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Resumen

La micropropagacion in vitro de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl es una
alternativa de propagacion vegetal pues permite mayor conocimiento de factores
fisiolégicos y ambientales que envuelven el cultivo in vitro de esta especie. El objetivo de
esta investigacion fue la generacion de procesos biotecnol6gicos y enraizamiento in vitro
a partir de semillas, apices caulinares y segmentos nodales. El material vegetal se
colectd en tres cantones de la provincia de Loja. Metédicamente se utilizd el medio de
cultivo Murashige Skoog mas reguladores de crecimiento. El ensayo de multiplicacién in
vitro utilizé tres citocininas y tres auxinas. En germinacioén in vitro de semillas probamos
tres métodos de escarificacion y tres concentraciones de acido giberélico (AGs). Para el
brotamiento in vitro de explantes se utilizé tres citocininas con sulfato de adenina y agua
de coco. Se aplicoé hipoclorito de sodio al 50 % durante cinco minutos y se controlo la
contaminacién. Se obtuvo el 77,78 % de germinacion sin escarificacion, con adicion de 1
mg/L de AGs. La citocinina 2ip en concentracién de 1 mg/L fue el mejor tratamiento en la

multiplicacion in vitro de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl. En el brotamiento de
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explantes con 1 mg/L de 2ip + 5 mg/L de sulfato de adenina y 0% de agua de coco fue el
mejor. La adicion de 1 mg/L 2ip al medio de cultivo permitid obtener mejor crecimiento de
la planta. En la fase de brotamiento, los tratamientos ensayados no permitieron la
induccién de brotes, pero adicionando 1 mg/L 2ip suplementado con 5 mg/L de sulfato de

adenina al medio se obtuvieron mejores resultados.
Palabras clave: Reguladores de crecimiento, propagacion in vitro.
Abstract

In vitro micropropagation of Loxopterygium huasango Spruce ex Engl is an alternative
practice of rapidly multiplying stock plant material to produce a large number of progeny
plants, because it allows greater knowledge of physiological and environmental factors
that surround the in vitro culture of this species. The generation of biotechnological
processes and in vitro rooting from seeds, shoot apices and nodal segments was the
general objective of this research. The plant material was collected in three cantons of
Loja province. The Murashige and Skoog medium was employed plus plant growth
regulators. The in vitro multiplication assay used three cytokinins and three auxins. At in
vitro germination of seeds it was tested three methods of scarification and three
concentrations of AGs. For the in vitro sprout of explants we used three cytokinins with
adenine sulfate and coconut water. Applying 50% of sodium hypochlorite for five minutes
the contamination was controlled. It was obtained 77.78% of germination without
scarification and the addition of 1 mg / L of AGs. At the in vitro multiplication, the use of
cytokinin 2ip at a concentration of 1 mg / L was the best plant treatment. In the budding of
explants with 1 mg / L of 2ip + 5 mg / L of adenine sulfate and 0% of coconut water, it was
the best. The addition of 1 mg / L 2ip to the culture medium allowed a better plant growth.
In the budding phase, the treatments tested did not allow the induction of shoots, but
adding 1 mg / L 2ip supplemented with 5 mg / L of adenine sulfate to the medium gave

better results.
Keywords: growth regulators, in vitro propagation.
INTRODUCCION

En Ecuador los bosques secos se encuentran en el centro y sur de la regién occidental
de los Andes, en las provincias de Esmeraldas, Manabi, Guayas, ElI Oro y Loja.
Originalmente cerca del 35 % (28 000 km?) del Ecuador occidental estaba cubierto por
bosque seco, se estima que el 50 % habria desaparecido (Aguirre y Kvist, 2005). En el
Ecuador el estado de conservacion de los bosques secos es critico, debido a la

explotacién forestal a la que han sido sometidos, asi como por su conversion en areas
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agricolas y ganaderas, especialmente en la ultima mitad del siglo XX (Vazquez et al.,
2005).

Los bosques secos del suroccidente de la provincia de Loja, se ubican en areas con una
alta presencia humana, la cual representa el 60 % de la poblacion rural de la provincia de
Loja (Aguirre y Kvist, 2005). Esta presencia se debe a que estas formaciones vegetales
se encuentran sobre suelos aptos para la produccion agricola, por lo que han sido
intervenidos desde siglos pasados (Hocquenghm, A.M. 1998). Sin embargo, Aguirre y
Kvist (2005) y Paladines (2003) mencionan que la mayor intervencion se ha venido dando
en las dltimas décadas, sufriendo una constante degradacion causada por la explotacion
selectiva de especies maderables de alto valor econémico como: Handroanthus
chrysanthus, Loxopterygium huasango Spruce ex Engl, Bursera graveolens, entre otras,
gue son caracteristicas de la region de endemismo tumbesino y representativas de la
Region Sur del Ecuador. Por otra parte, el sobrepastoreo de ganado caprino y bovino
afecta la regeneracion natural, alterando de esta manera la dindmica de crecimiento del

bosque (Aguirre y Delgado, 2005).

La reforestacion con especies nativas constituye una herramienta promisoria para la
restauracion de ecosistemas degradados en la region sur del Ecuador. Es importante
entonces profundizar en el conocimiento de la ecologia, silvicultura y biologia
reproductiva de las especies forestales nativas del bosque seco. Por ello, el mejoramiento
de los conocimientos en técnicas de propagacién constituye un aspecto fundamental en

el proceso de restauracion en paisajes degradados (Aguirre et al., 2006).

La micropropagacion vegetal se plantea como una alternativa de propagacion vegetal, ya
gue esta técnica permite tener un mayor conocimiento de los factores fisioldgicos vy
ambientales involucrados en la formaciébn de 6érganos adventicios, mediante la
propagacion in vitro. La micropropagacion constituye uno de los métodos biotecnolégicos
que mayores logros ha aportado al desarrollo de la agricultura, ya que se la usa en la
produccion masiva de especies horticolas, aromaticas, medicinales, fruticolas,
ornamentales y forestales. La propagacion de plantas in vitro es una técnica muy utilizada
en cultivos de importancia econdmica. Permite cultivar células, tejidos, érganos, semillas,
embriones y obtener individuos selectos en forma rapida. Los cultivos son realizados por
personal especializado en medios especificos (hormonas, minerales, vitaminas, fuente de
carbono, agente gelificante, agua, etc.) y condiciones ambientales controladas
(temperatura, humedad y luz). Una vez ajustados los protocolos para la especie o cultivo
de interés, es posible automatizar el proceso de modo de llevarlo a mayor escala de
produccion (Segretin, M.E. 2006).
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Bajo esta perspectiva se realizé la presente investigacion cuyos objetivos son: 1) evaluar
la desinfeccién de semillas y explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl,
aplicando distintas concentraciones y tiempos de inmersién en hipoclorito de sodio,
durante la fase de implantacion de los explantes; y, 2) evaluar el efecto de diferentes
concentraciones hormonales para las fases de multiplicacién, brotamiento y

enraizamiento in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos nodales).

Materiales y métodos

Ubicacion del area de estudio
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Figura 1. Mapa de la provincia de Loja en el cual se ubican los arboles de Loxopterygium
huasango Spruce ex Engl de los cuales se obtuvo en material vegetal para

cada uno de los ensayos desarrolldos a nivel in vitro de referencia en estudio.
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La investigacion se desarrollé en dos fases: 1) fase de laboratorio: se la desarrollo en el
Laboratorio de Micropropagacion Vegetal del Area Agropecuaria de Recursos Naturales
Renovables de la Universidad Nacional de Loja, el mismo que se encuentra ubicado a 3
km de la ciudad de Loja; y, 2) fase de campo: se efectud en los sectores de Lucarqui —
Bramaderos (cantén Paltas), Puente Internacional — Vicin (cantén Macard) y Limones
(cantén Zapotillo). En estos sitios se recolecto el material vegetal como: semillas y

explantes.
Seleccidon de material Vegetal

Se emplearon semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl recolectadas de
arboles previamente seleccionados durante la ejecucion del proyecto “Generacion de
protocolos para la propagacion in vivo e in vitro de genotipos élites de especies forestales
nativas y promisorias para la reforestacion en la regidon sur del Ecuador’ de la
Universidad Nacional de Loja desde el afio 2010 al 2012. En la seleccion se tomé6 en
cuenta caracteristicas fendtipicas sobresalientes como fuste recto, sano y grueso,
capacidad y edad para producir semillas, facilidad de recoleccién de frutos y buen estado
fitosanitario. Ademés se seleccion6 las semillas en base a los siguientes criterios:
fisiologicamente maduras, tamafio adecuado y buen estado fitosanitario. La colecta del
material vegetal para la obtencion de explantes se realiz6 en arboles seleccionados,
donde se colect6 estacas de 50 a 60 cm de longitud y didmetro de 1 a 2 cm, procurando

cortar ramas terminales y de esta forma obtener brotes tiernos.

Medio de cultivo

Se utilizé un medio de cultivo basal constituido por sales minerales MS de (Murashige y
Skoog, 1962) suplementado con concentraciones de las vitaminas: 1 mg/L de tiamina y
100 mg/L de mio-inositol; 20 gr/L de sacarosa; y, 6 gr/L de bacto agar, como agente
gelificante. Para las fases de brotamiento y enraizamiento in vitro de explantes se
adicionaron otras vitaminas con las siguientes concentraciones: 5 mg/L de tiamina, 100
mg/L de mio-inositol, 2 mg/L de piridoxina, 1 mg/L de acido nicotinico y 2 mg/L de glicina.
Ademds, se agregdé 1 ml/L de Ergostin como bioestimulante vegetal, enriquecido con
diversos reguladores de crecimiento como bencil amino purina (BAP), kinetina (KIN) y N-

isopentenil adenina (2-iP) .

El pH de los medios de cultivo se ajusté a 5.8 £ 0.2 con HCIl o NaOH 1N. Posteriormente
se distribuyé 5 ml del medio de cultivo en tubos de ensayo y 25 ml en frascos de vidrio.
Seguidamente se esterilizaron los tubos y frascos en autoclave a 120°C y 1,5 kg/cm? de

presion.
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Ensayo de desinfeccién de semillas

Previo el ensayo de germinacion, las semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex
Engl fueron desinfectadas en la camara de flujo laminar con alcohol etilico al 70% durante
1 min y enjuague con agua destilada estéril. Para evaluar los efectos del ensayo se utiliz6
un disefio complemente al azar (DCA) con arreglo factorial. ElI primer factor fue el
hipoclorito de sodio con tres niveles: 1) 25%; 2) 50 % y 3) al 75 %. El segundo factor fue
el tiempo de inmersién con tres niveles: 1) 5 minutos de inmersién; 2) 10 minutos y 3) 15
minutos de inmersion. Se obtuvo un disefio 3 x 3 0 nueve tratamientos a los que se les
aplicaron 3 repeticiones. Los tratamientos a evaluarse fueron los siguientes: T1 = 25 % de
hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion; T2 = 25 % de hipoclorito de sodio + 10 min de
inmersién; T3 = 25 % de hipoclorito de sodio + 15 min de inmersiéon ; T4 = 50 % de
hipoclorito de sodio + 5 min de inmersién; T5 = 50 % de hipoclorito de sodio + 10 min de
inmersion y, T6 = 50 % de hipoclorito de sodio + 15 min de inmersién; T 7= 75 % de
hipoclorito de sodio + 5 min de inmersién; T8 = 75 % de hipoclorito de sodio + 10 min de

inmersion y, T9 = 75 % de hipoclorito de sodio + 15 min de inmersion.

Ensayo de desinfeccion e implantacién in vitro de explantes provenientes de

campo

El medio de cultivo para la implantacion de los explantes recolectados en campo fue
similar al medio de cultivo empleado en el ensayo para evaluar la desinfeccién in vitro de
semillas. Adicionalmente se agregaron 1,5 gr/L de carbén activado, 150 mg/L de acido
citrico y 100 mg/L de &cido ascorbico como agentes antioxidantes La desinfeccion e
inoculacién in vitro de los explantes se realizé en la camara de flujo laminar. Para la
desinfeccion los explantes fueron colocados en hipoclorito de sodio. Se removi6 la
solucion de hipoclorito de sodio mediante tres enjuagues con una solucién antioxidante
estéril (acido citrico 150 mg/l y &cido ascoérbico 100 mg/l). Los explantes permanecieron
sumergidos en la solucién antioxidante previo la inoculacién. Seguido se inocul6 un
explante por cada tubo de ensayo que contenia el medio de cultivo; luego fueron

colocados en el cuarto de incubacion.

Se empled un DCA con arreglo factorial. El primer factor fue el hiploclorito de sodio en
tres niveles: 1) 15 %; 2) 20 % y 3) 25 %. El segundo factor fue el tiempo de inmersion en
dos niveles: 1) 5 minutos de inmersién y 2) 10 minutos de inmersion. Se consideré un
disefio 3 x 2 0 seis tratamientos con tres repeticiones. Los tratamientos a evaluarse
fueron los siguientes: T1= 15 % de hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion; T2 =15 %

de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersién; T3 = 20 % de hipoclorito de sodio + 5 min
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de inmersion; T4 = 20 % de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersion; T5 = 25 % de
hipoclorito de sodio + 5 min de inmersién y, T6 = 25 % de hipoclorito de sodio + 10 min de

inmersion.
Ensayo de germinacion in vitro de semillas

La desinfeccion de semillas para el proceso de germinacion se realizé con el mejor
tratamiento obtenido en el ensayo de desinfeccion de semillas (T4 = 50 % hipoclorito de
sodio + 5 min). Se utilizé la camara de flujo laminar para inocular una semilla por cada
tubo de ensayo, luego se colocaron los tubos de ensayo en el cuarto de incubacién. Se
evalué los efectos del ensayo con un DCA con arreglo factorial 3 x 3 0 nueve
tratamientos con tres repeticiones. El primer factor fue la escarificacién en tres niveles: 1)
sin escarificaién; 2) con escarificacion fisica y 3) con escarificacion mcanica. El segundo
factor fue la cantidad de AGs en tres concentraciones: 1) 0 mg/l de AG3; 2) 0,5 mg/l de
AGszy 3) 1 mg/l de AGs. Los tratamientos a evaluarse fueron los siguientes: T1 = Sin
escarificacion + 0 mg/l de AGs; T2 = Escarificacion fisico + 0 mg/l de AGs; T3 =
Escarificacion mecanica + 0 mg/l de AGs; T4 = Sin escarificacion + 0,5 mg/l de AGs; T5 =
Escarificacion fisica + 0,5 mg/l de AGs; T6 = Escarificacion mecanica + 0,5 mg/l de AGgs;
T7 = Sin escarificacion + 1 mg/l de AGs; T8 = Escarificacion fisica+ 1 mg/l de AGsy T9 =

Escarificacion mecéanica + 1 mg/l de AGs.

Ensayos de multiplicacion, brotamiento y enraizamiento in vitro de explantes

(apices caulinares y segmentos nodales)

Para evaluar las condiciones del ensayo se utilizé el DCA con arreglo factorial 3x2 o seis
tratamientos con tres repeticiones. Estuvo conformado por tres factores: 1) BAP, 2) KIN y
3) 2-iP en dos concentraciones: 1 y 2 mg/l. Los tratamientos evaluados fueron: T1 = 1,0
mg/l de BAP; 2) T2 = 2,0 mg/l de BAP; 3) T3 = 1,0 mg/l de KIN; T4 = 2,0 mg/l de KIN; T5
=1,0 mg/l de 2ip y T6= 2,0 mg/l de 2ip.

En el brotamiento in vitro de explantes se empled un DCA con arreglo factorial 3 x 2 x 2 0
12 tratamientos con tres repeticiones. El primer factor fue el BAP en 1 mg/l mas sulfato de
adenina en dos porciones: 1) 5 mg/l de S. Adenina y 2) 25 mg/l de S. Adenina y més
agua de coco en dos niveles: 1) 0 % de agua de coco y 2) 20 % de agua de coco. El
segundo factor fue el KIN en 1 mg/l més sulfato de adenina en dos porciones: 1) 5 mg/l
de S. Adenina y 2) 25 mg/l de S. Adenina y més agua de coco en dos niveles: 1) 0 % de
agua de coco y 2) 20 % de agua de coco. El dltimo factor fue el 2-iP en 1 mg/l mas
sulfato de adenina en dos porciones: 1) 5 mg/l de S. Adenina y 2) 25 mg/l de S. Adenina

y mas agua de coco en dos niveles: 1) 0 % de agua de coco y 2) 20 % de agua de coco.
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Los tratamientods evaluados fueron: T1 = 1 mg/l de BAP + 5 mg/l de S. adenina + 0 %
de agua de coco; T2 = 1 mg/l de BAP + 5 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco;
T3 =1 mg/l de BAP + 25 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco; T4 = 1 mg/l de BAP
+ 25 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco; T5 = 1 mg/l de KIN + 5 mg/l de S.
adenina + 0 % de agua de coco; T6 = 1 mg/l de KIN + 5 mg/l de S. adenina + 20 % de
agua de coco; T7 = 1 mg/l de KIN + 25 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco; T8 = 1
mg/l de KIN + 25 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco; T9 =1 mg/l de 2ip + 5 mg/l
de S. adenina + 0 % de agua de coco; T10 =1 mg/l de 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 20 %
de agua de coco; T11 = 1 mg/l de 2ip + 25 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco y
T12 =1 mg/l de 2ip + 25 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco.

Para la fase de enraizamiento in vitro de explantes, se utiliz6 un DCA en arreglo factorial
3 x 3, 0 nueve tratamientos con tres repeticiones. Como primer factor tenemos ANA en
tres concentraciones: 1) 0,5 mg/l; 2) 1,0 mg/l y 3) 1,5 mg/l. El segundo factor fue AIA en
tres concentraciones: 1) 0,5 mg/l; 2) 1,0 mg/l y 3) 1,5 mg/l. El dltimo factor se considero
AIB en tres concentraciones: 1) 0,5 mg/l; 2) 1,0 mg/l y 3) 1,5 mg/l. Los tratamientos
evaluados fueron; T1 = 0,5 mg/l de ANA; T2 = 1,0 mg/l de ANA; T3 = 1,5 mg/l de ANA; T4
=0,5mg/l de AlA; T5 = 1,0 mg/l de AlA; T6 = 1,5 mg/l de AIA; T7 = 0,5 mg/l de AIB; T8 =
1,0 mg/l de AIB y, T9 = 1,5 mg/l de AIB. La inoculacion in vitro de los explantes, se realizo
en la camara de flujo laminar, sembrando dos explantes por cada frasco y posteriormente

se colocaron en el cuarto de incubacion.
Condiciones ambientales de incubacién

Los frascos de vidrio y tubos de ensayo inoculados se mantuvieron en incubacion en el
cuarto de luces a una temperatura de 23 + 2°C y un fotoperiodo de 16-8 horas, luz-

oscuridad.

Andlisis estadistico de los datos: Se utilizé6 el programa Info Stat (Di Rienzo et al.
2009), en cual se realiz6 un andlisis de varianza (ANAVA).- Se establecié diferencias
significativas con el test de LSD Fisher a un nivel de significancia a de 0,05, en cada uno

de los ensayos realizados.
RESULTADOS
Desinfeccion de semillas

La aparicion de contaminacion en las semillas se evidencié al cuarto dia de evaluacion a

partir de la siembra en los tratamientos y se estabilizé al octavo dia (Figura 2). Respecto
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al porcentaje de contaminacién se encontraron diferencias significativas (p=0,0059) entre

tratamientos, el T1 (25 % de hipoclorito de sodio durante 5 min de inmersion) y T4 (50 %

de hipoclorito de sodio durante 5 min de inmersién) presentaron los valores mas bajos (0
+ 5,54) (ver tabla 1).
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Figura 2. Representacion gréafica del niumero de dias a la contaminacion de los diferentes

tratamientos aplicados en la desinfeccion de semillas de Loxopterygium

huasango Spruce ex Engl.

Tabla 1. Promedios + error estandar de la variable evaluada en la desinfeccién de

semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tratamientos

% Contaminacion

T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8
T9

0 % 5,542
8,89 * 5,54ab
4,45 + 5,54ab

0 + 5,542
8,89 + 5,54ab
35,56 + 5,54c
6,67 = 5,54ab
15,56 + 5,54ab

20 = 5,54bc

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente

Diferentes
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Desinfeccion e implantacion in vitro de explantes

Los resultados obtenidos referentes al porcentaje de contaminacion no mostraron
diferencias significativas (p=0,1452) entre tratamientos. El porcentaje de oxidacion
fendlica registré diferencias significativas (p=0,0010) entre tratamientos. Sin embargo el
porcentaje de sobrevivencia, tuvo pérdida del 100 % de los explantes durante la fase de
implantacién in vitro, debido a que no se logré6 combatir la contaminacién y oxidacion

fendlica (Tabla 2).

Tabla 2. Promedios + error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de
desinfeccion e implantacion de explantes de campo de Loxopterygium

huasango Spruce ex Engl.

Tratamientos % Contaminacion % Oxidacion fendlica
T1 93,33 £ 6,38ab 100,00 + 4,91b
T2 83,33 £ 6,38ab 100,00 + 4,91b
T3 100,00 + 6,38b 70,00 £ 4,91a
T4 93,33 £ 6,38ab 73,33+ 4,91a
T5 80,00 +6,38a 100,00 + 4,91b
T6 76,67 £ 6,38a 100,00 + 4,91b

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente
diferentes.

Germinacion in vitro de semillas

La germinacién se inicié al cuarto dia y se estabilizd en el dia 16 (Figura 3). En cuanto a
los porcentajes de germinacion y mortalidad, no se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos (p=0,2728 y p=0,9215 respectivamente). El T7 (Sin escarificacion + 1
mg/l AGs) alcanz6 el mayor valor de germinacion con 77,78 % y una mortalidad de 13,33
%. Referente al porcentaje de contaminacién, se encontraron diferencias significativas
(p<0,0001) entre tratamientos, donde T2 (Escarificacion fisica + 0 mg/l AGs), T5
(Escarificacion fisica + 0,5 mg/l AGs) y T6 (Escarificacion mecanica + 0,5 mg/l de AGs),

presentaron contaminacion nula (Tabla 3).
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Figura 3. Curva de germinacion acumulativa de los distintos tratamientos aplicados para

la germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tabla 3. Promedios + error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de

germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tratamiento

% Germinacion

% Mortalidad

% Contaminacién

T1
T2
T3
T4
TS
T6
T7
T8
T9

71,11 + 10,29ab
46,67 + 10,292
44,44 + 10,292

53,33 £ 10,29ab

64,44 + 10,29ab

64,44 + 10,29ab
77,78 £10,29b

57,78 £ 10,29ab
44,44 + 10,292

22,22 +5,49a
17,78 £ 5,49a
15,56 *+ 5,49a
11,11 +£5,49a
15,56 + 5,49a
17,78 £ 5,49a
13,33 £5,49a
15,56 + 5,49a
20,00 +5,49a

2,22 + 2,962
0+2,962
2,22 + 2,962
24,44 + 2 96¢C
0+2,962
0+2,962
2,22 +£2,962
13,33 + 2,96b
26,67 + 2,96¢C

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente

diferentes

Multiplicacién in vitro de explantes

Los resultados referentes al porcentaje de contaminacién y de mortalidad mostraron

diferencias significativas entre tratamientos (p=0,0360 y p<0,0001 respectivamente). En

cuanto a las variables nimero de brotes/explante (p=0,5660), tamafio del brote (mm)

(p=0,5310) y altura de las plantulas (p=0,0620) no se encontraron diferencias

significativas. Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas entre tratamientos

44



Bosques Latitud Cero Volumen 7 No. 1 Afio 2017 Impreso: ISSN 1390-3683
Electronico: ISSN 2528-7818

para las variables: nimero hojas/explante (p<0,001) y numero de nudos/explante
(p=0,006) (Tabla 4).

ElI T5 (1 mg/l de 2ip) fue el mejor tratamiento, obteniendo el valor mas bajo de mortalidad
13,33 %, la contaminacién fue nula, se logré el mayor valor promedio de altura de las
plantulas (5,21 cm), el mayor nimero de hojas formadas/explante (6,16). También se
obtuvo el mayor nimero promedio de nudos/explante (5,40). Sin embargo, no se logré la

formacion de brotes en ninguno de los tratamientos aplicados.

Tabla 4. Promedios * error estandar de las variables evaluadas a los tres meses en el
ensayo de multiplicacién in vitro de explantes de Loxopterygium huasango

Spruce ex Engl.

Trata N° Tamaifo Altura N° N°
mien % Cont % Mort brotes/e del brote ela hojas/ex nudos/ex
tos xpl (mm) planta pl pl
(cm)
1 10,00 + 53,33 £ 0,00 + 0,00 + 3,85+ 3,83+ 311+
7,07ab 5,61bc 0,06a 1,14a 0,38ab 0,56a 0,46a
T 33,33 ¢ 66,67 + 0,00 + 0,00 + 3,36 + 3,78 + 2,56 +
7,07c 5,61cd 0,06a 1,14a 0,382 0,56a 0,46a
13,33 73,33 £ 0,08 + 1,00 + 4,41 + 6,11 + 4,72 +
T 7,07abc 5,61d 0,06a 1,14a 0,38abc 0,56b 0,46bc
23,33 20,00 + 0,11+ 2,61+ 4,64 + 6,03 + 4,62 +
h 7,07bc 5,612 0,06a 1,14a 0,38bc 0,56b 0,46bc
0,00 + 13,33 0,00 + 0,00 + 521+ 6,16 + 54+
™ 7,072 5,612 0,06a 1,14a 0,38c 0,56b 0,46¢
T6 0,00 £ 43,33 0,00 = 0,00 = 4,43 + 4,01+ 3,49 +
7,078 5,61b 0,06a 1,14a 0,38abc 0,56a 0,46ab

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente
diferentes

Brotamiento in vitro de explantes

Los resultados del porcentaje de contaminacion y de mortalidad no presentaron
diferencias significativas entre tratamientos (p=0,5465 y p=0,8552 respectivamente). Asi
también las variables niumero de brotes/explante (p=0,4803) y tamafio del brote (mm)
(p=0,5401), no presentaron diferencias significativas entre tratamientos. En los diferentes
tratamientos no se registré la formacién de brotes. Sin embargo, si se encontraron

diferencias significativas entre tratamientos para las variables: altura de la planta (cm)
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(p=0,0026), nimero hojas/explante (p=0,0264) y nimero de nudos/explante (p=0,0021)
(Tabla 5).

El T9 (1 mg/L de 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco) resulto ser el mejor
tratamiento para promover la elongacion del explante, pues obtuvo el valor promedio mas
alto de altura de las plantulas (5,31 cm) con (5,79) hojas/explante y (3,99) nudos/explante
en promedio. La mortalidad fue del 50 % y la contaminacién fue baja (6,67%), causada

por hongos y bacterias.

Tabla 5. Promedios + error estandar de las variables evaluadas a los tres meses en el
ensayo de brotamiento in vitro de explantes de Loxopterygium huasango

Spruce ex Engl.

Altura
Trata N° Tamafio | N° N°
ela
mien % Cont % Mort brotes/e del brote lant hojas/ex nudos/ex
anta
tos xpl (mm) P pl pl
(cm)
56,67 + 0,00 + 0,00 + 3,75+ 3,40 + 2,16 +
T1 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27ab 0,53ab 0,34abc
53,33 + 0,00 + 0,00 + 3,72 + 3,78 + 253+
T2 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27ab 0,53ab 0,34abc
46,67 + 0,00 + 0,00 + 3,37+ 2,72 + 1,78 +
T3 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,272 0,532 0,342
40,00 + 0,05 + 0,29 + 3,52+ 2,78 + 2,63+
T4 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27ab 0,532 0,34abcd
46,67 + 0,17 + 0,94 + 4,19 + 3,78 = 3,56 +
T5 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27bc 0,53ab 0,34de
43,33 + 0,00 + 0,00 + 3,77 + 3,40 + 2,30 +
T6 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27ab 0,53ab 0,34abc
7 6,67 36,67 + 0,05 + 0,71 + 4,62 + 4,03 + 291 +
2,722 8,22a 0,06a 0,62a 0,27d 0,53ab 0,34bcd
40,00 + 0,00 + 1,39 + 3,86 + 3,02 + 2,05 +
T8 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27abc 0,53ab 0,34ab
T9 6,67 50,00 + 0,06 + 1,39 + 531+ 5,79 + 3,99 +
2,722 8,22a 0,06a 0,62a 0,27d 0,53c 0,34e
46,67 + 0,12 + 1,06 + 3,68 + 3,11 + 2,22 +
T10 0z+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27ab 0,53ab 0,34abc

T11 0+2,72a 50,00+ 0,12 + 0,74 + 3,86 + 4,39 + 3,04 +
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8,22a 0,06a 0,62a 0,27abc 0,53bc 0,34cde
40,00 + 0,14 + 1,61 + 3,59+ 3,88 + 2,90 £
T12 0+2,72a
8,22a 0,06a 0,62a 0,27ab 0,53ab 0,34bcd

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente
diferentes

Enraizamiento in vitro de explantes

Los resultados referentes al porcentaje de contaminacién (p=0,0008) y numero de
raices/explante (p=0,0404) si presentaron diferencias significativas entre tratamientos. En
cuanto a las variables altura de planta (cm) (p=0,8047), niumero de hojas/explante
(p=0,5724), numero de nudos/explante (p=0,1613) y longitud de raices (cm) (p=0,4285)

no se encontraron diferencias significativas (Tabla 6).

El T6 (1,5 mg/L de AIA) obtuvo los mejores resultados segun el nimero de raices
formadas/explante (23,90) y altura de la plantula (4,34 cm). Mientras que, el T5 (1 mg/l de
AlA) obtuvo los valores mas altos respecto al nimero de hojas/explante (5,35) y longitud
de raices (2,63 cm); y, el T1 (0,5 mg/l de ANA) fue el tratamiento que obtuvo el valor mas
alto en numero de nudos/explante (3,8). En cambio, el T7 (0,5 mg/l de AIB) presentd los
resultados mas bajos en cuanto a la niumero de raices formadas (5,87), nUmero de
nudos/explante (2,27) y longitud de raices (1,38 cm); el T9 (1,5 mg/l de AIB) presento el
valor promedio mas bajo para la variable altura de la planta (3,76 cm) y el T8 (1,0 mg/l

AIB) alcanzé el valor mas bajo en nimero promedio de hojas/explante (3,92).

Tabla 6. Promedios + error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de

enraizamiento in vitro de explantes de Loxopterigium huasango Spruce ex

Engel.
Altura Longitu
N° N° N°
dela _ ) d de
Trat % Cont % Mort Hojas/exp Nudos/ex raices/e ]
planta raices
| pl xpl
(cm) (cm)
46,67 + 3,82+ 5,28 + 38+ 10,94 + 1,94 +
T1 0+4,71a
5,83ab 0,26a 0,57a 0,44b 3,12a 0,442
T 33,33+ 36,67 % 4,09 + 4,19 £ 2,75 12,39 + 1,39+
4,71c 5,83a 0,26a 0,57a 0,44ab 3,12a 0,442
56,67 + 3,83+ 4,85+ 3,27 11,17 + 1,75+
T3 0x4,71a
5,83b 0,26a 0,57a 0,44ab 3,12a 0,442
T4 0+x4,71a 53,33z 3,77 4,72 + 3,57+ 8,72 2,16 =
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5,83ab 0,26a 0,57a 0,44ab 3,12a 0,442
43,33 + 3,99 + 5,35+ 3,58 + 14,3 + 2,63 +

T5 0+4,71a
5,83ab 0,26a 0,57a 0,44ab 3,12a 0,442
T6 16,76 * 43,33 ¢ 4,34 + 499 + 3,57 + 23,90 + 2,41 +
4.71b 5,83ab 0,26a 0,57a 0,44ab 3,12b 0,442
53,33 + 3,84 + 4,03+ 2,27 + 5,87 + 1,38 +

T7 0+4,71a
5,83ab 0,26a 0,57a 0,44a 3,12a 0,442
43,33 + 403 + 3,92 + 2,33+ 8,97 + 1,63 +

T8 0+4,71a
5,83ab 0,26a 0,57a 0,44a 3,12a 0,442
50 + 3,76 + 4,39 + 2,74 + 10,9 + 1,96 +

T9 0+5,77a
7,14ab 0,26a 0,57a 0,44ab 3,12a 0,442

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente
diferentes

DISCUSION
Desinfeccion de semillas

Los tratamientos aplicados para la desinfeccion de las semillas de Loxopterygium
huasango Spruce ex Engl, demostraron que las distintas concentraciones de hipoclorito
de sodio y tiempos de inmersién influyeron en la desinfeccion. Asi con el T1 (25 % de
hipoclorito de sodio, durante 5 min) y el T4 (50 % de hipoclorito de sodio, durante 5 min)
la contaminacion fue nula, lo cual es consistente con lo manifestado por Hernandez y
Gonzalez (2010) quienes mencionan que a medida que aumenta la concentracion del
hipoclorito de sodio disminuye la incidencia de contaminantes, obteniendo menor
contaminacién con la concentracién ensayada.Un aspecto que afectd a la desinfeccion de
las semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl es la existencia de bacterias
enddgenas, lo que fue confirmado por lo manifestado por Fuentes y Chuquillanque (2003)
gue indican que la presencia de bacterias enddégenas permanecen latentes y aparecen en
subcultivos avanzados. Durante la evaluacion del presente ensayo se determind que el
T6 cuya concentracion de hipoclorito de sodio y tiempo de inmersion fue mayor (50 %
hipoclorito de sodio, durante 15 min) obtuvo el mayor porcentaje de contaminacion con
35,56 %,

Desinfeccién e implantacién in vitro de explantes de campo

La contaminacion por hongos y bacterias destruyé completamente el cultivo in vitro de
explantes provenientes del campo, pues los resultados del porcentaje de contaminacién

gue se alcanzaron en los seis tratamientos de desinfeccién aplicados, empleando tres
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concentraciones de hipoclorito de sodio (15, 20 y 25 % cloro comercial) en dos tiempos
de inmersién (5 y 10 min) respectivamente, fueron superiores al 75% de contaminacion.
Esto coincide con lo manifestado por Ramirez y Salazar (1997) y Digonzelli et al. (2001)
quienes sefialan que es dificil controlar la presencia de microorganismos cuando la planta
donante crece directamente en el campo y estd expuesta a plagas y enfermedades, polvo
y agentes, sin ningun tipo de control ambiental. Asi los explantes que son tomados de
plantas cultivadas en el campo en climas tropicales son mas dificiles y a veces imposibles

de esterilizar.

Tang y Newton (2004) y George (1996), sefialan que la oxidacion fendlica también se
constituye en un factor limitante para el establecimiento in vitro de tejidos vegetales,
especialmente cuando se utiliza material colectado directamente en el campo. Esto se
evidencié en la presente investigacion, mediante los niveles de fenolizacién de explantes
de campo de Loxopterygium huasango que fueron mayores al 70 % en los seis
tratamientos evaluados. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Méndez y
Abdelnour (2014) quienes probaron la desinfeccion de explantes de Terminalia amazonia
con hipoclorito de sodio al 3 % en 10 a 15 minutos y obtuvieron altos porcentajes de

oxidacién fenélica con 93,7 % y 84,2 % respectivamente.
Germinacion in vitro de semillas

Las giberelinas constituyen una familia de compuestos quimicos que regulan varios
procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas, tales como la germinacién de
semillas, la elongacion de tallos, el desarrollo de raices y la floracién (Gray y Estelle
1998). Con respecto a la germinacion de semillas de Loxopterygium huasango, se obtuvo
gue el T7 (Sin escarificacion + 1 mg/l de AGs) alcanzé el porcentaje de germinacion mas
alto con 77,78 %.Este valor fue similar al obtenido por Diaz (2012) quien alcanzé el 72 %
de germinacion en Cedrela montana, utilizando 2 mg/L de AGs. Estos resultados
corroboran lo mencionado por Zurita et al. (2014), Lépez-Encina y Gonzalez-Padilla
(1996) quienes sefialan que la germinacion in vitro tiene ventajas frente a la propagacion
sexual por semillas, ya que podria aumentar la tasa de germinacion, reducir el tiempo y

homogenizar la germinacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, el mayor porcentaje
de mortalidad se registré en el T1 (Sin escarificacion + 0 mg/l de AGs), con 22,22 %; este
valor es similar al reportado por Diaz (2012), donde alcanzé el 28 % de mortalidad, en la

fase de germinacion in vitro de Cedrela montana.
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Multiplicacién in vitro de explantes

El empleo de material vegetal aséptico proveniente de vitroplantas, permite disminuir la
presencia de agentes contaminantes en el cultivo in vitro como lo manifiestan Leifert y
Cassels (2001) y Suérez et al., (2006). La presencia de contaminantes tanto externos,
como internos afectan el desempefio de los explantes una vez establecidos en
condiciones in vitro, haciendo indispensable el uso de técnicas que permitan la deteccion

de patégenos sistémicos y su desinfeccion superficial (Suarez, I.E, 2006).

En la fase de multiplicacién in vitro de explantes de Loxopterigium huasango, el T5 (1
mg/L de 2ip) permitié obtener la mayor altura promedio de las plantulas, con 5,21 cm, el
mayor numero de hojas (6,16) y nimero de nudos/explante (5,4). No se presentd
contaminacién en este tratamiento. Sin embargo, la mortalidad fue del 13,33%. Los
resultados respecto a la no formacién de brotes/explante difieren a los obtenidos por
Montes (2007) quien al probar 1,5 mg de BAP junto con 0,5 mg/L de 2ip en la
multiplicacién de Switenia humilis, obtuvo la formacién de brotes en un promedio de 2,3
brotes por explante. También obtuvo hojas de color verde intenso bien formadas y con

una altura del brote de 2,1 cm.

Debido a que no se logro la formacion de brotes en los tratamientos ensayados seria
conveniente probar el uso de otra citocinina, como es la Benziladenina (BA), pues Zurita
et al., (2014) en su estudio con Tilia mexicana en explantes cultivados en MS con 0, 25
mg/L de ANA y 1,0 mg/L de BA, produjeron 7.75 brotes, en un periodo de 60 dias.
También se justifica por lo reportado por Orellana (1998) quien sefiala que la citocinina

BA es la més efectiva y empleada para la induccién de brotes.
Brotamiento in vitro de explantes

Se afirma que durante esta fase de brotamiento se espera que los explantes originen
brotes axilares con varios nudos y hojas Castillo (2004). De acuerdo a los resultados de
la presente investigacion no se tuvo respuesta favorable en la formacién de
brotes/explante, en los 12 tratamientos ensayados. No obstante, en el T9 (1 mg/L de 2ip
+ 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco) se alcanzé los mejores resultados en
altura de las plantulas con 5,31 cm, un promedio de seis hojas formadas y cuatro nudos.
Ademas, se evidencio la formacion de raices con un promedio de 5,25 raices/explante,
de 1,36 cm de longitud. Estos resultados obtenidos son inferiores a los reportados por
Minchala et al., (2014) en el brotamiento in vitro de Handroanthus billbergii, pues al
probar 1 mg/L de 2ip, suplementado con 25 mg/L de sulfato de adenina, y 20 % de agua

coco, obtuvieron plantulas de 6,31 cm de altura, con 6 nudos en promedio y Unicamente
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lograron inducir la formacidon de un solo brote/explante de 4,8 cm de longitud. Esta
comparacion se fundamenta ya que estas dos especies forestales comparten el mismo

habitat en condiciones de campo y su desarrollo a nivel in vitro es tambien similar.

Los resultados obtenidos en la formacion de brotes/explante de Loxopterygium huasango
y los reportados por Minchala et al. (2014) en Tabebuia billbergii, son menores en
comparacion a los alcanzados por Diaz (2012) en Cedrela montana, que utilizando 2,0
mg/L de BAP donde se reporta un promedio de tres brotes por explante. También,
difieren a los obtenidos por Castillo et al., (2011) en Cedrela odorata en los cuales se
cual probaron la combinacion de ANA (0,2 mg/L) y BA (2,0 mg/L), logrando la formacion
de 2,4 brotes/explante. La comparacion de estos estudios similares, permite corroborar lo
sefalado por Bernal et al. (2009) quienes mencionan gue los requerimientos de citocinina
en las plantas in vitro son extremadamente variables y las respuestas a la induccién de
brotes debido a que dependen del contenido enddgeno de citocinina y del tipo de

explante utilizado en cada especie.
Enraizamiento in vitro de explantes

El efecto de las auxinas en la iniciacion y crecimiento de raices adventicias en
condiciones in vitro ha sido ampliamente estudiado y su aplicacién en la fase de
enraizamiento es de probada conveniencia, aunque existen especies que producen un
buen sistema radicular en ausencia de estas (Suarez et al., 2006). Por su parte Zurita et
al., (2014), indican que los sistemas de enraizamiento como etapa final en un proceso de
micropropagacion, permiten obtener plantulas en 6ptimas condiciones para su trasplante

y aclimatacion.

Lo resultados de la investigacion evidencian que el T6 (1,5 mg/l de AlA) permitid la
formacion del mayor numero de raices/explante con 23,90, con promedios tanto en
longitud de 2,41 cm y altura de las plantulas de 4,34 cm . Estos valores alcanzados son
superiores a los reportados por Castillo et al. (2011) en Cedrela odorata los que mediante
la interaccibn ANA 0,05 mg/L + AIA 0,05 mg/L obtuvieron un promedio de 6,9 raices
formadas por brote. Ocurre lo mismo con los resultados alcanzados por Diaz (2012) en
Cedrela montana quien con el uso 1 mg/L de AIB obtuvo un promedio de 2,4
raices/explante de 3,05 cm de longitud. Pérez (1998), sefiala que es importante obtener
un mayor numero de raices, aun de poca longitud, ya que las plantas obtenidas por
cultivo in vitro requieren de un buen sistema radicular (mayor nidmero de raices), para

tener éxito en la fase de transplante y adaptacion a condiciones de invernadero.
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CONCLUSIONES

e La utilizacion de 50 % de hipoclorito de sodio durante cinco minutos para la
desinfeccion de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl, permitio
controlar la contaminacién. Es importante mencionar que existieron tratamientos en
donde se observd contaminacion, la cual se debid a la presencia de hongos y

bacterias enddégenas que permanecen latentes en la especie.

e Los métodos de escarificacion no incidieron en la germinacion in vitro de las semillas
de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl. El mayor porcentaje de germinacion

(77,78 %) se obtuvo en el tratamiento sin escarificacion + 1 mg/l de AGs,

e Para la fase de multiplicacién in vitro de los explantes, la adicion de 1 mg/L de 2-iP al
medio de cultivo MS, permitié obtener el mejor crecimiento en altura de las plantulas

con 5,21 cm, con seis hojas formadas y cinco nudos/explante en promedio.

e En la fase de brotamiento in vitro de los explantes, los tratamientos ensayados no
permitieron la induccién de brotes, sin embargo, mediante la adiciéon de 1 mg/L de 2-
iP, suplementado con 5 mg/L de sulfato de adenina al medio de cultivo MS, se
obtuvo los mejores resultados promedios, en altura de las plantulas con 5,31 cm, seis

hojas y cuatro nudos formados/explante.

e Para la fase de enraizamiento in vitro de los explantes, la presencia de 1,5 mg/L de
AIA en el medio de cultivo MS, permiti6 obtener los mejores resultados de
enraizamiento, se logré inducir la formacion de 24 raices/explante en promedio, cuya

longitud fue de 2,41 cm.
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