al 2.5% por 5 min, mas 5 gotas de Tween para
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romper la tension superficial de las ceras y el agua. En el proceso de enjuague

se expondra a agua esterilizada 3 veces por 3 min cada uno.

3.3.3.4. Siembra

La siembra se realizé dentro de la camara de flujo laminar en
condiciones asépticas, los cortes de los explantes se realiz6 con la ayuda de
una pinza y bisturi estéril, se eliminé la parte deteriorada durante el proceso de

desinfeccion (1 - 2 mm).

La longitud de los explantes fue de 18 a 20 mm para el caso de
yemas, y segmentos circulares de 100 mm? con nervaduras para el caso de
hojas; se sembraron en cada tubo con el respectivo tratamiento, se taparon y
con una tira de Parafilm para evitar el ingreso de patdgenos e insectos muy
pequefios que puedan contaminar la unidad de observaciéon. Luego se llevo a
la camara de cultivo bajo condiciones controladas de temperatura 21 + 2 °C,

humedad 70 - 80% y fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

3.3.4. Fase de evaluacion

Las evaluaciones durante las 5 semanas (Ensayo 1) y 4 semanas
(Ensayos 2, 3, 4 y 5) se realizaron diariamente con el fin de notar y apreciar el
cambio 0 respuesta a cada tratamiento en cada explante de C. cateniformis
para posteriormente poder analizarlos y compararlos estadisticamente teniendo

en cuenta el error en los calculos.
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3.3.4.1. Presencia de organogénesis

Se evaluo la posible presencia de 6érganos en algunos tratamientos,
contabilizadndolos en tiempo (dias), forma (caracterizacion), nimero de brotes,

ndmero de raices, longitud de brotes y longitud de raices.

3.3.4.2. Presencia de callogénesis

Se evaluaron la posible presencia de callos, el tiempo que demora

Su aparicion y contabilizandolos por dias.

3.3.4.3. Porcentaje de contaminacion

Se evalud la contaminacion con la observacion de hongos y/o

bacterias en todos los explantes.

# explantes contaminados con hongosx 100

total de explantes

% H=

# explantes contaminados con bacterias x 100

% B =
’ total de explantes

3.3.4.4. Porcentaje de necrosamiento

Se determiné la oxidacion por compuestos fendlicos o

necrosamiento contabilizando los explantes dafiados entre el total de

explantes.



IV. RESULTADOS

4.1. Ensayo 1: Multiplicacién en yemas

El presente ensayo se bas6 en la multiplicacion de yemas de
tornillo, pero a pesar de las condiciones asépticas, los dos distintos medios de
cultivo y el balance de hormonas, no se pudo sacar brotes a nivel significativo
(2 brotes que viene a ser el 2% de 100 explantes o muestras) esto se debe a
qgue el tornillo como especie no encontrd las condiciones y requerimientos
necesarios para la produccion organogénica (brotes y raices). A cambio de
eso, se obtuvo una buena respuesta a la callogénesis que es también muy

importante en la micropropagacion in vitro de especies.

4.1.1. Presencia de callogénesis

Para determinar la diferencia estadistica entre los tratamientos en
estudio con respecto al numero de callos presentes al término de la evaluacién
(5 semanas) se realiz6 el analisis de varianza utilizando datos transformados

4/ (x + 1) para determinar la ausencia y presencia.

El modelo propuesto resulta significativo, indicando rechazo de la
hipétesis nula. La interaccién de factores resulta no significativa, permitiendo

sélo analizar los efectos principales independientemente (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Analisis de varianza para presencia de callos (E;) con datos

transformados ./ (x + 1).

Fuente de variacion GL SC CM
Tratamiento 9 0.508 0.049 S
A (Medio de cultivo) 1 0.203 0.203 S
B (Comb. Hormonas) 4 0.370 0.092 S
AXxB 4 0.014 0.004 NS
Error 90 2.572 0.029
Total 99 3.152
CV% = 13.18

S: Significacion estadistica al 5% de probabilidad.

NS: No existe significacion estadistica.

Para el factor A (Medio de cultivo) resultd significativo, lo cual
indica que existe influencia del medio de cultivo sobre los resultados y que son
estadisticamente diferentes medios; asi mismo para el factor B (Combinacion
de hormonas) resulta altamente significativo el cual indica que existe
diferencias entre combinaciones de hormonas. Cabe asi mismo indicar que el
modelo presenta 13.18% de coeficiente de variabilidad (CV%), indicando una
buena homogeneidad de los resultados experimentales. Se realizé la prueba de
comparacion de medias a través del T de student para el factor A (por tener

menos de tres grupos) (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Prueba T de student (a=0.05) para la presencia de callos por los

efectos del medio de cultivo.

Cddigo Medio de cultivo Medias (Numero de callos)
a; MS 1.353 (43) a
a, WPM 1.262 (32) b

Las columnas agrupadas por la misma letra agrupan tratamientos que no presentan diferencia estadistica.

En el porcentaje de aparicion de callos en los dos medios de cultivo
(MS y WPM), se observa una ventaja notoria del medio de cultivo MS hacia el
WPM (Figura 2 y Figura 3). Se hace la comparacién de medias con el grafico
de barras de error, lo cual muestra que el tornillo posee un mejor acoplamiento

al medio de cultivo MS (Figura 4).

86%

90% A
80% -
70% -
60% -
50% - mMS
40% -
30% - 14%
20% -
10% -
0% . .
Con callo Sin callo

Figura 2. Porcentaje de aparicion de callos para Murashige y Skoog (MS).
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64%
70% -
60% -
50% - 36%
40% - uWPM
30% -
20% -
10% -

0% . .
Con callo Sin callo

Figura 3. Porcentaje de aparicién de callos para Woody Plant Media (WPM).

1,40

1,354

1,30

95% IC Presencia de callos

1,25+

1,20

Medic de cultivo

Figura 4. Grafico de barras de error de medias para la presencia de callos por

los efectos del medio de cultivo.
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Segun la prueba de T de student, existen dos grupos bien definidos

(Cuadro 16). Ademéas dela comparacion de medias con barras (Figuras 5y 6)

Cuadro 16. Prueba de Tukey (a=0.05) para la presencia de callos por los

efectos de la Combinacién de hormonas.

Combinaciones de hormonas Presencia de callos

b: Balance: 0.35 mg/L de Kinetina 'y 0 mg/L de ANA 1.226 (11) a
b, Balance: 0.7 mg/L de Kinetinay 0.35 mg/L de ANA 1.256 (12) a
b; Balance: 1.05 mg/L de Kinetinay 0.7 mg/L de ANA 1.328 (16) a b
b, Balance: 1.4 mg/L de Kinetinay 1.05 mg/L de ANA  1.369 (18) b

bs Balance: 1.75 mg/L de Kinetinay 1.75 mg/L de ANA 1.369 (18) b

Las columnas agrupadas por la misma letra agrupan tratamientos que no presentan diferencia estadistica

1,45 Medio de cultivo

al
a2

1,40

1,35

1,25

Medias marginales estimadas
[
]
|

1,20

1,154

T T T T
b1 b2 b3 b b3

Balance de hormonas
Figura 5. Comparacion de medias para la presencia de callos por los efectos

del balance de hormonas.
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1,50

1,40+

1,30

95% IC Presencia de callos

1,20~

1,104

T T T T T
b1 b2 b3 bd bS

Balance de hormonas
Figura 6. Grafico de barras de error de medias para la presencia de callos por

los efectos del balance de hormonas.

El Cuadro 16, muestra que existen 2 grupos bien definidos con una

combinacion de hormonas en comun (b3).

Por otro lado, analizando los resultados obtenidos, se puede decir
gue las mejores combinaciones son bgs, bs y bs, los cuales pertenecen a los
balances: 1.05 mg/L de Kinetina con 0.7 mg/L de ANA, 1.4 mg/L de Kinetina
con 1.05 mg/L de ANA, y 1.75 mg/L de Kinetina con 1.75 mg/L de ANA
respectivamente con 16, 18 y 18 callos cada uno, que simbolizan el 80%, 90%
y 90% del total por tratamiento, simbolizando los mayores porcentajes de

callosidad. Se compara las medias con la prueba de Tukey (Cuadro 17).
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Cuadro 17. Prueba de Tukey (0=0.05) para la presencia de callos por los

efectos de los tratamientos.

Tratamientos

Presencia de callos

Tz

T:

T,

Tg

T1o

Tg

T3

T4

Ts

WPM con 0.35 mg/L de Kinetina y 0 mg/L de ANA

WPM con 0.7 mg/L de Kinetina y 0.35 mg/L de ANA

MS con 0.35 mg/L de Kinetina 'y 0 mg/L de ANA

MS con 0.7 mg/L de Kinetina y 0.35 mg/L de ANA

WPM con 1.05 mg/L de Kinetina y 0.7 mg/L de ANA

WPM con 1.75 mg/L de Kinetina y 1.75 mg/L de ANA

WPM con 1.4 mg/L de Kinetinay 1.05 mg/L de ANA

MS con 1.05 mg/L de Kinetina y 0.7 mg/L de ANA

MS con 1.4 mg/L de Kinetina y 1.05 mg/L de ANA

MS con 1.75 mg/L de Kinetina y 1.75 mg/L de ANA

1.164 (4)

1.205 (5)

1.287 (7)

1.287 (7)

1.287 (7)

1.328 (8)

1.328 (8)

1.369 (9)

1.410 (10)

1.410 (10)

a

(@]

(@]

Las columnas agrupadas por la misma letra agrupan tratamientos que no presentan diferencia estadistica

Existen 3 grupos bien definidos estadisticamente diferentes

(Cuadro 17). Por otro lado, analizando la Figura 7, los mejores tratamientos son

T3, T4 y Ts, los cuales pertenecen al medio MS con balances: 1.05 mg/L de

Kinetina con 0.7 mg/L de ANA, 1.4 mg/L de Kinetina con 1.05 mg/L de ANA, y

1.75 mg/L de Kinetina con 1.75 mg/L de ANA respectivamente con 9, 10 y 10

callos cada uno, que son el 90%, 100% y 100% del total por tratamiento,

simbolizando los mayores porcentajes de callosidad.
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100%100%
100% - 90%
90% 1 80% 80%
80% 170% 70% 70%
70% - 0%

60% - 0% 50

m Con callo
50% - 40%

i M Sin callo
40% 30%130 30

30% - 20%120%
20% -

10% - 0%l 0%
0% T L T T T L L T T L
TT T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI0

Figura 7. Porcentaje de aparicion de callos por efectos de tratamientos.

4.1.2. Porcentaje de contaminacion

Se evaluaron las muestras que no presentaron callo viable ni
oxidacién por compuestos fendlicos (Necrosamiento), determinandose callos
contaminados por hongos y bacterias en los tratamientos, en cada medio de

cultivo y en cada combinaciéon de hormonas (Figuras 8, 9 y 10).

94%

100% -
00% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% - 6%

1% - E—

0% T :
Con hongo Sin hongo

Figura 8. Contaminacién por hongos de forma global en el Ensayo 1.
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91%

100% -
90% -
80% A
70% A
60% -
50% A
40% A
30% - 9%
10% -

0% T T
Con bacteria Sin bacteria

Figura 9. Contaminacién por bacterias de forma global en el Ensayo 1.

Se obtuvo un porcentaje de supervivencia a hongos del 94% de un
total de 100 explantes de tornillo (Figura 8 y 9), esta alta tasa de supervivencia
se debe a una buena calidad de plantas de tornillo, asi como de las

condiciones asépticas en las que se trabajaron y al protocolo de desinfeccion.

100% A
90% A
80% -
70% -
60% -

M Sin hongo
50% = Con hongo
A40% -
30% -
20% A

10% -

0% T T
MS WPM

Figura 10. Contaminacién por hongos segun el medio de cultivo en Ensayo 1.
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Se puede afirmar que los dos medios de cultivos no tienen
diferencias con respecto a la formacion de hongos, esto puede deberse a la
buena estabilidad de los mismos con respecto a la asepsia de los explantes

(Figura 10).

Asimismo, se puede apreciar y determinar que existen diferencias
minimas entre los medios de cultivos para la contaminacién con bacterias,
haciendo énfasis en el medio WPM como el mas atractivo para las bacterias

(Figura 11).

100% -
90% -
80% -
70% -
60% - ® Sin bacteria
50% -
40% -
30% -

B Con bacteria

20% -

10% -

0% T T
MS WPM

Figura 11. Porcentaje de contaminacion por bacterias segun el medio de cultivo

en el Ensayo 1.

Se observa que el balance hormonal bs (1.75 mg/L de Kinetina con
1.75 mg/L de ANA) es la de mayor incidencia de hongos con un 15% de 20

explantes o repeticiones, esto puede deberse la elevada concentracion de
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hormonas que posee, siendo méas vulnerable a la proliferacion de hongos y

bacterias (Figuras 12 y 13).

100% 100%

100% - 95% 95%

90% - 85%

80% -

70% -

60% -

— B Con hongos
20% - B Sin hongos
30% -

20% - 15

10% | 2% 0% s 0%

0% . T T T T

b1 b2 b3 b4 b5

Figura 12. Contaminacién por hongos segun el balance hormonal en Ensayo 1.

100% 100%
100% - 95% a95% 95%
90% -
0% -
70% -
60% -
M Con baterias
50% -
M Sin bacterias
40% -
30% -
20% -
1 5% 5% 5%
10% 0% 0%
U% T T L] T L]
b1 b2 b3 b4 b5

Figura 13. Contaminacién por bacteria segun el balance hormonal en Ensayo 1.
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Se puede decir que existe un mayor porcentaje en los balances
hormonales b1, bz y bs con 5% de contaminacion por bacterias, lo cual indica
gue es muy poco probable que las bacterias dependan de la concentracién de

hormonas (Figura 13).

4.1.3. Porcentaje de necrosamiento

Se evalué el nivel de oxidacién por compuestos fendlicos o
necrosamiento de los explantes que no presentaron callos viables, asi como de

los que no tenian callos (Figura 14).

97%

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% - i

10% - -

0% T f
Con necrosamiento Sin necrosamiento

Figura 14. Porcentaje de necrosamiento global en el Ensayo 1.

El necrosamiento presentado no es significativo, numéricamente
podemos afirmar que existe un 3% de 100 explantes que se oxidaron con

compuestos fendlicos, este porcentaje es muy bajo y por lo tanto casi excluible.
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4.2. Ensayo 2: Callogénesis en hojas

El presente ensayo se basé en produccion de callos a partir de
hojas de tornillo, los resultados mostrados de acuerdo a los pardmetros de

evaluacion.

4.2.1. Presenciay porcentaje de callos

Para determinar la diferencia estadistica entre los tratamientos en
estudio con respecto al numero de callos presentes al término de la evaluacion
(4 semanas) se realizo el analisis de varianza utilizando datos transformados
J/(x + 1) para determinar la ausencia y presencia (Cuadro 18).

Cuadro 18. Andlisis de varianza para presencia de callos con datos

transformados ./ (x + 1).

Fuente de variacion GL SC CM
Tratamiento 4 0.269 0.063 S
Error 45 1.076 0.024
Total 49 1.345
CV% = 12.47

S: Significacion estadistica al 5% de probabilidad. NS: No existe significacion estadistica

Como puede observarse, el modelo propuesto resulta significativo,
indicando rechazo de la hipotesis nula, los tratamientos son estadisticamente

diferentes (Cuadro 18).
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Cabe asi mismo indicar que el modelo presenta 12.47% de

coeficiente de variabilidad (CV%), indicando una buena homogeneidad de los
resultados experimentales. Se realizé la prueba de comparacion de medias a

través de la prueba Tukey (Cuadro 19).

Cuadro 19. Prueba de Tukey (0=0.05) para la presencia de callos por los

efectos de los tratamientos.

Combinaciones de hormonas Presencia de callos

T, Balance: 0.88 mg/L de Kinetinay 0.88 mg/L de 2,4D 1.205(7) a

T, Balance: 0 mg/L de Kinetina y 0.35 mg/L de 2,4D 1.287(5) a b

T3z Balance: 1.05 mg/L de Kinetinay 0.1 mg/L de 2,4D  1.369 (9) b
T, Balance: 1.23 mg/L de Kinetinay 1.4 mg/L de 2,4D  1.369 (9) b
Ts Balance: 0.7 mg/L de Kinetinay 1.4 mg/L de 2,4D 1.410 (10) b

Las columnas agrupadas por la misma letra agrupan tratamientos que no presentan diferencia estadistica.

Existen 2 grupos bien definidos con una combinacion de hormonas

en comun (T,) (Cuadro 19).

Por otro lado, los mejores tratamientos fueron T3, T4 y Ts, los
cuales pertenecen a los balances de hormonas: 1.05 mg/L de Kinetina con 0.1
mg/L de 2,4D, 1.23 mg/L de Kinetina con 1.4 mg/L de 2,4D, y 0.7 mg/L de
Kinetina con 1.4 mg/L de 2,4D respectivamente con 9, 9 y 10 callos cada uno,
gue son el 90%, 90% y 100% del total por tratamiento, simbolizando los

mayores porcentajes de callosidad (Figuras 15, 16y 17).
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1,45

1,40

1,35

1,30

Media de Presencia de callos

1,25

1,20

T T T T T
Tratamisnto 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento S
Tratamientos

Figura 15. Comparacion de medias para la presencia de callos por los efectos

de los tratamientos

1,501

1,40

1,30

1,204

95% IC Presencia de callos

1,104

1,00

T T T T T
Tratamierto 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento S
Tratamientos

Figura 16. Gréfico de barras de error de medias para la presencia de callos por

los efectos de los tratamientos.
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100%

100% - 90% 90%
90% -

80% 7 70%
70% A

60% - 50% 50%
50% -

W Con callo

W Sin callo

30% -

20% - 10% 10%
10% T 0%

U% 1 1 1 1 1
T1 T2 13 T4 T5

Figura 17. Porcentaje de aparicién de callos por efectos de los tratamientos

4.2.2. Porcentaje de contaminacion

Se evaluaron las muestras que no presentaron callo viable ni las
gue presentaron oxidacion por compuestos fendlicos (Necrosamiento),
determindndose callos contaminados por hongos y bacterias en los

tratamientos en estudio.

Los porcentajes de contaminacion por hongos y bacterias de forma
global (Figura 18 y 19), por lo que podemos afirmar que existe un 12% de
contaminacién por hongos que equivalen a sélo 6 explantes contaminados y un
2% de contaminacion por bacterias que equivale a 1 explante contaminado
(Perteneciente al T,). Asimismo en la Figura 20, que podemos observar que el
tratamiento 5 (Ts) esté libre de contaminacién, caso contrario del tratamiento 1

(T1) que presentd 20% de contaminacion por hongos.
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78%

80% -
70% -
60% -
50% -
40% -

20% -

10% -

0% . .
Con hongo Sin hongo

Figura 18. Contaminacién por hongos de forma global en el Ensayo 2

(Callogénesis en hojas de tornillo).
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10% | ANy

0% T f
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Figura 19. Contaminacion por bacterias de forma global en el Ensayo 2

(Callogénesis en hojas de tornillo).
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Figura 20. Contaminacién por hongos segun los tratamientos en el Ensayo 2

(Callogénesis en hojas de tornillo).

4.2.3. Porcentaje de necrosamiento

Se evalué el nivel de oxidacién por compuestos fendlicos o
necrosamiento de los explantes que no presentaron callos viables, asi como de

los que no tenian callos (Figura 21).

98%

100% -
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20% - 2%

10% - -

0% T T
Con necrosamiento Sin necrosamiento

Figura 21. Porcentaje de necrosamiento global en el Ensayo 2.
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En el porcentaje de necrosamiento, podemos afirmar que existe un
2% de 50 explantes que se oxidaron con compuestos fendlicos, este porcentaje

es muy bajo y por lo tanto casi excluible.

4.3. Ensayo 3: Protocolo de desinfeccion combinatoria

El presente ensayo se basé en la propuesta de un protocolo de
desinfeccion que nos permita la no contaminacion de nuestros explantes o
muestras de tornillo (segmento de hojas), ademas de exponer ciertas

concentraciones de un fungicida sistémico (Benomil) al medio de cultivo (MS).

4.3.1. Porcentaje de contaminacion y necrosamiento

Para determinar la diferencia estadistica entre los tratamientos en
estudio con respecto al numero de hongos presentes al término de la

evaluacion (4 semanas) se realiz6 el analisis de varianza utilizando datos

transformados ./ (x + 1) para determinar la ausencia y presencia (Cuadro 20).

El modelo propuesto resulta significativo, indicando rechazo de la
hipétesis nula. La interaccidn de factores resulta no significativa, permitiendo

sélo analizar los factores o efectos principales independientemente.

Para el factor A (Protocolo) resulté no significativo, lo cual indica
son estadisticamente iguales; caso contrario para el factor B (Medio con
fungicidas) resulta altamente significativo el cual indica que existe diferencias

entre las concentraciones del fungicida con medio MS.
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Cuadro 20. ANVA para presencia de hongos con datos transformado ./ (x + 1).

Fuente de variacion GL SC CM
Tratamiento 5 0.148 0.030 S
A (Protocolo) 1 0.003 0.003 NS
B (Medio con fungicida) 2 0.370 0.092 S

AXB 2 0.006 0.003 NS
Error 54 0.622 0.012
Total 59 0.770

CV% =6.14

S: Significacién estadistica al 5% de probabilidad
NS: No existe significacion estadistica

Cabe asi mismo indicar que el modelo presenta 6.14% de
coeficiente de variabilidad (CV%), indicando una muy buena homogeneidad de
los resultados experimentales. Se realizd6 Tukey para el factor B (Cuadro 21)
para determinar cual es la mejor concentracion de fungicida. Ademas se

analizé la presencia de contaminacion (Figuras 22, 23y 24).

Cuadro 21. Prueba de Tukey (a=0.05) para la presencia de hongos por los

efectos de la Concentracion de fungicidas en el medio MS.

Concentracion de fungicidas en medio MS Presencia de hongos
b; MS + 0 g/LO00 ml de Benomil 1.308(5) a
b, MS + 2 g/1000 ml de Benomil 1.410 (0) b
b; MS +5g/1000 ml de Benomil 1.410 (0) b

Las columnas agrupadas por la misma letra agrupan tratamientos que no presentan diferencia estadistica
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Figura 22. Porcentaje de aparicion de hongos segun las concentraciones del

fungicida en el medio MS.
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Figura 23. Porcentaje de aparicidn de hongos segun los tratamientos.
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Figura 24. Porcentaje de necrosamiento segun los tratamientos.

Existen 2 grupos bien definidos. Asimismo, analizando las figuras
22 y 23, se puede decir que los tratamientos que tenian concentraciones del
fungicida tuvieron un nivel de contaminacion del 0% a comparacion de los que
no tenian: T; y T4 con 30% y 20% de contaminacion respectivamente que

equivale 3 y 2 explantes con hongos (Cuadro 21).

Asimismo podemos mencionar que el nivel de necrosamiento se
encuentra en los tratamientos T3 y Te¢ con un 20% y 30% respectivamente
(Figura 24), haciendo énfasis que estos tratamientos son los que tienen
mayores concentraciones del fungicida Benomil, por lo tanto se puede decir
gue los explantes de tornillo no soportan muchas concentraciones del

fungicida.
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4.4. Ensayo 4. Callogénesis de hojas con medio basal con Fungicida

El presente ensayo se basé en la induccién al proceso de
callogénesis in vitro a partir de segmentos de hojas de tornillo mediante un
balance de hormonas y un medio de cultivo (MS) con fungicida sistémico
(Benomil), los resultados obtenidos, aparte de tener 0% de contaminacion por

hongos, fueron los siguientes:

4.4.1. Presenciade callos

Para determinar la diferencia estadistica entre los tratamientos en
estudio con respecto al numero de callos presentes al término de la evaluacion

(4 semanas) se realiz6 el analisis de varianza utilizando datos transformados

4/ (x + 1) para determinar la ausencia y presencia. Como puede observarse el

modelo propuesto resulta significativo, indicando rechazo de la hipétesis nula,

los tratamientos son estadisticamente diferentes (Cuadro 22).

Cuadro 22. ANVA para presencia de callos con datos transformados ./ (x + 1).

Fuente de variacion GL SC CM
Tratamiento 5 0.821 0.164 S
Error 54 1.227 0.023
Total 59 2.048
CV% = 14.40

S: Significacion estadistica al 5% de probabilidad. NS: No existe significacion estadistica.
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Cabe asi mismo indicar que el modelo presenta 14.40% de

coeficiente de variabilidad (CV%), indicando una homogeneidad media de los

resultados experimentales. Se realizé la prueba de comparacion de medias a

través de la prueba Tukey (Cuadro 23) y barras (Figuras 25, 26 y 27).

Cuadro 23. Prueba de Tukey (0=0.05) para la presencia de callos por los

efectos de los tratamientos.

Tratamientos

Presencia de callos

T1

T3

T2

Te

T4

Ts

Segmento de hoja en medio de cultivo con
balance de 0 mg/L de 2,4D y 0 mg/L de

Kinetina

Segmento de hoja en medio de cultivo con
balance de 1.05 mg/L de 2,4D y 1.05 mg/L de

Kinetina

Segmento de hoja en medio de cultivo con
balance de 0.7 mg/L de 2,4D y 0.18 mg/L de

Kinetina

Segmento de hoja en medio de cultivo con
balance de 2.45 mg/L de 2,4D y 1.75 mg/L de

Kinetina

Segmento de hoja en medio de cultivo con
balance de 1.05 mg/L de 2,4D y 1.05 mg/L de

Kinetina
Segmento de hoja en medio de cultivo con
balance de 2.45 mg/L de 2,4D y 1.05 mg/L de

Kinetina

1.082 (2)

Q

1.205(5) a b

1.328 (8) b ¢
1.328 (8) b ¢
1.410 (10) c
1.410 (10) c

Las columnas agrupadas por la misma letra agrupan tratamientos que no presentan diferencia estadistica
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Figura 25. Comparacion de medias para la presencia de callos por los efectos

de los tratamientos.
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Figura 26. Gréfico de barras de error de medias para la presencia de callos por

los efectos de los tratamientos.
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Figura 27. Porcentaje de aparicion de callos por efectos de los tratamientos.

Existen 3 grupos estadisticamente diferentes. Por otro lado,
analizando las Figuras 25, 26 y 27, se puede afirmar que los mejores
tratamientos son T, y Ts, (Cuadro 23) los cuales pertenecen a: “Medio MS con
fungicida + balance de 1.05 mg/L de 2,4D con 0.1 mg/L de Kinetina”, y “Medio
MS con fungicida + balance 2.45 mg/L de 2,4D con 1.05 mg/L de Kinetina
respectivamente con 10 callos cada uno, que son el 100% del total por

tratamiento, simbolizando los mayores porcentajes de callosidad.

4.5. Ensayo 5. Callogénesis de yemas con medio basal con Fungicida

El presente ensayo se bas6 en la induccién al proceso de
callogénesis in vitro a partir de yemas de tornillo mediante un balance de
hormonas y un medio de cultivo (MS) con fungicida sistémico (Benomil), los
resultados obtenidos, aparte de solo tener un 1.6% de contaminacion por

hongos, fueron los siguientes:



45.1. Presencia de callos

Para determinar la diferencia estadistica entre los tratamientos en
estudio con respecto al numero de callos presentes al término de la evaluacién

(4 semanas) se realiz6 el analisis de varianza utilizando datos transformados

4/ (x + 1) para determinar la ausencia y presencia (Cuadro 24).

Cuadro 24. Analisis de varianza para presencia de callos con datos

transformados ./ (x + 1).

Fuente de variacion GL SC CM
Tratamiento 5 1.157 0.231
Error 54 1.025 0.019
Total 59 2.048
CV% = 15.02

S: Significacion estadistica al 5% de probabilidad

NS: No existe significacion estadistica

Como puede observarse, el modelo propuesto resulta significativo,
indicando rechazo de la hipotesis nula, los tratamientos son estadisticamente
diferentes (Cuadro 24). Cabe asi mismo indicar que el modelo presenta 15.02%
de coeficiente de variabilidad (CV%), indicando una homogeneidad media de

los resultados experimentales. Se realizé la prueba de comparaciéon de medias

a través de la prueba Tukey (Cuadro 25).
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Cuadro 25. Prueba de Tukey (0=0.05) para la presencia de callos por los

efectos de los tratamientos.

Tratamientos Presencia de callos

Yema en medio de cultivo con balance de O
T1 1.000 (0) a
mg/L de 2,4D y 0 mg/L de Kinetina

Yema en medio de cultivo con balance de 0.7
To 1.246 (6) b
mg/L de Kinetina y 0.18 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo con balance de 1.05
Ta 1.287 (7) b ¢
mg/L de Kinetina y 1.05 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo con balance de 2.45
Te 1.328 (8) b c
mg/L de Kinetinay 1.75 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo con balance de 1.05
Ts 1.410 (10) C
mg/L de Kinetina y 0.35 mg/L de ANA

Yema en medio de cultivo con balance de 2.45
Ts 1.410 (10) C
mg/L de Kinetina y 1.05 mg/L de ANA

Las columnas agrupadas por la misma letra agrupan tratamientos que no presentan diferencia estadistica

Existen 3 grupos estadisticamente diferentes (Cuadro 25). Por otro
lado, se puede afirmar que los mejores tratamientos son T3 y Ts, los cuales
pertenecen a: “Medio MS con fungicida + balance de 1.05 mg/L de Kinetina con
0.35 mg/L de ANA”, y “Medio MS con fungicida + balance 2.45 mg/L de
Kinetina con 1.05 mg/L de ANA respectivamente con 10 callos cada uno, que
son el 100% del total por tratamiento, simbolizando los mayores porcentajes de

callosidad (Figuras 28, 29 y 30).
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Figura 28. Comparacion de medias para la presencia de callos por los efectos

de los tratamientos.
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Figura 29. Gréfico de barras de error de medias para la presencia de callos por

los efectos de los tratamientos.
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Figura 30. Porcentaje de aparicion de callos por efectos de los tratamientos.



V. DISCUSION

5.1. Medio de cultivo y balance hormonal para yemas de tornillo (C.

cateniformis Ducke (Ducke))

Una planta o una fase del desarrollo de ésta puede ser calificada
como recalcitrante al cultivo de tejidos, cuando a pesar de manipular las
condiciones del cultivo (Concentracion de sales, nitrogeno, reguladores de
crecimiento, entre otros) no produce la respuesta deseada (BONGA vy
KLIMASZWEWSKA, 2010; BENSON, 2000). Debido a que los ensayos
realizados en este trabajo variaron en cuanto al tipo, concentracion y
combinaciones de reguladores de crecimiento empleadas, se asume que la
recalcitrancia, puede ser la explicacibn mas viable para los resultados
obtenidos. Este fendmeno pudo verse favorecido por el estrés al que los
explantes se vieron sometidos al ser sembrados in vitro; como lo planted
BENSON (2000), la introduccion de plantas en el cultivo de tejidos induce
cambios en su metabolismo, fisiologia y desarrollo, generando la aparicion de
disturbios metabdlicos que conducen eventualmente a la pérdida de
totipotencialidad celular y ausencia de respuesta; y en algunos casos a un

elevado nivel de necrosis y finalmente a la muerte.

Los resultados obtenidos no coinciden con lo que mencionan

ALMEIDA et al (2009), que un genotipo recalcitrante no resiste a condiciones in



84
vitro y por lo tanto tiene una pobre produccion de callos; en este estudio se ha
logrado indices mayores al 80% de callosidad tanto para yemas y hojas de

tornillo (recalcitrante) con sus respectivas concentraciones de hormonas.

DELGADO (2013) afirma que, empleando brotes apicales y
segmentos nodales de plantas jovenes germinadas en vivero de Aniba
rosaeodora (Pau-rosa), estimularon la formacion callos con el medio de cultivo
mas efectivo MS; y los reguladores 4,0 mg/L de BAP + 6,0 mg/L de 2,4-D el
cual permitié la formacién de 1,67 callos por explante; asimismo en esta
investigacion el mejor medio de cultivo para explantes de tornillo (Hoja y yema)
es el de murashige & skoog (MS) con un 86% de permanencia y callos viables
pero en gran diferencia en el balance hormonal que fue 1.4 mg/L de Kinetina

con 1.05 mg/L de ANA, y 1.75 mg/L de Kinetina con 1.75 mg/L de ANA.

5.2. Medio de cultivo y balance hormonal para hojas de tornillo (C.

cateniformis Ducke (Ducke))

Un factor determinante para la formacion de callo in vitro, a partir
de explante de hoja, es el tamafio del explante (PIERIK, 1990). En general,
cuanto mas grande sea el explante mayores seran las posibilidades de inducir
la proliferacion de callos o la regeneracién directa de 6rganos. Sin embargo, a
mayor tamafio del explante también son mayores las probabilidades de que los
cultivos se contaminen con microorganismos. También es necesario tomar en
cuenta que existe un tamafio minimo de explante, que depende de la especie y

del material vegetal (SEVILLA, 2004). El tamafio del explante va a determinar si
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se da o no la formacion del callo (PIERIK, 1990). En la investigacion realizada

el tamafio de los explantes fueron en hojas: 1 cm? y en yemas 2 cm.

Otro factor, que determina la formacion de callo, es la posicién del
explante en el medio de cultivo. Si el explante de hoja se la coloca con el haz
hacia arriba y el envés hacia abajo, se estimula la formacion de callo. En la
presente investigacion, hubo reducidas ocasiones que se cultivd el explante
con el envés hacia arriba, lo que ocasionoé limitada formaciéon de callo, el cual
muri0 al poco tiempo de formado, sin que se pueda atribuir este
comportamiento a razones especificas. Para cualquier tipo de cultivo in vitro,
hay que ubicar el haz de la hoja hacia arriba, directo a la fuente de luz y el
envés debe estar en contacto con el medio de cultivo (PIERIK, 1990). La mejor
respuesta en callogénesis se puede atribuir a que la nervadura central que
tienen, cambia cuando esta en contacto con el medio de cultivo y por lo tanto

reacciona mejor a los cambios hormonales.

5.3. Protocolo de desinfeccién

En el cultivo in vitro de plantas, uno de los principales problemas es
la enorme dificultad para establecer los explantes en condiciones asépticas y
lograr brotacion, debido a la alta incidencia de contaminacion fangica y
bacteriana (LEIFERT et al., 1999; LEIFERT y CASELLS, 2001). Estos
contaminantes pueden ser introducidos con el explante, durante manipulacién
en el laboratorio 0 a través de algunos vectores. MARTINEZ et al (2005)

mencionan que para la obtencion de cultivo aséptico en la propagacion de
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eucaliptos (Eucalyptus urophylla clon-141 y E. grandis clon-246), los mejores
tratamientos de desinfeccion son las combinaciones de los factores que llevan
fungicida sistémico (Cuprimicin 150 mg/100 ml) y antibiético (Terramicina 40
mg/100 ml), en el cual se deben exponer a los explantes de eucalipto durante
10 y 30 minutos, donde se obtuvo mas del 80% de desinfeccion del total de
explantes sembrados; que contrasta con esta investigacion en incluir fungicidas
al medio, en éste caso para el tornillo se determiné que 2 g/L en medio de
cultivo MS es la mejor concentracién, porque brindé una contaminacion del 0%

en explantes de hojas y yemas de tornillo.

La desinfeccion es uno de los pasos mas criticos en el
establecimiento de un cultivo in vitro por lo que uno de los principales
problemas es la contaminacion de los explantes con diversos tipos de
microorganismos (Hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus) y por otro
lado la necrosis de los cultivos (MROGINSKI et al., 2010), por lo que para esta
investigacion se tratd de reducir los mas posible el nivel de contaminacion, ya
sea con nuevos protocolos o0 con concentraciones de fungicidas en el medio de

cultivo, dando buenos resultados.



VI. CONCLUSIONES

El mejor medio de cultivo para explantes de tornillo (Hoja y yema) es el de

Murashige & Skoog (MS) con un 86% de permanencia y callos viables.

Las mejores combinaciones de hormonas para la produccion de callos en
yemas fueron b, y bs que simbolizan el 80%, 90% y 90% del total,
Asimismo las mejores combinaciones de hormonas con interaccion del
medio de cultivo con fungicida Benomil fueron T3y Ts que son el 100% del

total por tratamiento.

Las mejores combinaciones de hormonas para la produccion de callos en
hojas fueron T3, T4 y Ts que simbolizan el 90%, 90% y 100% del total.
Asimismo, las mejores combinaciones de hormonas con interaccion del
medio de cultivo con fungicida Benomil fueron T4y Ts, los cuales son el

100% del total por tratamiento.

El mejor protocolo de desinfeccion de hojas y yemas como explantes de
tornillo (Cedrelinga cateniformis Ducke (Ducke)) fue el Protocolo 2,
ademas la mejor concentracion de fungicida en el medio de cultivo fue de
2 g/L porque permiti6 el 0% de contaminacion por hongos sin efectos

adversos.



VIl. RECOMENDACIONES

1. Hay que tener mucho cuidado de la posicion en la que se cultive el
explante, debido que si se coloca el explante con el envés hacia arriba se

formara callo pero no regenerara retofios.

2. Con base en los resultados obtenidos, se podria probar nuevas
combinaciones y concentraciones adicionales de auxinas y citoquininas

para la obtencién de callos embriogénicos, organogénesis, etc.

3. Es importante realizar mas estudios histolégicos sobre esta especie,
porque debemos de estar orgullosos de tenerlo a nuestro alcance en el
Bosque Reservado de la UNAS, debido que se esta agotando y perdiendo
cada dia a causa de la mineria, agricultura migratoria y deforestacion, es
importante con esta tecnologia hacer miradas hacia un buen futuro

sostenible.



DETERMINATION OF A PROTOCOL FOR THE REGENERATION IN VITRO
OF YOLKS And SHEETS OF TORNILLO (Cedrelinga cateniformis Ducke

(Ducke))

ABSTRACT

The present study seeks to determine the best conditions for the
regeneration in vitro of the tornillo (Cedrelinga cateniformis Ducke (Ducke)),
which is why they came into question like objectives, determining the midway of
cultivation and the best hormonal balance that enable a better vegetative
answer, as well as determining a protocol of disinfection for the explants of
sheets and yolks of tornillo. Constituted for 5 essays: multiplication of yolks,
callogénesis in sheets, protocol of combined disinfection, callogénesis in sheets
with half a fungicide and callogénesis in yolks with half a fungicide. They
developed him in 4 phases each: theoretical phase, phase of isolation, phase of
laboratory and the phase of evaluation. The obtained results indicate that: 1)
The Best culture medium for explants is the Murashige and Skoog (MS) with
86% of permanence and viable corns. 2) The Best hormone combinations for
the production of corns in yolks were b, and bs that the 80% and 90% of the
total symbolize. In like manner, the best hormone combinations with interaction
of the midway of cultivation with fungicide Benomil were T3 and Ts that are
100% of the total for treatment. 3) The Best hormone combinations for the
production of corns in sheets were T3, T4 and Ts that symbolize the 90, 90 and
100 % of the total and, the best hormone combinations with interaction of the

midway of cultivation with fungicide Benomil were T4 and Ts, which are 100% of
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the total for treatment. 4) The Best protocol of disinfection of sheets and yolks
was Protocol 2, besides the best concentration of fungicide in the middle of

cultivation the L was 2 g because it enabled 0% of contamination for

mushrooms.

Keywords: Cedrelinga cateniformis, in vitro, hormone, callus, buds, leaves.
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Anexo 1. Datos registrados.

Cuadro 26. Presencia de callos y contaminacion para el ensayo 1.
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1.41 = con callo

Cuadro 27. Presencia de callos y contaminacion para el ensayo 2.
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1.00 = sin callo
1.41 = con callo

Cuadro 28. Presencia de contaminacion para el ensayo 3.

Factor A Factor B Tratamiento  Repeticion Hongos Bacterias Necrosamiento
a; by 1 1 1.00 1.41 1.41
a; by 1 2 1.41 1.41 1.41
a; b, 1 3 1.00 1.41 1.41
a; b, 1 4 1.41 1.41 1.41
a; b, 1 5 1.41 1.00 1.41
a; b, 1 6 1.41 1.41 1.41
a; b, 1 7 1.00 1.41 1.41
a; b, 1 8 1.41 1.41 1.41
a; b, 1 9 1.41 1.41 1.41
a; b, 1 10 1.41 1.41 1.41
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a b3 6 5 1.41 1.41 1.41
a b3 6 6 1.41 1.41 1.41
a b3 6 7 1.41 1.41 1.41
a b3 6 8 1.41 1.00 1.00
a b3 6 9 1.41 1.41 1.41
a b3 6 10 1.41 1.41 1.41
1.00 = sin hongo
1.41 = con hongo
Cuadro 29. Presencia de callo para los ensayos 4y 5.
Tratamiento Repeticion Callo E1 Callo E2
1 1 1.00 1.00
1 2 1.00 1.00
1 3 1.00 1.00
1 4 1.00 1.00
1 5 1.41 1.00
1 6 1.00 1.00
1 7 1.41 1.00
1 8 1.00 1.00
1 9 1.00 1.00
1 10 1.00 1.00
2 1 1.41 1.41
2 2 1.41 1.41
2 3 141 1.00
2 4 1.00 1.41
2 5 141 1.00
2 6 141 1.41
2 7 141 1.41
2 8 1.00 1.00
2 9 141 1.41
2 10 1.41 1.00
3 1 1.00 1.41
3 2 1.41 1.41
3 3 1.41 1.41
3 4 1.00 1.41
3 5 1.41 1.41
3 6 1.00 1.41
3 7 1.41 1.41
3 8 1.41 1.41
3 9 1.00 1.41
3 10 1.00 1.41
4 1 1.41 1.41
4 2 1.41 1.41
4 3 1.41 1.41
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Anexo 2. Panel fotogréfico

Figura 31. Fase de aislamiento (fumigacién a los plantones de tornillo).

Figura 32. Fase de laboratorio (balance de hormonas por tratamientos).
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Figura 33. Fase de laboratorio (medio de cultivo).

Figura 34. Fase de laboratorio (desinfeccion de hojas)
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Figura 36. Fase de laboratorio (siembra).
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Figura 37. Ensayo 1 instalado.

Figura 38. Ensayo 2 instalado.
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Figura 39. Ensayo 3 instalado.

Figura 40. Ensayo 4 instalado.
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Figura 41. Ensayo 5 instalado.

Figura 42. Fase de evaluacién (formacion de callo en yemas).
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Figura 43. Fase de evaluacion (formacién de brotes en yemas).





