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RESUMEN

Actualmente los cultivos in vitro son utilizados como una herramienta para la
multiplicacién masiva de diversas especies lefiosas. Caesalpinia spinosa, conocida
también como tara o guarango, es un arbol endémico que pese a su potencial industrial
ha ido disminuyendo su diversidad genética de esta especie. Por ende, el objetivo del
presente trabajo es evaluar el proceso de optimizacion del efecto del biorregulador 6-
Bencilaminopurina para la induccion a brotes de C. spinosa a nivel in vitro para la

conservacion de esta especie de gran importancia industrial asi como ambiental.

La parte experimental se realiz6 a partir de plantulas de C. spinosa de 3 meses
de edad donadas por el laboratorio Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica
Salesiana sede Cuenca. Primeramente, se determing el efecto del biorregulador 6-BAP
variando su concentracion para la produccion de brotes. En segundo lugar, para el
establecimiento de los pardmetros operacionales se consideraron el tiempo y la
concentracion con el fin de ser optimizados. Por ultimo, los resultados se corroboraron

mediante pruebas estadisticas.

En la primera parte, la concentracion de 0,25 mg L~ mostr6 el mayor nimero
de brotes con un promedio de 2,00 nimeros de brotes en 13 dias, lo que representa un
promedio de 0,72 veces mas numero de brotes en comparacion con el testigo, sin
embargo, los tratamientos no presentaron diferencias significativas. En la segunda
parte, el mayor nimero de brotes fueron generados entre los intervalos de 0,05 a 0,30

ppmy de 13 a 23 dias respectivamente.

El nimero de brotes se ve influenciado por la duracién de la exposicion al
biorregulador. Para lograr resultados mas efectivos, es importante tener en cuenta la

duracion de dicha exposicién. En consecuencia, los parametros Optimos que se



obtuvieron se consideran aptos para ser utilizados como punto de partida para futuras
investigaciones en la conservacion de especies a través de técnicas de

micropropagacion.

Palabras clave:  concentracién, explante,  pardmetros  operacionales,

micropropagacion.



ABSTRACT

Currently, in vitro cultures are used as a tool for the massive multiplication of
various woody species Caesalpinia spinosa, also known as tara or guarango, is an
endemic tree that despite its industrial potential has been decreasing the genetic
diversity of this species. Therefore, the objective of the present work is to evaluate the
optimization process of the effect of the bioregulator 6-Benzylaminopurine for the
induction of C. spinosa shoots in vitro for the conservation of this species of great

industrial and environmental importance.

The experimental part was carried out with 3-month-old C. spinosa seedlings
donated by the Life Sciences laboratory of the Salesian Polytechnic University,
Cuenca. First, the effect of the bioregulator 6-BAP was determined by varying its
concentration for the production of shoots. Secondly, for the establishment of the
operational parameters, time and concentration were considered in order to be

optimized. Finally, the results were corroborated by statistical tests.

In the first part, the concentration of 0.25 mg L~* showed the highest number
of shoots with an average of 2.00 numbers of shoots in 13 days, which represents an
average of 0.72 times more number of shoots compared to the control, however, the
treatments did not show significant differences. In the second part, the highest number
of shoots were generated between the intervals of 0.05 to 0.30 ppm and 13 to 23 days

respectively.

The number of outbreaks is influenced by the duration of exposure to the
bioregulator. In order to achieve more effective results, it is important to take into

account the duration of such exposure. Consequently, the optimal parameters obtained



can be used as a starting point for future research in the conservation of species through

micropropagation techniques.

Key words: concentration, explant, operational parameters, micropropagation.



PROBLEMA

En el afio de 1962, el pais aun conservaba alrededor del 65% de bosques, pero
dado el desmedido uso de la tierra, en la actualidad, el area forestal sobrante es menor
del 50% de su revestimiento original. La transformacion del suelo agricola,
principalmente para cultivos migratorios, estd produciendo impactos ambientales y
socioecondémicos significativos a escala nacional. Por esta razon, desarrollar
programas de siembra y produccidn de especies autdctonas es imprescindible. De
acuerdo con el Centro Internacional de Mejoramiento Maiz y Trigo (CIMMYT, 2004)
la tasa de deforestacion del pais es de 137,000 hectéreas (ha) de bosque natural al afio.
Existe una estimacion de que el pais cuenta con unas 160,000 ha de plantaciones
forestales, con un promedio de menos de 5000 ha reforestadas anualmente. Y segln la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO,

2003) las tasas anuales de reforestacion son superiores a las 3500 ha por afio.

En la actualidad, existe escasa informacion de especies forestales nativas que
sean obtenidas a partir de laboratorio y que se empleen en restauracion ecosistémica y
conservacion de areas protegidas. Las técnicas experimentales de cultivo in vitro
permiten la obtencion de nuevas plantulas en un tiempo y espacio relativamente cortos,
debido al control que existe sobre determinados factores externos (intensidad
luminosa, humedad, patdgenos, etc.), esta técnica es viable cuando existe una limitada
disponibilidad de fuentes semilleras o agentes encargados en su dispersion (Sharma,

2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?53mGTT
https://www.zotero.org/google-docs/?53mGTT
https://www.zotero.org/google-docs/?53mGTT
https://www.zotero.org/google-docs/?53mGTT
https://www.zotero.org/google-docs/?53mGTT
https://www.zotero.org/google-docs/?qo5ljZ
https://www.zotero.org/google-docs/?qo5ljZ
https://www.zotero.org/google-docs/?qo5ljZ
https://www.zotero.org/google-docs/?qo5ljZ
https://www.zotero.org/google-docs/?wZGmln
https://www.zotero.org/google-docs/?wZGmln
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https://www.zotero.org/google-docs/?wZGmln

OBJETIVOS

General

Evaluar el proceso de optimizacion del efecto del biorregulador 6-
Bencilaminopurina para la induccion a brotes de Caesalpinia spinosa a nivel in vitro.
Especificos

e Determinar el efecto en la induccion a brotes de Caesalpinia spinosa variando
la concentracidn del biorregulador 6-Bencilaminopurina para la obtencién de

explantes a nivel in vitro.

e Establecer las condiciones operacionales variando tiempo y concentracion en
una etapa temprana de la morfogénesis de Caesalpinia spinosa obteniendo una

mayor eficiencia en la produccion de brotes a nivel in vitro.

e Analizar los datos obtenidos mediante técnicas estadisticas para la

determinacion del tratamiento mas eficiente.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

La forestacion con especies endémicas es un instrumento prometedor para
restaurar ecosistemas degradados en Ecuador (Aguirre et al., 2007). Entre las especies
endémicas, Caesalpinia spinosa, también conocida como guarango, tara o vinillo,
cobra especial importancia por su gran utilidad en programas de reforestacion
(Morante, 2018), ademas de tener interés econdmico por sus multiples usos ligados a

su alto contenido en gomas y taninos (Nufiez et al., 2017).

Pese al gran potencial industrial y ecolégico del guarango, esta especie ha sido
desplazada por cultivos como la cebada, el maiz, la papa, entre otros, lo que ha
provocado una importante disminucion de la diversidad genética de esta especie
(Villena Velasquez et al., 2019). Ademas, al ser una Fabaceae, sus semillas presentan
latencia fisica debido a su testa dura, impermeable y lignificada (Sanhueza & Zalba,
2014). Autores como Janzen (1981) y Catalan & Balzarini (1992) mencionan que se
han obtenido resultados contradictorios al pasar las semillas de fabaceas por el tracto

digestivo de los animales para romper su latencia.

A causa de su poca germinacion natural, los métodos experimentales de cultivo
in vitro representan una alternativa para el suministro de grandes cantidades de plantas
para la propagacion de esta especie nativa de gran importancia industrial asi como

ambiental (Nufiez et al., 2017).


https://www.zotero.org/google-docs/?gnBto4
https://www.zotero.org/google-docs/?XOuo7y
https://www.zotero.org/google-docs/?FeaUHO
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https://www.zotero.org/google-docs/?UAgx8n
https://www.zotero.org/google-docs/?UAgx8n
https://www.zotero.org/google-docs/?irgZMu
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1.1 Guarango (Caesalpinia spinosa)

Figura 1. Caesalpinia spinosa
Fuente: (Cafiadas Cruz, 2000)

1.1.1 Descripcion general de la especie
La tara o guarango, cuyo nombre botanico es Caesalpinia spinosa,

perteneciente al género de los Caesalpinias de la familia Caesalpinaceae, que a su vez
estd dentro de la orden Fabales (Cadenas Agroproductivas by Fondo para la
Proteccién del Agua - FONAG - Issuu, 2012), es una planta que crece entre los 1000
y 2900 msnm y se encuentra distribuida a lo largo de la region Andina. Se trata de un
arbol que fue empleado a partir de las culturas pre-incas e incas, en la elaboracion de

tintes para cerdmica, textileria, cerdmica y medicina (HIDROBO UNDA, 2011).

Esta especie arbdrea posee de forma natural taninos, gomas, colorantes y otros
derivados que actualmente son utilizados en la industria alimentaria, colorantes,
farmaceéutica, entre otras. Esta aplicacion revela el potencial de la especie para usos no

maderables (HIDROBO UNDA, 2011).

El guarango es una especie de arbol perenne, que debido a su capacidad de
fijacién de nitrogeno y raices profundas son resistentes en zonas aridas o semiaridas.

Sus caracteristicas silvicolas y su adaptacién a condiciones climaticas adversas lo


https://www.zotero.org/google-docs/?QXkz8V
https://www.zotero.org/google-docs/?fXSl8j
https://www.zotero.org/google-docs/?fXSl8j
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https://www.zotero.org/google-docs/?IYAm1O

22

convierten en un arbol ideal para sistemas agroforestales y programas de reforestacion

a gran escala con fines productivos en la region andina (Garay & Giobellina, 2016).

El rango de distribucion geogréfica del guarango se extiende a través de los
paises de Colombia, Venezuela, Pert, Ecuador, Bolivia, hasta el norte de Chile
(HIDROBO UNDA, 2011). En Ecuador, el guarango se encuentra en la mayor parte
de la Sierra, en las provincias de Carchi, Chimborazo, Imbabura, Cotopaxi, Loja,
Tungurahua, Pichincha y Azuay (Baquero et al., 2004). El incremento de este cultivo
se da en zonas xerofiticas de la region interandina. Estas areas estan ubicadas en valles
aridos tales como los valles de Chota, Malacatos, Guayllabamba, Patate, Vilcabamba,

entre otros (Benavides, 2006).

Los productos derivados de las semillas del guarango tienen una gran demanda
en el mercado internacional ya que la tendencia actual en la industria es hacia el uso
de productos naturales. Por ello, la comercializacion de estos productos requiere
inevitablemente de una industrializacion previa, siendo fundamental el
establecimiento de una cadena agroindustrial. Ademas, contribuye a la creacion de
empleo y a la reduccidn de la migracion desde las zonas rurales hacia los ncleos mas
poblados (HIDROBO UNDA, 2011).

1.1.2 Descripcién botanica de la especie

Morfolégicamente es un pequefio arbol de 2 a 5 m de altura, caracterizado por
un tronco recto y corto, cubierto por una corteza agrietada de color gris, que termina
con una copa comunmente irregular formada por ramas cortas y ascendentes cubiertas

de espinas cénicas (Haro, 2011).

Las hojas son compuestas y bipinnadas, con 2-3 pares de pinnas que se

articulan al raquis, teniendo entre 5y 8 pares de hojuelas coriaceas y oblongas ubicadas


https://www.zotero.org/google-docs/?S3HO4A
https://www.zotero.org/google-docs/?S3HO4A
https://www.zotero.org/google-docs/?S3HO4A
https://www.zotero.org/google-docs/?VuG2lw
https://www.zotero.org/google-docs/?Xjy0Ww
https://www.zotero.org/google-docs/?Xjy0Ww
https://www.zotero.org/google-docs/?Xjy0Ww
https://www.zotero.org/google-docs/?kSqRUl
https://www.zotero.org/google-docs/?kSqRUl
https://www.zotero.org/google-docs/?kSqRUl
https://www.zotero.org/google-docs/?KlfBUt
https://www.zotero.org/google-docs/?UEIuW1
https://www.zotero.org/google-docs/?UEIuW1
https://www.zotero.org/google-docs/?UEIuW1

23

oblicuamente a la base. Las flores son hermafroditas, de color variable entre rojizas y
amarillas, dispuestas en racimos entre 8 y 12 cm de didmetro con eje pubescente, caliz
con tubo corto en forma de embudo, 5 sépalos de 7 mm, de los cuales el inferior es

mas grande, concavo, pectinado — dentado y salientes (The Agroforestree, 2009).

El fruto es una vaina rojiza que presenta las siguientes caracteristicas
longitudinales: 8 y 10 cm de largo por 1,5 a 2,5 cm de ancho, que contiene entre 8 y
10 semillas, de forma redonda, que se vuelven de color marrén oscuro cuando
maduran. El mesocarpio se distingue por su consistencia blanda y transparente con
elevadas concentraciones de metioninay triptéfano, ademas de otras grasas y proteinas

(Haro, 2011).

La floracién generalmente comienza en septiembre y contintia hasta enero, con
algunas variaciones segun la ubicacion. De igual forma, la recoleccion puede
comenzar en enero y prolongarse hasta agosto. Su vida comercial comienza entre 4y
6 afios dependiendo de las condiciones de riego y alcanza su méaxima produccién a los
15 afios, comenzando a declinar desde los 65 afios hasta ser improductiva a los 85 afios

(Morante, 2018).
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica

REINO

DIVISION

CLASE

SUBCLASE

ORDEN

FAMILIA

GENERO

ESPECIE

NOMBRE
CIENTIFICO

NOMBRE
COMUN

ETIMOLOGIA

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Fabales
Caesalpinaceae
Caesalpinia
spinosa

Caesalpinia spinosa

Tara, taya (Per(); divi divi de tierra fria, guarango, serrano, cuica, tara
(Colombia);  vinillo, guarango (Ecuador); tara (Bolivia, Chile,
Venezuela); Acacia amarilla, Dividivi de los Andes (Europa) (Ledn-Yénez,
1999).

Caesalpinia, en honor de Andrea Cesalpino (1594-1663), fil6sofo italiano y
botanico. Spinosa, del latin spinosus-a-um, con espinas.

Fuente: (HIDROBO UNDA, 2011).

1.1.3 Requerimientos climatoldgicos y distribucién geogréafica

Para el crecimiento éptimo y desarrollo del guarango, se requieren condiciones

climéticas ideales y una ubicacion geogréfica adecuada las cuales se detallan a

continuacion.

1.1.3.1 Requerimientos climatol6gicos del guarango para su plantacion y cosecha

-  Clima

Para su optimo desarrollo requiere temperaturas que varian de 12° a 17°C,

localidades con 400 a 600 mm de precipitacion, pero también se encuentra en zonas

con 200 a 750 mm de precipitacion anual. Es una planta que se denomina rustica

porque es resistente a la sequia, plagas y enfermedades, y se considera una especie
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bastante plastica. La especie prospera en climas templados a semitemplados con una
temperatura promedio de 12-16°C. La temperatura minima es de 6-8°C, y cuanto
mayor sea la temperatura, mayor sera la tasa de crecimiento de la plantacién (Orozco
Montero, 2011).
- Suelo

El guarango es una especie que se adapta a todo tipo de suelos texturales,
incluyendo franco, franco arenoso, franco arcilloso, franco arcilloso limoso, suelos
superficiales arcillosos, calcéareos, bien drenados, ligeramente acidos a ligeramente
alcalinos y alcalinos salinos (el agua debe estar bien controlada bajo estas
condiciones), suelos arcillosos pesados con pH &acido, a menudo utilizando suelos

agricolas marginales (Orozco Montero, 2011).

Aceptando suelos pedregosos, degradados e incluso lateriticos, aunque en estas
condiciones existe baja produccién; pero se desarrolla éptimamente y con un robusto
aporte arbdreo en suelos de labor; es decir, suelos franco arenosos y arcillosos
ligeramente acidos a moderadamente alcalinos (Lara Diaz, 2019).

- Agua

En condiciones naturales, esta especie requiere una precipitacion de (250 mm)
- 400 mm a 110 mm. El requerimiento en una plantacion de 4,000/5,000 a 6,000
m3/ha/afio es de 1,5 L/planta/dia de lluvia y/o riego. Sin embargo, el exceso de agua
afecta la produccion de taninos (Orozco Montero, 2011).

- Humedad relativa

En condiciones naturales, el guarango requiere una humedad relativa del 70%.

Esta especie requiere un rango de temperatura entre el dia y la noche/verano e invierno

y/o alta humedad. Una humedad relativa del 70% (Orozco Montero, 2011).
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- Altitud

Existe una distribucién natural de esta especie desde los 500 a los 3200 msnm;
pero hay plantaciones desde los 500 hasta los 2800 msnm, la mayor concentracion de
bosque y la mayor produccién se da por debajo de los 2800 msnm (Orozco Montero,
2011). El guarango es una especie que se adapta a ecosistemas de bosque seco o bosque
espinoso con una tolerancia a la sequia; sin embargo, es sensible al frio intenso y a la
excesiva humedad ambiental (Nieto & Hidrobo, 2011).
1.1.3.2 Distribucion geogréfica

El guarango o tara es una especie perenne extendida por toda la region andina
con presencia predominante en el Perl. Se localiza principalmente en ecosistemas
como Bosque Seco Montano, Montano Bajo y Matorral Seco Montano y en altitudes

que varian de 1500 a 3200 msnm (Narvéez et al., 2010).

Considerada una especie "rastica”, es de gran plasticidad, ya que tolera la
sequia y se adapta sin esfuerzo a diferentes tipos de suelo. Aunque cabe recalcar que,
el guarango es sensible al frio extremo y ambientes con humedad relativa superior al

80% (De la Torre, 2018).

Pese a su gran adaptabilidad, el guarango se establece mejor bajo ciertos
parametros edafocliméticos, tales como: un suelo con un pH entre 6,8 y 7,5;
temperaturas entre 14 y 28 °C y una precipitacion anual que varia entre 660 y 1730

mm (The Agroforestree, 2009).

El guarango se encuentra distribuido en el Ecuador, en los valles bajos de la
Sierra, en lugares semiaridos, con baja humedad relativa y precipitacion. Se encuentra
en estado silvestre formando parte de linderos o cercas vivas (Cadenas

Agroproductivas by Fondo para la Proteccion del Agua - FONAG - Issuu, 2012).
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Tabla 2. Distribucion geografica del guarango en el Ecuador

Provincia  Lugares donde estan presentes

Carchi Valle del Chota, Mira, Bolivar.

Imbabura Atuntaqui, Ambuqui, Angochagua, Chuga, Chaltura, San Rogue,
Ibarra, Urcuqui, Pimampiro.

Pichincha San Antonio de Pichincha, San José de Minas, Perucho, Tumbaco,
Pomasqui, Quinche, Guayllabamba.

Cotopaxi Salcedo.
Tungurahua Patate, Panzaleo, Ambato.

Chimborazo  Alausi, Chunchi, Guano, Guasuntos, Riobamba, Penipe.

Bolivar Chimbo, Guaranda.

Cariar Azogues, Biblian, Gualleturo, Loyola, Solano.

Azuay Solano, Santa Isabel, Llacao, Girén, Ofia, La Dolorosa.
Loja Celica, Catamayo, Gonzanama, Saraguro.

Fuente: Solis, 1961.

Ecuador, Peru y Bolivia muestran un gran potencial industrial del guarango en
el mercado mundial. Peru es el mayor productor de guarango, representando el 80%
de la produccién mundial. La produccién es principalmente de bosques naturales y en
algunas zonas agroforestales. Dicho de otro modo, Peru es el pais andino con el bosque
de guarango mas grande, seguido de Ecuador, Bolivia y Chile (Stalin Efrén & Saltos

Aguilar, 2017).

En el Perd, desde fines del siglo pasado, la produccion de guarango se ha
convertido en una actividad rentable, y sus extensas plantaciones se concentran
principalmente en cuatro regiones: Ayacucho, Cajamarca, Huanuco y La Libertad, las
cuales aportan a la economia de mas de 40,000 personas en zonas rurales.
Actualmente, se estima que la produccion del Pert supera las 24,000 toneladas,

destinadas Unicamente a la exportacion de productos (De la Torre, 2018).
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En Bolivia, en cambio, la cadena productiva esta en una etapa inicial y la mayor
parte de la produccion proviene de plantas silvestres mal manejadas, por lo que su
produccidén debe ser alta. En sectores mas distantes, el guarango es menos explotado
debido a la falta de vias de comunicacion, lo que hace poco atractivo para los
agricultores recolectar, transportar y comercializar el producto, que eventualmente es
consumido por el ganado, especialmente caprino, 0 permanece en parcelas por algin

tiempo (LOS BOSQUES ANDINOS Y EL AGUA, 2009).

En el caso de Ecuador, como sefiala Narvéez et al., (2010), hasta hace poco
tiempo el guarango fue reemplazado sistematicamente por especies maderables
exoticas como el pino y el eucalipto, quedando ejemplares silvestres destinados a

cercas vivas, de los cuales quedaron pocos para la produccién de carbon vegetal.

En la actualidad, con la popularizacién de las propiedades de los derivados del
guarango, se ha dado un gran impulso a la produccion en nuestro pais, atrayendo la
atencion tanto de organismos gubernamentales como privados. El Estado de Ecuador
impulsa su programa agroforestal a través de PROFORESTAL, la Secretaria de
Promocion y Desarrollo Forestal de Ecuador. CONAPROG, consorcio de productores
de guarango, retne a productores de los valles montafiosos con el objetivo de plantar
al menos 5000 ha en una variedad de sistemas, recolectar, procesar y exportar
subproductos y productos de guarango, principalmente taninos y gomas (Narvéez

et al., 2010).

Los datos recabados en el Ecuador apuntan a que el comercio representa
alrededor de unas 84 toneladas de vaina de guarango, de las cuales el 75% se procesa

en forma de polvo para la exportacion y el 25% cubrird la demanda interna de los
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curtidores en zonas como Imbabura, Cotacachi, Ambato y Salcedo (LOS BOSQUES

ANDINOS Y EL AGUA, 2009).

Cada sistema tiene sus propias caracteristicas que van mas alla del manejo
silvicola e incluyen un conocimiento profundo de la planta y sus beneficios potenciales
(Narvéez et al., 2010).

1.1.4 Usos del guarango

Los derivados del guarango, comercializados en el mercado externo e interno,
surgen principalmente de formaciones silvestres. A partir de 2010, esta especie
comenzd a cobrar importancia para el establecimiento de plantaciones con fines
comerciales, asi como para la ornamentacién en calles de la ciudad y parques (Villena

Velasquez et al., 2019).

La vaina es un fruto del guarango que aprovecha la parte exterior o pericarpio,
que tiene mayor contenido de taninos y la goma se obtiene de la semilla (Stalin Efrén

& Saltos Aguilar, 2017).

Parte del valor econémico lo proporciona el contenido de taninos de las vainas,
convirtiéndolas en un producto altamente exportable en mercados, que representan un
ingreso econdmico importante para los agricultores e indirectamente para la economia

de sectores urbanos (Haro, 2011).

El polvo del guarango producido por la molienda consiste en &cido galico
(53%), uno de sus principales usos es en pieles de animales en bruto, lo que permite
obtener cueros claros, resistentes a la luz, con una flor firme y fina, deseable para
revestimientos debido a su alta calidad que no se logra al utilizar otros curtidores

vegetales (Taninos de tara, 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?AUmnex
https://www.zotero.org/google-docs/?AUmnex
https://www.zotero.org/google-docs/?AUmnex
https://www.zotero.org/google-docs/?AUmnex
https://www.zotero.org/google-docs/?AUmnex
https://www.zotero.org/google-docs/?AUmnex
https://www.zotero.org/google-docs/?1KBwVY
https://www.zotero.org/google-docs/?1KBwVY
https://www.zotero.org/google-docs/?1KBwVY
https://www.zotero.org/google-docs/?hqBBl4
https://www.zotero.org/google-docs/?hqBBl4
https://www.zotero.org/google-docs/?ZXiw0h
https://www.zotero.org/google-docs/?ZXiw0h
https://www.zotero.org/google-docs/?zs9VhE
https://www.zotero.org/google-docs/?zs9VhE
https://www.zotero.org/google-docs/?zs9VhE
https://www.zotero.org/google-docs/?t6Sdtz
https://www.zotero.org/google-docs/?t6Sdtz
https://www.zotero.org/google-docs/?t6Sdtz

30

En la fabricacion de tintes por su facil reaccién con las sales de hierro,
obteniéndose productos de tonalidades variadas. También se utiliza como conservante
y de envasado (zumos, vinos, encurtidos, jabones, etc.) o en la elaboracidn de cerveza,
ya que sirve como complemento de la malta, ademas, los taninos reducen la cohesién
de los lodos, por lo que se emplea en grandes cantidades en perforaciones de pozos

petroleros (Goycochea Ricci, 2010).

La goma o hidrocoloide se obtiene al moler el endospermo de la semilla,
contiene grandes cantidades de proteina (metionina y triptéfano); aceites y grasas de

gran valor nutricional para el ser humano y como alimento para animales (Haro, 2011).

En la medicina ancestral, las hojas, flores, frutos y semillas se utilizan para
tratar erupciones en la piel, curar heridas, prevenir y aliviar el dolor de las muelas,
trastornos nerviosos, dolores de estbmago y pecho (De la Torre, 2018).

1.1.5 Importancia del guarango

El guarango es una especie polivalente. Se utiliza para proteger terrenos
erosionados ya que fija el nitrdgeno del aire mejorando la fertilidad del suelo. Planta
rustica poco exigente de suelo y agua pero que requiere de cuidados para lograr su
productividad, riego, cuidados de poda y, como todo arbol frutal, supone una inversion
econdémica. Permite que las gomas, taninos y otros productos sean aprovechados por
su fruto sin dafiar el arbol, a comparacion de la extraccion de taninos por medio de la

corteza como sucede en otras especies forestales (De la Torre, 2018)

Es una especie forestal productora de madera, utilizada en la artesania y la
industria; asi como tambien, en programas agroforestales, cercas vivas, cuencas
hidrograficas, senderos y proteccion de fuentes de agua. Aunque lo mas destacable de

esta especie es su adaptacion a ecosistemas propensos a la sequia y la desertificacion,
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lo que la convierte en una opcion para la reforestacion de suelos degradados en
ambientes de bosques aridos. Adicionalmente, esta especie tiene otros usos
ambientales, entre los que The Agroforestree, (2009) sefiala que es un componente
importante en cuanto captura de carbono se trata. Ademas, tiene un potencial
paisajistico, protege cuencas hidrograficas e incluso es utilizado como barreras

rompevientos.

En los mercados actuales, existe un mayor interés por parte de los compradores
por utilizar productos que sean amigables con el medio ambiente, tanto en el curtido
como en la industria alimentaria. El proceso industrial de curtido del cuero se basa en
compuestos de cromo lo que ocasiona preocupacion debido a la acumulacion de estos
compuestos en el medio ambiente y a la vez su potencial cancerigeno. Debido a esto,
se esta optando por crear innovadores métodos de curtido sin cromo. Entre estos
métodos destaca el uso de taninos vegetales como los que se encuentran en el guarango

(De la Torre, 2018).

Son especies forrajeras y meliferas de gran interés para las familias del sector
rural, mejorando la calidad de vida y haciendo eficiente su productividad y produccién
en el mercado, compitiendo tanto en precio como en calidad del producto. A pesar de
su gran importancia y significado, el guarango se encuentra en peligro de extincion,
por lo que se debe tomar conciencia de que gracias a esta especie los suelos pobres
mejoran, paisajes desvalorizados pueden llegar a ser reforestados y dan sustento a
sectores rurales fortaleciendo la economia del pais (De la Torre, 2018).

1.2 Cultivo de tejidos vegetales

Es el conjunto de técnicas empleadas para el desarrollo de tejidos, células u

organos vegetales en condiciones controladas (Perea, 2009). Se basa en el principio de

totipotencia, que es el potencial de una célula vegetal para regenerar una nueva planta


https://www.zotero.org/google-docs/?2MwNLj
https://www.zotero.org/google-docs/?2MwNLj
https://www.zotero.org/google-docs/?2MwNLj
https://www.zotero.org/google-docs/?2MwNLj
https://www.zotero.org/google-docs/?tmWY8g
https://www.zotero.org/google-docs/?vDK3ik
https://www.zotero.org/google-docs/?pwBtG2

32

completa; bajo condiciones controladas, asépticas y libres de microorganismos dadas

en el cultivo in vitro (Revista Digital Universitaria, 2005).

En la actualidad las técnicas de cultivo in vitro se han utilizado amplia y
eficazmente como instrumento para la multiplicacion masiva y la conservacion de
germoplasma de leguminosas, asi como de varias especies lefiosas como, Acacia
sinuata, Dalbergia sissoo, Hagenia abyssinica, Melia azedarach, Sesbania rostrata y
Swartzia madagascarensis (Goyal et al., 2012).

1.3 Micropropagacion de especies lefiosas

La micropropagacion en especies lefiosas garantiza la obtencion de plantas de
manera rapida, libre de patdgenos y en numerosas cantidades (Valverde-Cerdas et al.,
1997), esto contribuye con la conservacion de un ecosistema forestal (Pérez-Miranda

etal., 2022).

La propagacion vegetativa de especies forestales es generalmente dificil, un
factor critico en las especies lefiosas es la edad del explante, la micropropagacion es
relativamente facil utilizando tejidos juveniles, y es cada vez mas dificil con tejidos
adolescentes y maduros (Indacochea et al., 2018); por otro lado, para los brotes
adventicios se sugiere producirlos directamente del explante, ya que a partir de callos
su formacion se ha visto muy dificil ademas de que frecuentemente generan
anormalidades. En cuanto a los arboles usados como patrones se recomienda que estos
sean lo suficientemente maduros para que expresen su potencial genético (Rodriguez
Beraud et al., 2014).

1.3.1 Factores que intervienen en la micropropagacion de especies lefiosas
Para asegurar una micropropagacion exitosa en especies lefiosas es esencial

tener en cuenta los siguientes aspectos.


https://www.zotero.org/google-docs/?MbEavJ
https://www.zotero.org/google-docs/?MbEavJ
https://www.zotero.org/google-docs/?MbEavJ
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https://www.zotero.org/google-docs/?MbEavJ
https://www.zotero.org/google-docs/?FEkHK7
https://www.zotero.org/google-docs/?MATM4P
https://www.zotero.org/google-docs/?MATM4P
https://www.zotero.org/google-docs/?OWrLEe
https://www.zotero.org/google-docs/?OWrLEe
https://www.zotero.org/google-docs/?9TcgaJ
https://www.zotero.org/google-docs/?2YYLSA
https://www.zotero.org/google-docs/?2YYLSA
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1.3.1.1 Explante

En la micropropagacion de especies lefiosas se recomienda utilizar explantes
jévenes (Benson, 2000). Ademas, Kriaaet al., (2012) menciona que el uso de explantes
adultos induce la secrecion de polifenoles oxidados en el medio de cultivo, por lo que

se recomienda el uso de segmentos primarios.

Segun los estudios de Wang et al., (2006) las secciones de las plantulas con
presencia de brotes, las yemas axilares extraidas mediantes procesos de
rejuvenecimiento de material vegetal en estado maduro y plantulas obtenidas de
semillas de origen sexual, son los tipos de tejidos méas utilizados para el
establecimiento in vitro.
1.3.1.2 Medio de cultivo

En el cultivo de tejidos in vitro, una limitacion en el desarrollo y morfogénesis
es el medio de cultivo utilizado, el cual contiene los nutrientes basicos necesarios para

el crecimiento del tejido vegetal (Olmos et al., 2002).

El medio de cultivo es una combinacion de nutrientes y agua, que se puede
complementar con un regulador de crecimiento (Cortés etal., 2019). Los
requerimientos nutricionales para un cultivo in vitro varian de acuerdo al genotipo de

la especie (Universidad de Cundinamarca et al., 2019).

Para las angiospermas los medios de crecimiento mas utilizados son: WPM -
Lloyd & McCown- y MS -Murashige & Skoog-. En el caso de las gimnospermas, el
uso de medios reducidos en sales minerales y con poca cantidad de nitrégeno es mucho
mejor que el uso de un medio altamente salino y nitrogenado como el medio MS, por
lo que para su uso en especies lefiosas se recomienda diluirlo a la mitad o a la cuarta

parte de su formulacion original (Hussain etal., 2012). También se utilizan como


https://www.zotero.org/google-docs/?TJQXwh
https://www.zotero.org/google-docs/?jB0j2v
https://www.zotero.org/google-docs/?20GDqZ
https://www.zotero.org/google-docs/?AVjV41
https://www.zotero.org/google-docs/?hT3OSa
https://www.zotero.org/google-docs/?hT3OSa
https://www.zotero.org/google-docs/?hT3OSa
https://www.zotero.org/google-docs/?hT3OSa
https://www.zotero.org/google-docs/?hT3OSa
https://www.zotero.org/google-docs/?nnu4V9
https://www.zotero.org/google-docs/?Gsfv6J
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medios de propagacion: Perinet & Lalonde y BTM (broadleaved tree medium)
(UNESUM, 2017).
1.3.1.3 Reguladores de crecimiento

Una hormona vegetal o fitohormona es un compuesto producido internamente
por una planta, que ejerce su funcion en muy bajas concentraciones y cuyo principal
efecto se produce a nivel celular, cambiando los patrones de crecimiento de los
vegetales y permitiendo su control (Fundamentos de Fisiologia Vegetal, 2013). Los
reguladores vegetales son compuestos sintetizados quimicamente u obtenidos de otros
organismos y son, en general, mucho mas potentes que los andlogos naturales (Hussain

etal., 2012).

En el caso de las especies lefiosas para la induccion de brotes, tanto en
gimnospermas como en angiospermas, se requiere el uso de citoquininas, siendo la 6-
Bencilaminopurina (6-BAP) y el tidiazuron (TDZ) las fitohormonas mas utilizadas

(Olmos et al., 2002).

Las citoquininas son biorreguladores usados para inducir el crecimiento de
brotes en muchas especies vegetales (Sharry etal., 2015), por su capacidad de
estimular la division celular y promover la expansion celular (Fundamentos de
Fisiologia Vegetal, 2013). La principal citoquinina es la 6-Bencilaminopurina (6-
BAP) cuya composicion quimica deriva de la adenina, cuya funcion es promover el
crecimiento, division y elongacion de las células (Lazar, 2003). Ademas de estimular
la germinacion y de regular el crecimiento de las raices e inhibir el proceso de

senescencia de las hojas (Pino et al., 2012).

Para la fase de induccidn se utiliza generalmente 6-BAP a una concentracion

de alrededor de 5 ppm 0 en combinacion con otras citoquininas. Si bien la adicion de


https://www.zotero.org/google-docs/?T7GiEE
https://www.zotero.org/google-docs/?T7GiEE
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https://www.zotero.org/google-docs/?PLCC68
https://www.zotero.org/google-docs/?PLCC68
https://www.zotero.org/google-docs/?PLCC68
https://www.zotero.org/google-docs/?PLCC68
https://www.zotero.org/google-docs/?PLCC68
https://www.zotero.org/google-docs/?mmwf2b
https://www.zotero.org/google-docs/?mmwf2b
https://www.zotero.org/google-docs/?VC624Q
https://www.zotero.org/google-docs/?qMBpGJ
https://www.zotero.org/google-docs/?TJekEj
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auxinas puede ser beneficiosa, se ha demostrado que en las coniferas promueve la
formacion de callos y reduce el proceso de organogénesis (Garay-Arroyo et al., 2014).
1.3.2 Antecedentes del cultivo de tejidos vegetales en especies lefiosas

En la actualidad las técnicas de cultivo in vitro se han utilizado amplia y
eficientemente como instrumento para la multiplicacion masiva y la conservacién de
germoplasma de leguminosas, asi como de varias especies de arboles lefiosos, como
por ejemplo: Acacia sinuata, Dalbergia sissoo, Hagenia abyssinica, Melia azedarach,

Sesbania rostrata y Swartzia madagascarensis (Goyal et al., 2012).

Existen trabajos descritos en el género Caesalpinia, como es el caso de las
especies Caesalpinia pulcherrima L. (Nufiez etal.,, 2017), Caesalpinia echinata
(Werner et al., 2010), Caesalpinia bonduc (Cheruvathur et al., 2010), y Caesalpinia

pyramidalis (NUfez et al., 2017).

En investigaciones experimentales previas se ha evidenciado el papel
fundamental de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) en la induccidn de brotes en especies
leguminosas, como: Albizzia lebbeck, Dalbergia sissoo, Leucaena leucocephala y

Prosopis laevigata (Gonzalez et al., 2007).

En la especie de Caesalpinia bonduc (L.) Roxb, estudio de Cheruvathur et al.,
(2010) se establecié un método de regeneracion vegetal eficiente, mediante el cultivo
de explantes de epicotilo inmaduros, los explantes de epicotilo en medio MS se
suplementaron con 4,0 mg/L de 6-BAP (6-bencilaminopurina) y 1,0 mg/L de NAA
(&cido naftaleno aceético), como resultado se obtuvo un porcentaje maximo de

organogenesis del 84%.


https://www.zotero.org/google-docs/?Gc4xuc
https://www.zotero.org/google-docs/?hHzn6I
https://www.zotero.org/google-docs/?eHNRA6
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En investigaciones de Nufiez et al., (2017) se determin6 que una concentracion
de 0,25 mg L™ de 6-BAP resultd ser la mas eficiente para el establecimiento in vitro

de los brotes de C. spinosa, con la cual alcanz6 un 90% de brotes establecidos in vitro.


https://www.zotero.org/google-docs/?YsGjiO
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1 Nivel de investigacion

A nivel de investigacion, esta propuesta presenta dos alcances: el alcance
descriptivo, que es aquel que busca precisar tanto las particularidades y cualidades de
las personas, grupos, elementos, procesos o cualquier otro fendmeno que sea objeto de
analisis; y el alcance explicativo, que busca dar respuesta a las causas de los hechos y
fendmenos fisicos o sociales. La razdn es que es un tema nuevo y con pocos reportes
en la literatura, para los diversos procesos se tendran en cuenta las variables que
generaran respuestas parciales o finales, las cuales seran analizadas criticamente.

2.2 Disefio de investigacion

Esta investigacion llevara a cabo un estudio con enfoque experimental, que se
refiere a un estudio en el que una 0 mas variables independientes se manipulan
intencionalmente para analizar las consecuencias que la manipulacion tiene sobre un
individuo o mas variables dependientes, en una situacién de control para el

investigador.

En este estudio para cada objetivo especifico, estan presentes variables

cuantitativas independientes, tales como: concentracion de reguladores de crecimiento

(ppm) y tiempo (dias).

2.3 Poblaciéon y muestra
Para el presente estudio se contd con explantes de C. spinosa a partir de

plantulas in vitro desarrolladas previamente en los laboratorios de Ciencias de la Vida

de la Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca.

Se utilizaron 10 explantes de C. spinosa para cada uno de los tratamientos.
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2.4 Técnicas de recoleccion de datos

La técnica de recoleccion de datos sera de experimentacion, esta técnica tiene
aplicacion en el control de los distintos tratamientos, esta sujeta a cambios y se utiliza
para verificar los cambios que se producen.

2.5 Instrumentos de recoleccion de datos

Teniendo en cuenta que los datos son cuantitativos, para su manejo se crearon
listas de control, que incluyeron las variables consideradas, como: numero de brotes
por explante y tiempo de respuesta a las diferentes concentraciones del regulador de
crecimiento (dias).

2.6 Manejo de datos estadisticos

El manejo de datos estadisticos, inicialmente se evaluaron los supuestos del
modelo de normalidad mediante una gréaficos cuantil - cuantil (Q-Q plot) y pruebas de
hipétesis; para las diferencias entre los tratamientos, se analizaron mediante un
ANOVA basado en un Disefio Completamente al Azar (DCA). Para el establecimiento
de las condiciones éptimas se plantearon una estructura de dos vias con un esquema
de aleatorizacion de una superficie de respuesta.

2.7 Procedimientos experimentales

Este estudio incluy6 los siguientes procedimientos experimentales descritos a

continuacion.
2.7.1 Unidad experimental
La unidad experimental consta de 10 explantes para cada uno de los 4

tratamientos, con un total de 3 repeticiones por tratamiento.
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2.7.2 Determinacion del efecto en la induccion a brotes de Caesalpinia spinosa
variando la concentracion del biorregulador 6-Bencilaminopurina para la
obtencion de explantes a nivel in vitro

Para la evaluacion exhaustiva del impacto de la concentracién del
biorregulador 6-BAP en la obtencion de brotes de C. spinosa; se abordaron varios
aspectos criticos con el objetivo de lograr la maxima produccion, mismo que se
detallan a continuacion.

2.7.2.1 Materiales y Reactivos
Tabla 3. Materiales, equipos y reactivos utilizados durante el estudio

Materiales de Recipientes para pesar, espatula, barra magnética, matraz

laboratorio volumétrico (500 mL), frascos, tubos de vidrio, pipeta, mechero,
bisturi, tijeras, cajas Petri, Medio Murashige & Skoog (MS) a
4,44 g L', 6-Bencilaminopurina  (6-BAP) (100 ppm),
polivinilpirrolidona (PVP) a 0,5% , Agar a 0,8%, sacarosa a 3%.

Equipos Autoclave, balanza analitica, pH-metro, plato agitador calefactor,
camara de flujo laminar y estufa.

Reactivos HCI 1 N, NaOH 2 N.

Fuente: Autores

2.7.2.2 Material vegetal

Se tomaron explantes de C. spinosa obtenidos de plantulas in vitro
desarrolladas previamente en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad

Politécnica Salesiana sede Cuenca.

Las plantulas utilizadas tenian una edad aproximada de tres meses, las mismas
presentaban las caracteristicas morfoldgicas deseadas y fueron desarrolladas en
condiciones controladas de 80 + 5% de humedad relativa, fotoperiodo (12 h luz/12 h

oscuridad) y temperatura 25 £ 2 °C.
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Figura 2. Plantulas in vitro de C. spinosa.

Fuente: Autores
2.7.2.3 Medios de cultivo y condiciones de mantenimiento

Para la induccion a brotes de C. spinosa se utilizé el medio MS (Murashige &
Skoog), suplementado con sacarosa al 3%, polivinilpirrolidona 500 mg L™t vy
solidificado con 8 g L~ de agar -Agar Powder®-. El pH fue ajustado a + 6,00 (con
NaOH 2N o HCI 1N). El medio fue esterilizado a 121°C a 1 atm de presion por 15
minutos. Posteriormente, en camara de flujo laminar se agregé 6-bencilaminopurina a

100 ppm. Se dosificd 15 mL del medio de cultivo en tubos de ensayo de 100 mL.

El rango de concentraciones de 6-BAP utilizado para los tratamientos, asi como

las cantidades de los suplementos se detalla en la tabla 4.



Tabla 4. Cantidades de los suplementos para los medios de cultivo
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Tratamiento Vol. MS Agar Azucar PVP BAP
mL  444gL' 08% 30 gmL™t 0,5% ppm
Medio MS (testigo) 200 088g 16gmL™t 6gmLt 100gmL™? -
mL
Medio MS + 6-BAP 200 08g 16gmLt 6gmLt 100gmL™?t 01gmL?
(0,05) mL
(tratamiento 1)
Medio MS + 6-BAP 200 088y 16gmL™t 6gmL™t 100gmL™?t 05gmL™?
(0,25) mL
(tratamiento 2)
Medio MS + 6-BAP 200 08g 16gmL?t 6gmLt 100gmL™?* 1gmL?
(0,50) mL

(tratamiento 3)

Fuente: Autores

Los explantes asépticos se sembraron en los medios de cultivo, un explante por

cada tubo de ensayo, esto se llevd a cabo en condiciones asépticas en cdmara de flujo

laminar y siguiendo el mismo procedimiento para todos los tratamientos.

Posteriormente, los tubos de ensayo con los explantes se almacenaron en el

cuarto de crecimiento y se mantuvieron a 80 + 5% de humedad relativa, 25+ 2 °C de

temperatura con fotoperiodo de 12/12 hrs de luz/oscuridad.

La evaluacion de los cultivos durante la induccion a los brotes, se realiz

periédicamente cada semana. Posteriormente a los 13 dias se procedié al anélisis de

los datos.



42

Figura 3. Establecimiento de cultivo in vitro de C. spinosa.

Fuente: Autores

2.7.3 Establecimiento de las condiciones operacionales variando tiempo y
concentracién en una etapa temprana de la morfogénesis de Caesalpinia
spinosa obteniendo una mayor eficiencia en la produccién de brotes a nivel in
vitro

Se planted una estructura de dos vias con aleatorizacién para establecer las
condiciones Optimas para el nimero de brotes. La superficie de respuesta incluy6 los
parametros operacionales de tiempo y concentracion de biorregulador, con un registro
transversal secuencial, que se detallan en los siguientes apartados.
2.7.3.1 Tiempo y concentracion 6ptimos de adicion de 6-BAP para la produccion

de brotes

La experimentacion se realizé a partir de plantulas previamente desarrolladas
con las caracteristicas anteriormente mencionadas en el apartado 2.7.2.2, se
transfirieron a tubos de ensayo de 100 mL para un volumen final de 15 mL de medio

de cultivo. La preparacién de dichos medios se detalla en la tabla 4.

En la tabla 5 se encuentran los valores establecidos para: concentracion del
biorregulador 6-BAP, tiempo y nimero de brotes, estos datos fueron seleccionados a

partir de estudios realizados por Nufiez et al., (2017).


https://www.zotero.org/google-docs/?lAylCS
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Tabla 5. Combinaciones de las variables: concentracion del biorregulador 6-BAP,
tiempo y nimero de brotes

N° de corridas Concentracion Tiempo B’rotes
ppm dias namero

1 0,35 13 0,25
1 0,35 23 1
1 0,05 18 15
1 0,05 13 1
1 0,05 23 2,5
1 0,25 18 2
1 0,25 23 2,33
1 0,35 18 0,5
1 0,25 18 2
1 0,25 13 1,3

"‘“I’

'i’ ’“ﬁ_. :

Figura 4. Explantes de C. spinosa con concentracion de 0,25 ppm de 6-BAP en: 13
(A), 18 (B) y 23 (C) dias respectivamente
Fuente: Autores
2.7.4 Andlisis de los datos obtenidos para la determinacion del tratamiento mas
eficiente

Con el fin de examinar y evaluar la informacién recopilada se realizaron

analisis estadisticos de los datos obtenidos del objetivo 1y objetivo 2, respectivamente.
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2.7.4.1 Datos del objetivo especifico 1
- Disefio experimental

Los datos obtenidos de la parte experimental se sometieron a pruebas de
distribucion normal a partir de gréaficos cuantil - cuantil (Q-Q plot) y pruebas de

hipotesis.

Para la determinacion del efecto en la induccidn a brotes de Caesalpinia
spinosa variando la concentracién del biorregulador 6-BAP para la obtencion de
explantes a nivel in vitro se establecié una estructura de una via con esquema de
aleatorizacion fundamentado en un Disefio Completamente al Azar (DCA) y una

secuencialidad en registro transversal con 3 repeticiones.

- Andlisis estadistico

Los datos recolectados basados en la respuesta del biorregulador 6-BAP sobre
la formacion de brotes fueron analizados con el software libre Rstudio version 4.2.1
tomando en cuenta el efecto de la desviacion estandar sobre las medias tomando como
base un Disefio Completamente al Azar. Se realiz6 un analisis de varianza un factor
con un nivel de significancia de 0,05. Para evidenciar el cumplimiento de los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianzas se realizaron pruebas de Shapiro Wilk y
Levene respectivamente. Para analizar la diferencia de medias entre tratamientos se
realizd la prueba de comparaciones multiples de Tukey con un nivel de confiabilidad

del 95%.
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2.7.4.2 Datos del objetivo especifico 2
- Disefio experimental

Los datos obtenidos de la parte experimental se sometieron a pruebas de
distribucion normal a partir de gréficos cuantil - cuantil (Q-Q plot) y pruebas de

hipotesis.

Para el establecimiento de las condiciones operacionales se plante6 una
estructura de dos vias con un esquema de aleatorizacion una superficie de respuesta
con los parametros operacionales: dia de siembra, concentracion del biorregulador 6-

BAP; ademas, con una secuencialidad de registro transversal.

- Andlisis estadistico

Los datos obtenidos para la optimizacién fueron evaluados con el programa
estadistico Statgraphics Centurion Version XVI. Los resultados se analizaron
utilizando un ANOVA de dos vias de un modelo de superficie de respuesta basado en

un disefio compuesto central con un nivel de significacion de 0,05.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion del efecto en la induccion a brotes de Caesalpinia spinosa
variando la concentracion del biorregulador 6-Bencilaminopurina para la
obtencion de explantes a nivel in vitro

Los resultados del efecto de la concentracion del biorregulador 6-BAP para la

produccion de brotes se demostraron con las siguientes pruebas estadisticas.

3.1.1 Prueba de la normalidad

La normalidad de los datos experimentales del objetivo 1 se presenta en la

figura 5; la misma que evidencia el supuesto de normalidad:

Sielvalordep > 0,01,¢&; ~n (u,02)
Sielvalordep <0,01,&; #n(u0%)

Obteniéndose un valor de p de 0,1752, por lo que se rechaza la hipdtesis

alternativa y se acepta la hipétesis nula.

Grafico cuantil-cuantil (Q-Q plot)
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Figura 5. Gréafico cuantil-cuantil (Q-Q plot) de los datos originales del objetivo 1

Fuente: Software estadistico libre R version 4.2.1
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3.1.2 Efecto de 6-bencilaminopurina en la produccion de brotes

En la figura 6 se observo el promedio del contenido de nimero de brotes
generados por la accion de 6-BAP para el testigo, tratamiento 1 (0,05 ppm),
tratamiento 2 (0,25 ppm) y tratamiento 3 (0,50 ppm); fueron: 1,22; 1,32; 2y 0,8
numero de brotes respectivamente. En la tabla 6 se muestra que los tratamientos no
presentaron diferencia significativa (valor p > 0,05). En promedio el tratamiento 2

aumento 0,72 veces el nimero de brotes en comparacion con el control.

3.5
3.0
2.5
2.0

|
e

0.5
0.0

Promedio nimero de brotes

bt

Control 0,05 0,25 0,5

Concentraciones BAP (ppm)

Figura 6. Efecto de 6-BAP en la produccion de brotes. Los resultados son expresados
como promedio del nimero de brotes £ DS, n = 10. Tratamientos con una letra en

comun no difieren al 5 %, de acuerdo con la prueba de DSH de Tukey

Fuente: Software estadistico libre R version 4.2.1
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Tabla 6. Analisis de varianza ANOVA de los datos del objetivo 1

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F)
Tratamientos 3 2,226 0,7419 2,347 0,149
Residuals 8 2,529 0,3161

Fuente: Software estadistico libre R version 4.2.1

Si bien los tratamientos no presentaron diferencias significativas, se observo
que la concentracion de 0,25 mg L™ presentd el mayor nimero de brotes (promedio
de 2,00 nimero de brotes en 13 dias) que representa un promedio de 0,72 veces mas
numero de brotes en comparacion con el testigo, lo que concuerda con los estudios de
Nufez et al., (2017), el mismo que utiliz6 una concentracion 0,25 mg L™! de 6-BAP
con la que alcanzé un 90% de brotes establecidos in vitro con un promedio de 2,07

yemas brotadas al cabo de 30 dias.

En los estudios de Silva, (2018), se observaron resultados similares al utilizar
una concentracion de 0,1mglL~! de 6-BAP en combinacion con otros
biorreguladores: &cido naftalenoacético (NAA), acido indol-3-acético (IAA) y écido
3-indolbutirico (AIB) en concentraciones de 0,0; 0,1; 1,0; 3,0y 5,0 mg L™t. Alos 30
dias de crecimiento, obtuvo un promedio de 3,37 brotes por tallo.

3.2 Establecimiento de las condiciones operacionales variando tiempo y
concentracién en una etapa temprana de la morfogénesis de Caesalpinia spinosa

obteniendo una mayor eficiencia en la produccién de brotes a nivel in vitro

Los resultados de las condiciones operacionales para la produccién de brotes

se demostraron con las siguientes pruebas estadisticas.


https://www.zotero.org/google-docs/?0cgqHB
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=f6Z1KX
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3.2.1 Prueba de la normalidad

La normalidad de los datos experimentales del objetivo 2 se presenta en la

figura 7; la misma que evidencia el supuesto de normalidad:

Sielvalordep > 0,01,¢&; ~n (u,02)
Sielvalordep <0,01,¢&; #n(u0%)

Obteniéndose un valor de p de 0,7102, por lo que se rechaza la hipdtesis

alternativa y se acepta la hipétesis nula.

Grafico cuantil-cuantil (Q-Q plot)
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Figura 7. Gréafico cuantil-cuantil (Q-Q plot) de los datos originales del objetivo 2

Fuente: Software estadistico libre R version 4.2.1

3.2.2 Tiempo y concentracion 6ptimos de adicion de 6-BAP para la produccién
de brotes

En la figura 8 se mostré la significancia para los efectos principales e
interacciones, los parametros para el tiempo (p = 0,007) y la concentracion (p = 0,008)

fueron significativos. EI modelo se ajusto al 98,38%.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Brotes
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Figura 8. Diagrama de Pareto estandarizado para nimero de brotes

Fuente: Statgraphics Centurion Version XVI

En la figura 9 se observé los valores que deben tomar los efectos principales

para conseguir un mayor nimero de brotes.

Grafica de Efectos Principales para Namero de Brotes
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Figura 9. Gréfica de efectos principales para el nimero de brotes

Fuente: Statgraphics Centurion Versién XVI

La figura 9 mostrd los valores que deben tomar los efectos principales para

conseguir un mayor nimero de brotes. Dichos valores se establecieron entre intervalos
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de 0,05 a 0,30 ppm y de 13 a 23 dias respectivamente. Para la primera variable la zona
de exploracion fue alrededor de una concentracién de 0,15 ppm mientras que, para la

segunda variable la zona de exploracion fue alrededor de 23 dias.

La figura 10 establecié que el maximo numero de brotes fue estimado entre
2,70y 3,12 (nivel de confianza 95%), con una concentracién 0,25 ppm y un tiempo de

23 dias.

Superficie de Respuesta Estimada

Numero de Brotes

c

WNONNNS2000 4L
NOROOIN® RO,

Numero de Brotes

i : 19
0‘\\\—««—‘> 17
0.2 ST = J)/TS Tiempo (dias)
0.3 0.4 13

Concentracion (ppm)

Figura 10. Maxima produccion de numero de brotes esperados con 6-BAP con una

concentracion de 0,25 ppm en un tiempo de 23 dias

Fuente: Statgraphics Centurion Version XVI

Los modelos de superficie de respuesta plantados fueron basados en un disefio
central compuesto, que tiene la caracteristica de ser flexible y ajustarse a diferentes

circunstancias.

A lo largo del experimento, se not6 un aumento progresivo en el namero de
brotes, indicando la accion de 6-BAP en la induccion en C. spinosa. Segun Lazar
(2003), el 6-BAP fomenta el crecimiento, la division y la elongacién de las células. De

acuerdo con Paneque etal., (2011), el balance adecuado de los reguladores del
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crecimiento en el medio de cultivo in vitro puede ser clave para determinar las
caracteristicas de los brotes en el proceso embriogénico. Esto coincide con los
hallazgos de Bermudez et al., (2019), que afirman que un balance adecuado de los
reguladores del crecimiento puede generar una gran cantidad de brotes con diferentes

caracteristicas morfologicas.

La produccion de brotes que se obtuvieron en la presente investigacion en
funcion de la concentracion, fueron consistentes comparando con estudios
previamente realizados. En el cultivo de Petunia hybrida Vilm. Farooq et al., (2021)
con 0,50 mg L~ de 6-BAP se obtuvo un porcentaje de proliferacion de brotes en un
97,90%. En un cultivo Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth Goyal (2012), adicioné 4,4
uM de 6-BAP y 0,73 uM de PAA; y obtuvieron hasta 7 brotes por explante en un
periodo de 40 dias. Concentraciones bajas de 6-BAP incrementan la produccion de

brotes de C. spinosa.

Se debe tener presente que la concentracion de 6-BAP que se va a adicionar a
un medio de cultivo no siempre debe ser alta, segun Pefia et al., (2014) en cultivo de
Juglans neotropica con 6-BAP 0,07 mg L™ incrementaron la produccion de brotes en

un 75-87%.

La regulacién de la concentracién del biorregulador 6-BAP es un factor que
afecta directamente la induccion a brotes; las citoquininas se han identificado como
factor clave en la estimulacion de la divisién y crecimiento celular (Mok & Mok,
2001). La ausencia de esta fitohormona en un sistema celular resulta en un rendimiento
menor en comparacién con aquellos sistemas que contienen niveles regulados de
citoquininas (Basantes Mantilla, 2011). Por lo tanto, es importante tener en cuenta la

regulacion de 6-BAP en el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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CAPITULO 4
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

En el presente estudio se determind y optimizé el efecto del 6-BAP en la
produccidn de brotes de C. spinosa; mediante la técnica de micropropagacion se logro
aumentar el nimero de brotes siendo una alternativa efectiva para la conservacion de

especies endémicas.

Las diferentes concentraciones de 6-BAP (0,05; 0,25 y 0,50 ppm) no
presentaron diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos, por lo que
es necesario ampliar el periodo de tiempo para la evaluacion; no obstante, la
concentracion de 0,25 mg L™ favorecié el nimero de brotes con un promedio de 2 en

13 dias, lo que equivale a un aumento del 0,72 en comparacion con el grupo control.

En funcion de la optimizacion de los pardmetros concentracion y tiempo, se
logré reducir la zona de exploracion; para el primer parametro alrededor de 0,15

mg L™1 y el segundo parametro con una proyeccion de 23 dias.

De acuerdo con el analisis estadistico, se determind que los datos de los
objetivos especificos presentaron normalidad, ademas, se ha podido evaluar que los
tratamientos no presentaron diferencia significativa, sin embargo, al incrementar el
tiempo de evaluacion se podria inferir en este parametro, asi mismo, se concluyé que
en un tiempo de 23 dias a una concentracion de 0,15 ppm se obtendria un mayor
namero de brotes.

4.2 Recomendaciones
En caso de que los resultados no presenten diferencias significativas, se sugiere

emplear las concentraciones mas bajas para obtener los mismos resultados. Esto
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permitira ahorrar hormonas, haciendo que el proceso sea mas economico reduciendo

costos y manteniendo la eficacia del mismo.

Para lograr una obtencion eficiente de brotes, es fundamental considerar su
estado fisioldgico, se recomienda seleccionar explantes jovenes para evitar pérdidas

durante la fase de introduccion.

La duracién de la exposicion al biorregulador es clave en la obtencién de un
mayor nimero de brotes. Por esta razon, se recomienda tener en cuenta los dias de

exposicién para optimizar el proceso y lograr resultados éptimos.

Se recomienda tener en cuenta el factor tiempo al planificar investigaciones

futuras, ya que el establecimiento de cultivos in vitro puede requerir entre 40 y 60 dias.
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ANEXQOS

Anexo 1. Abreviaturas

6-BAP: 6 - Bencilaminopurina

AIB: 3-indolbutirico

atm: Atmosfera

DCA: Disefio completamente al Azar
IAA: Acido indol-3-acético

mg L~1: Miligramo / Litro

MS: Murashige & Skoog

msnm: Metros sobre el nivel del mar.
NAA: Acido naftalenoacético

PAA: Acido fenilacético

ppm: Partes por millon

PVP: Polivinilpirrolidona

TDZ: Tidiazurén

pM: Micromol

WPM: Lloyd & McCown
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Anexo 2. Material Vegetal

Figura 11. Plantula de Caesalpinia spinosa

Fuente: Autores

Figura 12. Plantula de Caesalpinia spinosa vista desde el estereoscopio

Fuente: Autores
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Anexo 3. Establecimiento de fase de induccion

Figura 13. Proceso de defoliacion, previo a la obtencidn de explantes

Fuente: Autores

Figura 14. Siembra de los explantes de C. spinosa en cultivo MS + 6-BAP

Fuente: Autores
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Anexo 4. Analisis estadisticos

El presente analisis estadistico corresponde al modelo ortogonalizado de dos

vias para 6-BAP.

Tabla 7. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) para el numero de brotes

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrado medio

Concentracié  1,76042 1 1,76042 83,05 0,0008

n

Tiempo 1,89724 1 1,89724 89,51 0,0007

Residuales 0,08478 1 0,02119

Fuente: Statgraphics Centurion Version XVI

Tabla 8. Resumen de la combinacion de los niveles de los factores

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion 0,05 0,35 0,14989
Tiempo 13,0 23,0 23,0

Fuente: Statgraphics Centurion Version XVI
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