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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se ejecuto en el Laboratorio de Biotecnologia del
Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), ubicado en el distrito de Juan Guerra,
regiéon San Martin. El objetivo consistié en evaluar el efecto inductivo de tres fuentes y
concentraciones de citoquininas sobre el brotamiento de segmentos nodales de palo de
rosa (Aniba rosiodora) in vitro. Se emple6é segmentos vegetativos y un medio de cultivo
M&S suplementado con: T1 (KIN - 0,45 uM); T2 (KIN - 2,32 uM); T3 (KIN - 23,23 uyM); T4
(BAP- 0,45 uM); Ts (BAP — 2,32 uM); Tes (BAP — 23,23 uM); T7 (2Ip - 0,45 uM); Ts (2Ip -
2,32 uM); Ty (2Ip - 23,23 uM). Se distribuyeron en disefios totalmente aleatorizados con
arreglo factorial 3A (Fuentes) x 3B (Concentraciones) y un tratamiento control. Se
obtuvieron 10 tratamientos y 8 repeticiones. Para reducir la incidencia de
microorganismos patégenos en el medio de cultivo, se realizaron aplicaciones
preventivas en campo con una solucioén flngica a razén de 1 gL, 30 dias antes de cada
extraccion, sumado a la adicién de vitrofural a nivel del medio de cultivo; los segmentos
se esterilizaron con una solucion de NaCIO al 2 % + tween 80 durante 20 minutos. Los
datos obtenidos fueron sometidos al analisis de varianza y la prueba de rango multiple
Tukey (p <0,01). Se determind que realizando aplicaciones preventivas en campo 30
dias antes de la instalacion in vitro logramos tener una supervivencia mayor al 88 %.
Asimismo, el Ts (BAP- 2,32 uM) y Ts (BAP-23,23 uM) lograron un mayor ndmero de
brotes y promedios altos con respecto a la longitud del brote, logrando una logitud de
(8,41 mm y 6,13 mm) respectivamente. Finalmente se identificé que los Ty (2Ip - 23,23
MM) y Ts (2Ip - 2,32) optuvieron mejor promedio en la formacién de callo con 1,2 callos.
Se concluye, que la fuente de citoquinina BAP induce una mayor activacion de brotes

en la especie forestal palo de rosa a nivel in vitro.

Palabras clave: Aniba rosiodora, regeneracion in vitro, reguladores del crecimiento,

establecimiento in vitro, citoquininas, vitrofural.
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ABSTRACT

The present research work was carried out at the Biotechnology Laboratory of the
National Institute for Agrarian Innovation (INIA), located in the district of Juan Guerra, in
the San Martin region. The objective was to evaluate the inductive effect of three sources
and concentrations of cytokinins on the sprouting of Brazilian rosewood (Aniba
rosiodora) nodal segments under in vitro conditions. Vegetative segments and M&S
culture medium supplemented with: T1 (KIN - 0.45 uM); T2 (KIN - 2.32 uM); T3 (KIN -
23.23 uyM); T4 (BAP- 0.45 uM); T5 (BAP - 2.32 uM); T6 (BAP - 23.23 uM); T7 (2Ip - 0.45
MM); T8 (2Ip - 2.32 uM); T9 (2Ip - 23.23 uM) were used. They were distributed in totally
randomized designs with a 3A (Sources) x 3B (Concentrations) factorial arrangement
and a control treatment. Ten treatments and eight replicates were obtained. In order to
reduce the incidence of pathogenic microorganisms in the culture medium, preventive
applications were made in the field with a fungal solution at a rate of 1 gL-1, 30 days
before each extraction, together with the addition of Vitrofural at the culture medium level,
the segments were sterilized with a solution of 2% NaClO + tween 80 for 20 minutes.
The data obtained were submitted to analysis of variance and the Tukey multiple range
test (p < 0.01). It was determined that by applying preventive applications in the field 30
days before in vitro installation, a survival rate of more than 88 % was reached. Likewise,
T5 (BAP- 2.32 uM) and T6 (BAP-23.23 uM) reached a higher number of shoots and high
averages with respect to shoot length, obtaining a shoot length of (8.41 mm and 6.13
mm) respectively. Finally, it was identified that T9 (2Ip - 23.23 yM) and T8 (2Ip - 2.32)
optained better average in callus formation with 1.2 callus. It is concluded, that the BAP
cytokinin source induces greater shoot activation in Brazilian rosewood timber species

at the in vitro level.

Keywords: Aniba rosiodora, in vitro regeneration, growth regulators, in vitro

establishment, cytokinins, Vitrofural.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Aniba rosiodora Ducke, es una especie maderable de notable valor econémico debido a
Su aceite que contiene una sustancia de fijacion aromatica conocida como linalool, utilizada
en la fabricacién de perfumes, fragancias y jabones. La madera de palo de rosa es una de
las mas bellas y finas de América del sur por sus reconocidas cualidades fisicas y
mecanicas (Kometter, 2019), la cual ha conllevado a su sobreexplotacion y clasificandose
entre las especies En peligro (EN) segun la IUCN (2019); lo cual se agrava por el hecho

de la dificil obtencién de semillas viables para su propagacién (Cardenas y Salinas, 2006).

En este sentido, el palo de rosa comparte una probleméatica comun al de muchas especies
forestales valiosas dificiles de propagar por la baja produccion y viabilidad de sus semillas,
lentitud en el crecimiento y retardo de la floracion. Carranza et al. (2013) indican que, dentro
de esas categorias generalmente encontramos a especies lefiosas tales como, Manilkara
bidentata, Cedrelinga cateniformis, Swietenia macrophylla, Cedrela odorata y Myroxylon
balsamum. Estas caracteristicas se combinan, con una alta depredacion por insectos y
aves, ocasionando que la recoleccion de semillas sea una operacion dificil y costosa; las

mismas que dificultan la regeneracion de una nueva planta (Kometter, 2019).

Dado la importancia y la situacion actual de esta especie es necesario buscar nuevas
técnicas de propagacion, encaminadas a multiplicar y recuperar el estado de las

poblaciones en plantaciones comerciales.

Dado que la disposicion de semillas utilizables implica una cantidad limitada para la
micropropagacion, la generacion masiva de plantulas puede verse limitada en rendimiento
por la disponibilidad o acceso insuficiente de la misma, tanto como por la contaminacién o
susceptibilidad sanitaria de la semilla. Estos aspectos constituyen limitaciones practicas de

la técnica de micropropagacion a partir de semillas.

La propagacion clonal permitiria obtener individuos con genotipos élites. Aunque existen
algunos trabajos publicados, los resultados no han sido concluyentes y se requieren
desarrollar nuevas vias en las técnicas de micropropagacion clonal a partir de explantes

vegetativos.

La presente investigacion considerd6 como hipotesis, efecto inductivo de tres fuentes y
concentraciones de citoquininas sobre el brotamiento de segmentos nodales de palo de

rosa (Aniba rosiodora Ducke) en condiciones in vitro.
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Para ello, el objetivo principal fue evaluar in vitro, el efecto inductivo de tres fuentes y
concentraciones de citoquininas sobre el brotamiento de segmentos nodales de palo de
rosa (Aniba rosiodora Ducke); para lo cual se han fijado los siguientes objetivos

especificos:

a) Validar un protocolo para controlar la contaminacion de segmentos nodales de palo

de rosa (Aniba rosiodora Ducke) provenientes de campo.

b) Evaluar in vitro el efecto de tres fuentes y concentraciones de citoquinina sobre el
desarrollo de brotes maltiples de segmentos nodales de palo de rosa (Aniba rosiodora

Ducke).
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Existe pocas investigaciones donden reporten acerca de la produccion in vitro de palo de
rosa (Aniba rosiodora Duke), por lo que se consideran los siguientes antecedentes que

tienen alguna similitud con el presente proyecto de investigacion.

Amasifuén (2019) en la Universidad Nacional de San Martin (Tarapoto), sometié un medio
de induccioén in vitro en sacha inchi, para produccién de callos, raices y brotes a partir de
diferentes fuentes y concentraciones de fitohormonas (6-bencilaminopurina - BAP,
kinetina, 2-Isopentenil-adenina y Trans zeatina. Demostr6 que la concentracion de
citoquinina (6-bencilaminopurina) (0,45 uM) en el medio de cultivo, Aumento de la tasa de
reproduccion in vitro de los brotes de Plukenetia volubilis (4,87 brotes/ explante) en 42 dias.
Asimismo, las concentraciones de (6-bencilaminopurina) (23,23 uM) fue mas efectiva para
aumentar la produccién de callos y raices. Finalmente, al utilizar (2-lIsopentenil-adenina)

(0,45 uM) se observé la formacion de raices.

Martinez et al. (2018) en la Universidad de Ciego de Avila (Cuba), encontraron valores
significativamente superiores en el control de contaminacion en todas las fases de la
micropropagacion de cafia aztcar (var. C 1051-73), utilizando Vitrofural (0,114 g/L?) a nivel
del medio de cultivo. Asimismo, observaron que no existia fitotoxicidad en los brotes

causados por el Vitrofural.

Tarazona (2017) en la universidad Nacional de Ucayali (Pucallpa), se inocularon
segmentos nodulares de Cedrelinga catenaeformis en medio de cultivo M&S afiadido con
diferentes concentraciones de BAP y &cido indolbutirico, indicando que niguna de las
combinaciones utilizadas en el presente trabajo de investigacién permitié evidenciar
diferenciacién meristematica con respecto a activacion de brotes, formacion de callos y
raices. De igual forma, sefiala que los resultados probablemente estuvieron influenciados
por la pérdida progresiva de los explantes en un 100% a causa de la fenolizacion y ataque

de agentes patdgenos.

Solis (2016) en la Universidad Nacional Agraria La Molina en Lima, mencion6 que la mejor
esterilizacion para yemas apicales en sacha inchi, se realiza con alcohol etilico (70 %) por

60 segundos y NaOCI 1 % durante10 minutos.
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De manera similar, demostré que 0,1 mg/L de BAP y 0,05 mg/L de ANA proporcionan un

mejor resultado en la diferenciacion meristematica durante la morfogénesis.

Cordova (2016) en la Universidad Nacional de Ucayali (Pucallpa), utilizé diferentes
concentraciones de &cido — 3 indolbutirico para obtener lineas de Simarouba amara a
través de explantes nodulares. Demostrando que las facciones de nddulos establecidos en
un medio de cultivo suplementado con (1000 pg/ml) de acido — 3 indolbutirico fueron mas
efectivas en brotes (11,81 %), formacién de callos (9,028 %) y raices (2,25 %). Tambien,
sefalo6 que, por la baja capacidad de enraizamiento, permitié clasificar a esta especie como

resistente al cultivo in vitro.

Alverca (2015) concluyé que utilizar vitrofural 0,114 g/L** en el medio de cultivo, se logra
tener un buen control de contaminacién en un 100 % para la multiplicacion in vitro Ananas

comosus L., utilizando biorreactores.

Reyes (2015) de la Universidad Estatal Amazonica (Ecuador), deternind que la
concentracion de 15g/L de Ca (ClO); en inmersién por 20 minutos fue mas eficaz para
reducir la contaminacién por patogenos en segmentos nodales de Swietenia macrophy
bajo condiciones de laboratorio, logré un 95 % de supervivencia. Asimismo, el mencionado
autor indica que un medio de cultivo con la combinacion de (2mg/L) BAP y (1mg/L) AIB,
fue mas efectiva para disparar la activacion de brotes en un 70%, de la misma manera la
combinacién de (2mg/L) BAP y (1mg/L) ANA muestra una tasa de supervivencia del 65 %.
Sin embargo, ninguna de las combinmaciones utilizadas resultd ser efectiva para la

formacion de raices en 21 dias después del establecimiento.

Delgado y Hoyos (2014) en la Universidad Nacional de Colombia (Medellin), utilizaron
diferentes concentraciones de fitohormonas (6 - bencilaminopurina - BAP, kinetina - KIN,
acido indol acético - AlA, 1- 4cido naftaleno - ANA y acido giberélico - AG3) para inducir la
formacion de los brotes de Aniba perutilis. Para el enraizamiento emplearon ANA y acido

indol-3-butirico (AIB) en diferentes cocentraciones.

Asimismo, observaron que la combinacién de 3 mg/L de BAP y 1 mg/L de AG3 incrementd
el promedio de brotes 1,2 y el tratamiento suplementado con 3 mg/L de BAP y 1,5 mg/L de
AG3 gener6 un promedio de 0,6 brotes/explante con una longitud promedio de 0,82 cm.
Sin embargo, su baja capacidad de enraizamiento les permitié catalogar a esta especie

como resistente al cultivo in vitro.
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Beltrdn y Mesa (2014) en la Universidad del Tolima (Ilbagué, Colombia), concluyeron que
una concentracion de 0,2 % de dicloruro de mercurio (HgClz) en inmersion por 20 minutos
fue mas efectiva para disminuir la presencia de hongos y bacterias enddégenas en yemas
apicales y segmentos nodales de Aniba perutilis bajo condiciones de laboratorio. Para el
traslado de material recolectado vegetativo, desde el campo al laboratorio, utilizaron una

solucion antifingica de benomil (300 mgi.a./ 0,5 1).

Huaman (2014) desarroll6 un método de micropropagacion en genotipos individuales de
Cedrela odorata con explantes obtenidos de semillas germinadas in vitro. Usé medio de
cultivo MS al 50% complementado con diferentes concentraciones de BAP (2,21; 4,43;
6,65 y 8,87uM). También, indica que la concentracion de BAP (2,21uM) domina para

estimular el desarrollo de brotes laterales, la raiz y aumentar el nimero de hojas.

Carranza et al. (2013) en la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (Ecuador), inocularon
diferentes segmentos nodulaes de Manilkara bidentata, Cedrelinga cateniformis, Swietenia
macrophylla, Cedrela odorata y Myroxylon balsamum, en un medio de cultivo
suplementado con diferentes reguladores de crecimiento. Demostrando que no todas las
auxinas naturales o sintéticas pueden inducir primordios radicales en la microporpagacion.
Asimismo, estos autores sefialan que las especies lefiosas presentan dificultad en la

formacion de raices adventicias en la base del esqueje.

Jardim et al. (2010) en la Universidad del Estado de Amazonas en Brasil, present6 un
medio de induccidn para la micropropagacion de brotes, callos y raices de pau rosa a partir
de brotes apicales y segmentos nodales de plantas jévenes propagadas en vivero.
Determinaron que el medio de cultivo MS contenido de 4 mg/L* de la fuente citoquinina
BAP, es el medio 6ptimo para la produccion y formacion de callos, permitiendo obtener
(1,67 callos/ muestra).

Silva et al. (2010) en la Universidad del Estado de Amazonas en Brasil, sometieron un
medio de induccién para la produccién de callos, raices y brotes a partir de brotes apicales
y segmentos nodales de Aniba rosiodora Ducke. Demostraron que una mayor
concentracion de citocinina (6-bencilaminopurina) (4 mg/L) y 2, 4-D (6 mg/L) en el medio
de cultivo increment6 la producciéon de brotes (2,13 unidades/ explante). Asimismo, la
combinacion de auxinas (Acido 1-naftalenacético) (3 mg/L), fue méas efectiva para
aumentar la produccion de raices (2,53 unidades/ vastago). Para el proceso de
esterilizacion de los explantes, utilizaron una solucién antifangica de benomil (4 g/L)

durante 24 horas y 2 % de hipoclorito de sodio + tween 20 durante 20 minutos.
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Materan et al. (2008) reportan que el éxito de los sistemas de fitomejoramiento asistido por
biotecnologia depende en gran medida del control y la prevencién de la contaminacién
microbiana. Ademas, muestran que es mas costoso controlar la contaminacion de las
especies vegetales, principalmente porque la contaminacién enddégena ocurre en los
explantes cuando se toman directamente del campo, generalmente en ejemplares

maduros, fuertemente influenciados por factores desfavorables de su habitat natural.

En cada etapa de desarrollo, el medio de cultivo con 0,1 mg/L de BAP y 0,25 mg/L de ANA
fue mas efectivo para promover el desarrollo de plantulas de mayor longitud (18 mm), mas

yemas (2,25), y mayor nimero de protuberancias (2,35).

Handa et al. (2005) en Manaus (Brasil), produjeron embriones libres de contaminacion y
oxidacién fendlica, a partir de la regeneraciéon de plantas madre cultivadas en el vivero. En
un medio de Murashige y Skoog (1962) con la adicion de sacarosa al 5 % lograron una
supervivencia del 71 % y germinacion del 53% de los explantes. Para reducir la incidencia
de patdégenos en el material vegetativo, realizaron aplicaciones preventivas con fungicida

benlate (3 g/L) 180 dias antes de la instalacion.

Asimismo, reportan que el uso de agrimucina a una concentracion de 300 mg/L en el
proceso de esterilizacién del material vegetativo, se obtiene un 33 % de contaminacién por

hongo y 29 % por bacterias, con 48 % de supervivencia.

Merkle y Naim (2005) enfatizan los probemas de enraizamiento como uno de los elementos
limitantes en la propagacion de especies forestales in vitro; de igual forma, la baja
proliferacion de brotes, la sobreproduccion de fenol, formacion de callos en la base, la
necrosis apical, y el retraso en el crecimiento de los brotes son fendbmenos muy comunes
en la micropropagacion, dichos proceso estan directamente relacionados con el estado

fisiol6gicos de la especie.

2.2. Fundamentos teéricos

2.2.1. Generalidades del palo de rosa
- Nombres comunes

Amapola, maculis, palo de rosa, rosa morada, roble blanco, rosa morada,

maculishuate, palo blanco, nocoque, palo yugo (Hassler, 2020).
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Taxonomia (Hassler, 2020)

Reino: Plantae.

Filo: Tracheophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Orden: Laurales.

Familia: Lauraceae.

Género: Aniba de Varty, 1998.

Especie: Aniba rosiodora Ducke.

Distribucién geogréfica

Colombia (Amazonas), Brasil (Amapa, Para, Amazonas), Venezuela (Amazonas,

Trujillo), Perd (Amazonas y loreto), Guyana, Surinam, Francia y Ecuador (Hassler,
2020).

Descripcion morfologica

El palo de rosa es una planta arborea que puede crecer 30 m de alto y 200 cm de
diametro. Los tallos son rectos, ramificados en el &pice, formando pequefio caliz;
tiene una corteza de color marrén amarillento o marrén, que se desprende en
grandes placas. Con hojas lanceoladas, alternas de 6 - 25 cm. de longitud y 2,5 a

10 cm. de ancho (Cortegano, 2006).

Las flores ligeramente amarillas, hermafroditas dispuestas en paniculas
subterminales del apice. El fruto es tipo baya, puUrpura oscura; eliptica o casi

esférica, de 2 a 3 cm de longitud y 1,5 a 2 cm de diametro.

Las semillas son delgadas y aladas; blanquecinas, de 2 a 3 cm de largo membrana

vitrea, claramente separadas de los espermatozoides (Cortegano, 2006).
Requerimientos edafo - climéticos del palo de rosa

La altitud favorable para el desarrollo de la planta varia entre los 2 400 y 2 600 m
(Beltran y Mesa, 2014).

El rango 6ptimo de humedad relativa para el desarrollo de la planta esta entre 88 y
91 % (Rojas, 2015).
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- Las temperaturas favorables para el desarrollo del palo de rosa son 30 °C
(mé&xima), 26 °C (media) y 22 °C (minima).

- La precipitacion promedio anual registrada en zonas de origen es 3 050 mm
(Cortegano, 2006).

2.2.3. Cultivo in vitro de tejidos vegetales

Capacidad unica de las células vegetales de regenerar una planta completa, utilizado (hoja,
tallo, partes florales) en un medio artificial y condiciones asépticas (Sultana y
Gangopadhyay, 2018).

El cultivo de tejidos vegetales in vitro es el cultivo de tejidos, semillas y 6rganos en un
medio nutritivo en condiciones estériles. In vitro significa “dentro del vaso”, por lo que se
cultiva en recipientes de vidrio en condiciones ambientales controladas. Este concepto es
ahora muy versatil, porque en muchos casos el vidrio ha sido reemplazado por otros
materiales igualmente efectivos. Por ejemplo, plastico y polipropileno, entre otros (Cruzat,
2009).

2.2.4. Etapas de laregeneracion in vitro

Levitus et al. (2010) sefalan que la regeneracién in vitro implica cuatro pasos criticos 1)
establecimiento del cultivo, 2) crecimiento y reproduccion de brotes o embriones, 3)
formacion de raices y 4) Periodo ex vitro. En general, los pasos de enraizamiento y

aclimatacion se pueden combinar en condiciones ex vitro.
Etapa 1: Acondicionamiento de las estructuras vegetativas

La seleccion y preparacion adecuada del in6culo (partes de la planta, ya sean
organos Yy tejidos, afecta directamente la calidad y la reactividad frente a los
problemas causados por microorganismos y oxidacion del explante, factores que

afectan la formacién y desarrollo del cultivo (Levitus et al., 2010).
Etapa 2: Acondicionamiento del medio

El acondicionamento del ensayo, es definido como una metodologia heterogénea,
cuya caracteristica comdn es que los cultivos se cultivan asépticamente en
medios artificiales de composicion quimica definida y se incuban en condiciones
ambientales especificas. La calidad del explante a utilizar es un factor decisivo

para el éxito. (Levitus et al., 2010).
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Etapa 3: Pululacién

La finalidad de este periodo, es preservar y multiplicar el nimero de embriones
para nuevos periodos reproductivos y la posibilidad de transferir algunos de ellos

a la siguiente fase de produccién, enraizamiento, etc. (Levitus et al., 2010).
Etapa 4: Formacion de raiz y periodo ex vitro

En este periodo, se forman raices adventicias. Esto es relativamente facil para
especies herbaceas, pero es mas dificil para muchas plantas debido a su limitada

capacidad de enraizamiento.

2.3. Definicion de términos basicos

- Callos. Es una masa de tejido indiferenciado que se encuentra en estado de division
permanente, sus células se consideran totipotentes, ya que pueden dar origen a la

planta adulta completa (Ochoa et al., 2015).

- Citoquininas. Es el nombre colectivo de muchas sustancias, naturales o sintéticas, que

tienen la capacidad de fomentar la division celular.

Mismos autores mencionaron que las citocininas se utilizan para estimular el crecimiento
de brotes adventicias a partir de la embriogénesis somatica (Azcon — Bieto y Taldn,
2013).

- Clasificacion de las citocininas naturales. Segun su naturaleza quimica, se dividen

en dos grandes grupos (isoprenicas y aromaticas) (Azcon — Bieto y Tal6n, 2013).

- Citoquininas isoprenicas: Constituida por el el grupo de las isopenteniladenina (iP), la

zeatina (Z) (Figura 1) y la dihidrozeatina (DZ).
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Figura 1. Estructura quimica de la citoquinina 2lp y Trans zeatina.

- Citocininas aromaticas. Agrupa a las familias de la benciladenina (BA) y orto-
hidroxibenciladenina. Las cadenas laterales de estas citosinas estan formadas por 7
atomas de carbonos con estructura de grupo metilbenceno (Figura 2) (Azcon — Bieto y

Tal6n, 2013).
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Figura 2. Estructura quimica de la citoquinia BAP y Kinetina.
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Efectos fisiolégicos de las citoquininas. Entre los efectos fisioloégicos de las
citocininas encontramos la division celular, la multiplicacién de brotes laterales (rotura

de predominio apical), la organogénesis y la floracion (Azcon - Bieto y Talon, 2013).

Embrion. Base de la planta donde aparecen las raices, tallos y las hojas, junto con su

material de conservaciéon (Acosta - Pefia y Castro, 2011).

Ex vitro. Situacion de las vitroplantas al término de la etapa in vitro y su salida a la

atmosfera o aclimatacion (leva, 2011).

Factores que participan en la regeneracion de plantulas in vitro. Dentro de estos
factores se incluye la correcta seleccién de los explantes, composicién de los medios de
crecimiento, fitorreguladores y condiciones del cultivo, tales como temperatura, pH, luz
y humedad (Smith, 2012).

El medio se compone principalmente de minerales y vitaminas esenciales para el
crecimiento y desarrollo de un nuevo individuo, asi como fuente de carbono o lo que la

planta necesite para crecer, todo ello en condiciones estériles (Cardoza, 2005).

Elementos esenciales. Se clasifican en las siguientes categorias:
- Macroelementos o0 macronutrientes.

- Microelementos ou micronutrientes.

In vitro. Técnica que permite cultivar érganos vegetativos en medios nutritivos y
condiciones asepticas. In vitro significa “sembrado en vidrio”, es decir, los cultivos se

realizan en recipientes de vidrio en condiciones ambientales controladas (Cruzat, 2009).

Medio de cultivo. Unién de nutrientes que, en dosis adecuada y en condiciones fisicas

Optimas, permiten el desarrollo de un nuevo individuo (Jardim et al., 2010).

Micropropagacion. Técnica universal de clonacién masiva, puesto que permite cultivar
(tejidos, 6rganos, semillas, embriones u otros), produciendo plantas genéticamente

homogéneas (Jaiswal - Verma 'y Misra, 2017).

Plantulas. Embrién que estd en principio de su desarrollo como consecuencia de la
germinacion; generalmente se aplica a aquellas que se trasplantan (Acosta - Pefia y
Castro, 2011).
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- Reguladores de crecimiento. Definido como un grupo global de sustancias organicas,
ya sean naturales o sintéticas capaces de influir en los procesos de desarrollo fisioldgico

de las plantas (< 1 yM frecuentemente < 1 uM).
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CAPITULO llI
MATERIALES Y METODOS

Ambito y condiciones de la investigacion

Lugares de estudio

Plantacién de origen del material vegetativo

Departamento: Loreto.

Provincia: Alto Amazonas.

Distrito: Yurimaguas.

Sector: Via de evitamiento.

Predio: Fundo Cepiagry.

Coordenada referencial; 18M 374 509 m E; 9 346 910 m S.

Altitud: 146 m.

Caracteristicas de la plantacion: parcela de 450 m?, con plantas de palo de rosa (Aniba

rosiodora) de seis afios (1,5 m de altura), con marco de plantacién de 3 m x 3 m.

Laboratorio donde se realiz6 el experimento

Departamento: San Martin.

Provincia: San Martin.

Distrito: Juan Guerra.

Laboratorio: Biotecnologia Vegetal de la EEA “El Porvenir”, INIA — San Martin.
Coordenada referencial; 18M 9 272 220 m E; 352 087 m S.

3.1.2. Periodo de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se ejecutd entre agosto de 2020 a febrero de 2022.

3.1.3.

Autorizaciones y permisos

Registro de plantacion: PRMRFFS — YGS; Resolucion: N° 001 — 2015. El titular de la parcela

autoriz6 y acompafié los procedimientos.

3.1.4.

Control ambiental y protocolos de bioseguridad

La presente investigacion no gener6 impactos negativos al medio ambiente.

3.1.5.

Aplicacién de principios éticos internacionales

La presente investigacion respeto los principios éticos generales de la investigacion, entre los

gue cabe destacar: integridad, respeto a las personas, al ecosistema vy justicia.
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Sistema de variables

Variables principales

a) Variables independientes

Fuentes y concentraciones de citoquininas.

Explante (segmento nodal) de Aniba rosiodora Ducke.

b) Variables dependientes

3.3.

3.3.1.

Porcentaje de contaminacion.
Numero de brotes por segmento
Altura de brotes.

Formacién de callos.

. Variables secundarias

Contaminacion no controlada del explante.
Condiciones hormonales y fisioldgicas del explante inicial.

Tiempo de transporte del explante desde las zonas de origen.

Procedimientos de la investigacion

Validar un protocolo de control de contaminacién en segmentos nodales

de palo de rosa (Aniba rosiodora Ducke) provenientes de campo

Esta fase implicé el gradual ajuste de los procedimientos de prevencion de la contaminacion

de segmentos nodales de palo de rosa, segun lo indicado en la Tabla 1.

a) Extraccion y transporte de segmentos nodales de palo de rosa

Se realiz6 la recoleccion de segmentos nodales de palo de rosa de ocho plantas (1,5
m de altura de aproximadamente 6 afios) establecidas en la parcela experimental,

ubicada en Alto Amazonas, Yurimaguas (Figura 3).

Actividad fue realizada en horas de la mafiana (6:00 - 7:00). Con la ayuda de un bisturi
Ne21 previamente esterilizado con alcohol de 96° se extrajeron segmentos de
aproximadamente 10 cm de largo y 0,8 mm de ancho, con un corte transversal en la

parte basal del explante, sin las hojas para evitar su deshidratacion (Figura 3).
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Figura 3. Caracteristicas

S —

en consideracion paralaidentificacion y seleccion de la planta madre.

3. A Cada planta madre fue debidamente rotulada como se muestra en el circulo rojo e indicacion de
la flecha. 3. B NUmero de ramas por planta. 3. C Didmetro de tallo.

=

Figura 4. Extraccion de los explantes. 4. A Segmento nodal de 10 cm de longitud. 4. B Segmento
nodal de palo de rosa con las hojas extraidas para evitar la deshidratacion. 4. C El circulo rojo muestra
el corte transversal en la parte basal del explante. Escala 1 cm.
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Para el traslado al laboratorio (ubicado en la localidad de Juan Guerra, = 142.3 km), los
segmentos fueron tratados con una solucién de acido ascérbico (10 mg/L) para controlar la
oxidacion en la superficie cortada. Los segmentos se envolvieron en papel toalla humedecido
con solucién fungicida (500 g/kg tebuconazole + 250 g/kg azoxystrobin, a razén de 1 g/L). El
conjunto de la muestra fue acondicionado en un cooler con hielo (gel pack).

Figura 5. Método de traslado. 5. A Segmentos nodales de palo de rosa, recolectados. 5. B Explantes
envueltos con papel toalla, acondicionados en cooler. Debajo del papel se encuentra el hielo
envasado en paquetes plasticos (gel pack).

b) Aplicaciones preventivas de productos fungicidas en campo

En una fase avanzada de la experimentacion se realizaron aplicaciones preventivas
en la plantacion de palo de rosa, con una solucién fungicida (tebuconazole 500 g/kg +
azoxystrobin 250 g/kg) a razén de 1 g/L!, 30 dias antes de cada extraccion de

explantes (T¢).

c) Acondicionamiento in vitro de segmentos nodulares

En el laboratorio de INIA (Juan Guerra), los segmentos nodales provenientes de
campo fueron lavados con solucién jabonosa y enjuagados dos veces con agua
estéril. Luego, estos se sumergieron en una solucion de etanol al 70 % por 15 minutos
y seguidamente de una solucion de hipoclorito de sodio al 1,5 % + Tween 80 (2
gotas/100 ml) durante otros 15 minutos (T1).

Finalmente, los explantes fueron enjuagados repetidamente (cuatro veces) con agua
destilada estéril. Todo el procedimiento se llevd a cabo en una cadmara de flujo

laminar.
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Figura 6. Esterilizacion superficial de los explantes. 6. A Segmentos lavados con una solucién
jabonosa. 6. B Segmentos sumergidos en una solucién de alcohol etilico por 15 minutos. 6. C
Segmentos sumergidos en una solucién de hipoclorito de sodio por 20 minutos.

En la cAmara de flujo, los explantes fueron divididos por segmentos nodales Unicos con un
margen superior e inferior de 0,4 cm. Cada segmento nodal fue acondicionado en un tubo
de ensayo (25 mm x 150 mm) con 10 ml de medio sélido M&S constituido por thiamina 0,4
mg/L?, acido nicotinico 0,5 mg/L?, acido ascérbico 10 mg/L?, sacarosa 20 g/L?, liquido de
coco 20 % y agar 7 g/Lt (Murashige y Skoog, 1962). El pH del medio fue ajustado a 5,8 con
una solucién de hidréxido de potasio (KOH).

RN
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tubo. Escala 1 cm.
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De acuerdo con los resultados de contaminacion de los explantes:

- Primero se incremento la concentracion en la solucién de hipoclorito de sodio, al 2 %, y se
amplié el tiempo de inmersibn a 20 minutos (T.). Se continué utilizando el mismo
procedimiento de acondicionamiento in vitro, como se describio para T.

- Después se realizé una nueva modificacion del protocolo (T3), a nivel del medio de cultivo,
con la adicién de Vitrofural 0,0114 g/L™.

EHZADAM  anazsore | r

Figura 8. Medio de cultivo. 8. A Distribucién del medio de cultivo segun distribucion de tratamientos.
8. B Insumo (Vitrofural) aplicado en el medio de cultivo. 8. C Balanaza analilita muestra la dosis de
vitrofural utilizado en el medio de cultivo (0,0114 g/L1).

Tabla 1
Ensayos establecidos para el proceso de esterilizacion superficial de segmentos nodales de palo de
rosa (Aniba rosiodora Duke)

L . UE/ Total,
Descripcion del protocolo Periodo Ensayo ensayo UE
T1 NaCl 15% * 15° 18/11/20 —21/01/21 2 80 160
T NaCl 20% * 20 05/03/21 -11/05/21 2 80 160
Ts NaCl 20% * 20" + Vitrofural 21/06/21 —-18/09/21 2 80 160
0p * - I
T, NaCl20%* 20"+ Viofural + 5410151 _26/01/22 1 80 80
Tebuco/azoxy.
Total 7 560

d) Evaluacién de la contaminacion en laboratorio

Cada 15 dias se actualiz6 el registro de contaminacion de las unidades experimentales

y se establecié la proporcion de unidades contaminadas sobre el total.
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3.3.2. Efecto defuentesy concentraciones de citoquinina sobre el desarrollo de brotes

multiples de segmentos nodales de palo de rosa
a) Instalaciény conduccién de ensayos

En esta fase, se realizaron tres ensayos repetidos en laboratorio: dos en el periodo
21/06/21 — 18/09/21 y uno en 09/09/21 — 21/01/22. Cada ensayo consisti6 en 80
unidades experimentales dispuestas al azar, correspondientes a 10 tratamientos y

ocho repeticiones, segun el detalle de la Tabla 2.

Los tratamientos estuvieron conformados por dos factores:
A: tres productos comerciales con distinta fuente de citoquininas.
B: tres concentraciones de los productos comerciales y un testigo.

La unidad experimental (UE) consistié en un tubo de (25 mm x 150 mm) con 10 ml de
medio de cultivo M&S, en el cual se acondicioné un segmento nodal previamente

esterilzado, segun el protocolo Tz descrito en el acépite 3.3.1.c.

Tabla 2.
Tratamientos en estudio

Factor A: reguladores de Factor B: concentracion
crecimiento 0 0,45 uM 2,32 uM 23,23 uM
Kinetina (KIN) T2 Ts Ts
Bencil amino purina (BAP) Ta Ts Te Tz
(Control)
2 Isopentil adenina (2 Ip) Ts To Tio

Figura 9. Unidad experimental.9. A El medio de cultivo se dispenso en tubos de 25 mm x 150 mm.
9. B La flecha roja, indica el tubo contenido con 10 ml medio de cultivo M&S.
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Las UE fueron sometidas a condiciones de oscuridad por 48 horas y luego colocados en una

sala incubacion con un fotoperiodo de 16 horas y temperatura entre 20 °y 22 °C, por 90 dias.

Figura 10. Ambientes. 10. A Camara oscura.10. B Segmentos acondicionados en el area de
incubacion o crecimiento con temperatura y fotoperiodo segln su necesidad.

Debido a la baja respuesta de los explantes, se decidié en el Ultimo establecimiento
considerar solamente segmentos nodales del tercio superior, la instalacion y conduccién de
ensayo estuvo comprendido segun lo descrito en el acapite 3.3.2.a y lo indicado en la Tabla
3.

Tabla 3.
Ensayos aplicados en los tres ultimos establecimientos.

Recoleccién Periodo NuUmero de ensayos Repeticiones por ensayo
Tercio medio 21/06/21 — 18/09/21 2 160
Tercio superior 24/10/21 — 26/01/22 1 80
Total 3 240

b) Evaluaciones

Con la ayuda de un estereoscopio binocular digital (Nikon - SMZ- 645C-DS), cada 15
dias se registré el nimero de brotes activados (yema lateral emergida) y formacién de
callo por segmento en cada unidad experimental. NUmero de yemas activas y nimero
de callos formados, se emple6 transformacion de raiz cuadratica (VX+1) (Padrén,
1996). Luego, se realizé un analisis de varianza y prueba de rango multiple de tukey
para la diferencia de medias con nivel de confianza p<0,01, coeficiente de (R?) y
coeficiente de (CV) (Calzada, 1982), utilizando el software estadistico InfoStat 2019I.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Contaminacion en segmentos nodales de palo de rosa (Aniba rosiodora)
Los niveles de contaminacion (Tabla 4) fueron elevados (65 — 97,5 %) para los protocolos de
descontaminacion aplicados exclusivamente en laboratorio (T1, T2 y T3). La contaminacion
inicial (T1) se redujo de manera altamente significativa con la adicién de vitrofural al medio de
cultivo (Ts) (P=0,4 %).

La aplicacién preventiva de fungicida en campo (T¢) tuvo un efecto altamente significativo de

reduccion del porcentaje de contaminacion al 11,3 %.

Tabla 4

Porcentaje de contaminacién en segmentos nodales de palo de rosa (Aniba rosiodora Duke) por tipos
de protocolo de descontaminacion a 90 dias después de la instalacién en medio de cultivo in vitro

NuUmero de tubos NuUmero de tubos Porcentaje de
Protocolos UE X . S
contaminados no contaminados  contaminacion (%)

T1 160 156 4 97,5

T2 160 147 13 91,9

Ts 160 104 56 65,0

Te 80 9 71 11,3
Total UE 560 416 144

Los niveles de contaminacién en Ti, T2 y T3z coincidieron en general con los resultados
obtenidos por Beltran y Mesa (2014) en Aniba perutilis, con registros de contaminacion
cercanos al 100 %, al tratar explantes provenientes de campo con hipaoclorito de sodio. Estos
autores se vieron obligados a cambiar el NaCIO por cloruro de mercurio (HgCl,) y a utilizar
yemas apicales en vez de segmentos nodales. La media de contaminacion obtenida con este

ultimo tratamiento fue de 12,7 %, muy similar a lo registrado por T. en el presente trabajo.

Si bien Beltrdn y Mesa (2014) expusieron varios antecedentes de investigaciones
concluyentes sobre las ventajas del HgCl, sobre NaClO, cabe considerar que dichos autores

también advirtieron fundamentalmente los riesgos de manipulacién del mercurio.

Los niveles de reduccion en la contaminacién en Tz son parecidos a los resultados obtenidos

por Handa et al. (2005) en Aniba rosaeodora.
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Estos autores realizaron aplicaciones preventivas con un fungicida benlate, cada 15 dias, 180
dias antes de la instalacion; registrando asi un 33 % de contaminacién por hongos y 29 % de

contaminacion por bacterias.

Asimismo, Parrales et al. (2007) realizaron aplicaciones con fumigada dos aplicaciones por
semana con una solucién de Agrimicin y Benonimil a razén de 1 g/L?, para reducir la
presencia de microorgasnismos patdgenos presentes en la estructura de los segmentos
noduladres de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysanthay Tabebuia billbergii en la

produccion in vitro.

El producto fungicida utilizado en ambos trabajos, se caracterizan por ser productos
sistémicos de accién biosida y forma de translocacion acropétala (Del 6rgano de crecimiento
hacia las raices). Sin embargo, ambos productos son considerados como productos
ligeramente peligrosos, deben ser utilizados empleando medidas de bioseguridad (NCP,
2012; UNA, 2005).

4.2. Efecto de tres fuentes y concentraciones de citoquininas, sobre el desarrollo de

brotes y formacion de callos en segmentos nodales de palo de rosa.

a) Activacion de yemas en relacion con el efecto de tres fuentes y concentraciones de

citoquininas.

El ANOVA (Tabla 5) numero de brotes, indica que no existe diferencias significativas para
la concentracién de citoquininas ni interaccion de fuentes y concentracion de citocininas al
(p<0,01%) de probabilidad. Sin embargo, encontramos diferencias altamente significativas
para la fuente de citoquininas, resultado similar a lo reportado por Amasifuén (2019) en el
cultivo de sacha inchi. Demostrando que al menos una de las fuentes de citoquinina es
diferente a las demas. Del mismo modo, encontramos diferencias estadisticas

significativas para factores vs control.

Tabla b

Analisis de varianza numero de brotes mediante la interaccién: Fuentes y concentraciones de
citoquininas, evaluados a 90 ddi. Datos transformados VX+1.

F.V. SC gl CM F p-valor Sign.
Fuentes 0,7 2 0,35 11,67 0,0000 *x
Concentraciones 0,1 2 0,05 1,67 0,1963 NS
Fuentes*Concentraciones 0,06 4 0,01 0,33 0,8546 NS
Factores vs control 0,31 1 0,31 9,69 0,0027 *x
Error 2,23 70 0,03
Total 3,4 79

** = altamente significativo, NS = no significativo, ddi. = Dias después de la instalacion in vitro.
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R2=34% C.V.=15,05% Promedio = 1,86 brotes
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Figura 11. Prueba de Tukey (p<0,01) del numero de brotes por explante para el efecto de fuentes de
citoquininas, evaluados a 90 ddi.

La prueba de Tukey (Figura 11) efecto principal de fuente de citoquininas versus el nimero
de yemas laterales por segmento, indica que la fuente de citocinina BAP es estadisticamente
diferente a la fuente de kinetina y 2Ip, la misma, que presenté mayor promedio en nimero de
brotes activos con 1,35 brotes/ muestra. Sin embargo, el efecto de fuente de citoquinina
kinetina es estadisticamente igual a la fuente de citoquinina 2Ip con promedios de (1,16 y
1,12 brotes/ muestra) respectivamente. El resultado obtenido, muestra el efecto que present6
cada fuente de citoquinina, indicando que el uso de BAP genera un mayor nimero de brotes
activos, seguido por la kinetina y 2Ip. Pérez et al. (2002), indican que la citoquinina BAP
favorece la activacion de brotes en segmentos nodales. A su vez Garcia et al. (2011), reportan
gue la adicién de BAP en el medio de cultivo MS proporciona la brotacién en un 100% en

segmentos nodales, corroborando la efectividad del BAP obtenido en el presente estudio.

Asimismo, en la figura se muestra de forma decreciente la influencia de cada fuente de
citoquinina. Por tanto, los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Babu et al.
(2003) y Tallon et al. (2012), mencionan que la citoquinina es efectiva en la proliferacion a
partir de la induccién de yemas axilares y segmentos nodales empleando el BAP (74,6 %);
gracias a sus efectos de ruptura en la dominancia apical en explantes cultivadas in vitro,

seguido en orden descendente por la kinetina (19,4 %) y 2Ip (3 %).
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Ademaés, Abbasi et al. (2013), creen que el éxito de BAP en la formacion de brotes se debe a
la capacidad de los tejidos vegetales para sintetizar de manera mas eficiente que otros

reguladores hormonales sintéticos.
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Figura 12. Prueba de Tukey (p<0,01) del nimero de brotes por segmento para el efecto principal de
concentraciones de citoquinina, evaluados a 90 ddi.

La prueba de Tukey (Figura 12) numero de brotes/explante, no mostrd diferencias
significativas entre las concentraciones, esto significa que todos los segmentos de palo de
rosa presentan igual nimero de yemas por segmento. La ausencia de significancia estadistica
no limita mencionar como resultado de los experimentos realizados que el uso de (2,32 uM y

23,23 yM) nos permite obtener mayor nimero de brotes activos.
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Figura 13. Prueba de Tukey (p<0,01) del numero de brotes para la interaccion fuente de citoquinina x
concentracion de citoquinina (FA x FB), evaluados a 90 ddi.
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La interaccién de la fuente de citoquinina y la concentracion de citoquinina (Figura 13), indica
gue todos los tratamientos son estadisticamente iguales habiendo variaciones numéricas en
el numero de brotes activos segun fuente y concentracion de citoquininas. Probablemente se
deba al bajo numero de unidades experimentales empleadas, no obstante, se debe sefialar
que en los tratamientos Ts (BAP - 2,32 uM) y Te (BAP - 23,23 uM) obtuvieron mayor promedio
en numero de brotes con (1,41 y 1,36 brotes/muestra), seguido de los tratamientos T4 (BAP -
0,45 uM) con 1,26 brotes; T3 (KIN - 23,23 uM) con 1,21 brotes; T2 (KIN - 2,32 uM) y To (2Ip -
23,23) con 1,16 brotes; Ti(KIN - 0,45 pM), T7 (2Ip - 0,45 pM) y Tg(2Ip - 2,32 pM) con 1,1
brotes en promedio. Aunque Kumar et al. (2009) en un estudio de regeneracion in vitro del
guayabo, utilizaron segmentos nodulares establecidos en medio MS suplementado con un 1
mg/Lt BAP, obteniendo una mayor germinacion y crecimiento con 2,45 brotes por muestra

en promedio.

De acuerdo a los datos obtenidos podemos mencionar que el tratamiento suplementado con
la fuente de citoquinina BAP muestra un mejor comportamiento en la activacion de brotes con
respecto a los demas tratamientos. Por lo tanto, los resultados obtenidos coincidieron en
general con los resultados obtenidos por Silva et al. (2010) en Aniba rosiodora y Suarez et al.
(2006) en Tabebuia rosea Bertol, estos autores demostraron que al utilizar una mayor
concentracion de citoquinina BAP (6-bencilaminopurina) en el medio de cultivo incrementa la

produccion de brotes.

Asi mismo, Delgado y Hoyos (2014) mencionan la efectividad del uso de 3 mg/L de kinetina,
para el incremento en el nimero promedio de brotes (1,2) similar a lo registrado por Tz en el

presente experimento.

Los resultados obtenidos en la (Figura 13), indican que en los tratamientos Ts (BAP - 2,32
MM)y Ts (BAP - 23,23 uM) lograron obtener mayor niumero de brotes activos con (1,41y 1,36
brotes/ explante), resultados distintos a lo obtenido por Amasifuén (2019) donde menciona
gue la concentracion de citoquinina BAP (0,45 uM) en el medio de cultivo incremento la mayor
tasa de multiplicacion in vitro de brotes de sacha inchi con (4,87 brotes/explante) en 42 dias;
probablemente los resultados obtenidos en el presente estudio de investigacién estuvo
influenciado por las caracteristicas morfoldégicas que presentan cada especie, la especie
empleada presenta una contextura lefiosa a comparacion del sacha inchi que es una especie

semi lefiosa o especie suculenta (Gérate, 2009).


https://www.redalyc.org/journal/436/43654703004/html/#B30
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b) Formacién del niumero de callos en relacion a la influencia de tres fuentes y

concentraciones de citoquininas.

El ANOVA de la formacion de numero de callos (Tabla 6), indica que no existe diferencias
significativas para la concentracion de citoquininas, interaccion de fuentes y concentracion de
citoquininas ni con respecto a la interaccién de los factores vs control, encontramos
diferencias altamente significativas en las fuentes de citoquininas. Demostrando que al menos

una de las fuentes de citoquinina es diferente a las demas.

Tabla 6
Andlisis de varianza para el nimero de callos mediante la interaccion: Fuentes y concentraciones de

citoquininas, evaluados a 90 ddi. Datos transformados NX+1.

F.V. SC gl CM F p-valor Sign.
Fuentes 0,36 2 0,18 6 0,0039 *x
Concentraciones 0 2 0 0 1,0000 NS
Fuentes*Concentraciones 0,03 4 0,01 0,33 0,8546 NS
Factores vs control 0,03 1 0,03 1,22 0,2737 NS
Error 1,97 70 0,03

Total 2,39 79

** = altamente significativo, NS = no significativo, ddi. = Dias después de la instalacion in vitro.

R?=18 % C.V.=15,36 % Promedio = 1,09 callos
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Figura 14. Prueba de Tukey (p<0,01) del numero de callos por segmento para el efecto principal fuente
de citoquinina, evaluados a 90 ddi.
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La prueba de Tukey (Figura 14) para determinar el nimero de callos por explante, indica que
la fuente de citoquininas 2lp y kinetina son los que alcanzaron mayor numero de callos con
(1,17 y 1,09 callos/ explante), siendo iguales estadisticamente, en cambio la fuente de
citoquinina BAP fue el que tuvo menor nimero de callos formados con 1 callo en promedio.
Sin embargo, la ausencia de significancia estadistica no limita sefialar como resultado que el
uso de la fuente citoquinina 2Ip genera un mayor namero de callos formados, resultados
distintos a lo obtenido por Amasifuén (2019) en Plukenetia volubilis, donde menciona que la
fuente de citoquinina BAP fue mas efectiva para aumentar la producciéon de callos y raices;
probablemente los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion estarian

influenciado por las caracteristicas morfolégicas que presentan cada especie.
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Figura 15. Prueba de Tukey (p<0,01) del niumero de callos por segmento para el efecto principal de
concentraciones de citogquininas, evaluados a 90 ddi.

La prueba de Tukey (Figura 15), para el efecto principal concentracion de citoquinina con
respecto al nimero de callos formados por explante, indica que no existe diferencias
significativas entre concentraciones de citoquininas, esto significa que todos los segmentos

de palo de rosa presentan igual nUmero de callos por explante.
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Numerode callos

Interaccion de fuentesy concentraciones de citoquininas (FA*FB)

Figura 16. Prueba de Tukey (p<0,01) del nimero de callos por segmento para la interaccion fuente de
citoquinina x concentracion de citoquinina (FA x FB), evaluados a 90 ddi.

El origen de las interacciones de citoquininas y las concentraciones de citoquininas (Figura
16) indican, que todos los tratamientos son estadisticamente iguales, con diferencias en el
nuamero de callos formados segun fuente y concentracion de citoquininas, no obstante, se
debe sefalar que en los tratamientos Tz (2lp - 0,45 uM; Ts (2lp - 2,32 PM; y To (2Ip - 23,23
uM) se logr6 obtener un mayor promedio en nimero de callos formados con 1,2
callos/muestra, resultados distintos a lo obtenido por Amasifuén (2019) en Plukenetia volubilis
donde menciona que la concentracién de citoquinina BAP (23,23 uM) fue mas efectiva para
aumentar la produccién de callos y raices; probablemente los resultados obtenidos en el
presente trabajo de investigacion estuvo influenciado por las caracteristicas morfoldgicas que
presentan cada especie, se conoce que palo de rosa es un especie lefiosa en comparacion

del sacha inchi que es una especie semi lefiosa o especie suculenta (Garate, 2009).

Por su parte, Jardim et al. (2010) en Aniba rosaeodora, inocularon brotes apicales y
segmentos nodales en medio de cultivo suplementado con diferentes reguladores del
crecimiento, demostrando que la concentraciéon de citoquinina BAP a (4.0 mg/L" 1) permiten
un mayor namero promedio en la formacién de callos (1,67 callos/ muestra), Esos resultados
son diferentes de lo obtenido en el presente trabajo de investigacioén ya que (23,23 uM de
BAP) permite obtener (1 callos/muestra), probablemente se deba a la etapa fisiol6gica que

presenta cada explante utilizado en el experimento.
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c) Longitud del brote en relacion con el efecto de tres fuentes y concentraciones de

citoquininas.

El ANOVA, longitud del brote (Tabla 6) muestra que existe diferencias altamente

significativas para fuentes y concentraciones de citoquininas, asi como en la interaccion

de fuentes* concentraciones y factores vs control al (p<0,01%) de probabilidad, resultados

gue tienen similitud a lo reportado por Amasifuén (2019) ) indica que existe diferencias

estadisticas significativas con respecto a fuentes de citoquininas, concentracion de

citoquininas, asi como para la interacion de fuentes por concentracion de citoquininas.

Tabla 7

Andlisis de varianza para la longitud del brote (mm) mediante la interaccién: Fuentes y concentraciones

de citoquininas, evaluadas a 90 ddi.

F.V. sc gl cMm F p-valor Sign.
Fuentes 60,33 2 30,16 754.0 0,0000 **
Concentraciones 14,48 2 7,24 181,0 0,0030 **
Fuentes*Concentraciones 27,21 4 6,8 170,0 0,0006 **
Factores vs control 5,45 1 5,44 136,0 0,0001 **
Error 1,07 27 0,04
Total 154,51 35

** = Altamente significativo, ddi. = Dias después de la instalacion in vitro.

R? =99 % C.V.=3,99% Promedio = 1,90 mm
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Figura 17. Prueba de Tukey (p<0,01) longitud del brote (mm) para el efecto principal fuente de

citoquinina, evaluados a 90 ddi.
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La prueba de Tukey (Figura 17) para la longitud del brote, indica que la fuente de citoquinina
BAP es estadisticamente diferente a la fuente de kinetina y 2Ip, la misma, que presenté mayor
promedio en longitud y desarrollo con (6,04 mm/ brote). Sin embargo, el efecto de fuente de
citoquinina kinetina es estadisticamente igual a la fuente de citoquinina 2Ip, habiendo
variaciones numeéricas con respecto al promedio en la longitud del brote KIN (3,38 mm/ brote)
y 2Ip (3,36 mm/ brote) respectivamente. Por lo tanto, el resultado obtenido coincide con los
resultados obtenidos por Suérez et al. (2006) en Tabebuia rosea Bertol, reportan que los
explantes cultivados en los medios suplementados con BAP desarrollaron una mayor longitud
con 1,2 cm respectivamente. Por su parte, Huaman (2014) en Cedrela odorata y Garcia et al.
(2011) indican que el medio de cultivo MS suplementado con fuente de citocinina BAP, resulta

ser favorable para obtener plantulas con mayor longitud promedio de (3,93 cm) en 64 dias.
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Figura 18. Prueba de Tukey (p<0,01) longitud de brote (mm) para el efecto principal de concentraciones
de citoguininas, evaluados a 90 ddi.

La prueba de Tukey (Figura 18) para determinar el efecto principal de las concentraciones de
citoquinina en la longitud de los brotes, muestra que existe diferencia estadisticamente
significativa entre las tres concentraciones de citoquinina (0,45 yM; 2,32 uM y 23,23 uM),
habiendo variaciones numéricas con respecto al promedio en longitud del brote, siendo la
concentracion 2,32 uM la que mostr6 mayor promedio en longitud con (5,07 mm/brote),
seguido de 23,23 pM con (4,48 mm/ brote) y (0,45 uM)con (3,23 mm/ brote) respectivamente.
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Huaman (2014) en Cedrela odorata, indica que las concentraciones de 2,21 yM y 6,65 uM,
favorecen la obtencion de brotes con mayor longitud en promedio. A su vez Garcia et al.,
(2011) mencionan que la utilizacion de 8,87 uM en el medio de cultivo MS permite obtener

yemas con longitud promedio de (3,93 cm).

Esos resultados difieren de los obtenidos en el presente trabajo de investigacion, ya que
(0,45 uM; 2,32 uM y 23,23 uM) permite obtener brotes de (5,07 mm, 4,48 mm y 3,23 mm)
respectivamente. Probablemente se deba a la etapa fisiolégica que presenta cada explante

utilizado en el experimento o al aumento uM de la concetracion.

10 A

Longitud del brote (mm)

Interaccidon de fuentesy concentraciones de citoquininas (FA*FB)

Figura 19. Prueba de Tukey (p<0,01) de la longitud del brote (mm) para la interacciéon entre fuentes de
citoquinina x concentracion de citoquinina (FA x FB), evaluados a 90 ddi.

La interaccion de fuentes y concentraciones de citoquinina (Figura 19), indica que la
combinacion BAP: 2,32 uM, es estadisticamente diferente con respecto a las demas
combinaciones, la misma que representd un mejor comportamiento con respecto a la longitud
de brote (8,41 mm), seguido por la combinacion BAP: 23,23 yM (6,13 mm) resultado
coincidente con lo reportado por Diaz (2012) en Cedrela montana, en la cual menciona que
al utilizar BAP 2,0 mg/L?, obtuvo brotes con longitud promedios de (6,0 mm). De igual forma
podemos mencionar que no existe diferencias significativas entre las demas combinaciones,
pero si variaciones numéricas con respecto al promedio en longitud del brote 2Ip: 23,23 uM
(3,77 mm); BAP: 0,45 uM (3, 58 mm); KIN: 23,23 uyM (3, 55 mm); 2Ip: 2,32 uM (3, 45 mm);
KIN: 3,32 uM (3, 33 mm); KIN: 0,45 uM (3, 25 mm) y 2Ip: 0,45 uM (2, 85 mm).


https://www.redalyc.org/journal/436/43654703004/html/#B18
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Huaman (2014) en Cedrela odorata, indica que las concentraciones de 2,21 yM y 6,65 uM
de BAP, permiten la obtencién de brotes con 10 mm de longitud en promedio, sin embargo,
no garantiza el éxito para pasar a la fase ex vitro por susceptibilidad a la manipulacién. A su
vez Garcia et al. (2011) en Psidium guajava, mencionan que la utilizacion de 8,87 uM de BAP

en el medio de cultivo MS permite obtener brotes con longitud promedio de (3,93 cm.).

Estos resultados difieren de los obtenidos en el presente trabajo de investigacion ya que
(2,32 uM y 23,23 uM de BAP) permite obtener brotes con longitud promedio de 8,41 mmy
6,13 mm) respectivamente, probablemente se deba a la etapa fisiolégica que presenta cada

explante utilizado en el experimento o al aumento uM de la concetracion.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio y dentro de los lineamientos
perseguidos a través de los objetivos trazados, se concluye:

1. Para la fase de esterilizacion superficial del material vegetal (segmentos nodales) se
debe emplear alcohol al 70 % por 15 minutos seguido de una solucién de hipoclorito
de sodio al 2 % por 20 minutos de inmersién, con la adicion de vitrofural 0,0114 gLt a
nivel del medio de cultivo, incluido las aplicaciones preventivas en la plantacién de
palo de rosa, con una solucién fungica a razén de 1 gL?, 30 dias antes de cada

establecimiento in vitro.

2. En la fase de activacion y crecimiento del brote, debe usarse el medio de cultivo
(Murashige y Skoog, 1962) compuesto por macro — elementos, adicionando 2,32 uM
BAP Yy 23,23 uM BAP, el cual ha inducido a obtener un mayor niamero de brotes activos

y con mayor longitud. El pH del medio est& ajustado a 5,8.

3. Para la fase de formacion de callos, debe usarse el medio de cultivo (Murashige y
Skoog, 1962) compuesto por macro — elementos, adicionando 23,23 uM 2Ip, el cual
ha inducido un mayor numero de callos. El pH del medio ajustado a 5,8
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RECOMENDACIONES

1. Utilizar explantes recolectados del tercio superior de la planta madre, para fomentar la

formacion de mas brotes y callos.

2. Durante el desarrollo del proyecto, no logramos evidenciar la formacion de raices, lo
gue inhibi6 el crecimiento de los brotes, seguido de la presencia de necrosis y
posteriormente causando la muerte del brote (Figura 31), es por ello en posteriores
estudios deberian considerar la combinacién de auxinas y citoquininas, ya que la
unién de estas incrementa la division celular, ayudando a los brotes a reproducirse

s

mas.

3. Posteriores estudios de propagacion de palo de rosa (Aniba rosiodora Duke) deberian
considerar, no obstante, la propagacion de yemas apicales versus los segmentos

nodales bajo la metodologia validada.
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ANEXOS

A. Fase de campo

- Extraccion de los explantes

Tercio superior

Tercio medio

| Tercio inferior
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Figura 20. Cada planta madre fue devidida en tercios desde el suelo hasta el punto més alto, para
designar los estratos inferior, medio y superior.

B. Tratamientos en estudio
Tabla 8.

Componentes de estudio.

Factores Tipo de factor Niveles de factores Descripcion de los
factores
A1 Kinetina
A Fuente de citoquinina Az BAP
As 2ip
B Tipo de explante B Segmento nodal
Ci 0,45 uM
c Concentracion Cz 2,32 uM
Cs 23,23 uM

Fuente propia



Tabla 9.

Plan de experimentacion.
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] Factores
Tratamientos
A B
T1 Control 0
T2 0,45 uM
Ts Kinetina 2,32 uM
Ts 23,23 uM
Ts 0,45 uM
Ts BAP 2,32 uM
T7 23,23 uM
Ts 0,45 uM
To 2lp 2,32 uM
T1o 23,23 uM
Fuente propia
C. Cantidad de hormona aplicar
Tabla 10.
Cantidad de citoquinina a aplicar en 100 ml.
Fuente de Tratamiento Concentracién Concentracién en Volumen de
citoquinina (uM) ppm hormona
(ml)
T1 - - -
Kinetina T2 0,45 0,09684 0,09684
Ts 2,32 0,499264 0,499264
Ta 23,23 4,999096 4,999096
Ts 0,45 0,101385 0,0101385
BAP Ts 2,32 0,522696 0,0522696
T7 23,23 5,233719 0,5233719
Ts 0,45 0,09144 0,009144
To 2,32 0,471424 0,0471424
21p T1o 23,23 4,720336 0,4720336
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Para convertir de uM a ppm se utilizé la siguiente férmula

De ppm a uM:
MM = [ppm]x1000/Peso molecular

De uM a ppm:
ppm = Peso molecular x [pM]/1000

Posteriormente para determinar el volumen final a aplicar en 800 ml de medio de

cultivo se utilizé la férmula de concentraciones:

ClV1l=C2Vv2

Ejemplo en el caso del tratamiento 1

Se utiliz6 Kinetina cuyo peso molecular es 215,2; se convirtié a ppm de la siguiente

manera:

X ppm = Peso molecular x [uM]/1000
X ppm = 215,2 *0,45 yM /1000
X ppm= 0,0968 ppm

Seguidamente se calcul6 el volumen final aplicar de la solucion stock de lahormona.

C1 =100 ppm (la concentracién en la que fueron preparadas las hormonas)
V1= Por determinar

C2 =concentracion en ppm transformadas para cada tratamiento

V2 =100 ml cantidad de medio a utilizar en todos los tratamientos.

Civi=C2V2
100 ppm * X=0,009684 ppm * 100m|
X=0,0968 ppm * 100 ml /100 ppm

X=0,009684 ml



D. Panel fotogréfico
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Resultados obtenidos segun fuente de citoquina, concentacion de citoquina y explantes

del tercio superior.

Figura 22. Bencil amino purina (BAP) a concentraciéon de 2

-

,32 WM. 22. A Brotes a los 60 dias

(d.). 22. B Brote a los 75 d. 22. C Brote a los 90 d. Barras corresponden a escala 1 cm.
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Figura 23. 2 isopentil adenina (2Ip) a concentracidon de 23,32 pyM. 23. A Brote a los 15 dias
(d.).23. B Brote e a los 30 d. 23.C Brote a los 45 d. Barras corresponden a escala 1 cm.

(d.).24. B Brote a los 75 d. 24. C La figura rombo de color rojo muestra la etapa inicial de la formacion
de callo y circulo color rojo muestras un brote a los 90 d. Barras corresponden a escala 1 cm.



Figura 26. Kinetina (KIN) a concentracion de 23,32 yM. 26. A Brote a los 60 dias (d.). 26. B Brote
alos 75 d. 26. C Brote a los 90 d. Barras corresponden a escala 1 cm.
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e = L —
Figura 27. 2 isopentil adenina (2Ip) a concentracion de 2,32 yM. 27. A Brote a los 60 dias (d.).
27. B La figura rombo de color rojo te muestras la formacion de un brote a los 90 d. y el circulo de
color rojo mueestras formacién de un callo a los 90 d. Barras corresponden a escala 1 cm.

Figura 28. Segmentos contaminados. 28. A Segmento contamiando a 15 dias (d.). 28. B
Segmento contaminado por hongo y bacteria a los 30 d. 28. C Segmento contaminado por hongo y
bacteria a los 30 d. Barras corresponden a escala 1 cm



- _A
Figura 29. Brotes contaminados. 29. A Brote afectado con hongo a 75 dias (d.). 29. B brote afecto
por hongo a 45 d. 29. C Segmento afectado por hongo a los 90 d. Barras corresponden a escala 1
cm.

Figura 30. El estereoscopio. Nos permitio optener imagenes con escala de un 1cm. Como se
muestra en el panel fotografico.

Figura 31. Muerte del brote. 31. A El circulo rojo muestra la ausencia de raiz en el segmento a 90
dias (d.). 31. B Los circulos rojos indican la presencia de necrosis en la parte basal del explante a
90 d. 31. C El circulo rojo muestra la presencia de necrosis en las estrcturas del segmento a los 90
d. 31. D Brote aln vivo. Barras corresponden a escala 1 cm.
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Figura 32. Mapa de ubicacion. El mapa de ubicacion referencia la ubicacion del origen del material vegetativo. (Fuente propia)



E. Proceso de preparacion de hormonas vegetales

Tabla 11.

Proceso de preparacion de hormonas
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Peso Conc. Vol
Nombre  Abreviatura de Unid final Unid Pesar Unid Solvente Diluyente Preparacion
molecular
stock Stock
Bencil IN Se agrega NaOH 1N hasta disolver
amino NaOH completamente, luego agregar agua
1 purina BAP 2253 100 mg/L 100 mL  0,0100 Agua  destilada estéril hasta enrazar a 100 mL.
Se guarda en refrigeracion.
IN Se agrega NaOH 1N hasta disolver
NaOH completamente, luego agregar agua
3 2isopentil 2lp 203,2 100 mg/L 100 mL  0,0100 Agua destilada estéril hasta enrazar a 100 mL.
adenina Se guarda en refrigeracion.
IN Se agreg6 NaOH 1N hasta disolver
NaOH completamente, luego agregar agua
4 Kinetina KIN 215,2 100 mg/L 100 mL  0,0100 Agua destilada esteril hasta enrazar a 100 mL.

Se guardo en refrigeracion.

Fuente: (Amasifuén, 2019).
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