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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar protocolos para el establecimiento
y multiplicacion in vitro de Cedrelinga catenaeformis y Buddleja incana, para el
efecto se realizaron cultivos in vitro partiendo de semillas y brotes de plantas madre.

En la etapa de desinfeccion y establecimiento de C. catenaeformis los resultados
indican que las semillas sometidas a concentraciones de NaOCI 2 % (20 min) y los
brotes sometidos a concentraciones de NaOCl 1 % (10 min) presentan menor
porcentaje de contaminacion. Para B. incana los resultados indican que las semillas
sometidas a concentraciones de NaOCIl 3 % (10 min) y los brotes sometidos a

concentraciones de NaOCI 1 % (10 min) no presentan contaminacion.

Para las dos especies los medios de cultivo MS y WPM evidencian un mayor indice

de supervivencia.

En la fase de multiplicacién de B. incana en el medio de cultivo MS sin adicién de
biorreguladores se observo una mayor longitud de brote (1,95 = 0,05 cm) y mayor
namero de nudos (1,94 + 0,04 nudos). Sin embargo, la variable namero de brotes con
la adicion de 0,5 ppm de BAP presenté mayor nimero de los mismos (2,47 + 0,04

brotes).

Basados en los resultados obtenidos, se sugiere que los protocolos de desinfeccion
tanto para C. catenaeformis como para B. incana son efectivos para el
establecimiento in vitro mientras que los medios de cultivo y biorreguladores

evaluados son efectivos para la fase de multiplicacion in vitro de B. incana.



ABSTRACT

The aim of this study is to develop in vitro establishment and multiplication
protocols of Cedrelinga catenaeformis and Buddleja incana, for this purpose in vitro
seeds and axillary buds of nursery plants were cultured. In disinfection and
establishment stage of C. catenaeformis, lower levels of contamination were found in
seeds subjected to concentrations of NaOCI 2 % (20 min) and axillary buds subjected
to concentrations NaOCIl 1 % (10 min). In the case of B. incana there were no
contamination for seeds subjected to concentrations of NaOCIl 3 % (10 min) and
axillary buds subjected to concentrations of NaOCI 1 % (10 min). Higher rates of

survival were found in MS and WPM culture medium for the two species.

In B. incana multiplication phase the culture medium (MS) without hormones
showed higher length of outbreak (1,95 £ 0.05 cm) and larger number of knots (1,94
+ 0.04 knots). However, with the addition of 0.5 ppm of BAP showed higher number
of shoots/ outbreak (2.47 £ 0.04 axillary buds).

Based on the results obtained, it may suggest that disinfection protocols for C.
catenaeformis and B. incana are effective to in vitro establishment while the culture
medium and hormones evaluated are effective for in vitro multiplication of B.

incana.



INTRODUCCION

Formulacion del problema

Sanchez (2012), menciona que el Ecuador es considerado un pais con vocacion
forestal y sin embargo este sector aporta poco a la economia de la nacion, existen
alrededor de 7 millones de hectareas de bosques con potencial de manejo forestal
menos del 10 % rednen condiciones econémicas para ser sometidas a un manejo

forestal sustentable.

Los recursos genéticos forestales (RGF’s), se estan perdiendo a una
velocidad alarmante debido un aprovechamiento indiscriminado y a la
falta de incentivos para su conservacion y uso sostenible. El
conocimiento de los RGF’s atin es precario e insuficiente, son escasos
los estudios y las instituciones que realizan actividades para su
proteccion, y la disponibilidad actual de informacién especifica sobre
la situacion, tendencias y recuperacion de los RGF’s es deficiente
(Ministerio del Ambiente-MAE, 2005, pag. 30).

Segun Grijalva (2010), el mal aprovechamiento del recurso forestal ha puesto en
peligro varias especies nativas de los bosques del pais entre las que se sefialan:
yagual (Polylepis incana), quishuar (Buddleja incana), pumamaqui (Oreopanax sp.),
caoba (Swietenia macrophylla), balsamo (Myroxilon balsamum), chuncho
(Cedrelinga catenaeformis), laurel (Cordia alliodora), copal (Trattinnickia

glaziovii), entre otras.

La propagacion a través de los métodos convencionales establecidos para quishuar y
chuncho presenta varios problemas. “En el caso de quishuar (Buddleja incana) la
multiplicacion en vivero requiere de 5 meses, lo cual se traduce en mayores gastos de

produccién y menos produccion de plantas por afio” (Géarate, 2010, pag. 50).

Garate (2010), menciona que por la falta de oferta de plantas de quishuar en viveros

establecidos, no se puede obtener una cantidad suficiente de material vegetativo



necesario para la forestacion, reforestacion en areas degradadas de los paramos y
cuencas hidrogréficas. Segun Vallejo (1988), a nivel de laboratorio, la propagacion
de esta especie también presenta algunos problemas, por ejemplo, el estudio
reportado sefiala que la longitud de brotes obtenidos fue de 8,6 mm, nimero de
nudos por planta 1,5 y no existen datos reportados de porcentaje de contaminacion.
Sin embargo Cérdenas (2011), manifiesta que la contaminacion es la principal
limitante en el desarrollo in vitro de esta especie forestal, pues la tasa de
supervivencia no supera el 54 %, debido principalmente a afecciones por hongos y

bacterias.

En chuncho (Cedrelinga catenaeformis) existe una rapida pérdida de
viabilidad de las semillas, ya que a medida que aumenta el periodo de
almacenamiento, de uno a tres meses, se incrementa el porcentaje de
semillas podridas y, atacadas por insectos. Otro punto de gran
importancia es la irregularidad de las fases fenoldgicas de floracion y
fructificacion hacen mas dificil la planificacion de programas de

recoleccion de semilla y por ende la reforestacion (Arostegui, 1992,
pag. 45).

“Otro aspecto a considerar es que la intensiva y extractiva explotacién ha reducido
las poblaciones y agotado gran parte de las fuentes semilleras” (Herrera, 2010, pag.
5). Cabe mencionar que para esta especie no se ha reportado ningun estudio hasta la

fecha respecto al cultivo in vitro.

Para la presente investigacion la técnica de cultivo in vitro, seleccionada fue la
micropropagacion por via organogénica, “la misma que conlleva a la produccion de
plantas a través de la formacion de brotes que deben ser enraizados en un proceso de

varias etapas” (Ortiz, 2007, pag. 3).

La propagacion vegetativa como la organogénesis asegura la
conservacion de un germoplasma valioso; asimismo, nos permite
obtener descendencias homogéneas desde el punto de vista genético
(clones), ya que permite captar y transferir al nuevo arbol todo el

potencial genético del arbol donador. Ademas, se evita los periodos
2



juveniles prolongados y se acorta la madurez reproductiva; también,
es posible eliminar la dependencia del uso de semillas (Abdelnour,
2002, pag. 148).

Finalmente, Gonzélez C (1998), menciona que la propagacion vegetativa es
importante en el mejoramiento genético, porque permite multiplicar genotipos

superiores y aumentar la ganancia genética en periodos muy cortos.

Justificacion

Segun Cardenas (2011), las especies forestales nativas poseen un importante valor
ambiental, cientifico, cultural, social y econémico; tanto para la conservacion de los
paramos, ecosistemas y cuencas hidrograficas como para el uso de bienes; sin
embargo, las malas practicas de aprovechamiento han puesto en riesgo a este recurso

de perderse en un horizonte temporal no muy lejano.

Los problemas anteriormente mencionados de Buddleja incana y Cedrelinga
catenaeformis conllevan a que exista una demanda insatisfecha de plantas para las
iniciativas de reforestacion en el pais; por lo tanto, es imprescindible generar

estrategias que permitan la propagacion y conservacion de estas especies.

El INIAP a través del Programa Nacional de Foresteria ejecuta el proyecto de
investigacion “Conservacion y uso sostenible de Recursos Genéticos Forestales en
areas criticas de bosques humedos y secos de los Andes y Amazonia” donde uno de
sus objetivos es emplear e innovar el uso de herramientas biotecnoldgicas que
permitan la micropropagacion masiva de especies forestales nativas prioritarias para
la Sierra y Amazonia del Ecuador. Con el fin de desarrollar protocolos mediante la

técnica de organogeénesis para la propagacion in vitro de las dos especies forestales.



Objetivos

Obijetivo general

Desarrollar protocolos para la propagacion in vitro de chuncho (Cedrelinga
catenaeformis) y quishuar (Buddleja incana), mediante la técnica de organogénesis.

Objetivos Especificos

o Identificar un protocolo para la desinfeccion y establecimiento in vitro de C.

catenaeformis y B. incana.

o Determinar un medio de cultivo eficiente para la multiplicacion y

enraizamiento in vitro de C. catenaeformis y B. incana.

Hipdtesis

o Hipdtesis Alternativa (Ha)

Cedrelinga catenaeformis y Buddleja incana responden a la micropropagacion bajo

la técnica convencional de organogénesis.

o Hipdtesis Nula (Ho)

Cedrelinga catenaeformis y Buddleja incana no responden a la micropropagacion

bajo la técnica convencional de organogénesis.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1 Cedrelinga catenaeformis

1.1.1  Descripcion botéanica

Campos (2009), menciona que Cedrelinga catenaeformis es un arbol de 0,5-2,0 m de
diametro y 20-40 m de altura total, con fuste cilindrico, la ramificacion desde el
segundo o tercer tercio, la base del fuste recta. Corteza externa agrietada a fisurada,
color marrén pardo a rojizo, con placas de ritidoma de unos 3-5 x 8-13 cm. Corteza

interna homogeénea, color crema a rosado blanquecino, sin secreciones.

Hojas compuestas bipinnadas, alternas y dispuestas en espiral, de unos
30-40 cm de longitud, el peciolo de unos 6-30 cm de longitud, las
hojas usualmente con 4 pinas, las zonas de articulacion de las pinas
con una glandula de unos 2-5 mm de diametro, las ldaminas foliares
ovadas, asimétricas, de unos 4-15 cm de longitud y 2-9 cm de ancho,
enteras, el apice acuminado, la base aguda e inequilatera, la nervacion
pinnada con 5-7 pares de nervios secundarios, 10s nervios terciarios
muy paralelos y transversales al nervio central, las hojas glabras
(Ministerio del Ambiente, 2011, pag. 52).

“Inflorescencias en paniculas de 12-30 cm de longitud conteniendo numerosas
cabezuelas agrupadas en manojos, las cabezuelas de 2,5-3,5 cm de longitud con

pedunculos de 1-2 cm de longitud” (Gonzalez G. , 2009, pag. 65).

Campos (2009), menciona que las flores son pequefias, hermafroditas, de unos 1-1,5
cm de longitud, actinomorfas, con caliz y corola presentes, el caliz pequefio, de 1-2
mm de longitud, la corola blanquecina, de 4-5 mm de longitud, tubular, con 5
dientes; androceo con muy numerosos estambres de 1-1,5 mm de longitud, el pistilo
unico con un estilo largo y estigma obsoleto. La floracion mayormente se establece a
fines de la estacion seca, entre Noviembre-Diciembre. Frutos legumbres muy largas
y aplanadas, de 30-40 cm de longitud y 2-3 cm de ancho, con 6-15 semillas, la
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legumbre estrechada entre las semillas y revirada helicoidalmente. La fructificacion
se da a inicios de la estacién de lluvias, entre Diciembre-Febrero.

Barrera (2013), menciona en el informe técnico del Programa Nacional de Foresteria
del INIAP que la produccion de semilla no siempre es anual, existen afios en que
algunos individuos, en ciertas localidades, no producen fruto, en otros afios no ha
sido posible encontrar semillas. Palomino y Barra (2003), indican que un kg de
semilla puede contener entre 1250 a 3000 semillas; pero la viabilidad de la semilla se
mantiene por unos pocos dias, debido a ello se le considera una especie recalcitrante

(parr.2).

1.1.2 Clasificacion taxonémica

Tabla 1.
Taxonomia de Chuncho (Cedrelinga catenaeformis).
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Género Cedrelinga
Especie Cedrelinga catenaeformis
Nombre Comun Seique, chuncho, tornillo

Nota: L. Campos, (2009).

1.1.3 Distribucion y habitat

Ardstegui (1992), sefiala que Cedrelinga catenaeformis se distribuye naturalmente en
Ecuador, Pert, Colombia y Brasil, en América del Sur. Su distribucién altitudinal
varia de 120 a 800 msnm, con precipitaciones de 2500 a 3800 mm y temperaturas de
23 a 38 °C. Los nombres comunes son: achapo, cedrorona, seique, chunco, tornillo,
huayra caspi, aguano, cedro mayna y parica. Barrera (2014), menciona que el mapa
de probabilidad de ocurrencia de Cedrelinga catenaeformis para Ecuador contempla
las provincias de Sucumbios, Orellana, Pastaza, Morona Santiago, Zamora Chinchipe
y parte de la provincia de Esmeraldas (Figura 1). Se encuentra en las formaciones de



bosque humedo tropical, bosque muy himedo sub-tropical, bosque himedo sub-

tropical y bosque seco tropical.

Distribucion geografica de chuncho (Cedrelinga catenaeformis).

Figura 1. Probabilidad de ocurrencia de Cedrelinga catenaeformis.
Fuente: Barrera, (2014).

1.1.4 Usos

“La madera es de excelente calidad, semidura y semipesada, textura gruesa y de
color blanquecino a rosado. Es muy trabajable y tiene amplio mercado para
construccion, carpinteria y ebanisteria. Se le comercializa muchas veces bajo el
nombre de Chuncho” (Trujillo, 2008, pag. 25).



1.1.5 Propagacion tradicional de Cedrelinga catenaeformis

Castillo W (1983), en su estudio con estacas lefiosas de C. catenaeformis utiliz6 la
hormona AIB (Acido indolbutirico) logrando un 20 % de enraizamiento bajo
condiciones de sombra de 70 % y humedad relativa entre 90 a 100 %. Otros estudios
realizados por Levi (1987), al usar estacas lefiosas de arboles de 15 a 20 afos de
edad, utilizando tres estimulantes de enraizamiento (AIB, AIA y ANA) con dosis de
0, 200, 400 y 800 ppm en cada uno, no logré enraizamiento alguno (0 %). Del mismo
modo, Schwyzer (1988), obtuvo 0 % de enraizamiento utilizando distintas

dimensiones de estacas de raiz y sin la aplicacion de hormonas.

Soudre (2010), en su estudio con estacas juveniles utiliz6 4000 ppm de AIB
obteniendo un 70 % de enraizamiento, con sustrato arena fina a los 40 dias. La
juvenilidad del material es un factor clave en el aumento considerable del

enraizamiento de estacas de Cedrelinga catenaeformis.

1.2 Buddleja incana

1.2.1 Descripcion botéanica

Reynel y Marcelo (2009), mencionan que Buddleja incana es un é&rbol de
aproximadamente 15 m de altura, raices pivotantes engrosadas y follaje tupido.
Corteza café, ramas jovenes del mismo color. Las hojas son de subcoriaceas a
coriaceas, verde oscuras encima y blanco amarillentas, oblonga. Inflorescencias de 8-
15 cm de largo, paniculadas con 2-3 érdenes de ramas, flores agrupadas en cabezas
de 1 cm de didmetro, cada una con 15-40 flores. “Corola amarillenta-anaranjada,
campanulada 4,5-6,0 mm de largo incluida los lobulos ovoides Los frutos son
pequefios, ovoides, de unos 5-6 mm de longitud, se abren en dos partes y contienen

gran cantidad de semillas diminutas” (Branbyge, 2004, pag. 15).



1.2.2 Clasificaciéon taxondmica

Tabla 2.
Taxonomia de Quishuar (Buddleja incana).
Reino Plantae
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Buddlejaceae
Género Buddleja
Especie Buddleja incana
Nombre Comun Quishuar

Nota: B. Llanga, (2014).

1.2.3 Distribucion y habitat

Costales (2005), sefiala que Buddleja incana se encuentra distribuida en la parte alta
de los Andes, dentro del area de Ecuador, Per( y Bolivia. Esta especie se desarrolla
entre los 2300 y 3400 msnm, requiere de una temperatura maxima de 18°C y una
temperatura minima de 2°C. “El mapa de probabilidad de ocurrencia de Buddleja

incana para Ecuador contempla las provincias de Chimborazo (Figura 2), Pichincha,

Tungurahua, Azuay, Loja e Imbabura” (Barrera, 2013, pag. 1).

Considerada como una especie caracteristica y constitutiva de la
formacion forestal de la Ceja Andina constituye la franja superior del
Bosque Andino Nublado que limita con el Paramo. Este se caracteriza
por un denso bosque, con arboles de entre 5 a 15 m de alto, con

arbustos densamente ramificados y arboles pequefios con hojas de

tamafio reducido (Arica, 2003, pag. 30).




Distribucion geogréafica de Quishuar (Buddleja incana).
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Figura 2. La distribucion geografica de Buddleja incana en la microcuenca del
Rio Chimborazo.
Fuente: Barrera, (2013).

1.2.4 Usos y propiedades

En la Sierra ecuatoriana, se utiliza la madera de esta especie para la elaboracién de
arados, timones, yugos, cabos de azadon, postes, estacas y artesanias. Se emplea en
la construccion de viviendas y corrales. “En las provincias de Cotopaxi, Chimborazo
y Cafiar consideran al quishuar como un arbol sagrado y venerado, usado en el
tallado de idolos incas durante las fiestas de Inti Raymi” (Torre, 2008, pag. 130).
Gomez (2006), sefiala que se utiliza la infusion de las hojas para fines medicinales
como antirreumatico, cicatrizante, antibacteriano y antimicético, asi para estimular la
proliferacion del endometrio y regenerador de la piel, en ratones se ha demostrado

que inhibe la ciclooxigenasa (COX;). En veterinaria es utilizada en algunas
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comunidades del Peru para tratar la enfermedad del suefio en ovinos, para la curacion

de la queratitis, Ulceras y heridas.

1.2.5 Propagacion tradicional de Buddleja incana

La propagacion por estacas se hace utilizando ramas lefiosas de 1 cm de diametro y
12 a 20 cm de longitud, cortadas a bisel por ambos extremos, provenientes de las
partes bajas de arboles maduros. Es mejor colectar el material en la estacion seca ya
que asi hay mayor enraizamiento. “La estaca debe tener por lo menos 3 yemas y se
entierra hasta la tercera parte en sustrato que tenga un 30 % de materia organica”
(Ansorena, 1994, pag. 30). Guairacaja (2013), en su estudio con estacas de B. incana

utilizé la hormona AIB (RootMost) logrando un 60 % de enraizamiento a los 60 dias.

1.3  Biotecnologia Forestal

La biotecnologia se define como toda aplicacion tecnoldgica que
utilice sistemas bioldgicos y organismos vivos. La tendencia mundial
actual se orienta hacia el establecimiento de plantaciones forestales
comerciales para obtener materia prima mas homogénea, barata y

reducir la presion sobre el bosque natural (Buitrago, 2008, pag. 7).

Buitrago (2008), menciona que en los paises desarrollados, la investigacion y las
aplicaciones de la biotecnologia en el sector forestal avanzan répidamente y en
especial, las técnicas de manipulacion genética. De hecho, el uso de la biotecnologia
forestal se concentra, en un 70 %, en paises desarrollados siendo los pioneros
Estados Unidos, Francia y Canada. Cabe sefialar que el estudio y el uso de esta
tecnologia ha sido utilizada en por lo menos 140 géneros, pero la gran mayoria (62
%) se centra Unicamente en seis: Pinus, Eucalyptus, Picea, Populus, Quercus y

Acacia.

Segun Martinez (2001), la biotecnologia ofrece nuevas herramientas que se suman a
las clésicas de la silvicultura, para cumplir dos objetivos basicos de la gestion

forestal actual: mantenimiento de la diversidad de los bosques naturales para la
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conservacion y la utilizacion de los recursos genéticos, y mejoramiento genético en

las plantaciones forestales.

1.4 Micropropagacion de Tejidos Vegetales

Segln Atares (2007), el cultivo de tejidos vegetales es el conjunto de
técnicas que permiten el cultivo de las células y tejidos vegetales en
condiciones axenicas para el aprovechamiento de su totipotencia (la
capacidad de una célula vegetal de formar una planta completa, bajo
ciertas condiciones, dadas en el cultivo in vitro), asi como de su

aptitud para la variacion y capacidad de modificacion genética.

Dentro de las técnicas utilizadas para la propagacién de tejidos vegetales se

mencionan la organogénesis, embriogénesis y fusion de protoplastos.

1.4.1 Organogénesis

La organogeénesis consiste en la formacion de un primordio unipolar a
partir de una yema, y el desarrollo de ese primordio en brotes
vegetativos que luego enraizan. Los brotes pueden formarse
directamente del explanto (organogénesis directa) o indirectamente a
partir de callos (Varisai, 2003, pag. 160).

“Esta tecnologia permite la produccién de poblaciones de plantulas idénticas a la

planta original de la que se derivan” (Sarowar, 2003, pag. 25).

La organogénesis se desarrolla por inoculacion de tejido
meristematico estéril (yemas axilares o adventicias) en un medio
suplementado con niveles 6ptimos de sales, de compuestos organicos
y de reguladores de crecimiento. La calidad y cantidad de los
componentes del medio dependera de la especie y del explanto que se
quiera cultivar in vitro, dado que la induccion de un tipo especifico de

6rgano involucra sefiales atn poco conocidas (Radeva, 2005, pag. 55).
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“Los cultivos de yemas axilares presentan menores indices de variacion genética que
el cultivo de yemas adventicias que se originan de novo a partir de tejidos somaticos
con desarrollo directo o indirecto a través de la formacién de callos” (Stripp, 2001,
pag. 87). Las etapas que se desarrollan en la organogénesis son etapa 0, etapa 1,
etapa 2 y etapa 3; mismas que se describen a continuacion:

a) Etapa O: Preparacion de medios de cultivo, componentes y material vegetal

° Medio de Cultivo

Mendieta (2002), indica que el medio de cultivo esta compuesto basicamente por:
agua, sales minerales, azlcar, vitaminas y en algunos casos reguladores de
crecimiento. Ademas, se utilizan elementos que den consistencia al medio que suelen

ser agar o gelatina simple (ver Tabla 3).

Zelenco (2009), sefiala que existe una larga lista de componentes que se han
adicionado ocasionalmente a los medios de cultivo, como fuentes de nitrégeno
reducido, factores de crecimiento, carbohidratos, y otros. Entre ellos esta agua de
coco (5 a 15 %, v/v), el jugo de frutos de tomate, el extracto de levadura, entre otros
que han mostrado ser de utilidad en el cultivo de diferentes explantes, posiblemente
para absorber metabolitos toxicos. EI pH suele estar entre 5,0 y 6,5 ya que pH mas

bajo 0 mas alto frena el crecimiento y desarrollo in vitro.

o Componentes del medio de cultivo

Fuentes de carbono

Segun Roca (1991) , muy pocos cultivos in vitro son autétrofos, y por lo tanto es
necesario agregar al medio una fuente de carbono, la sacarosa en concentraciones de
2 a 5 % actua como una fuente de energia; el azucar es el que mas se utiliza, y en
algunos medios se la reemplaza por glucosa. En casos particulares se cita el empleo

de maltosa o galactosa.
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Nutrimentos minerales

“Cualitativamente los medios de cultivo aportan los mismos elementos (macro y
micro nutrimentos), que se consideran esenciales para el crecimiento de plantas
enteras” (Roca, 1991, pag. 70). Mroginski (2004), sefiala que el nitrégeno es
suministrado en forma de amonio y/o nitrato. También se pueden utilizar urea,
glutamina y caseina hidrolizada. Es fundamental que el hierro sea incorporado
conjuntamente con un agente quelante (Na,EDTA), lo que lo hace disponible en un
amplio rango de pH.

Macroelementos

Segun Arditti (1993), el prefijo macro aplica a elementos (o nutrientes), refiriéndose
al hecho que éstas sustancias se necesitan relativamente en grandes cantidades. Ellos
incluyen calcio (Ca), magnesio (Mg), nitrogeno (N), suplementado como nitrato de
amonio o raramente urea, fosforo mayormente como (PO,), potasio (K) y azufre
usualmente como (SO,).

Microelementos

Arditti (1993), sefiala que en el medio puede variar ampliamente el uso y contenido
de microelementos o nutrientes (los términos no estan basados en su importancia,
pero si en las pequefias cantidades que se necesitan). Los microelementos son: hierro
(Fe), manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn), molibdeno (Mb), cobalto (Co), boro
(B), sodio (Na) y cloro (CI).

Vitaminas

Navarro (2000), indica entre las vitaminas la niacina (&cido nicotinico), la piridoxina
(vitamina Bg) y tiamina (vitamina B;) son comunmente usadas como parte del medio
de cultivo. La biotina, el acido folico y el acido pantoténico (como pantotenato de

calcio) son también usados en algunos medios. Las vitaminas no son resistentes al
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calor siendo estas esterilizadas por filtracion, sedimentacién, radiaciones ionizantes,

rayos X, entre otros.

Agente gelificante

En los medios semi sélidos cominmente se adiciona agar (0,6 a 1,0 %) u otros
gelificantes como phytagel, gelrite, etc. “Se debe considerar especialmente la pureza
de los gelificantes, ya que es frecuente la presencia de impurezas de naturaleza
variada. Asimismo, la marca comercial y concentraciones del agar pueden alterar las

respuestas in vitro de los cultivos” (Pérez, 2006, pag. 85).

Reguladores de crecimiento

Los reguladores de crecimiento se definen como estructuras
moleculares que modifican cualitativamente el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Generalmente es necesario agregar una o
mas sustancias reguladoras; frecuentemente auxinas y/o citoquininas,
pero a veces también giberilinas o acido abcisico, para mejorar el
desarrollo del cultivo in vitro de tejidos y organos. Por otro lado, los
requerimientos de estas sustancias varian considerablemente con los
tipos de tejidos y los niveles enddgenos de estos reguladores, asi como
con la finalidad del cultivo in vitro (Castillo J. , 2004, pag. 35).

Auxinas

Segun Chavez (2012), las auxinas fueron las primeras fitohormonas identificadas y
es precisamente el acido indol acético (AlA), la principal auxina enddgena en la
mayoria de las plantas. La mayoria de las moléculas que integran este grupo son
derivados inddlicos, aunque también se encuentran algunos compuestos
fenoxiacéticos, benzoicos o picolinicos con actividad auxinica.

Davis (2004), menciona que las auxinas se encuentran en la planta en mayores
cantidades en las partes donde se presentan procesos activos de division celular, lo

cual se relaciona con sus funciones fisioldgicas asociadas con la elongacion de tallos
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y coledptilos, formacion de raices adventicias, induccion de floracién, diferenciacién

vascular, algunos tropismos y promocién de la dominancia apical.

En cuanto a los mecanismos de transporte, se conoce un mecanismo
polar (mas lento) en tallos y raices, exclusivo de auxinas, que depende
de proteinas transportadoras especificas para esta hormona (la familia
de transportadores PIN-FORMED), y no polar en el floema (més
rapido) donde se encontraria asociado con procesos de division del
cambium y ramificacion de raices. Las auxinas generalmente son
transportadas en el sentido del eje longitudinal de la planta, alejandose
del punto apical hacia la base (basipeto) en el tallo y, en el sentido

contrario (acropeto) desde la raiz (Amador, 2013, pag. 115).

“Es una caracteristica de las auxinas el que a concentraciones bajas estimula el
metabolismo y desarrollo, y a concentraciones altas lo depriman” (Rojas, 2000, pag.
52). Davies (2002), investigd los efectos de la interaccion entre diferentes
concentraciones de AIB y la duracion de la inmersion sobre el crecimiento de
plantulas de Quercus robur y Fagus sylvatica. Segun el autor, el AIB en dosis de 250
mg.L™, aplicado durante cien minutos incrementd el peso seco de raices y brotes de
Fagus sylvatica, mientras que en plantulas de Quercus robur sometidas a algunas
concentraciones de esta hormona, no alteraron las tasas de iniciacion y elongacion de

raices.

Citoquininas

Chavez (2012), considera las citoquininas como derivadas de adeninas o purinas, y
dentro de este grupo se incluyen la kinetina, zeatina y benzilaminopurina. Debido a
su variacion estructural se ha llegado a clasificar en citoquininas isoprenoides y

aromaticas.

Aguilar (2010), considerada a este grupo de fitohormonas como el responsable de los
procesos de division celular, entre los que se encuentran la formacién y crecimiento

de brotes axilares, la germinacion de semillas, la maduracion de cloroplastos, la
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diferenciacion celular y también el control de varios procesos vegetales como el

retardo de la senescencia y la transduccion de sefiales.

Se cree que las citoquininas son sintetizadas en tejidos jovenes o
meristematicos como &pices radiculares, yemas del tallo, nédulos de
raices de leguminosas, semillas en germinacién, especialmente en
endospermas liquidos y frutos jovenes; desde donde se transportan via
xilema hacia la hoja donde se acumula, para luego ser exportada via

floema hacia otros 6rganos como los frutos (Amador, 2013, pég. 118).

Segun Aguilar (2010), la biosintesis y homeostasis de citoguininas, estan finamente
controladas por factores internos y externos como el nivel de otras fitohormonas y las
fuentes de nitrdgeno inorgénico, ademas su mecanismo de translocacion esta
relacionado con el mismo sistema de transporte de purinas y nucledsidos tanto a
nivel de toda la planta, como a nivel celular. En un estudio realizado por Orozco
(2006), se observo que en el proceso de multiplicacion de C. montana (Meliaceae)
comunmente los explantos poseian un promedio de cuatro a siete hojas y con la
adicion al medio de cultivo de BA y kinetina, vid que cuanto mayor era la
concentracion de citoquininas mayor era la produccion de brotes pero la longitud del
brote era menor. Ademas, observé que al adicionar 2,0 mg.L™ de citoquininas la
respuesta de formacion de los brotes fue negativa, dando lugar a la formacion de
callo.

Giberelinas

Segln Pérez M (1994), las giberelinas son el grupo mas numeroso de reguladores de
crecimiento que se conoce en la actualidad. Estas son sustancias quimicamente
relacionadas con el &cido giberélico (GAs). Los efectos méas relevantes de las
giberelinas son: retraso en la maduracion de los frutos, induccién del alargamiento de
entrenudos en tallos, induccidon de la partenocarpia en algunas especies frutales,
germinacion de semillas, aumento en el porcentaje de flores masculinas y juvenilidad
Aguilar (2010), sefiala que la biosintesis de giberelinas inicia en los plastidios y el
precursor de todo el proceso es el geranilgeranil difosfato (GGDP); existen tres

diferentes clases de enzimas necesarias para la sintesis de giberelinas bioactivas en
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plantas, las terpenos sintasas (TPSs) presentes en los plastidios, las citocromo P450
monooxigenasas (P4500s) ubicadas en el reticulo endoplasmaético y las dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato (20DDs) que se encuentran en el citosol. Su
transporte se realiza por los tejidos conductores de la planta, pero aun no se sabe
cdémo se realiza su movimiento en las plantas. En cuanto a estudios del uso de esta
fitohormona en especies vegetales Vidales (2000), reporta los experimentos
realizados en A. thaliana (Brassicaceae), en donde se probd la hipdtesis de que las
giberelinas regulan el crecimiento del hipocotilo, al alterar la extension de la
elongacion de la célula del hipocétilo; en estos estudios usaron mutantes de dicha
especie, las mismas que eran deficientes en giberelina y de respuesta alterada a esta
hormona, demostraron que la giberelina usada regulé la elongacién en hipocotilos
que crecieron tanto en luz como en oscuridad, influyendo en el promedio y la

extension final de la elongacion celular.

Tabla 3.
Composicion y preparacion de medios de cultivo.
| Murashige y Woody Plant
Componentes Skoog (MS) Medium (WPM)
Macroelementos Cantidad (mg.L™)
KNO4 Nitrato de potasio 1900.000 -
NH;NO; Nitrato de amonio 1650.000 400.00
CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000 96.00
MgS0,.7H,0 Sulfato de magnesio 370.000 370.00
heptahidratado
KH,PO, Fosfato de potasio 170.000 170.000
Microelementos
H;BO,4 Acido bérico 25000 6200
MnSQ,.4H,0 Sulfato de manganeso 8600 22300
tetrahidratado
Kl loduro de potasio 0,830 -
Na,M00,.2H,0 Molibdato de sodio bihidratado 0,250 0,025
ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado - 8600
CuS0,.5H,0 Sulfato cUprico pentahidratado 0,025 0,025
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto 0,025
hexahidratado
FeS0O,.7H,0 Sulfato ferroso heptahidratado 27800 27800
Na,.EDTA Sal de sodio del acido etilendia- 37300 37300
mino tetraacético
Organicos
Inositol 100.000 100.00
Tiamina 0,400 1000
Acido Nicotinico 0,500 0,500
Piridoxina 0,500 0,500
Sacarosa 30000.000 20000.000
Phytagel 1800.000 -
Agar - 6000.00
pH 5800 5800

Nota: A. Abdelnour, (2002).
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o Material vegetal

Segin Cano (2013), la correcta eleccion y preparacion del explanto incide
directamente sobre la calidad del mismo vy, su respuesta frente a los dos principales
problemas que afectan al establecimiento del cultivo, que son la contaminacion con

microorganismos Yy la oxidacion del explanto.

Martinez (2007), menciona que la constitucion genética de la planta, la edad del
Organo o tejido, el estado fisiologico y sanitario, la posicion del explante dentro de la
planta, el tamafo de la planta, el ambiente y las condiciones en el que se ha
desarrollado la planta madre, asi como, el tipo de corte que se realice en el explante y
la forma en la que se coloque el explante en el medio influyen en la respuesta

favorable del cultivo in vitro.

b) Etapa 1: Establecimiento del cultivo

Cano (2013), indica que el objetivo principal de esta etapa es iniciar el cultivo in
vitro de los explantos. En esta etapa los principales procesos a controlar son la
seleccion, el aislamiento y la esterilizacion. Los materiales que demuestran tener
mayor capacidad regenerativa son los obtenidos de tejidos meristematicos jovenes,

ya sean yemas axilares o adventicias, embriones o semillas.

Martinez (2007), sefiala que la obtencién de cultivos axénicos puede lograrse
trabajando tanto sobre aspectos preventivos como curativos por lo que es
imprescindible la desinfeccién superficial en donde se incluye varios pasos: el lavado
de los explantos con agua corriente, el empleo de etanol al 70 %, seguido de
concentraciones variables de hipoclorito de sodio (0,1 a 3 % de cloro activo) con
unas gotas de tensoactivos para favorecer su penetracién y actividad. Posteriormente,
los explantos deben ser enjuagados al menos tres veces con agua destilada estéril. Sin
embargo, la contaminacion endogena, ya sea de origen fungico o bacteriano, no
resulta facil de erradicar. Con frecuencia, este tipo de contaminaciones pueden ser
reducidas hasta un nivel tolerable y compatible con el cultivo mediante el uso de

fungicidas y antibioticos en el medio de cultivo.
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Céardenas (2011), en la etapa de establecimiento in vitro de B. incana
(Scrophulariaceae) realizé una desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2 % durante
15 minutos logrando un mayor indice de supervivencia; sin embargo, existio
contaminacion fungica (10 - 26,7 %) y bacteriana (3,3 - 6,7 %) debido a que el
material vegetal provino directamente de plantas de vivero de la EMMOP. Los
valores de las medias para la variable longitud de brote fue de 13,36 mm con 0 mg.L-
' BAP.

Cano (2013), en la etapa de establecimiento in vitro de A. nitidiflorus (Fabaceae),
utiliz6 en la desinfeccion hipoclorito de sodio al 2 % , durante la etapa de
establecimiento las plantas fueron cultivadas en medio con sales de MS en donde
observo un mayor crecimiento en altura. En otro estudio con la especie Lens
culinaris (Fabaceae) determiné que el medio MS fue mejor que el medio B5 para el

desarrollo de plantas.

C) Etapa 2: Multiplicacién

Segun Végvari (2001), el objetivo principal de esta etapa es incrementar el nimero
de unidades individualizables con las que se pueda repetir el proceso de regeneracién
por explanto. Cuando la finalidad principal es la conservacion in vitro es casi
obligado recurrir a la proliferacion a partir de meristemos 0 yemas ya existentes, ya
que con este tipo de explantos es altamente probable que se mantenga la fidelidad

genética de la especie en cuestion a lo largo de todo el proceso de micropropagacion.

En lo que se refiere a la etapa de multiplicacion en especies forestales Alonso (2002),
encontré que el cultivo con 0,1 mg.L™" de BA ofrece la mejor opcién para la
multiplicacién de A.nitidiflorus (Fabaceae), tanto por el nimero de brotes formados
como por la altura de los mismos.Asimismo, el uso de Tidiazuron (TDZ) a dosis de
0,01 mg.L™* en T. boveana (Tamaricaceae) constituyeron la combinacién adecuada
para la multiplicacion. En otro estudio Carranza (2013), encontrd que el medio de
cultivo MS/2 con 2 mg.L™? de bencilaminopurina (BAP) y 1 mg.L™ de &cido
indolbutirico (AIB) para la multiplicacion in vitro de Swietenia macrophylla, es

efectivo ya que se obtuvo un 70 % de brotes.
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d) Etapa 3: Enraizamiento y aclimatizacion

Vargas (2003), menciona que en esta etapa se produce la formacion de raices
adventicias. El enraizamiento puede realizarse tanto en condiciones in vitro como ex
vitro. En el primer caso pueden emplearse varios tipos de sustratos y reguladores de
crecimiento (principalmente auxinas) para promover la rizogénesis. Los sustratos
incluyen: medio solidificado con agar, perlita y/o vermiculita humedecidas con
medio nutritivo o agua. El enraizamiento ex vitro permite que el enraizamiento y
aclimatizacion se logren simultdneamente y que raramente se forme callo en la base
de las estacas, asegurando asi una conexion vascular continua entre el vastago y la
raiz. Sin embargo, el estrés asociado a la transpiracion acelerada de las plantas
durante las etapas iniciales del trasplante puede reducir considerablemente la tasa de

supervivencia.

Azofeifa (2009), en estudios con A. maximus (Fabaceae) indico que el enraizamiento
se obtuvo con el medio de cultivo MS a la mitad de su concentracion, el carbon
activado ha sido utilizado en numerosas ocasiones para optimizar el enraizamiento.
Benson (2000), en P. suffruticosa (Paeoniaceae) la adicion de carbon activado al
medio de enraizamiento no solo supuso una mejora en el crecimiento radicular y en
el numero de raices por explanto, sino que también redujo la aparicion de auxinas

fotosensibles en la base del explanto.

1.4.2 Embriogénesis somatica

Los embriones que no resultan de la fusion de gametos se definen
como embriones somaticos, asexuales o adventicios. Son estructuras
bipolares con un eje radical-apical, no poseen conexion vascular con
el tejido materno y son capaces de crecer y formar plantas normales.
La embriogénesis somatica se puede obtener directamente a partir de

celulas aisladas o utilizando callos (Castillo A. , 2008, pag. 10).

“Si bien implicitamente todas las células vegetales tienen la informacion genética
para formar una planta completa y funcional, se usan comunmente cotiledones e

hipocotilos para producir embriones somaticos” (Gentry, 1993, pag. 142).
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Gonzélez (2003), sefiala que generalmente se utilizan medios con altas
concentraciones de sales, de sacarosa 0 de manitol y se necesita la presencia de una
auxina para la iniciacion del callo embriogenico, habitualmente 2,4-D. Como la
maduracion y la germinacién de los embriones no ocurren en presencia de esta
auxina, se debe remover o usarla en bajas concentraciones para permitir el desarrollo.
Ademas, tanto la induccién de la embriogénesis somatica como el desarrollo de la

maduracion comienzan después que el embridén completa el proceso.

El crecimiento por mitosis se detiene y la celula comienza a
expandirse y a acumular sustancias de reserva. En esta etapa no es
necesaria la adicion de reguladores de crecimiento en el medio de
cultivo, aunque en algunas especies se recomienda el uso de

citoquininas y en otras la adicion de ABA (Lagoutte, 2009, pag. 152).

1.4.3 Fusion de protoplastos

Luna (2003), menciona que la técnica de fusién de protoplastos surge como
especialidad o aplicacion a partir de las técnicas de aislamiento y cultivo de
protoplastos, que permiten la obtencion de células desprovistas de pared celular
gracias a la accion de enzimas liticos (celulasas, pectinasas) obtenidos de
microorganismos (Aspergillus sp.; Trichoderma viride; Rhizopus sp.), y su posterior
crecimiento (division celular, formacién de microcallos y regeneracion de plantulas

por via organogénica o embriogénica).

1.5  Problemas en la micropropagacion de tejidos vegetales

Los factores que influyen sobre la calidad del explanto son:

a) Martinez (2007), sefiala que los factores fisicos en los que desarrolla la planta
son principalmente: la luz (intensidad y fotoperiodo), la temperatura, el pH, la
humedad relativa y la concentracion de O, y CO,. Las condiciones de luz y
temperatura que se eligen para el cultivo in vitro generalmente son las que

constituyen un 6ptimo crecimiento y desarrollo del material experimental in vivo. La
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humedad relativa en el interior de los recipientes de cultivo es alta, un valor elevado
de humedad relativa aumenta las posibilidades de infecciones. La disponibilidad de
agua se puede controlar mediante la modificacion de la concentracion del agar y

puede influir en la hiperhidricidad de los explantes.

b) Segin Olmos (2005), las condiciones quimicas estan establecidas por los
componentes nutritivos del medio de cultivo, agua, azlcar, macro y microelementos,
reguladores de crecimiento, vitaminas y agar. Uno de los temas méas importantes en
la investigacion en cultivo in vitro consiste en la optimizacién del medio de nutricion
para una determinada planta y determinar cudndo y como se debe aplicar el medio a

los explantes y plantulas in vitro.

c) Segin Herndndez (2010), la contaminacion puede causar pérdidas
econdmicas muy importantes en la micropropagacién. La mayor parte de los
contaminantes, en el cultivo de tejidos, proceden de la planta donadora. Al establecer
los cultivos y dependiendo del explante que se utilice, se pueden transmitir
microorganismos de la superficie del explante o de su interior. Los principales
microorganismos asociados a las superficies de las plantas son hongos, levaduras,
bacterias y molicutes (fitoplasmas, espiroplasmas y organismos relacionados).
Muchos de estos microorganismos se pueden eliminar mediante esterilizaciones
superficiales. Los microorganismos enddgenos, tanto intercelulares como
intracelulares, no se pueden eliminar mediante esterilizaciones y pueden
desarrollarse en el medio de cultivo de las plantas aunque el crecimiento de algunos
puede ser inhibido mediante altas concentraciones de sal o azlcar y el pH. Las
plantas contaminadas pueden tratarse mediante termoterapia y/o cultivo de
meristemos o también aplicando productos antifungicos, antibidticos y antiviricos a

las plantas durante el estadio 0.

d) Borrero (2007), menciona que la oxidacion fendlica se estimula cuando las
plantas se exponen a situaciones de estrés como pueden ser los dafios mecanicos que
se producen al aislar los explantes de la planta madre. El ennegrecimiento de los
tejidos se produce por la accion de enzimas oxidasas que son exudadas, sintetizadas

0 estan presentes en los tejidos heridos o senescentes. Los exudados suelen ser
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mezclas de complejos de sustancias fendlicas. A pesar de tener un aspecto semejante,
los exudados fendlicos producidos por plantas de géneros diferentes no tienen la

misma composicion.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion del estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en el invernadero y en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos del Departamento Nacional de Biotecnologia (DNB) de la
Estacion Experimental Santa Catalina, del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), ubicado en la Provincia de Pichincha,

Canton Mejia, Parroguia Cutuglahua (Tabla 4).

Tabla 4.
Condiciones del sitio experimental
Provincia Pichincha
Cantén Mejia
Parroquia Cutuglagua
Latitud 00°22°12” S
Longitud 78°32°20" W
Altitud 3058 msnm
Temperatura promedio Anual 12,04°C
Precipitacion promedio Anual 1400 mm
Humedad relativa 79%
Precipitacion promedio Anual <2000 mm

Nota: Instituto Nacional de Metereologia e Hidrologia-INAMHI, (2014).

2.2  Condiciones experimentales de laboratorio

Para las fases de cultivo in vitro, el material introducido de C. catenaeformis se
colocO en estanterias metalicas en un cuarto de crecimiento en condiciones
controladas, a una temperatura de 25-28+1°C, 40-60 % de humedad y un fotoperiodo
de 16/8 horas luz/oscuridad con una intensidad luminica de aproximadamente 2000
luxes. Para B. incana la temperatura del cuarto de crecimiento de 18°C y 21 % de

humedad.
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2.3 Material vegetal

Para esta investigacion se utilizaron dos especies Cedrelinga catenaeformis y
Buddleja incana. Las semillas y plantas de C. catenaeformis tuvieron como
procedencia el vivero de la comunidad Kichwa Campococha provincia de Napo,
mientras que las semillas y plantas de B. incana provinieron del vivero comunitario

forestal de la parroquia San Juan provincia de Chimborazo (Figura 3).

Se adaptaron 30 plantas de C. catenaeformis en el invernadero del Departamento
Nacional de Recursos Fitogenéticos (DENAREF) y 20 plantas de B. incana en el
invernadero del Departamento Nacional de Biotecnologia de Santa Catalina para sus
respectivos cuidados (Figura 3). Las plantas fueron colocadas en fundas de siembra
con una mezcla de tierra, turba y pomina previamente esterilizados con una solucién

de Benlate 1g.L™ de agua.

Las plantas mantenidas en el invernadero fueron fertilizadas cada 15 dias con
Stimufol 1g.L™. El control fitosanitario se realiz6 cada 8 dfas, con una aplicacién de
Carbendazim 1 ml.L™* y Skul Fe 1 ml.L™ para prevenir la contaminacion y el riego se

realizd dos veces por semana con 200 ml de agua potable por planta.

Plantas y semillas de C. catenaeformis y B. incana.

Figura 3. A) Plantas de C. catenaeformis mantenidas en invernadero del DENAREF. B)
Plantas de B. incana en invernadero del Programa Nacional de Biotecnologia del INIAP. C)
Semillas de C. catenaeformis. D) Semillas de B. incana.

Elaborado por: Jiménez, 2014.
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2.4 Materiales
2.4.1 Materiales de laboratorio

e Marcadores
e Atomizadores

e Cinta de autoclavar

e Cinta masking

e Cinta parafilm

e DigiTimer

e Mascarilla

e Cajas Petri 100 mm

e Vasos de precipitacion
e Espatulas

e Materiales de diseccion (mango, hojas de bisturi y pinzas Nro.11)
e Mechero de alcohol

e Papel absorbente

e Papel aluminio

e Erlenmeyers 1000 ml
e Fosforos

e Frascos de vidrio con tapa rosca
e Guantes de nitrilo

e Jeringuillas 5y 10 ml
e Mandil

e Papel bond estéril

e Piceta 200 ml

e Probeta

e Tijeras

e Servilletas estériles

e Pinzas

e Tubos
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2.4.2

Equipos

Autoclaves

Balanza de precision
Cémaras de flujo laminar
Dispensador de medios
Microondas

pH-metro

Reactivos

6-Bencilaminopurina (BAP)
Acido giberélico (AG3)
Alcohol potable
Benomil

Hipoclorito de sodio
Acido ascorbico

Jabén liquido

Povidyn

Agar

Sacarosa

Carbon activado
Tween 20

Phyton

Carbendazim

Equipos y material de oficina

Céamara de fotos
Computador

Impresora

Marcadores y lapiceros
Resmas de papel bond

Material de campo

Fundas de siembra medianas

Tijeras de podar

Fundas pléasticas transparentes Ziploc
Papel absorbente

Guantes

Fungicidas y bactericidas
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2.5  Disefio experimental

El disefio experimental se aplico en las dos etapas del experimento:
e Etapa I: Introduccion y establecimiento in vitro de Cedrelinga catenaeformis
y Buddleja incana.
e FEtapa Il: Multiplicacion in vitro de Cedrelinga catenaeformis y Buddleja

incana.

2.5.1 ETAPA I: Introduccidn y establecimiento in vitro de C. catenaeformis y B.

incana.

2.5.1.1 Factores en estudio para semillas de C. catenaeformis

a) Protocolos de desinfeccion (P)

pl= Lavado + Oxitetraciclina 3g. 0,15L™ + Benomil 1g.L™* 30" + Acido
ascorbico 100 ppm + Acido citrico 100 ppm + NaOCl 2 % 20" + agua
destilada Modificado de Rodriguez V (2000).

p2= Lavado + Etanol 70 % 10~ + NaOCl 1 % 20" + agua destilada
Modificado de Cantos, Lifian, Pérez, & Troncoso (1998).

p3= Lavado + Povidin 1 % 20" + Fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L™ agua
destilada + Carbendazim 2 ml. 0,15L™" agua destilada) 20" + Oxitetraciclina
3g. 0,15L™" + NaOCI 0,1 % 120" + NaOCl 1 % 10" + Tween 20 + agua
destilada Modificado de Laboratorio Cultivo de Tejidos- LCT-INIAP, (2014).
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b)

Medios de cultivo para la introduccion (M)

ml= MS 4,4g.L™, agar 5,5 g.L™", azticar 30 g.L™, carbon activado 0,5 g.L™

Sanz (2007).

m2= WPM 2,3 g.L ™, agar 5,5 g.L™, azticar 30 g.L ™, carbén activado 0,5 g.L™

Mohan (2010).

3.5.1.1 Tratamientos

El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 6 y resultaron de la interaccion de

los dos factores en estudio mencionados anteriormente (Tabla 5).

Tabla 5.

Tratamientos de desinfeccion e introduccion de semillas de Cedrelinga catenaeformis in vitro en
INIAP, Cutuglagua-Pichincha, 2014.

T

CODIFICACION

DESCRIPCION

Ty

pamy

Lavado + Oxitetraciclina 3g. 0,15L" + Benomil 1g.L™* 30" +
Acido ascdrbico 100 ppm + Acido citrico 100 ppm + NaOCI 2 %
20" + agua destilada. Cultivada: Medio MS1X

T2

p1 My

Lavado + Oxitetraciclina 3g. 0,15L" + Benomil 1g.L™* 30" +
Acido ascorbico 100 ppm + Acido citrico 100 ppm + NaOCI 2 %
20" + agua destilada. Cultivada: Medio WPM1X.

Ts

p2 my

Lavado + Etanol 70 % 10" + NaOCI 1 % 20"+ agua destilada.
Cultivada: Medio MS1X.

T4

p2 My

Lavado + Etanol 70 % 10" + NaOCI 1 % 20" + agua destilada.
Cultivada: Medio WPM1X.

Ts

ps My

Lavado + Povidin 1 % 20"+ Fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L* agua
destilada + Carbendazim 2 ml. 0,15L™ agua destilada) 20" +
Oxitetraciclina 3g. 0,15L + NaOCI 0,1 % 120" + NaOCI 1 % 10
+ agua destilada. Cultivada: Medio MS1X.

Te

Ps My

Lavado + Povidin 1 % 20" + Fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L™
agua destilada + Carbendazim 2 ml. 0,15L™" agua destilada) 20" +
Oxitetraciclina 3g. 0,15L™ + NaOCI 0,1 % 120" + NaOCl 1 % 10’
+ agua destilada. Cultivada: Medio WPM1X.

Nota: J. Jiménez, 2014.
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2.5.1.2 Unidad Experimental

La unidad experimental estuvo conformada por un frasco de vidrio de 5,6 cm x 9 cm
con tapa, con 15 ml de medio de cultivo. Se colocé una semilla por frasco, se sell6 y
envolvié con plastico film para evitar contaminacién. ElI numero total de

observaciones fueron 30.

2.5.1.3 Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial 3x2

(3 protocolos de desinfeccion por 2 medios para introduccion) con 5 observaciones.
25.1.3.1 Esquema del andlisis de varianza

El esquema del Analisis de Varianza (ADEVA) para el establecimiento de un
protocolo de desinfeccion (Tabla 6).

Tabla 6.
ADEVA para el establecimiento de un protocolo de Cedrelinga catenaeformis INIAP, Cutuglahua-
Pichincha, 2014.

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad (GL)

Total 29

Tratamientos 5
Protocolo de desinfeccion (P) 2
Medio de introduccién (M) 1
PxM 2

Error Experimental 24

Nota: J. Jiménez, 2014.

2.5.1.4 Anélisis funcional

Se realizo la prueba de significancia Tukey al 5 % para protocolo de desinfeccion e
interacciones y un DMS para medios de introduccion. Tukey se calcula como valor

critico para la identificacion de diferencias significativas, una cantidad (DMS)
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basada en el cuantil correspondiente de la distribucion de rangos estudentizados para
las variables en estudio que presentaron diferencias estadisticas significativas.

25.15 Variables evaluadas

25.15.1 Porcentaje de germinacion (%)

Esta variable se evalué a los 30 dias, se estimd una relacion porcentual entre el
namero de semillas germinadas/nimero total de semillas y multiplicado por 100
(Véasquez, 2007, pag. 12).

2.5.1.5.2 Porcentaje de contaminacion (%)

La evaluacion se realizé a través del registro de presencia o ausencia de micelio o de
colonias bacterianas en los explantes y en el medio de cultivo a los 30 dias. Se
califico con 0 la ausencia y con 1 la presencia de contaminacion. Se estimd una
relacion porcentual entre el nimero de explantes contaminados/numero total de

explantes y multiplicado por 100 (Garcia, 2009, péag. 10).

2.5.1.5.3 Porcentaje de oxidacién

La evaluacion se realizo a través del registro de presencia o ausencia de oxidacion en
los explantes y a los 30 dias. Se calificd con 0 la ausencia y con 1 la presencia. Se
estimd una relacion porcentual entre el nimero de explantes oxidados/nimero total

de explantes y multiplicado por 100 (Miranda, 2011, pag. 16).

25.15.4 Tasa total de pérdida (%)

Se determind el porcentaje de perdida mediante el conteo de explantes muertos a los

30 dias a partir de la siembra. Se estimo una relacion porcentual entre el nimero de
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explantes perdidos/nimero total de explantes introducidos y multiplicado por 100
(Cérdenas, 2011, pag. 135).

2.5.1.6 Manejo especifico del Experimento

a) Recoleccion de germoplasma de multiplicacion

Las semillas fueron recolectadas en el vivero de la comunidad Kichwa Campo Cocha
ubicada en la provincia de Napo. Se transportaron en sobres de manila hasta el
laboratorio de Biotecnologia de la EESC.

b)  Desinfeccion del explante

Se realiz6 una pre- desinfeccion en el laboratorio las semillas fueron sumergidas en
una solucion de agua con detergente y posteriormente cepilladas para eliminar
posibles contaminantes como polvo e insectos. Ademas se sumergio durante 30 min

en una solucién de Povidin 1 %+ Benomil 1 g.L™.

Para la desinfeccion se utilizaron los protocolos propuestos a continuacion:

PROTOCOLO 1: Modificado de Rodriguez V (2000).

En el laboratorio las semillas fueron lavadas y cepilladas una a una con agua de la
Ilave y detergente; posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar
todo el detergente. Se colocaron las semillas en una solucion de fungicidas
(Oxitetraciclina 3g. 0,15L" + Benomil 1g.L ™Y y antioxidantes (Acido ascérbico 100
ppm + Acido citrico 100 ppm) durante 30 minutos.

Las semillas fueron llevadas a camara de flujo laminar en donde se realizé una

segunda desinfeccion. Se colocaron las semillas en una solucion de hipoclorito de
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sodio al 2 % durante 20 minutos. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada
estéril.

PROTOCOLO 2: Modificado de Cantos, Lifian, Pérez, & Troncoso (1998).

En el laboratorio las semillas fueron lavadas y cepilladas una a una con agua de la
Ilave y detergente; posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar

todo el detergente.

Las semillas fueron llevadas a cdmara de flujo laminar en donde se realizé una
segunda desinfeccion. Se colocaron las semillas en etanol al 70 % por 10 segundos y
posteriormente en una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % durante 20 minutos. Se

realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril.

PROTOCOLO 3: Modificado de Laboratorio Cultivo de Tejidos-LCT-INIAP (2014).

En el laboratorio las semillas fueron lavadas y cepilladas una a una con agua de la
Ilave y detergente; posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar
todo el detergente. Se colocaron las semillas en Povidin solucion al 1 % durante 20
minutos, después de este tiempo las semillas fueron sumergidas en una solucion de
fungicidas (Phyton 1ml. 0,15L™" agua destilada + Carbendazim 2 ml. 0,15L™ agua

destilada + Oxitetraciclina 3g. 0,15L™") durante 20 minutos.

Las semillas fueron llevadas a camara de flujo laminar en donde se realizé una
segunda desinfeccion. Se colocaron las semillas en una primera solucion de
hipoclorito de sodio al 0,1 % durante 120 minutos y pasado este tiempo en una
segunda solucion de hipoclorito de sodio al 1 % durante 10 minutos. Se realizaron 5

enjuagues con agua destilada estéril (Figura 4).
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Desinfeccion de semillas de C. catenaeformis

Figura 4. A) Lavado con agua y detergente. B) Semillas en Povidin solucion 1 %. C) Semillas en
solucion de fungicidas. D) Semillas en solucién de hipoclorito de sodio. E) Enjuagues con agua
estéril. F) Siembra en MS y Woody.

Elaborado por: Jiménez, 2014.

2.5.2.1 Factores en estudio de brotes de C. catenaeformis

a)

Protocolos de desinfeccion (P)

pl= Lavado + Povidin solucién 1 % 30" + Alcohol 70 % 30" + NaOCI 0,4 %
1" + agua destilada Castillo M (2012).

p2= Lavado + Kilol 20 gotas. 0,10L™ 30" + Benomil 1 g.L™ + NaOCI 10 %
10" + agua destilada Modificado de Ortiz (2007).

p3= Lavado + Povidin 1 % 60" + Fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L" agua
destilada + Carbendazim 2ml. 0,15L* agua destilada) 20" + NaOCI 0,5 % 60"
+ NaOCIl 1 % 10" + Tween 20 + agua destilada Laboratorio Cultivo de
Tejidos- LCT-INIAP (2014).
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b)

Medios de cultivo para la introduccion (M)

mi= MS 4,4g.L", agar 5,5 g.L™", aztcar 30 g.L*, carbén activado 0,5 g.L*

Sanz (2007).

m2= WPM 2,3 g.L?, agar 5,5 g.L™, aztcar 30 g.L™, carbén activado 0,5 g.L*

Mohan (2010).

2.5.2.2 Tratamientos

El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 6 y resultaron de la interaccion de

los dos factores en estudio (Tabla 7).

Tabla 7.

Tratamientos de desinfeccion e introduccién de brotes de Cedrelinga catenaeformis in vitro en INIAP,
Cutuglahua-Pichincha, 2014,

T

CODIFICACION

DESCRIPCION

T

pi1my

Lavado + Alcohol 70 % 30”" + NaOCI 0,4 % 10" + agua destilada.
Cultivada: Medio MS1X

T

P1 My

Lavado + Alcohol 70 % 30”" + NaOCI 0,4 % 10" + agua destilada.
Cultivada: Medio WPM1X.

Ts

P2 My

Lavado + Kilol 20 gotas. 0,10L™" 30" + Benomil 1 g.L"" + NaOCI
10 % 10" + agua destilada. Cultivada: Medio MS1X

P2 My

Lavado + Kilol 20 gotas. 0,10L" 30" + Benomil 1 g.L™ + NaOCI 10
% 10" + agua destilada. Cultivada: Medio WPM1X.

Ts

Ps My

Lavado + Povidin 1 % 60"+ Fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L™ agua
destilada + Carbendazim 2ml. 0,15L™" agua destilada) 20"+ NaOCl
0,5 % 60+ NaOCl 1 % 10" + Tween 20 + agua destilada.
Cultivada: Medio MS1X

Te

Ps My

Lavado + Povidin 1 % 60" + Fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L™" agua
destilada + Carbendazim 2ml. 0,15L™" agua destilada) 20" + NaOCI
0,5 % 60" + NaOCl 1 % 10" + Tween 20 + agua destilada.
Cultivada: Medio WPM1X.

Nota: J. Jiménez, 2014.
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2.5.2.3 Unidad Experimental

La unidad experimental estard conformada por un frasco de vidrio de 5,6 cm x 9 cm
con tapa, con 15 ml de medio de cultivo. Se colocd un brote por frasco, se sell6 y
envolvié con plastico film para evitar contaminacion. ElI numero total de

observaciones fueron 30.

2524 Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial 3x2

(3 protocolos de desinfeccion por 2 medios para introduccion) con 5 observaciones.
25.24.1 Esquema del andlisis de varianza

El esquema del Analisis de Varianza (ADEVA) para el establecimiento de un
protocolo de desinfeccion (Tabla 8).

Tabla 8.
ADEVA para el establecimiento de un protocolo de Cedrelinga catenaeformis INIAP, Cutuglahua,
2014,

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad (GL)

Total 29

Tratamientos 5
Protocolo de desinfeccion (P) 2
Medio de introduccién (M) 1
PxM 2

Error Experimental 24

Nota: J. Jiménez, 2014.

2525 Andlisis funcional

Se realizo la prueba de significancia Tukey al 5 % para protocolo de desinfeccion e
interacciones y un DMS para medios de introduccion, se utilizd Tukey porque

calcula como valor critico para la identificacion de diferencias significativas, una
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cantidad (DMS) basada en el cuantil correspondiente de la distribuciéon de rangos
estudentizados para las variables en estudio que presentaron diferencias estadisticas

significativas.

25.2.6 Variables evaluadas

2.5.2.6.1 Porcentaje de brotacion (%)

Esta variable se evalu6 a los 30 dias, se estim0 una relacion porcentual entre el
nimero total de yemas brotadas/nimero total de yemas y multiplicado por 100
(Bautista, 1997, pag. 3).

2.5.2.6.2 Longitud de brote

Esta variable se evalud con observaciones a los 30 dias y se determiné el crecimiento
de los brotes con la ayuda de una regla de 30 cm, se midi6 desde la base del brote
hasta el apice de la hoja més alta. Las mediciones se promediaron y se expresaron en
cm/brote (Miranda, 2011, pag. 16).

2.5.2.6.3 Porcentaje de contaminacién (%)

La evaluacion se realizo a través de registro de presencia o ausencia de micelio o de
colonias bacterianas en los explantes y en el medio de cultivo a los 30 dias. Se
califico con 0 la ausencia y con 1 la presencia de contaminacion. Se estimd una
relacién porcentual entre el nUmero de explantes contaminados/total de explantes y
multiplicado por 100 (Garcia, 2009, pag. 10).

2.5.2.6.4 Porcentaje de oxidacion (%)

La evaluacion se realizd a través de registro de presencia o ausencia de oxidacién en

los explantes y a los 30 dias. Se calific con 0 la ausencia y con 1 la presencia. Se
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estimé una relacién porcentual entre el nimero de explantes oxidados/total de

explantes y multiplicado por 100 (Miranda, 2011, pag. 16).

2.5.2.6.5 Tasa total de pérdida (%)

Se determind el porcentaje de pérdida mediante el conteo de explantes muertos a los
30 dias a partir de la siembra. Se estimo una relacion porcentual entre el nimero de
explantes perdidos/total de explantes introducidos y multiplicado por 100 (Céardenas,
2011, pag. 135)

2.5.2.7 Manejo especifico del Experimento

a) Recoleccion del material vegetal

Se procedio a cortar 30 yemas axilares y apicales de 2-3 cm de largo de ramas
jévenes, con una tijera desinfectada con alcohol al 70 %. Se colocaron los explantes

en un recipiente con agua destilada.

b) Desinfeccion del explante

Se realiz6 una pre- desinfeccion en el laboratorio, los brotes fueron sumergidos en
una solucion de agua con detergente y posteriormente cepillados para eliminar

posibles contaminantes como polvo e insectos (Figura 5).

Para la desinfeccion se utilizaron los métodos propuestos a continuacion:

PROTOCOLO 1: Castillo M (2012).

En el laboratorio los brotes fueron lavados con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente. Se
colocaron los brotes en Povidin solucion 1 % por 60 minutos y se enjuago con agua

destilada.

Los brotes fueron llevados a camara de flujo laminar en donde se realiz6 una

segunda desinfeccion. Se colocaron los brotes en alcohol al 70 % durante 30
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segundos y posteriormente en una solucion de hipoclorito de sodio al 0.4 % durante
10 minutos. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril.

PROTOCOLO 2: Modificado de Ortiz (2007).

En el laboratorio los brotes fueron lavados con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente. Se
colocaron los brotes en agua destilada estéril con 20 gotas de Kilol durante 30

minutos. Los brotes fueron colocados en Benomil 1 g.L™* durante 60 minutos.

Los brotes fueron llevados a cdmara de flujo laminar en donde se realizO una
segunda desinfeccion. Se colocaron los brotes en una solucion de hipoclorito de
sodio al 10 % durante 10 minutos. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada
esteril.

PROTOCOLO 3: Modificado de Laboratorio Cultivo de Tejidos-LCT-INIAP (2014).

En laboratorio los brotes fueron lavados con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente. Se
colocaron los brotes en Povidin solucion 1 % durante 60 minutos. Los brotes fueron
colocados en fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L" agua destilada + Carbendazim 2ml.

0,15L" agua destilada) durante 20 minutos.

Los brotes fueron llevados a cdmara de flujo laminar en donde se realiz6 una
segunda desinfeccion. Se colocaron los brotes en una solucion de hipoclorito de
sodio al 0.5 % durante 60 minutos. Pasado los 60 minutos los brotes fueron
colocados en una solucién de hipoclorito de sodio al 1 % durante 10 minutos mas
tres gotas de Tween 20. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril (Figura
5).
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Desinfeccion de brotes de C. catenaeformis.

Figura 5. Desinfeccion de brotes. A) Lavado con agua y detergente en campo. B) Lavado con
agua y detergente en laboratorio. C) Brotes en Povidin solucién 1% D) Brotes en solucién dg

fungicidas E) Brotes en solucidn de hipoclorito de sodio. F) Siembra en medios MS y Woody.

Elaborado por: Jiménez, 2014.

2.5.3.1 Factores en estudio Semillas de B. incana

a)

Protocolos de desinfeccion (P)

pl= Lavado + Povidin solucién 1 % 60" + Fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L™
agua destilada + Carbendazim 1 ml. 0.15 L agua destilada) 60" + NaOCI 1
% + Tween 20 10" + enjuagues Modificado de McKendrick (2000).

p2= Lavado + Povidin solucién 1 % 60" + Kilol 30 gotas.0.10 L™ agua
destilada 30" + Benomil 1 g.L™* + NaOCI 3 % 10" + enjuagues Modificado de
Garro (2009).

p3= Lavado + Povidin jabén 1 % 30" + Fungicidas (Benomil 1 g.L™* agua +

Phyton 0,5 ml. 0,10L™ agua destilada) 30" + NaOCI 1 % 8" + Agua destilada
+ enjuagues Modificado de Vaca (2010).
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b)

Medios de cultivo para la introduccion (M)

ml= MS 4,4g.L™, agar 5,5 g.L", aztcar 30 g.L™, carbon activado 0,5 g.L™

Sanz (2007).

m2= WPM 2,3 g.L, agar 5,5 g.L™, azticar 30 g.L?, carbén activado 0,5 g.L™

Mohan (2010).

2.5.3.2 Tratamientos

El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 6 y resultaron de la interaccion de

los tres factores en estudio mencionados anteriormente (Tabla 9).

Tabla 9.

Tratamientos de desinfeccion e introduccion de semillas de Buddleja incana in vitro en INIAP,
Cutuglahua-Pichincha, 2014.

T

CODIFICACION

DESCRIPCION

T

pi1my

Lavado+ Povidin solucién 1 % 60" + Fungicidas (Phyton 1 ml.
0,15L"* agua destilada + Carbendazim 1 ml. 0,15L™ agua destilada)
60" + NaOCl al 1 % + Tween 20 10" + enjuagues. Cultivada:
Medio MS1X.

LE

p1M;

Lavado + Povidin solucién 1 % 60" + Fungicidas (Phyton 1 ml.
0,15L" agua destilada + Carbendazim 1 ml. 0,15L™ agua
destilada) 60" + NaOCIl al 1 % + Tween 20 10" + enjuagues.
Cultivada: Medio WPM1X.

Ts

P2 My

Lavado + Povidin solucién 1 % 60" + Kilol 30 gotas. 0,10L™ agua
destilada 30" + Benomil 1 g.L™ + NaOCI 3 % 10"+ enjuagues.
Cultivada: Medio MS1X

Ty

P2 My

Lavado + Povidin solucién 1 % 60" + Kilol 30 gotas. 0,10L™ agua
destilada 30" + Benomil 1 g.L" + NaOCI 3 % 10"+ enjuagues.
Cultivada: Medio WPM1X.

Ts

Ps My

Lavado + Povidin jabén 1 % 30" + Fungicidas (Benomil 1 g.L™
agua + Phyton 0,5 ml. 0,10L™ agua destilada) 30" + NaOCI 1 % 8"
+ Agua destilada + enjuagues. Cultivada: Medio MS1X.

Te

Ps My

Lavado + Povidin jabén 1 % 30" + Fungicidas (Benomil 1 g.L™
agua + Phyton 0,5 ml. 0,10L™ agua destilada) 30" + NaOCI 1 % 8
+ Agua destilada + enjuagues. Cultivada: Medio WPM1X.

Nota: J. Jiménez, 2014.
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2.5.3.3 Unidad Experimental

La unidad experimental estard conformada por un frasco de vidrio de 5,6 cm x 9 cm
con tapa, con 15 ml de medio de cultivo. Se colocé diez semillas por frasco, se sello
y envolvié con plastico film para evitar contaminacién. El nimero total de

observaciones fueron 60.

2534 Analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial 3x2

(3 protocolos de desinfeccion por 2 medios para introduccién) con 10 observaciones.
25341 Esquema del andlisis de varianza

El esquema del Andlisis de Varianza (ADEVA) para el establecimiento de un
protocolo de desinfeccion (Tabla 10).

Tabla 10.
ADEVA para el establecimiento de un protocolo de Buddleja incana INIAP, Cutuglahua-Pichincha,
2014,

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad (GL)

Total 59

Tratamientos S
Protocolo de desinfeccion (P) 2
Medio de introduccién (M) 1
PxM 2

Error Experimental 54

Nota: J. Jiménez, 2014.

2.5.3.5 Andlisis funcional

Se realizo la prueba de significancia Tukey al 5 % para protocolo de desinfeccion e
interacciones y un DMS para medios de introduccion. Tukey el cual calcula como

valor critico para la identificacion de diferencias significativas, una cantidad (DMS)
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basada en el cuantil correspondiente de la distribucion de rangos estudentizados para
las variables en estudio que presentaron diferencias estadisticas significativas.

25.3.6 Variables evaluadas

2.5.3.6.1 Porcentaje de germinacion (%)

Esta variable se evalué a los 30 dias, se estimd una relacion porcentual entre el
namero de semillas germinadas/numero total de semillas y multiplicado por 100
(Véasquez, 2007, pag. 12).

2.5.3.6.2 Longitud de brote

Esta variable se evalué con observaciones a los 30 y 45 dias y se determind el
crecimiento de los brotes con la ayuda de una regla de 30 cm se midi6 desde la base
del brote hasta el &pice de la hoja méas alta. Las mediciones se promediaron y se

expresaron en cm/brote (Miranda, 2011, pag. 16).

2.5.3.6.3 Porcentaje de contaminacién (%)

La evaluacion se realizo a través de registro de presencia o ausencia de micelio o de
colonias bacterianas en los explantes y en el medio de cultivo a los 30 dias. Se
califico con 0 la ausencia y con 1 la presencia de contaminacion. Se estimd una
relacién porcentual entre el nimero de explantes contaminados/numero total de

explantes y multiplicado por 100 (Garcia, 2009, pag. 10)

2.5.3.6.4 Tasa total de pérdida (%)

Se determind el porcentaje de pérdida mediante el conteo de explantes muertos a los
30 dias a partir de la siembra. Se estimo una relacion porcentual entre el nimero de
explantes perdidos/namero total de explantes introducidos y multiplicado por 100

(Cérdenas, 2011, pag. 135).
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2.5.3.7 Manejo especifico del Experimento

a) Recoleccion del material vegetal

Las semillas se recolectaron en el vivero forestal de la localidad de San Juan ubicada
en Chimborazo. Se transportaron las semillas en sobres de manila hasta el laboratorio
de Biotecnologia de la EESC.

b)  Desinfeccion del explante

Se realizé una pre- desinfeccion en el laboratorio, las semillas fueron sumergidas en
una solucién de agua con detergente para eliminar posibles contaminantes como
polvo e insectos. Ademas se sumergieron en una solucion de Povidin jabon 1 % +
Benomil 1 g.L™ (Figura 6).

Para la desinfeccion se utilizaron los métodos propuestos a continuacion:

PROTOCOLO 1: Modificado de McKendrick (2000).

En el laboratorio las semillas fueron lavadas con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente. Se
colocaron las semillas en Povidin solucion 1 % durante 60 minutos y en una solucion
de fungicidas (Phyton 1 ml. 0,15L" agua destilada + Carbendazim 1 ml. 0,15L™ agua

destilada) durante 60 minutos.

Las semillas fueron llevadas a cdmara de flujo laminar en donde se realizdé una
segunda desinfeccion. Se colocaron las semillas en una solucién de hipoclorito de
sodio al 1 % mas tres gotas de Tween 20 durante 10 minutos. Se realizaron 5

enjuagues con agua destilada esteéril.

PROTOCOLO 2: Modificado de Garro (2009).

En el laboratorio las semillas fueron lavadas con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente.

Las semillas fueron colocadas en una solucion de Povidin 1 % mas 30 gotas de Kilol
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durante 30 minutos. Pasado este tiempo se sumergen las semillas en Benomil 1 g.L™
durante 30 minutos. Se colocan las semillas en servilletas y se llevan a refrigeracion

durante toda la noche.

Las semillas fueron llevadas a cdmara de flujo laminar en donde se realizé una
segunda desinfeccion. Se colocaron las semillas en una solucion de hipoclorito de
sodio al 3 % durante 10 minutos. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada
esteril.

PROTOCOLO 3: Modificado de Vaca (2010).

En el laboratorio las semillas fueron lavadas con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente.
Las semillas fueron colocadas en Povidin jabon 1 % durante 30 minutos. Pasado este
tiempo se sumergen las semillas en fungicidas (Benomil 1 g.L™* + Phyton 0,5 ml.

0,10L"* agua destilada) durante 30 minutos.

Las semillas fueron llevadas a cdmara de flujo laminar en donde se realizdé una
segunda desinfeccion. Se colocaron las semillas en una solucion de hipoclorito de
sodio al 1 % durante 8 minutos. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril
(Figura 6).

Desinfeccion de semillas de B. incana.

Figura 6. Desinfeccion de semillas. A) Semillas en Povidin solucion 1 % B) Semillas en solucion de
fungicidas C) Semillas en solucion de hipoclorito de sodio.
Elaborado por: Jiménez, 2014.
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2.5.4.1 Factores en estudio brotes de B. incana

a)

b)

Protocolos de desinfeccion (P)

pl= Lavado + Povidin solucién 1 % 20" + Fungicidas (Benomil 1 g.L™* +
Phyton 1 ml. 0,10L™* + Rinfapicina 0,5 ml. 0,10L™) 60" + Alcohol 70 % 1" +
NaOCI 2 % 15"+ agua destilada Modificado de Cérdenas (2011).

p2= Lavado + Povidin solucién 1 % + Kilol 20 gotas. 0,10L™ agua destilada
30" + Benomil 1 g.L™* 90"+ Alcohol 70 % 30" + NaOCI 1 % 15"+ Carbén
activado (0,5 g.L™") Modificado de Vallejo (1988).

p3= Lavado + Povidin solucién 1 % 60" + Carbén activado 0,5 g.L™* +
Fungicidas (Phyton 0,5 ml. 0,10L™ + Carbendazim 0,5 ml. 0,10L™?) + Kilol
30 gotas. 0,10L™ + Acido ascérbico 100 ppm 20" + NaOCI 0,5 % 60"+
NaOCl 1 % 10" + Tween 20 + agua destilada Modificado de Laboratorio
Cultivo de Tejidos-LCT-INIAP (2014).

Medios de cultivo para la introduccion (M)

ml= MS 4,4g.L™, agar 5,5 g.L™", aztcar 30 g.L™, carbon activado 0,5 g.L™
Sanz (2007).

m2= WPM 2,3 g.L, agar 5,5 g.L™, azticar 30 g.L™*, carbén activado 0,5 g.L™
Mohan (2010).

2.5.4.2 Tratamientos

El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 6 y resultaron de la interaccién de

los tres factores en estudio mencionados anteriormente (Tabla 11).
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Tabla 11.
Tratamientos de desinfeccion e introduccion de brotes de Buddleja incana en INIAP, Cutuglahua-
Pichincha, 2014.

T CODIFICACION DESCRIPCION

T, pim; Lavado + Povidin solucién 1 % 20" + Fungicidas (Benomil 1 g.L™* +
Phyton 1 ml. 0,10L™ + Rinfapicina 0,5 ml. 0,10L™) 60"+ Alcohol 70
% 1"+ NaOCI 2 % 15"+ agua destilada. Cultivada: Medio MS1X.

T, pim, Lavado + Povidin solucién 1 % 20" + Fungicidas (Benomil 1 g.L™* +
Phyton 1 ml. 0,10L™+ Rinfapicina 0,5 ml. 0,10L™) 60"+ Alcohol 70
% 1"+ NaOCIl 2 % 1"+ agua destilada. Cultivada: Medio WPM1X.

T, pom; Lavado + Povidin solucion 1 % + Kilol 20 gotas. 0,10L™" agua
destilada 30" + Benomil 1 g.L™* 90" + Alcohol 70 % 30" + NaOCI 1
% 15" + Carbon activado (0,5 g.L™%). Cultivada: Medio MS1X.

p>m, Lavado + Povidin solucién 1 % + Kilol 20 gotas. 0,10L™" agua
T, destilada 30" + Benomil 1 g.L™ 90" + Alcohol 70 % 30" + NaOCI 1
9% 15" + Carbon activado (0,5 g.L™%). Cultivada: Medio WPM1X.

Ts psm; Lavado + Povidin solucién 1 % 60” + Carbon activado 0,5 g.L "+
Fungicidas (Phyton 0,5 ml. 0,10L™* + Carbendazim 0,5 ml. 0,10L™)
+ Kilol 30 gotas. 0,10L™ + Acido ascérbico 100 ppm 20" + NaOCI
0,5 % 60" + NaOCl 1 % 10" + Tween 20 + agua destilada.
Cultivada: Medio MS1X.

Te psm, Lavado + Povidin solucién 1 % 60" + Carbon activado 0,5 g.L ™"+
Fungicidas (Phyton 0,5 ml. 0,10L™* + Carbendazim 0,5 ml. 0,10L™)
+ Kilol 30 gotas. 0,10L + Acido ascérbico 100 ppm 20" + NaOCI
0,5 % 60" + NaOCl 1 % 10" + Tween 20 + agua destilada.
Cultivada: Medio WPM1X.

Nota: J. Jiménez, 2014.

2543 Unidad Experimental

La unidad experimental estara conformada por un tubo de ensayo de 1,5 cm x 15 cm
con tapa, con 5 ml de medio de cultivo. Se coloco 1 brote por tubo, se sell6 y
envolvio con plastico film para evitar contaminacion. ElI ndmero total de

observaciones fueron 60.
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25.4.4 Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial 3x2
(3 protocolos de desinfeccion por 2 medios para introduccién) con 10 observaciones.

25.4.4.1 Esquema del andlisis de varianza

El esquema del Andlisis de Varianza (ADEVA) para el establecimiento de un
protocolo de desinfeccion (Tabla 12).

Tabla 12.
ADEVA para el establecimiento de un protocolo de Buddleja incana INIAP, Cutuglahua-Pichincha,
2014,

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad (GL)

Total 59

Tratamientos S
Protocolo de desinfeccion (P) 2
Medio de introduccién (M) 1
PxM 2

Error Experimental 54

Nota: J. Jiménez, 2014.

25.45 Andlisis funcional

Se realizo la prueba de significancia Tukey al 5 % para protocolo de desinfeccion e
interacciones y un DMS para medios de introduccion. Tukey se utilizé porque
calcula como valor critico para la identificacion de diferencias significativas, una
cantidad (DMS) basada en el cuantil correspondiente de la distribucion de rangos
estudentizados para las variables en estudio que presentaron diferencias estadisticas

significativas.
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25.4.6 Variables evaluadas

2.5.4.6.1 Porcentaje de brotacion (%)

Esta variable se evalud a los 30 dias, se estimO una relacion porcentual entre el
numero total de yemas brotadas/nimero total de yemas y multiplicado por 100
(Bautista, 1997, pag. 3)

2.5.4.6.2 Longitud de brote

Esta variable se evalu6 con observaciones a los 30 dias y se determing el crecimiento
de los brotes con la ayuda de una regla de 30 cm se midié desde la base del brote
hasta el apice de la hoja més alta. Las mediciones se promediaron y se expresaron en
cm/brote (Miranda, 2011, pag. 16).

2.5.4.6.3 Porcentaje de contaminacion (%)

La evaluacion se realizo a través de registro de presencia o ausencia de micelio o de
colonias bacterianas en los explantes y en el medio de cultivo a los 30 dias. Se
califico con 0 la ausencia y con 1 la presencia de contaminacion. Se estimd una
relacién porcentual entre el nimero total de explantes contaminadas/nimero total de

explantes y multiplicado por 100 (Garcia, 2009, pag. 10)

2.5.4.6.4 Porcentaje de oxidacién (%)

La evaluacion se realizd a través de registro de presencia o ausencia de oxidacion en
los explantes y a los 30 dias. Se califico con O la ausencia y con 1 la presencia. Se
estimd una relacion porcentual entre el nimero total de explantes oxidados/nimero

total de explantes y multiplicado por 100 (Miranda, 2011, pag. 16).
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2.5.4.6.5 Tasa total de pérdida (%)

Se determind el porcentaje de pérdida mediante el conteo de explantes muertos a los
30 dias a partir de la siembra. Se estimo una relacion porcentual entre el nimero total
de explantes perdidos/nimero total de explantes introducidos y multiplicado por 100
(Cérdenas, 2011, pag. 135).

2.5.4.7 Manejo especifico del Experimento

a) Recoleccion del material vegetal

Se procedio a cortar 60 yemas axilares y apicales de 2-3 cm de largo de ramas
jévenes, con una tijera desinfectada con alcohol al 70 %. Se colocaron los explantes
en un recipiente con agua destilada.

b)  Desinfeccion del explante

Se realizd una pre- desinfeccion en el laboratorio los brotes fueron sumergidos en
una solucién de agua con detergente y posteriormente cepillados para eliminar

posibles contaminantes como polvo e insectos (Figura 7).

Para la desinfeccion se utilizaron los métodos propuestos a continuacion:

PROTOCOLO 1: Modificado de Céardenas (2011).

En el laboratorio los brotes fueron lavados con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente. Se
colocaron los brotes en Povidin solucion 1 % por 20 minutos y se enjuagé con agua
destilada. Posteriormente se colocé los brotes en fungicidas (Benomil 1 g.L™* +
Phyton 1 ml. 0,10L*+ Rinfapicina 0,5 ml. 0,10L™") durante 60 minutos.

Los brotes fueron llevados a cdmara de flujo laminar en donde se realizO una
segunda desinfeccion. Se colocaron los brotes en alcohol al 70 % durante 1 minuto y
posteriormente en una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % durante 15 minutos. Se

realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril.
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PROTOCOLO 2: Modificado de Vallejo (1988).

En el laboratorio los brotes fueron lavados con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente. Se
colocaron los brotes en Povidin solucion 1 % con 20 gotas de Kilol durante 30

minutos. Los brotes fueron sumergidos en Benomil 1 g.L™ durante 90 minutos.

Los brotes fueron llevados a cdmara de flujo laminar en donde se realizO una
segunda desinfeccion. Se colocaron los brotes en alcohol al 70 % durante 30
segundos y posteriormente en una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % durante 15
minutos. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril. Se colocé los brotes en

carbon activo 0,5 g.L™ para evitar la oxidacién de los mismos.

PROTOCOLO 3: Modificado de Laboratorio Cultivo Tejidos-LCT-INIAP (2014).

En el laboratorio los brotes fueron lavados con agua de la llave y detergente;
posteriormente se enjuagaron con agua corriente hasta eliminar todo el detergente. Se
colocaron los brotes en Povidin solucion 1 % durante 60 minutos. Los brotes fueron
colocados en fungicidas (Phyton 0,5 ml. 0,10L™ agua destilada + Carbendazim 0,5
ml. 0,10L™ agua destilada + 30 gotas de Kilol + &cido ascérbico 100 ppm) durante

20 minutos. Durante la desinfeccién se afiadié carbon activado 0,5 g.L™.

Los brotes fueron llevados a camara de flujo laminar en donde se realiz6 una
segunda desinfeccion. Se colocaron los brotes en una solucion de hipoclorito de
sodio al 0.5 % durante 60 minutos. Pasado los 60 minutos los brotes fueron
colocados en una solucién de hipoclorito de sodio al 1 % durante 10 minutos méas
tres gotas de Tween 20. Se realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril (Figura
7).
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Desinfeccion de brotes de B. incana.

Figura 7. Desinfeccion de brotes. A) Lavado con agua y detergente B) Brotes en Povidin solucién 1%
con &cido ascorbico C) Brotes en solucion de fungicidas D) Brotes en solucidn de hipoclorito de sodio
E) Brotes en solucién de carbon activado F) Siembra en medios MS y Woody.

Elaborado por: Jiménez, 2014

2.5.5 ETAPA II: Multiplicacion in vitro de C. catenaeformis y B. incana

2.5.5.1 Factores en estudio vitroplantas de C. catenaeformis

a) Medios de multiplicacion (M)

ml= MS 4,4 g.L "'+ Agar 6 g.L™+ Sacarosa 30 g.L™ Sanz (2007).
m2= Woody 2,3 g.L™ + Agar 6 g.L™" + Sacarosa 30 g.L™ Victoriano (2010).

b) Hormonas (H)

h1= Benziladenina (BAP)
h2= Tidiazuron (TDZ)
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C) Dosis de las hormonas (D)

dO= Dosis baja (sin hormonas)
d1= Dosis media (0,5 ppm)
d2= Dosis alta (1,0 ppm)

2.5.5.2 Tratamientos

El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 12 y resultaron de la interaccion

de los factores antes mencionados (Tabla 13).

Tabla 13.
Tratamientos para la multiplicacién in vitro de vitroplantas de C. catenaeformis Cutuglagua-
Pichincha, 2014.

T CODIFICACION DESCRIPCION

T, m;h,d, MS1X + Agar 6 g.L "+ Sacarosa 30 g.L ™. Hormona: BAP. Dosis: sin
hormonas.

T, m;h,d; MS1X + Agar 6g.L™"+ Sacarosa 30 g.L™". Hormona: BAP Dosis: 0,5
ppm

Ts m;hyd, MS1X + Agar 6 g.L "+ Sacarosa 30 g.L™". Hormona: BAP. Dosis: 1,0
ppm

T, m1h,do MS1X + Agar 6g.L"+ Sacarosa 30 g.L™. Hormona: TDZ. Dosis: sin
hormonas.

TS m;h,d; MS1X + Agar 6 g.L "+ Sacarosa 30 g.L™. Hormona: TDZ_Dosis: 0,5
ppm

Te m;h,d, MS1X + Agar 6 g.L ™+ Sacarosa 30 g.L™. Hormona: TDZ. Dosis: 1,0
ppm

T, m,hydo WPM1X + Agar 6 g.L ™" +Sacarosa 30 g.L ™. Hormona: BAP. Dosis:
sin hormonas.

Te m,h,d; WPM1X + Agar 6 g.L ™" +Sacarosa 30 g.L™. Hormona : BAP Dosis:
0,5 ppm

Ty m,h,d, WPM1X + Agar 6 g.L™" +Sacarosa 30 g.L™. Hormona: BAP. Dosis:
1,0 ppm

Tio m,h,do WPM1X + Agar 6 g.L ™" +Sacarosa 30 g.L™ . Hormona: TDZ. Dosis:
sin hormonas.

Ty m,h,d; WPM1X + Agar 6 g.L™ +Sacarosa 30 g.L™". Hormona: TDZ_ Dosis:
0,5 ppm

T m,h,d, WPM1X + Agar 6 g.L™ +Sacarosa 30 g.L™. Hormona: TDZ Dosis:
1,0 ppm

Nota: J. Jiménez, 2014.
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2.5.5.3 Unidad Experimental

La unidad experimental estuvo conformada por un frasco de 5,6 cm x 9 cm con 15
ml de medio de cultivo. Se colocaron 5 brotes por frasco, libres de agentes
contaminantes, provenientes de la etapa de introduccion. Se sell6 y envolvid con
plastico film para evitar contaminacién. EI nimero total de observaciones fueron
120.

2554 Andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial
2x2x3 (2 medios para multiplicacién, 2 tipos de hormonas por 3 dosis diferentes) con

10 observaciones.

2.55.4.1 Esquema del analisis de varianza

El esquema del Analisis de Varianza (ADEVA) para el establecimiento de un medio

de multiplicacién (Tabla 14).

Tabla 14.
ADEVA para el establecimiento de un protocolo de C. catenaeformis INIAP, Cutuglahua-
Pichincha, 2014.

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad (GL)
Total 119
Tratamientos 11
Medios de multiplicacion (M) 1
Hormonas (H) 1
Dosis (D) 2
MxH 1
MxD 2
DxH 2
MxHxD 2
Error Experimental 108

Nota: J. Jiménez, 2014.
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2555 Analisis funcional

Se realiz6 la prueba de significancia Tukey al 5 % para dosis e interacciones y un
DMS para medios de multiplicacion, hormonas e interaccion de las mismas. Tukey
se utilizd porque calcula como valor critico para la identificacion de diferencias
significativas, una cantidad (DMS) basada en el cuantil correspondiente de la
distribucion de rangos estudentizados para las variables en estudio que presentaron

diferencias estadisticas significativas.

2556 Variables evaluadas

2556.1 Altura de brotes

Esta variable se evalud a los 30 y 45 dias a partir de la siembra, se midié desde la
base del tallo hasta la yema terminal (punta), se registraron los datos en cm con la

ayuda de una regla de 30 cm (Miranda, 2011, pag. 16)

255.6.2 NuUmero de nudos

Se contabiliz6é el nimero de nudos que presentd cada uno de los explantes a los 30
dias después de la siembra, por medio del conteo por observacién (Borges, 20009,

pag. 4).

2.5.5.6.3 indice de multiplicacion

El indice de multiplicacion se evalu6 a los 30 dias, posteriores a la siembra, se

calcul6 tomando en cuenta el nimero de nudos/ nimero de plantas (Borges, 2009,

pag. 5).
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2.5.5.6.4 Longitud de raices (cm)

Se determiné la longitud de la raiz principal a los 30 dias de haber sido sembrados
los brotes. Se utilizé una regla, se midi6 desde la base del tallo hasta la terminacion

de la raiz, la medida se expreso en cm (Guevara, 2013, pag. 8).

2.55.6.5 Tasa total de pérdida (%)

Se determind el porcentaje de pérdida mediante el conteo de explantes muertos a los
30 dias a partir de la siembra. Se estimd una relacion entre el nimero de explantes
perdidos/ nimero de explantes introducidos y multiplicado por 100 (Cérdenas, 2011,
pag. 135).

2.5.5.7 Manejo especifico del Experimento

255.7.1 Medios de cultivo

Tabla 15.
Composicion medios de cultivo para multiplicacion de C. catenaeformis.
Medios de cultivo Composicion del medio

MS completo suplementado con: 5,5 g.L agar,
Murashige y Skoog 30 g.L* aztcar comercial con pH=5,7.
(MS)

MS completo suplementado con: 5,5 g.L" agar,

30 g.L" azdcar comercial, 0,5 ppm BAP con

pH=57.

MS completo suplementado con: 5,5 g.L* agar,

30 g.L™" azdcar comercial, 1 ppm BAP con

pH=5,7.

WPM completo suplementado con: 5,5 g.L™*

Woody Plant Medium agar, 20 g.L™ azlcar comercial con pH=5,7.
(WPM)

WPM completo suplementado con: 5,5 g.L™”
agar, 20 g.L™" azdcar comercial, 0,5 ppm BAP
con pH=5,7.
WPM completo suplementado con: 5,5 g.L™”
agar, 20 g.L™" azdcar comercial, 1 ppm BAP
con pH=5,7.

Nota: J. Jiménez, 2014.

57



2.5.6.1 Factores en estudio vitroplantas de B.incana
a) Medios de multiplicacion (M)

ml= MS 4,4 g.L "'+ Agar 6 g.L ™'+ Sacarosa 30 g.L™ Sanz (2007).
m2= Woody 2,3 g.L™* + Agar 6 g.L™* + Sacarosa 30 g.L™* Victoriano (2010).

b) Hormonas (H)

h1= Benziladenina (BAP)
h2= Acido giberélico (AG3)

c) Dosis de las hormonas (D)
dO= Dosis baja (sin hormonas)

d1= Dosis media (0,5 ppm)
d2= Dosis alta (1,0 ppm)

25.6.2 Tratamientos

El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 12 y resultaron de la interaccion

de los factores antes mencionados (Tabla 16).
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Tabla 16.
Tratamientos para la multiplicacion in vitro de vitroplantas de Buddleja incana Cutuglahua-Pichincha,
2014.

T CODIFICACION DESCRIPCION

T, m;hydo MS1X + Agar 6 g.L ™"+ Sacarosa 30 g.L™. Hormona: BAP. Dosis: sin
hormonas.

T, m;h,d; MS1X + Agar 6g.L™"+ Sacarosa 30 g.L™. Hormona: BAP Dosis: 0,5
ppm

T, m;h,d, MS1X + Agar 6 g.L ™+ Sacarosa 30 g.L™". Hormona: BAP. Dosis: 1,0
ppm

T, m;h,d, MS1X + Agar 6g.L "+ Sacarosa 30 g.L™". Hormona: AG;. Dosis: sin
hormonas.

Ts m;h,d; MS1X + Agar 6 g.L""+ Sacarosa 30 g.L™". Hormona: AG; Dosis: 0,5
ppm

Te m;h,d, MS1X + Agar 6 g.L ™+ Sacarosa 30 g.L™". Hormona: AG;. Dosis: 1,0
ppm

T, m,h,d, WPM1X + Agar 6 g.L™" +Sacarosa 30 g.L™". Hormona: BAP. Dosis:
sin hormonas.

Ts myh.d; WPM1X + Agar 6 g.L" +Sacarosa 30 g.L™". Hormona : BAP Dosis:
0,5 ppm

T, m,h,d, WPM1X + Agar 6 g.L™ +Sacarosa 30 g.L™". Hormona: BAP. Dosis:
1,0 ppm

Tio m,h,d, WPM1X + Agar 6 g.L" +Sacarosa 30 g.L™ . Hormona: AG;. Dosis:
sin hormonas.

Ty m,h,d; WPM1X + Agar 6 g.L ™" +Sacarosa 30 g.L". Hormona: AG; Dosis:
0,5 ppm

T, m,h,d, WPM1X + Agar 6 g.L" +Sacarosa 30 g.L™". Hormona: AG;. Dosis:
1,0 ppm

Nota: J. Jiménez, 2014.

2.5.6.3 Unidad Experimental

La unidad experimental estuvo conformada un frasco de 5,6 cm x 9 cm con tapa, con
15 ml de medio de cultivo. Se colocaron 5 brotes por frasco, libres de agentes
contaminantes, provenientes de la etapa de introduccion. Se sell6 y envolvid con
plastico film para evitar contaminacion. El nimero total de observaciones fueron
120.
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25.6.4 Andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial
2x2x3 (2 medios para multiplicacion, 2 tipos de hormonas por 3 dosis diferentes) con

10 observaciones.

25.6.4.1 Esquema del andlisis de varianza

El esquema del Analisis de Varianza (ADEVA) para el establecimiento de un medio

de multiplicacién (Tabla 17).

Tabla 17.
ADEVA para el establecimiento de un protocolo de Buddleja incana INIAP, Cutuglahua-Pichincha,
2014.

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad (GL)
Total 119
Tratamientos 11
Medios de multiplicacién (M) 1
Hormonas (H) 1
Dosis (D) 2
MxH 1
MxD 2
DxH 2
MxHxD 2
Error Experimental 108

Nota: J. Jiménez, 2014.

25.6.5 Andlisis funcional

Se realiz6 la prueba de significancia Tukey al 5 % para dosis e interacciones y un
DMS para medios de multiplicacion, hormonas e interaccion de la misma. Tukey se
utilizé porque calcula como valor critico para la identificacion de diferencias

significativas, una cantidad (DMS) basada en el cuantil correspondiente de la
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distribucion de rangos estudentizados para las variables en estudio que presentaron
diferencias estadisticas significativas.

2.5.6.6 Variables evaluadas

25.6.6.1 Altura de brotes

Esta variable se evalud a los 45 dias a partir de la siembra, se midié desde la base del
tallo hasta la yema terminal (punta), se registraron los datos en cm con la ayuda de
una regla de 30 cm (Miranda, 2011, pag. 16).

2.5.6.6.2 NUmero de nudos

Se contabilizé el nimero de nudos que presentd cada uno de los explantes a los 30

dias después de la siembra, por medio del conteo por observacién (Borges, 20009,
pag. 4).

2.5.6.6.3 indice de multiplicacion

El indice de multiplicacion se evalu6 a los 30 dias, posteriores a la siembra, se

calcul6 tomando en cuenta el nimero de nudos/ nimero de plantas (Borges, 2009,

pag. b).

2.5.6.6.4 Longitud de raices (cm)

Se determiné la longitud de la raiz principal a los 30 dias de haber sido sembrados
los brotes. Se utiliz6 una regla, se midio desde la base del tallo hasta la terminacién

de la raiz, la medida se expresé en cm (Guevara, 2013, pag. 8).
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2.5.6.6.5 Tasa total de pérdida (%)

Se determind el porcentaje de pérdida mediante el conteo de explantes muertos a los
30 dias a partir de la siembra. Se estimé una relacién entre el nimero de explantes
perdidos/ nimero de explantes introducidos multiplicado por 100 (Cérdenas, 2011,
pag. 135).

2.5.6.7 Manejo especifico del Experimento

256.7.1 Medios de cultivo

Tabla 18.
Composicion medios de cultivo para multiplicacion de Buddleja incana.

Medios de cultivo Composicion del medio

MS completo suplementado con: 5,5 g.L™" agar,
30 g.L™ azdcar comercial con pH=5,7.

MS completo suplementado con: 5,5 g.L™" agar,
30 g.L™ azcar comercial, 0,5 ppm BAP con

Murashige y Skoog PH=5,7.
(MS) MS completo suplementado con: 5,5 g.L™" agar,
30 g.L™ azGcar comercial, 1 ppm BAP con

pH=5,7.

WPM completo suplementado con: 5,5 g.L™
agar, 20 g.L™ az(icar comercial con pH=5,7.

WPM completo suplementado con: 5,5 g.L*
agar, 20 g.L™* aztcar comercial, 0,5 ppm BAP

Woody Plant Medium con pH=5,7.
(WPM) WPM completo suplementado con: 5,5 g.L*
agar, 20 g.L™* azdcar comercial, 1 ppm BAP

con pH=5,7.

Nota: J. Jiménez, 2014

2.5.6.7.2 Multiplicacién de explantes

En la cdmara de flujo laminar se eliminaron hojas y raices presentes hasta obtener un

brote de 1-2 cm de longitud. Los explantes se sembraron en frascos de vidrio con
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medio de cultivo para multiplicacién, se incubaron durante 45 dias, bajo condiciones
controladas (Figura 8).

Multiplicacion in vitro de Buddleja incana

Figura 8. A) Material vegetal de Buddleja incana. B) Corte de los explantes. C y
D) Evaluaciodn altura de brotes, nimero de nudos y longitud de raices.
Elaborado por: Jiménez, 2014.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1  Fase I: Introduccion y establecimiento in vitro de Cedrelinga catenaeformis y

Buddleja incana

3.1.1 Anadlisis de las variables para la etapa de introduccion y establecimiento de

semillas de C. catenaeformis.

3.1.1.1 Porcentaje de contaminacion

En la tabla 19, se observa la presencia de contaminacion por hongos y/o bacterias
para los tratamientos T1y T2 (Protocolo N°1); TS5y T6 (Protocolo N°3), ver (Anexo
1y 2). Los tratamientos T3 y T4 (Protocolo N°2) no fueron evaluados, ya que las
semillas presentaron oxidacion, obteniendo una tasa de pérdida del 100 %, el
tratamiento T1 presentd menor porcentaje de contaminacion siendo este el
tratamiento que mejor respuesta dio al establecimiento in vitro de semillas de C.

catenaeformis.

Tabla 19.
Porcentaje de contaminacion a los 30 dias.
Contaminacion
Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1(P1) 40
T2 (P1) 60
T3 (P2) No evaluado
T4 (P2) No evaluado
T5 (P3) 60
T6 (P3) 60

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la tabla 19, el tratamiento con mejor actividad de desinfeccion sobre los explantes
fue el tratamiento T1, que corresponde al protocolo N° 1 en el que se utilizé6 NaOCI 2
% por 20 min, obteniendo como resultado un 40 % de contaminacion, hay que tomar

en cuenta que las semillas no cumplian con las condiciones fitosanitarias adecuadas
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(Anexo 3). Los resultados mostraron altos indices de contaminacion y bajos
porcentajes de supervivencia. Los resultados no corroboran con Rodriguez A (2010),
ya que el porcentaje de contaminacion reportado en su estudio es del 10 %.
Rodriguez R (2005), reportd en su investigacion con semillas de Pinus radiata que la
aplicacion de NaClO al 2 % por 15 min no resulto efectiva para el control de
microorganismos contaminantes. En otro estudio, Cantos, Lifian, Pérez, & Troncoso
(1998), mostraron que el proceso de desinfeccion de semillas de Gleditsia
amorphoides tuvo un porcentaje de 10 % de contaminacion por hongos y bacterias
haciendo efectivo el uso de etanol 70 % (1 min) seguido de solucion comercial de
NaOCI al 1 % (20 min). Borges (2009), menciona en su estudio con Dioscorea alata
que a medida que se aumenta la concentracion de NaOCI y el tiempo de exposicion,
se disminuye el porcentaje de contaminacion y se incrementa la necrosis de los

tejidos.

3.1.1.2 Porcentaje de oxidacion

En la tabla 20, se observa la presencia de oxidacién para los tratamientos T3 y T4
con el 100 %, mientras que para los tratamientos T1, T2, T5 y T6 del 0 %, siendo
estos los tratamientos que mejor respuesta dieron al establecimiento in vitro de

semillas de C. catenaeformis.

Tabla 20.
Porcentaje de oxidacion a los 30 dias.
Oxidacién
Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1 (P1) 0
T2 (P1) 0
T3 (P2) 100
T4 (P2) 100
T5 (P3) 0
T6 (P3) 0

Nota: J. Jiménez, 2014.

En esta primera fase de desinfeccion para los tratamientos T3 y T4 pertenecientes al
protocolo N°2 se utilizo etanol al 70 % por 10 segundos con la combinacion de

NaOCI 1 % por 20 min, dando como resultado un 100 % de oxidacion. Las causas de
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la oxidacién pudieron deberse al tiempo de exposicion de NaOCI, esto indicaria que
el tiempo de exposicion y la concentracion de NaOCI tendrian una relacion
directamente proporcional con el porcentaje de supervivencia entre los tratamientos
como lo afirman George y Sherrington (1984), en su disertacion sobre la
desinfeccion de estacas de cerezo. Cantos, Lifidn, Pérez, & Troncoso (1998), no
reporta resultados con respecto a oxidacion.

En los tratamientos T1 y T2 pertenecientes al protocolo N°1 se utilizd antioxidantes
y NaOCI 2 % por 20 min, la alta concentracion de NaOCI no afectd a los explantes,
debido a que el uso de antioxidantes controla la fenolizacion de los tejidos.
Concepcion (2005), menciona en su estudio con Psidium guajava que las
caracteristicas como polimero de los antioxidantes confieren funciones adsortivas
especificas para determinadas moléculas de compuestos organicos como son los
fenoles. En los tratamientos T5 y T6 pertenecientes a protocolo N°3 se utilizd6 NaOCI
1 % por 10 min corroborando con otros estudios que la concentracion y tiempo de
exposicion influyen en el desarrollo de los explantes. Bejarano (2008), menciona que
en su estudio con Puya santossi la utilizacion de NaOCI 1 % por 10 min hace
efectiva la eliminacion de microorganismos enddgenos sin causar necrosamiento en

los tejidos vegetales.

En otro estudio, Laynez (2006), mostré que el proceso de desinfeccion de Manihot
esculenta se vio afectado por la concentracion y el tiempo de inmersion,
apreciandose que la solucion de NaOCI 1 % por 20 min paso6 de un 100 % de apices
vivos y no contaminados, a un 50 %, corroborandose de esta manera que la
concentracion y tiempo de exposicion de NaOCI propuesto causd necrosamiento en
los explantes. Ademas Laynez (2006), menciona que un tratamiento de desinfeccion
aceptable desde el punto de vista practico, es en donde se escoge el menor porcentaje
de concentracion de NaOCI por menor tiempo, con la intencién de que el tejido sufra

el menor dafio posible dado por la fitoxicidad del cloro.

3.1.1.3 Porcentaje de germinacion

En la tabla 21, se observa que para los tratamientos T1, T2 y T5, el porcentaje de

germinacion varia entre el 60 y 40 % respectivamente; para el tratamiento T1 con el
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medio Murashige y Skoog (MS) el porcentaje de germinacion es del 60 % siendo
este el tratamiento que mejor respuesta dio en el establecimiento in vitro de semillas

de C. catenaeformis.

Tabla 21.
Porcentaje de germinacion de semillas de C. catenaeformis a los 30 dias.
Tratamientos/ Observaciones Protocolos Medios % Germinacion
Protocolos

T1(P1) 5 P1 M1 60
T2 (P1) 5 P1 M2 40
T3 (P2) 5 P2 M1 0
T4 (P2) 5 P2 M2 0
T5 (P3) 5 P3 M1 40
T6 (P3) 5 P3 M2 0

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la Tabla 21 se observa que el tratamiento T1 con el medio de cultivo MS tuvo la
mejor respuesta de germinacién con un 60 %, lo cual corrobora con lo descrito por
Rodriguez V (2000), en donde los valores de germinacion para Gleditsia
amorphoides utilizando MS fue del 80 %. En otro estudio, Malgren (2006), report6
que el medio de cultivo MS ha sido probado en la germinacién y crecimiento con
resultados Optimos gracias a su contenido de sales inorgéanicas, carbohidratos,
vitaminas y aminoacidos, lo que brinda un alto grado de nitr6geno y potasio,
necesarios para la nutricion. Alzugaray (2013), reporté un 69 % de germinacion en
Schinopsis balansae concluyendo que el medio de cultivo MS es 6ptimo para el
desarrollo de explantes.

3.1.2 Andlisis de las variables para la etapa de introduccion y establecimiento de

brotes de C. catenaeformis.
3.1.2.1 Porcentaje de contaminacién
En la tabla 22, se observa la presencia de contaminacién ya sea por hongos y/o

bacterias para los tratamientos T1 y T2 (Protocolo N°1); T3 y T4 (Protocolo N°2) y
67



T5 (Protocolo N°3) ver (Anexo 4, 5y 6), el tratamiento mas efectivo es el T6 con el
0 %, lo cual indica que es el tratamiento que mejor respuesta da al establecimiento de

brotes de C. catenaeformis.

Tabla 22.
Porcentaje de contaminacion en C. catenaeformis a los 30 dias.

Contaminacién

Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1(P1) 20
T2 (P1) 20
T3 (P2) 20
T4 (P2) 60
T5 (P3) 60
T6 (P3) 0

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la Tabla 22, se observa que en esta etapa de desinfeccion el tratamiento con mejor
actividad de desinfeccion sobre los explantes fue el tratamiento T6 que corresponde
al protocolo N° 3 en el que se utilizé fungicidas, NaOCI 0,5 % por 60 min, NaOCI 1
% por 10 min y Tween 20, dando como resultado un 0 % de contaminacién. Trujillo
(2008), en su investigacion con Vaccinium floribundum utiliz6 dos concentraciones
de NaOCI al 0,5 % por 30 min y NaOCI 2,5 % por 10-12 min reportando que el
porcentaje de contaminacion fue del 40 %. En otro estudio, Sosa (2009), menciona
que en la etapa de desinfeccion de Heliconia standley obtuvo un porcentaje de
contaminacion por debajo del 5 %, la disminuciébn en el porcentaje de
contaminacion, se le atribuye a la actividad detergente que posee el Tween 20 y al
poder oxidante del NaOCI que elimind una gran cantidad de microorganismos
presentes en el tejido, estos resultados son similares a los encontrados en el presente

estudio.

3.1.2.2 Porcentaje de oxidacion

En la Tabla 23, se observa la presencia de oxidacién para los tratamientos T4, T5 y

T6 con valores de 20 %, 20 % y 40 % respectivamente, siendo efectivos los
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tratamientos T1, T2 y T3 con el 0 %, lo cual indica que son los tratamientos que

mejor respuesta dieron al establecimiento in vitro de brotes de C. catenaeformis.

Tabla 23.
Porcentaje de la variable oxidacion a los 30 dias.

Oxidacion
Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1(P1) 0
T2 (P1) 0
T3 (P2) 0
T4 (P2) 20
T5 (P3) 20
T6 (P3) 40

Nota: J. Jiménez, 2014.

En los tratamientos T5 y T6 pertenecientes al protocolo N°3 se utilizé fungicidas,
NaOCI 0,5 % por 60 min, NaOCI 1 % por 10 min y Tween 20, se observé un 20 % y
40 % de oxidacion respectivamente, esto pudo deberse al tiempo de exposicion de
NaOCI. En los tratamientos T3 y T4 pertenecientes al Protocolo N°2 se utilizo
NaOCl 1 % por 10 min observando de esta manera un 0 y 20 % de oxidacion
respectivamente. Rebolledo (2006), en su estudio con brotes de Pinus pseudostrobus
reporté que la concentracion de NaOCI 1 % por 10 min provoco oxidacion de los
explantes los cuales no mostraron respuesta alguna de desarrollo. En otro estudio,
Patifio (2011), reportd que la exposicion a NaOCI 1 % por 10 min provoc6 100 % de
oxidacion en los tejidos de Caesalpinia spinosa. En los tratamientos T1 y T2
pertenecientes al protocolo N°1 se utilizé etanol 70 % por 30 seg y NaOCI 0,4 % por
1 min corrobando con otros autores que la baja concentracion y exposicién de NaOCI

evitan en necrosamiento de los tejidos.

3.1.2.3 Porcentaje de brotacion

En la tabla 24 el porcentaje de brotacion de los tratamientos T1, T2, T4 y T6 fue de
20 % siendo estos los tratamientos que mejor respuesta dieron al establecimiento in
vitro de brotes de C. catenaeformis.
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Tabla 24.
Porcentaje de brotacion en C. catenaeformis a los 30 dias.

Tratamientos/ Observaciones Protocolos Medios % Brotacion
Protocolos
T1(P1) 5 P1 M1 20
T2 (P1) 5 P1 M2 20
T3 (P2) 5 P2 M1 0
T4 (P2) 5 P2 M2 20
T5 (P3) 5 P3 M1 0
T6 (P3) 5 P3 M2 20

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la tabla 24 se puede observar que la respuesta a brotacion fue del 20 %, el bajo
porcentaje de brotacion pudo estar relacionado a la exposicion de NaOCI y medio de
cultivo. Patifio (2011), menciona que en su estudio con Caesalpinia spinosa la
exposicion a NaOCI por tiempos prolongados causé dafios a los tejidos del explante

retardando asi la brotacion.

Rojas F (2012), en su estudio con Tectona grandis report6 que después de
permanecer las yemas 33 dias en cultivo solo se observo que el 24 % de yemas brot6
en ausencia de reguladores de crecimiento, sin embargo utilizando AIA a
concentracion de 0,005 mg.L™" se indujo la brotacién al 56 %. Gamboa (1999),
reporta que en Gmelina arborea la adicién de 0,5 mg.L™" de BA indujo el mayor
namero de brotes, similares resultados fueron observados en Dalbergia retusa y
Terminalia arjuna. En el tratamiento T1 se utiliz6 el medio de cultivo MS y en los
tratamientos T2, T4 y T6 se utilizd el medio de cultivo WPM, siendo este el que

mejor respuesta tuvo en porcentaje de brotacion.

Parada (2009), en su estudio con Prunus persica reporté que utilizando medio de
cultivo WPM se produjo un gran namero de brotes (3-4) y su longitud fue de 13,7
mm. En otro estudio, Mora (2010), reporto que la alta concentracion de sales en los
medios de cultivo pueden ocasionar un retardo en la brotacién y puede ser tdxicos

para los tejidos como es el caso de Vaccinium corymbosum, esta especie respondid
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en el medio de cultivo WPM vya que contiene reduccion de la cantidad total de sales

minerales.

3.1.3 Multiplicacion de Cedrelinga catenaeformis

En esta fase de multiplicacion para C. catenaeformis no se pudo desarrollar la
investigacion ya que presento varios problemas en la obtencion de explantes como se
detalla a continuacion: las semillas son recalcitrantes es decir que no soportan
condiciones de sequedad y frio por lo que no pueden ser conservadas por largos

periodos.

Manta (1990), menciona que las semillas son susceptibles a ataques por hongos
(Fusarium sp. 92 %, Amblyosporium sp. 90 % y Pestalotia sp. 30 %) y a ataques de
insectos Merobruchus paquetae (Coledptora: Bruchidae) disminuyendo de esta
manera el numero de semillas. Ademas, la disponibilidad de éstas no siempre es
anual ya que se han reportado afios en los que no ha existido la presencia de floracién

y fructificacion en los arboles.

La fenologia esta relacionada a los factores climaticos principalmente temperatura y
precipitacion, con el ritmo periddico de los fendmenos bioldgicos acomodados en el
tiempo como la brotacién, florescencia y maduracion de frutos, el desarrollo y

maduracion de estos es un proceso que tarda aproximadamente 2 meses.

Durante el tiempo de observaciones no se alcanzaron a registrar gran cantidad de
frutos en pleno estado de madurez ya que cuando éstos la inician, son visitados por
numerosas aves que los consumen avidamente, la excesiva precipitacion en la zona

de estudio hace que los frutos verdes caigan y no lleguen a la maduracion (Figura 9).

“La cosecha de los frutos debe hacerse en fines de mayo, cuando toman una
coloracion café” (Manta, 1990, pag. 30).

71



Dendrofenograma Flor- Fruto de C. catenaeformis.

100

- 500
80 —

0
60 —\—

= Flores

Escala fenoldégica (26)

=Fruto
20 A - 100 Precpitacion(mm)
recipitacion (mm

P = /(T\ P

Feb
Abr
May
Jun
Jul
Ago
Sep
Oct
Nov
Dic
Ene
Feb
Mar
Abr
May
Jun
Jul
Ago
Sep
Oct
Nov
Dic
Ene
Feb
Mar
Abr
May
Jun
Jul
Ago
Sep
Oct
Nov
Dic

Mar

Mes

Figura 9. Relacién entre precipitacion, floracion y fructificacion de C. catenaeformis.
Fuente: Barrera, 2014.

Las plantas madre en invernadero no se adaptaron a los cambios de temperatura,
altitud, luminosidad, riego y por la presencia de bacterias endogenas, fue dificil la
obtencion de brotes. Estudios que se han desarrollado reportan que para especies de
la misma familia u orden la propagacién in vitro de estas especies tiene un alto grado
de dificultad. Rodriguez V (2000), en su tema de investigacion “Organogénesis in
vitro de Gleditsia amorphoides (Leguminosae)”, reportd que los problemas evidentes
son la contaminacion por hongos o bacterias, ennegrecimiento tisular, no hay
respuesta a la germinacion, brotes sin enlogar y explantes con véstagos de hasta 5
mm. En otro estudio Lozano (2011), reporta la especie Caesalpinia spinosa (Fabales)
tiene muy bajos porcentajes de brotacion y el tamafio de los explantes es muy

pequefio. La tasa de supervivencia es del 50 %.
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3.1.4 Analisis de las variables para la etapa de introduccion y establecimiento de
semillas de Buddleja incana.

3.1.4.1 Porcentaje de contaminacion

En la tabla 25, se observa la presencia de contaminacién ya sea por hongos y/o
bacterias para los tratamientos T2 (Protocolo N°1); T5 y T6 (Protocolo N°3) ver
(Anexo 7 y 8), en los tratamientos T1, T3 y T4 el porcentaje de contaminacion se
presentd con un valor de 0 %, lo cual indica que son tratamientos eficientes para el

establecimiento de semillas de B. incana.

Tabla 25.
Porcentaje de contaminacion en B. incana a los 30 dias.

Contaminacion

Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1 (P1) 0
T2 (P1) 10
T3 (P2) 0
T4 (P2) 0
T5 (P3) 10
T6 (P3) 10

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la Tabla 25, se observa que el tratamiento T1 perteneciente al Protocolo N° 1
utilizando fungicidas y NaOCl 1 % por 10 min no presentd porcentajes de
contaminacion. Billard (2014), en su investigacion utilizo el protocolo descrito por
McKendrick (2000), que consintié en la utilizacién de NaOCI 1 % por 10 min,
obteniendo un 0 % de contaminacion en Oncidium bifolum, de esta manera se
corrobra el trabajo ya que en la metodologia utilizada los resultados fueron los
mismos. En los tratamientos T3 y T4 pertenecientes al Protocolo N°2 se utilizd
Benomil por 60 min y NaOCl 3 % por 10 min, el porcentaje de contaminacion
reportado fue del 0 %. Soto (2010), en su estudio con semillas de Cedrela
salvadorensis utilizé el protocolo descrito por Garro (2009), en donde reportd que al

utilizar NaOCI 3 % por 10 min el porcentaje de contaminacion fue de 0 % y los
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porcentajes de germinacion del 65 al 100 %. Ademaés, Sosa (2009), menciona que el
poder oxidante del NaOCI eliminé una gran cantidad de microorganismos presentes
en el tejido, estos resultados son similares a los encontrados en el presente estudio,

ya que los porcentajes de contaminacion fueron de 0 %.

3.1.4.2 Porcentaje de oxidacion

En la tabla 26, el porcentaje de oxidacion fue del 0 % para los tratamientos T1, T2,
T3, T4, T5 y T6 respectivamente, siendo estos tratamientos eficientes para el

establecimiento de semillas de B. incana.

Tabla 26.
Porcentaje de la variable oxidacion a los 30 dias.
Oxidacion
Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1(P1) 0
T2 (P1) 0
T3 (P2) 100
T4 (P2) 100
T5 (P3) 0
T6 (P3) 0

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la Tabla 26, se observa que el tratamiento T1y T2 perteneciente al Protocolo N° 1
utilizando Fungicidas y NaOCl 1 % por 10 min; los tratamientos T3 y T4
pertenecientes al protocolo N°2 utilizé Benomil por 60 min y NaOCI 3 % por 10 min
y en los tratamientos T5 y T6 pertenecientes al protocolo N°3 se utilizé fungicidas y
NaOCI 3 % por 10 min. En ninguno de los tratamientos se evidencié oxidacion. Las
diferentes concentraciones de NaOCI permitieron erradicar contaminacion y a su vez

evito el necrosamiento de los explantes.
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3.1.4.3 Porcentaje de germinacion

Tabla 27.
Rangos, frecuencias y variable porcentaje de germinacion de semillas de B. incana a los 20, 30 y 45
dias

Germinacién
Frecuencia Porcentaje (%)
30 45
Tratamientos Rango 20 dias 30dias |45dias |20dias |dias dias
1= Germin6 8 10 10 80 100| 100
0= No Germind 2 0 0 20 0 0
T1 (P1) Total 10 10 10 100 100| 100
1= Germin6 8 8 8 80 80 80
0= No Germind 2 2 2 20 20 20
T2 (P1) Total 10 10 10 100 100| 100
1= Germin6 10 10 10 100 100| 100
0= No Germiné 0 0 0 0 0 0
T3 (P2) Total 10 10 10 100 100| 100
1= Germin6 10 10 10 100 100| 100
0= No Germin6 0 0 0 0 0 0
T4 (P2) Total 10 10 10 100 100| 100
1= Germino 1 7 7 10 70 70
0= No Germino 9 3 3 90 30 30
T5 (P3) Total 10 10 10 100 100| 100
1= Germino 5 9 9 50 90 90
0= No Germino 5 1 1 50 10 10
T6 (P3) Total 10 10 10 100 100| 100

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la tabla 27, los tratamientos T1, T3 y T4 reportaron un 100 % de germinacién de
semillas a los 30 dias y dicho porcentaje se mantuvo hasta los 45 dias. En los
tratamientos T1 y T3 se utilizé el medio de cultivo MS y para el tratamiento T4 se
utilizé el medio de cultivo WPM. Billard (2014), menciona en su investigacion que
la germinacion de semillas de Oncidium bifolum en MS fue del 100 %. En otro
estudio, Soto (2010), reportd que los porcentajes de germinacion de semillas de
Cedrela salvadorensis, fueron del 65 % para el medio de cultivo WPM y 100 % para
el medio de cultivo MS, de esta manera se corrobra el trabajo ya que en las

metodologias mencionadas los resultados fueron los mismos.
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3.1.4.4 Longitud de brotes 30 dias.

Una vez que se obtuvieron los datos se efectué una transformacién Vx+1, con el
objetivo de disminuir el coeficiente de variacion del ensayo y ajustar los datos a la
distribucion normal (Vinueza, 2013, pédg. 125), luego se realizaron los ADEVA
correspondientes a los 30 dias. EIl ADEVA (Tabla 28) para esta variable, detect6 que
el factor protocolos de desinfeccion (P) presenta diferencias altamente significativas
y el factor medio de introduccién (M) con la interaccion MXP no muestra
significancia estadistica. El coeficiente de variacion fue de 8,04 % y el promedio de

longitud de brote fue de 1,21 cm.

Tabla 28.
ADEVA para la variable longitud de brote evaluada a los 30 dias para el establecimiento in vitro de
Buddleja incana.

Longitud de brote
30 dias

Fuentes de variacion GL | Cuadrados medios p-valor
Total 59
Tratamientos 5 0,08 <0,0001
Protocolos de desinfeccién 2 0,19 <0,0001"™
Medios de introduccion 1 6,70 0,7916 N®
MXP 2 0,02 0,0841"°
Error Experimental 54 0,01
CV 8,04
Promedio 1,21 cm

altamente significativo 1%

NS no significativo

Nota: J. Jiménez, 2014.

Debido a que existieron diferencias significativas en los factores de estudio
protocolos de desinfeccién se aplicaron las pruebas de Tukey y DMS al 5 % para
establecer cuél fue el mejor protocolo (Tabla 29), se establecieron tres rangos de
significacion a los 30 dias, el primer rango fue ocupado por el Protocolo N°2
(Benomil por 60 min y NaOCl 3 % por 10 min) en donde se evidencié mayor
crecimiento en la interaccion M1XP2 obteniendo una media de 1,33 + 0,03 cm. En
segundo rango de significacion se mostro el Protocolo N°1 (Fungicidas y NaOCI 1 %
por 10 min) con la interaccion M2XP1 con una media de 1,22 + 0,03 cm. Por Gltimo

en el tercer rango de significacion se mostré el Protocolo N°3 (Phyton 1 ml,
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Carbendazim 1 ml y NaOCI 1 % por 10 min) con la interaccion M1XP3 con una
media de 1,07 + 0,03 cm. Gonzélez H (2010), en su estudio con Musa paradisiaca
menciona que el uso de fungidas/bactericidas (Phyton) a dosis mayores de 0,5 ml. L™
podria retardar el crecimiento de los explantes. En otro estudio, Alvarez (2006),
menciona que es importante tomar en cuenta el tiempo de exposicion y
concentracion de desinfectantes, ya que estos provocan la induccion de sintesis de
enzimas antioxidantes como catalasa, peroxidasa y superoxido dismutasa causada
por estrés salino durante la germinacion lo que puede conllevar a que exista un
retraso en el crecimiento del explanto. Los medios de cultivo no influyen la longitud

de brotes ya que no muestran significancia estadistica.

Tabla 29.
Promedios y pruebas de significacién para la variable protocolos evaluada a los 30 dias para el
establecimiento in vitro de Buddleja incana

Protocolo Medio Medias Rangos
P2 M1 1,33 A
P2 M2 1,27 A B
P1 M1 1,22 A B
P1 M2 1,22 A B
P3 M2 1,15 B C
P3 M1 1,07 C

Nota: J. Jiménez, 2014.

3.1.4.5 Longitud de brotes a los 45 dias

Una vez que se obtuvieron los datos se efectué una transformacién Vx+1, con el
objetivo de disminuir el coeficiente de variacion del ensayo y ajustar los datos a la
distribucion normal (Vinueza, 2013, pag. 125), luego se realizaron los ADEVA
correspondientes a los 45 dias. El ADEVA (Tabla 30) para esta variable, detecté que
el factor protocolos de desinfeccién (P) presenta diferencias altamente significativas
y el factor medio de introduccién (M) con la interaccion MXP no muestran
significancias estadisticas. El coeficiente de variacion fue de 11,08 % y el promedio

de longitud de brote fue de 1,36 cm.
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Tabla 30.
ADEVA para la variable longitud de brote evaluada a los 45 dias para el establecimiento in vitro de
Buddleja incana.

Longitud de brotes
45 dias

FdeV GL Cuadrados medios p-valor
Total 59
Tratamientos 5 0,13 0,0002
Protocolos de desinfeccién 2 0,2 0,0005
Medios de introduccion 1 0,07 0,0792 ™
PXM 2 0,1 0,0183
Error Experimental 54 0,02
(Y 11, 08
Promedio 1,36 cm

" altamente significativo 5%
NS no significativo
Nota: J. Jiménez, 2014.

A los 45 dias siguidé existiendo diferencias significativas en el factor de estudio
protocolo de desinfeccion, se aplicaron las pruebas de Tukey y DMS al 5 % para
establecer cual fue el mejor protocolo (Tabla 31), se establecieron dos rangos de
significacidn, el primer rango fue ocupado por el Protocolo N°2 (Benomil 60 min y
NaOCI 3 % por 10 min) con la interaccion P2XM1 en donde se evidencié mayor
crecimiento obteniendo una media de 1,47 + 0,05 cm, P2XM2 con una media de 1,40
+ 0,05 cm. En segundo rango de significacion se mostro el Protocolo N°3 (Phyton 1
ml, Carbendazim 1 ml y NaOCI 1 % por 10 min) con la interaccion P3XM1 con una
media de 1,14 + 0,05 cm. Gonzalez H (2010), en su estudio con Musa paradisiaca
menciona que el uso de fungidas/bactericidas (Phyton) a dosis mayores de 0,5 ml. L™

podria retardar el crecimiento de los explantes.

Tabla 31.
Promedios y pruebas de significacion para el factor protocolos evaluado a los 45 dias para el
establecimiento in vitro de Buddleja incana

Protocolos Medios Medias Rangos
P2 M1 1,47 A
P1 M2 1,44 A
P2 M2 14 A
P1 M1 1,37 A
P3 M2 1,35 A
P3 M1 1,14 B

Nota: J. Jiménez, 2014.
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3.1.5 Analisis de las variables para la etapa de introduccion y establecimiento de

brotes de Buddleja incana

3.1.5.1 Porcentaje de contaminacion

En la tabla 32, se observa la presencia de contaminacién ya sea por hongos y/o
bacterias para los tratamientos T1 y T2 (Protocolo N°1); T3 y T4 (Protocolo N° 2)
(ver Anexo 9 y 10), siendo efectivos los tratamientos TS5 y T6 con un 0 % de
contaminacion, lo cual indica que son los tratamientos mas eficientes para el

establecimiento in vitro de brotes de B. incana.

Tabla 32.
Porcentaje de contaminacion en B. incana a los 30 dias.

Contaminacion

Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1(P1) 70
T2 (P1) 50
T3 (P2) 40
T4 (P2) 80
T5 (P3)
T6 (P3)

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la Tabla 32, los tratamientos T5 y T6 presentaron mejor actividad de desinfeccion
sobre los explantes, dichos tratamientos corresponden al protocolo N° 3 que consistid
en la aplicacion de fungicidas, NaCIO al 0,5 % durante 60 min y NaOCI 1 % durante
10 min, el porcentaje de contaminacion fue del 0 %. Cardenas (2011), en su
investigacion utilizo alcohol al 70 % durante 1 min y 2 % de NaOCI durante 15 min
reportando una contaminacion fangica de 10-26,7 % y bacteriana de 3,3-6,7 %,
corroborando con la investigacion ya que los en los tratamientos T1, T2, T3y T4 se
evidencid la presencia de contaminacion. En otro estudio, Vallejo (1988), reportd
que utilizando alcohol al 70 % durante 30 segundos y NaOCIl 1 % durante 15
minutos obtuvo un porcentaje de supervivencia total. Sanchez (2012), en su
investigacion menciona que el NaOCI contribuye a la desinfeccion de los explantes
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ya que su mecanismo de accién permite el dafio de la membrana celular de las
bacterias, originando la lisis del microorganismo, por otro lado el alcohol posee una
rapida accion y amplio espectro actuando sobre bacterias gramnegativas y
grampositivas, incluyendo micobacterias, hongos y virus pero no posee actividad
esporicida, el mecanismo de accion consiste en destruir la membrana celular y

desnaturalizar las proteinas.

3.1.5.2 Porcentaje de oxidacion

En la tabla 33, se observa la presencia de oxidacion para el tratamiento T5 con 20 %,
siendo efectivos los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T6 con un valor de 0 %, lo cual
indica que son los tratamientos con menor porcentaje de oxidacién para el

establecimiento in vitro de brotes de B. incana.

Tabla 33.
Porcentaje de oxidacion a los 30 dias.
Oxidacién
Tratamientos/ Protocolos Porcentaje (%)
T1(P1) 0
T2 (P1) 0
T3 (P2) 0
T4 (P2) 0
T5 (P3) 20
T6 (P3) 0

Nota: J. Jiménez, 2014.

El tratamiento T5 consistio en la aplicacion de fungicidas, NaClO al 0,5 % durante
60 minutos y NaOCI 1 % durante 10 minutos, se observé un 20 % de oxidacion en
los explantes. George y Sherrington (1984), afirma que el tiempo de exposicion y la
concentracion de NaOCI tienen una relacion directamente proporcional con el
porcentaje de supervivencia. En otro estudio, Bray (2000), menciona que los factores
ambientales como la intensidad de luz, cortes, herbicidas, senescencia, patogenos,
metales pesados, lesiones, sustancias abrasivas pueden desencadenan el estrés

oxidativo y nitrosativo. En el caso particular del cultivo de tejidos in vitro, los
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procesos de oxidacién son causados principalmente por el efecto abrasivo del agente
desinfectante aplicado durante la asepsia y los cortes que sufre el explante.

3.1.5.3 Porcentaje de brotacion

En la tabla 34 el porcentaje de brotacion para los tratamientos T1, T2, T3, T4y T5
fue de 30 %, 50 %, 60 %, 20 % y 80 % respectivamente, mientras que para el
tratamiento T6 fue de 100 % siendo este el tratamiento de mayor porcentaje de

brotacion en la etapa de establecimiento.

Tabla 34.
Porcentaje de brotacién a los 30 dias.
Tratamientos/ Observaciones Protocolos Medios %
Protocolos Brotacion
T1(P1) 10 P1 M1 30
T2 (P1) 10 P1 M2 50
T3 (P2) 10 P2 M1 60
T4 (P2) 10 P2 M2 20
T5 (P3) 10 P3 M1 80
T6 (P3) 10 P3 M2 100

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la Tabla 34 se puede observar que el tratamiento T6 reportdé un 100 % de
brotacion, el tratamiento T6 pertenece al Protocolo N°3 que consistié en el uso de
fungicidas, NaCIO 0,5 % durante 60 min y NaOCIl 1 % durante 10 min. En el
tratamiento T3 perteneciente al protocolo N°2 se utilizé Alcohol al 70 % durante 30
seg Yy NaOCI 1 % durante 15 min reportando un 20 % de brotacién, el bajo
porcentaje de brotacion pudo deberse a diversos factores como la exposicion de
NaOCI y medio de cultivo. Jiménez (2006), en su estudio con Hibiscus elatus utilizd
en la etapa de desinfecciébn NaOCIl 1 % durante 15 min obteniendo un 35 % de
oxidacion en los explantes y un 65 % de brotacion. En el tratamiento T6 se utilizo el
medio de cultivo WPM, siendo este Gltimo el que mas tuvo respuesta en porcentaje

de brotacion. Parada (2009), menciona en su estudio con Prunus persica que
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utilizando medio de cultivo WPM se obtuvo un gran numero de brotes (3-4) y su

longitud fue de 13,7 mm.

3.1.5.4 NUmero de nudos

Una vez que se obtuvieron los datos se efectué una transformacion Vx-+1, con el
objetivo de disminuir el coeficiente de variacion del ensayo y ajustar los datos a la
distribucion normal (Vinueza, 2013, pag. 125), luego se realizaron los ADEVA
correspondientes a los 30 dias. EIl ADEVA (Tabla 35) para esta variable, detecto que
el factor protocolos de desinfeccién (P) presenta diferencias altamente significativas
y el factor medio de introduccion (M) con la interaccibn MXP no muestran
significancia estadistica. El coeficiente de variacion fue de 21,93 % y el promedio de

ndmero de nudos fue de 1,38.

Tabla 35.
ADEVA para la variable nimero de nudos a los 30 dias para el establecimiento in vitro de Buddleja
incana

Namero de nudos
30 dias

FdeV GL | Cuadrado de medios p-valor
Total 59
Tratamientos 5 0,43| 0,0012"
Protocolos de desinfeccion 2 0,81| 0,0005"
Medios de introduccion 1 0,02 | 0,6829"°
PXM 2 0,25 | 0,0698"°
Error 54 0,09
CcVv 21,93
Promedio 1,38

™ altamente significativo 1%
NS no significativo
Nota: J. Jiménez, 2014.

Debido a que existieron diferencias significativas en los factores de estudio
protocolos de desinfeccion se aplicaron las pruebas de Tukey y DMS al 5 % para
establecer cual fue el mejor protocolo (Tabla 36), se establecieron dos rangos de
significacion a los 30 dias, el primer rango fue ocupado por el Protocolo N°3 que
consistio en el uso de fungicidas, NaClO 0,5 % durante 60 min y NaOCI 1 % durante

10 min en donde se evidencio mayor crecimiento obteniendo una media de 1,61 +
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0,07. En segundo rango de significacién se encontraron los Protocolo N°1 alcohol al
70 % durante 1 min y NaOCI 2 % durante 15 min con una media de 1,26 + 0,07 y el
Protocolo N°2 en donde se utilizé Alcohol al 70 % durante 30 seg y NaOCl 1 %
durante 15 min con una media de 1,26 + 0,07. Los protocolos P1 y P2 no influyen en

el nimero de nudos ya que no muestran significancia estadistica entre ellos.

Tabla 36.
Promedios y pruebas de significacion para la variable protocolos evaluada a los 30 dias para el
establecimiento in vitro de Buddleja incana

Protocolos Medias Rangos
P3 1,61 A
P2 1,26
P1 1,26

Nota: J. Jiménez, 2014.

En la Tabla 37, se establecieron tres rangos de significacion, el primer rango fue
ocupado por el Protocolo N°3 que consistio en el uso de fungicidas, NaCIO 0,5 %
durante 60 minutos y NaOCI 1 % durante 10 minutos con la interaccion P3XM2 en
donde se evidencié mayor crecimiento obteniendo una media de 1,67 + 0,1 nudos y
con la interaccion P3XML1 en donde se evidencio una media de 1,55 + 0,1 nudos.
Cardenas (2011), en su estudio menciona que el numero de nudos obtenidos para

Buddleja incana es de 1,25.

En segundo rango de significacion se encontraron los Protocolo N°1 y N°2 en los
que se utilizé alcohol 70 % durante 1 min y NaOCI 2 % durante 15 minutos con sus
respectivas interacciones y con una media de 1,41 + 0,1 y 1,3 £+ 0,1 nudos
respectivamente. En el tercer rango de significacidn se encontré el Protocolo N°2 con
la interaccion P2XM2 con una media de 1,11 + 0,1 nudos. Los medios de cultivo no

influyen el nimero de brotes ya que no muestran significancia estadistica.
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Tabla 37.
Promedios y pruebas para variable nimero de nudos evaluada a los 30 dias para el establecimiento in
vitro de Buddleja incana.

Protocolos Medios Medias Rangos
P3 M2 1,67 A
P3 M1 1,55 A B
P2 M1 1,41 A B C
P1 M2 1,3 A B C
P1 M1 1,22 B C
P2 M2 1,11 C

Nota: J. Jiménez, 2014.

3.1.5.5 Longitud de brotes 30 dias

Una vez que se obtuvieron los datos se efectué una transformacién Vx+1, con el
objetivo de disminuir el coeficiente de variacion del ensayo y ajustar los datos a la
distribucion normal (Vinueza, 2013, pag. 125), luego se realizaron los ADEVA
correspondientes a los 30 dias. El ADEVA (Tabla 38) para esta variable, detecté que
el factor protocolos de desinfeccidn (P) presenta diferencias altamente significativas
y el factor medio de introduccion (M) con la interaccion MXP no muestran
significancias estadisticas. El coeficiente de variacion fue de 18,64 % y el promedio

de longitud de brote fue de 1,31 cm.

Tabla 38.
ADEVA para la variable longitud de brotes a los 30 dias para el establecimiento in vitro de Buddleja
incana

Longitud de brotes
30 dias

FdeV GL Cuadrados medios p-valor
Total 59
Tratamientos 5 0,28 0,0014"™
Protocolos de desinfeccién 2 0,52 0,0006™
Medios de introduccion 1 1,80E-03 0,8627"°
PXM 2 0,17 0,0645M°
Error 54 0,06
CcVv 18,64
Promedio 1,31 cm

" altamente significativo 1%
NSno significativo
Nota: J. Jiménez, 2014.
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Debido a que existieron diferencias significativas en los factores de estudio
protocolos de desinfeccion se aplicaron las pruebas de Tukey y DMS al 5 % para
establecer cual fue el mejor protocolo (Tabla 39), se establecieron tres rangos de
significacion a los 30 dias, el primer rango fue ocupado por el Protocolo N°3 que
consistio en el uso de fungicidas, NaCIO 0,5 % durante 60 min y NaOCI 1 % durante
10 min con la interaccion P3XM2 en donde se evidencid mayor crecimiento
obteniendo una media de 1,55 + 0,08 cm siendo el mejor protocolo para la variable
longitud de brotes. En segundo rango de significacion se encontraron los Protocolos
N°1y N°2 alcohol al 70 % durante 1 min y NaOCI 2 % durante 15 minutos con sus
respectivas interacciones y con una media de 1,33 + 0,08 y 1,17 + 0,08 cm
respectivamente. En el tercer rango de significacidn se encontro el Protocolo N°2 con
la interaccion P2XM2 con una media de 1,11 + 0,08 cm. Alvarez (2006), menciona
que es importante tomar en cuenta el tiempo de exposicién y concentracion de
desinfectantes ya que estos provocan la induccion de sintesis de enzimas
antioxidantes como catalasa, peroxidasa y superoxido dismutasa causada por estrés
salino durante la germinacion lo que puede conllevar a que exista un retraso en el
crecimiento del explanto. Los medios de cultivo no influyen la longitud de brotes ya

que no muestran significancia estadistica.

Tabla 39.
Promedios y pruebas para la variable longitud de brotes evaluada a los 30 dias para el establecimiento
in vitro de Buddleja incana.

Protocolos Medios Medias Rangos
P3 M2 1,55 A
P3 M1 1,45 A B
P2 M1 1,33 A B C
P1 M2 1,27 A B C
P1 M1 1,17 B C
P2 M2 1,11 C

Nota: J. Jiménez, 2014.
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3.1.6 Anélisis de las variables para la etapa de multiplicacion de vitroplantas de
Buddleja incana.

3.1.6.1 Altura de los brotes

Una vez que se obtuvieron los datos se efectué una transformacion Vx-+1, con el
objetivo de disminuir el coeficiente de variacion del ensayo y ajustar los datos a la
distribucion normal (Vinueza, 2013, pag. 125), luego se realizaron los ADEVA
correspondientes a los 30 dias. EIl ADEVA (Tabla 40) para esta variable, detect6 que
los factores medios de multiplicacion (M), hormonas (H), dosis (D) y sus
interacciones presentan diferencias altamente significativas. El coeficiente de

variacion fue de 9,03 % y el promedio de longitud de brote fue de 1,60 cm.

Tabla 40.
ADEVA para la variable altura de brotes a los 30 dias para el establecimiento in vitro de Buddleja
incana

Altura de brotes
30 dias

FdeV GL | Cuadrados medios p-valor
Total 119
Tratamientos 11 0,29 <0,0001™
Medio 1 0,51 <0,0001"
Hormonas 1 0,39 <0,0001"
Dosis 2 0,53 <0,0001"
MXH 1 0,23 0,0011™
MXD 2 0,18 0,0003 ™
HXD 2 0,23 <0,0001"
MXHXD 2 0,07 0,0376
Error experimental 108 0,02
CV 9,03
Promedio 1,60 cm

" altamente significativo 1%
NS no significativo
Nota: J. Jiménez, 2014.

Debido a que existieron diferencias significativas en los factores de estudio medios
para la multiplicacion (M), dosis (D) y hormonas (H) se aplicaron las pruebas de
Tukey y DMS al 5 % para establecer cuél fue el mejor medio de multiplicacion,

hormonas y dosis correspondiente, para medios de multiplicacion (Tabla 41) se
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estableci6é dos rangos de significacion a los 30 dias, el promedio mas alto fue para
M1 (MS) con una media de 1,67 + 0,02 cm, mientras que M2 (WPM) obtuvo el
promedio mas bajo con una media de 1,54 + 0,02 cm. Estos resultados concuerdan
con Meneses (2011), quien menciona que el medio de cultivo MS con la
combinacién nutricional y hormonal especifica incrementd el nimero de nudos de
novo, longitud de brotes, nimero de hojas, nimero de raices y longitud de raices.
Este incremento es un aspecto esencial en la optimizacion de la fase de
micropropagacion de las plantas, pues redunda favorablemente a las fases
subsiguientes de transferencia de las mismas a condiciones naturales, aclimatizacion
y establecimiento en campo. En la tabla 42, para el factor dosis (D) se establecié dos
rangos de significacion, el promedio mas alto fue con la DO (sin hormonas) con una
media de 1,73 £ 0,02 cm y el promedio mas bajo para D1 (0,5 ppm) con una media
de 1,53 £ 0,02 cm. Sin embargo en estos resultados no se observd el mismo efecto
que describe Cardenas (2011), en donde menciona que a D1 (sin hormonas),
Buddleja incana presentd una longitud de brotes de 0,4 cm. En la tabla 43, para el
factor hormona (H) el promedio mas alto fue sin la adicion de la hormona BAP con
una media de 1,75 + 0,03 cm y el promedio mas bajo para la hormona BAP a D2 (1
ppm) con una media de 1,33 + 0,03 cm. Cérdenas (2011), menciona que el
tratamiento que no contenia adicion de BAP presentd el indice mas alto de brotacion,

lo cual corrobora con el presente estudio.

Tabla 41.
Promedios y pruebas para la variable altura de brotes evaluada a los 30 dias para la multiplicacion in
vitro de Buddleja incana.

Medio Medias Rangos
M1 1,67 A
M2 1,54 B

Nota: J. Jiménez, 2014.

Tabla 42. Promedios y pruebas para la altura de brotes evaluada a los 30 dias para la multiplicacion in
vitro de Buddleja incana.

Dosis Medias Rangos
DO 1,73 A
D2 1,54
D1 1,53

Nota: J. Jiménez, 2014.
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Tabla 43.
Promedios y pruebas para la variable altura de brotes evaluada a los 30 dias para la multiplicacion in
vitro de Buddleja incana.

Hormonas Dosis Medias Rangos
BAP DO 1,75 A
AG3 DO 1,71 A B
AG3 D2 1,67 A B
AG3 D1 1,59 B C
BAP D1 1,47 C D
BAP D2 1,41 D

Nota: J. Jiménez, 2014.

Para establecer cudl fue el mejor medio de multiplicacion (M), hormonas (H) y dosis
(D) (Tabla 44), se establecieron cinco rangos de significacién a los 30 dias, el
promedio mas alto fue para la interaccion con el medio M1 (MS) sin adicién de la
hormona BAP con una media de 1,95 + 0,05 cm, seguido de M1 (MS) sin adicion de
la hormona AG3; con una media de 1,78 + 0,05 cm. El promedio méas bajo fue para la
interaccion con el medio de cultivo M2 (WPM) con la adicién de la hormona BAP a

una dosis de 0,5 ppm con una media de 1,33 £ 0,05 cm.

Al analizar la respuesta in vitro de la Teca (Tectona grandis) a diferentes
citoguininas Gonzalez O (2003), observo en los explantes analizados (apices) un
namero mayor de brotes emitidos en los tratamientos donde se combinaron 6-BAP y
kinetina. Agramonte (2001), al evaluar el efecto de diferentes las dosis de 6-BAP (0;
0,35; 0,50 y 1,0 mg.L™) en la multiplicaciéon in vitro de Eucaliptus grandis,
observaron tendencia al aumento de los valores de la variable nimero de brotes por
explantes y disminucion de la longitud de los mismos con el aumento de la
concentracion, demostrando con esto que dosis relativamente altas inducen a un alto
ahijamiento axilar y reducen el tamarfio del brote, lo que produce una afectacién del
coeficiente de multiplicacion, pues en el momento del subcultivo, muchos de estos
brotes no pueden ser individualizados. EI mejor medio de cultivo es el M1 (MS+ 5,5
g.L " agar+ 30 g.L™ azticar+ 0 mg.L™ BAP) en donde se obtuvo una mayor longitud

de brotes.
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Tabla 44.
Promedios y pruebas para la variable altura de brotes evaluada a los 30 dias para la multiplicacion in
vitro de Buddleja incana.

Medio Hormonas Dosis Medias Rangos
M1 BAP DO 1,95 A
M1 AG3 DO 1,78 A B
M2 AG3 D2 1,67 B C
M1 AG3 D2 1,67 B C
M2 AG3 DO 1,65 B C
M1 BAP D1 1,61 B C D
M2 AG3 D1 1,59 B C D
M1 AG3 D1 1,59 B C D
M2 BAP DO 1,56 C D
M2 BAP D2 1,42 D E
M1 BAP D2 14 D E
M2 BAP D1 1,33 E

Nota: J. Jiménez, 2014.

3.1.6.2 NUmero de nudos

Una vez que se obtuvieron los datos se efectué una transformacion Vx+1, con el
objetivo de disminuir el coeficiente de variacion del ensayo y ajustar los datos a la
distribucion normal (Vinueza, 2013, pédg. 125), luego se realizaron los ADEVA
correspondientes a los 30 dias.

El ADEVA (Tabla 45) para esta variable, detectd que los factores medio para la
multiplicacion (M) y dosis (D) presentan diferencias altamente significativas
estableciendo que ambos factores influyen en el desarrollo de nudos, el factor
hormonas y las interacciones de cada uno no muestran significancia estadistica. El
coeficiente de variacion fue de 7,99 % y el promedio de numero de nudos fue de
1,63.
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Tabla 45.
ADEVA para la variable nimero de nudos a los 30 dias para la etapa de multiplicaciéon de Buddleja
incana

Numero de nudos
30 dias

FdeV GL | Cuadrados medios p-valor
Total 119
Tratamientos 11 0,24 | <0,0001 ™
Medio 1 0,55 | <0,0001"
Hormonas 1 0,24 0,0003 ™
Dosis 2 0,53 | <0,0001 ™
MXH 1 0,03 0,1857 M
MXD 2 0,16 0,0001 ™
HXD 2 0,15 0,0002 ™
MXHXD 2 0,06 0,0232 ™
Error 108 0,02
CcV 7,99 %
Promedio 1,63 nudos/planta

" altamente significativo 1%
NS no significativo
Nota: J. Jiménez, 2014

Debido a que existieron diferencias significativas en los factores de estudio medios
para la multiplicacion (M) y dosis (D) se aplicaron las pruebas Tukey y DMS al 5 %
para establecer cual fue el mejor medio de multiplicacién y dosis correspondiente
(Tabla 46 y Tabla 47), para medios de multiplicacion se establecié dos rangos de
significacion a los 30 dias, el promedio mas alto fue para M1 (MS) con una media de
1,68 + 0,02 nudos, mientras que M2 (WPM) obtuvo el promedio méas bajo con una
media de 1,54 + 0,02 nudos.

Estos resultados concuerdan con Meneses (2011), quien menciona que el medio de
cultivo MS con la combinacion nutricional y hormonal especifica incremento el
namero de nudos de novo, longitud de brotes, nimero de hojas, numero de raices y
longitud de raices. Este incremento es un aspecto esencial en la optimizacion de la
fase de micropropagacion de las plantas, pues redunda favorablemente a las fases
subsiguientes de transferencia de las mismas a condiciones naturales, aclimatizacién

y establecimiento en campo.

En la variable dosis (D) se establecio dos rangos de significacion, el promedio mas
alto fue con la DO (sin hormonas) con una media de 1,74 + 0,02 nudos y el promedio
mas bajo para D2 (Dosis alta) con una media de 1,53 + 0,02 nudos. Estos resultados
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concuerdan con Cardenas (2011), en donde observd que a D1 (sin hormonas),
Buddleja incana presentdé mayor cantidad de nudos (1,25).
Tabla 46.

Promedios y pruebas para la variable nimero de nudos evaluada a los 30 dias para la multiplicacién in
vitro de Buddleja incana.

Medio Medias Rangos
M1 1,68 A
M2 1,54 B

Nota: J. Jiménez, 2014.

Tabla 47.
Promedios y pruebas para la variable nimero de nudos evaluada a los 30 dias para la multiplicacion
in vitro de Buddleja incana.

Dosis Medias Rangos
DO 1,74 A
D1 1,57
D2 1,53

Nota: J. Jiménez, 2014.

Para establecer cual fue el mejor medio de multiplicacion, hormona y dosis
correspondiente (Tabla 48), se establecieron seis rangos de significacion a los 30
dias, el promedio mas alto fue para la interaccion con el medio M1 (MS) sin adicion
de la hormona BAP con una media de 1,94 + 0,04 nudos, seguido de M1 (MS) sin

adicioén de la hormona AGs; con una media de 1,79 + 0,04 nudos.

El mejor medio de cultivo es el M1 (MS+ 5,5 g.L™* agar+ 30 g.L™ azcar+ 0 mg.L™

BAP) en donde se obtuvo una mayor cantidad de nudos.
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Tabla 48.
Promedios y pruebas para la variable nimero de nudos evaluada a los 30 dias para la multiplicacion
in vitro de Buddleja incana.

Medio | Hormonas Dosis Medias Rangos
M1 BAP DO 1,94 A
M1 AG3 DO 1,79 A B
M1 AG3 D1 1,7 B C
M2 AG3 DO 1,65 B C D
M1 AG3 D2 1,64 B C D
M1 BAP D1 1,6 B C D E
M2 BAP DO 1,6 B C D E
M2 AG3 D2 1,59 C D E
M2 AG3 D1 1,58 C D E
M2 BAP D2 1,47 D E F
M1 BAP D2 141 E F
M2 BAP D1 1,38

Nota: J. Jiménez, 2014.

3.1.6.3 indice de multiplicacion

La tabla 49, muestra los indices de multiplicacién obtenidos a los 30 dias de
evaluacion mostrando que los tratamientos T1 y T2 sin adicion de hormonas
presentan un mayor indice de multiplicacion con valores de 2,60 y 2,38
respectivamente. Para Buddleja incana el medio de cultivo MS sin adicién de
hormonas asegur0 una tasa de multiplicacion de 2,60. Machado (2002), durante la
multiplicacién in vitro de Gerbera jamessonii utilizando medio de cultivo MS sin
adicion de hormonas, obtuvo un mayor coeficiente de multiplicacion (3) en
comparacion con el medio de cultivo MS adicionado con diferentes concentraciones
de hormonas. Salazar (2012), menciona que los medios de cultivo complementados
con hormonas como el BAP aseguraron proliferacion de yemas axilares pero también
causaron efectos fisioldgicos (crecimiento del callo abundante en la base de las
plantulas siendo esto negativo) como se evidencio en los tratamientos T4, T9 y T10.

Los tratamientos T4, T9 y T10 presentaron sintomas de hiperhidricidad. Alvarado
(2000), mencion6 que mientras se aumenten las dosis de hormonas como el BAP se
podran observar tejidos vegetales con sintomas de hiperhidricidad. Perrugoria
(2009), menciona que la hiperhidricidad puede ser ocasionada por estrés del tejido

provocando cambios en sus caracteristicas bioquimicas, anatomicas y fisioldgicas.
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Otras causas podrian ser el bajo peso seco, menor cantidad de lingnina, bajos

contenidos de calcio, concentracion de hormonas, etc.

Tabla 49.
indice de multiplicacion evaluada a los 30 dias para la multiplicacion in vitro de Buddleja incana.
Tratamiento Medio de cultivo Dosis indice de multiplicacion
Tl M1 BAP 0 ppm 2,60
T2 M1 AG3 0 ppm 2,38
T3 M1 BAP 0,5 ppm 1,58
T4 M1 BAP 1 ppm 1,00
T5 M1 AG3 0,5 ppm 1,89
T6 M1 AG3 1 ppm 1,73
T7 M2 BAP 0 ppm 1,77
T8 M2 AG3 0 ppm 1,57
T9 M2 BAP 0,5 ppm 0,95
T10 M2 BAP 1 ppm 1,18
T11 M2 AG3 0,5 ppm 1,49
T12 M2 AG3 1 ppm 1,53

Nota: J. Jiménez, 2014.

3.1.6.4 Longitud de raices

Una vez que se obtuvieron los datos se efectué una transformacién Vx+1, con el
objetivo de disminuir el coeficiente de variacion del ensayo y ajustar los datos a la
distribucion normal (Vinueza, 2013, pag. 125), luego se realizaron los ADEVA

correspondientes a los 30 dias.

El ADEVA (Tabla 50) para esta variable, detectdé que el factor dosis (D) presenta
diferencias altamente significativas y los factores medios de multiplicacion (M) y
hormonas (H) no muestran significancias estadisticas. EI coeficiente de variacion fue

de 19,29 % y el promedio de longitud de raices fue de 2,73 cm.
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Tabla 50.
ADEVA para la variable longitud de raices a los 30 dias en la etapa de multiplicacion de B. incana

Longitud de raices
30 dias

FdeV GL | Cuadrados medios p-valor
Total 119
Tratamientos 11 1,09 | <0,0001"
Medio 1 1 0,0065 ™
Hormonas 1 1,37 0,0016
Dosis 2 2,53|<0,0001 ™
MXH 1 0,23 0,1851 M
MXD 2 0,62 0,0107 ™
HXD 2 1,33 0,0001 ™
MXHXD 2 0,21 0,1986 N°
Error experimental 108 0,13
cVv 19,29
Promedio 2,73 cm

“altamente significativo 1%
NS no significativo
Nota: J.Jiménez, 2014.

Debido a que existié diferencias significativas se aplicaron las pruebas de Tukey y
DMS al 5 % para establecer cual fue el mejor medio de multiplicacién, hormonas (H)
y dosis (D) (Tabla 51, Tabla 52 y Tabla 53), para medios de multiplicacion (M) se
estableci6é dos rangos de significacion a los 30 dias, el promedio mas alto fue para
M1 (MS) con una media de 1,96 + 0,05 cm , mientras que el M2 (WPM) obtuvo el
promedio mas bajo con una media de 1,86 + 0,06 cm. Estos resultados concuerdan
con Meneses (2011), quien menciona que el medio de cultivo MS con la
combinacién nutricional y hormonal especifica incrementé el nimero de nudos de
novo, longitud de brotes, nimero de hojas, numero de raices y longitud de raices.
Para el factor dosis (D) el promedio mas alto fue para DO sin adicion de hormonas
con una media de 2,15 £ 0,06 cm, mientras que el promedio mas bajo se reportd para
la dosis D2 (1 ppm) obtuvo el promedio méas bajo con una media de 1,66 + 0,06 cm.
Para el factor hormonas (H) el promedio mas alto fue sin adicion de hormonas con
una media de 2,25 * 0,08 cm, mientras que el promedio mas bajo se reportd para la
hormona BAP (1 ppm) obtuvo el promedio mas bajo con una media de 1,55 + 0,08
cm. Caravia (2013), en su estudio con Prosopis pallida menciona que el uso del
medio de cultivo MS sin adicion de BAP favorece el desarrollo de raices de dicha

especie, corrobando de esta manera el presente trabajo.
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Tabla 51.
Promedios y pruebas para la variable longitud de raices evaluada a los 30 dias para la multiplicacion
in vitro de Buddleja incana.

Medio Medias Rangos
M1 1,96 A
M2 1,78 B

Nota: J. Jiménez, 2014.

Tabla 52.
Promedios y pruebas para la variable longitud de raices evaluada a los 30 dias para la multiplicacion
in vitro de Buddleja incana.

DOSIS Medias Rangos
DO 2,15 A
D1 1,81 B
D2 1,66 B

Nota: J. Jiménez, 2014.

Tabla 53.
Promedios y pruebas para la variable longitud de raices evaluada a los 30 dias para la multiplicacion
in vitro de Buddleja incana.

Hormonas Dosis Medias Rangos
BAP DO 2,25 A
AG3 D1 2,07 A
AG3 DO 2,05 A B
AG3 D2 1,82 B C
BAP D1 1,55 C
BAP D2 15 C

Nota: J. Jiménez, 2014.

Para establecer cual fue el mejor medio de multiplicacion (M), hormonas (H) y dosis
(D) correspondientes (Tabla 54), se establecieron cuatro rangos de significacion a los
30 dias, el promedio mas alto fue para la interaccion con el medio M1 (MS) y M2
(WPM) con la hormona BAP a una dosis de O ppm obteniendo una media de 2,25 +
0,11 cm. El promedio mas bajo fue para el medio M2 (WPM) con la hormona BAP a
una dosis de 1 ppm obteniendo una media de 1,19 + 0,11 brotes. Saucedo (2009), en
su investigacion con Xanthosoma sagittifolium menciona que en la fase de
enraizamiento el uso de medios de cultivo sin adicion de BAP desarrollaron raices

mas largas obteniendo un promedio de 4,5 cm.
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Tabla 54.
Promedios y pruebas para la variable longitud de raices evaluada a los 30 dias para la multiplicacion
in vitro de Buddleja incana.

Medio Hormonas Dosis Medias Rangos
M2 BAP DO 2,25 A
M1 BAP DO 2,25 A
M1 AG3 D1 2,17 A
M2 AG3 DO 2,06 A B
M1 AG3 DO 2,05 A B
M2 AG3 D1 1,96 A B C
M2 BAP D1 1,91 A B C
M2 AG3 D2 1,87 A B C
M1 AG3 D2 1,77 A B C
M1 BAP D2 1,55 B C D
M2 BAP D2 1,45 C D
M2 BAP D1 1,19 D

Nota: J. Jiménez, 2014.
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CONCLUSIONES

o Se aprueba la hipotesis alternativa para C. catenaeformis y B. incana ya que
las dos especies responden a la micropropagacion con la técnica convencional de

organogenesis.

o En la fase de establecimiento in vitro de semillas de Cedrelinga
catenaeformis el Tratamiento con la adicién de Oxitetraciclina 3g. 0,15 L™+ Benomil
1g.L™+ Acido ascérbico 100 ppm + Acido citrico 100 ppm 30 "+ NaOCI 2 % 20",
presentd un bajo porcentaje de contaminacién, esto pudo deberse a la accion
bactericida y fangica del NaOCI.

o En la fase de establecimiento in vitro de brotes de Cedrelinga catenaeformis
el Tratamiento con la adicion de Fungicidas 20° + NaOCI 0,5 % 60" + NaOCIl 1 %
10" + Tween 20 presentdé un bajo indice de contaminacién gracias a la accion
detergente que posee el Tween 20 y el poder oxidante del NaOCI que elimind una
gran cantidad de microorganismos. El porcentaje de brotacion en dicho tratamiento
fue del 20 %.

o En la fase de establecimiento in vitro de semillas de Buddleja incana los
tratamientos con adicion de Fungicidas 60" + NaOCl 1 % + Tween 20 10" y los
tratamientos con la adicion de Povidin solucion 1 % 60° + Kilol 30 gotas. 100 ml
agua destilada 30" + Benomil 1 g.L-1 + NaOCI 3 % 10" presentaron un indice
contaminacion de 0 % y un indice de supervivencia del 100 %, el tiempo de
exposicion y la concentracion de NaOCI tienen una relacion directamente
proporcional con el porcentaje de supervivencia. El tratamiento T3 que contenia
medio de cultivo MS fue el mas efectivo para la variable longitud de brote, ya que
los valores mas altos fueron de 1,33+ 0,03 cm a los 30 dias y a los 45 dias de 1,47+
0,03 cm.
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o En la fase de establecimiento in vitro de brotes de Buddleja incana el
tratamiento con la adicion de Fungicidas 20" + NaOCI 0,5 % 60” + NaOCI 1 % 10" +
Tween 20 presento un indice de contaminacién del 0 % en el medio de cultivo WPM.
Existe una estrecha correlacion entre la concentracion del agente desinfectante y el
tiempo necesario para eliminar una determinada fraccion de la poblacién flngica y
bacteriana. El porcentaje de brotacion en dicho tratamiento fue del 100 %.EI nUmero
y longitud de brotes tuvieron una media de 1,67+ 0,1 brotes/ explante y de 1,55+
0,08 cm de longitud.

o En los ensayos de multiplicacion in vitro de Buddleja incana, el medio de
cultivo MS presentd los mejores resultados en los tratamientos sin adicion de las
hormonas BAP y AG;. La longitud de brote presenté una media de 1,95+ 0,05 cm, el
numero de brotes presenté mejores resultados con 0,5 ppm de BAP con una media de
2,47 + 0,08 brotes/ explante, el nimero de nudos present6 una media de 1,94 + 0,04
nudos/ explante y la longitud de raices presentd una media de 2,25 + 0,08 cm por lo
gue no es necesario un medio de enraizamiento. El indice de multiplicacién fue de
2,60.
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ANEXOS

Anexo 1. Porcentajes de oxidacion y contaminacion bacteriana - fungica en los Tratamientos T1y T2 en semillas de C. catenaeformis

T1 T2
B Contaminacion bacteriana B Contaminacion fingica B Contaminacién bacteriana B Contaminacion fungica
= Viables B Oxidacion = Viables B Oxidacién
0% 0%

Elaborado por: Jiménez, 2014. Elaborado por: Jimenez, 2014.
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Anexo 2 .Porcentajes de oxidacion y contaminacion bacteriana - fingica en los Tratamientos T5 y T6 en semillas de C. catenaeformis

T5 T6

L, . P W Contaminacién bacteriana ® Contaminacién fungica
B Contaminacion bacteriana B Contaminacion fungica

m Viables B Oxidacién [ Viables m Oxidacién

0% 0%
(o)

Elaborado por: Jiménez, 2014. Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 3. Condiciones fitosanitarias de semillas de C. catenaeformis.

Semillas de C. catenaeformis Semillas atacadas por larvas

Elaborado por: Jiménez, 2014. Elaborado por: Jiménez, 2014.

Semillas atacadas por hongos Pudricién de semillas

Elaborado por: Jiménez, 2014. Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 4. Porcentajes de oxidacion y contaminacion bacteriana - fungica en los Tratamientos T1 y T2 en brotes de C. catenaeformis.

T1 T2

N L B Oxidacion ® Contaminacion flingica
H Oxidacion ® Contaminacion fungica

L . . © Contaminacion bacteriana m Viables
 Contaminacién bacteriana m Viables

0% 0% 0%

Elaborado por: Jiménez, 2014. Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 5. Porcentajes de oxidacion y contaminacion bacteriana - fungica en los Tratamientos T3 y T4 en brotes de C. catenaeformis

T3 T4

B Oxidacién ® Contaminacion fangica | Oxidacion B Contaminacion fungica

. . . . m Contaminacion bacteriana B Viables
M Contaminacion bacteriana M Viables

0% 0%

Elaborado por: Jiménez, 2014. Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 6. Porcentajes de oxidacion y contaminacion bacteriana - fungica en el Tratamiento T5 en brotes de C. catenaeformis.

T5

B Oxidacion W Contaminacion fungica

m Contaminacion bacteriana m Viables

0% 0%

Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 7. Porcentajes de oxidacion y contaminacion bacteriana - fungica en el Tratamiento T2 en semillas de B. incana.

T2

B Contaminacién fungica  ® Contaminacién bacteriana

= Viables m Oxidacién

0%

Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 8. Porcentajes de oxidacién y contaminacion bacteriana - flngica en los Tratamientos T5 y T6 en semillas de B. incana.

TS5

B Contaminacién fungica

™ Viables

B Contaminacion bacteriana

B Oxidacion

0%

Elaborado por: Jiménez, 2014.

T6

B Contaminacién fungica B Contaminacién bacteriana

 Viables B Oxidacién

0%

0%

Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 9. Porcentajes de oxidacion y contaminacion bacteriana - fingica en los Tratamientos T1y T2 en brotes de B. incana.

T1 T2

B Contaminacion fungica B Contaminacion bacteriana P L, .
g B Contaminacién fungica ~ M Contaminacién bacteriana

W Oxidacion W Viables = Oxidacién M Viables

0%

0%

Elaborado por: Jimenez, 2014 Elaborado por: Jiménez, 2014
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Anexo 10. Porcentajes de oxidacion y contaminacidn bacteriana - fangica en los Tratamientos T3 y T4 en brotes de B. incana.

T3

H Contaminacién fungica

= Oxidacién

H Contaminacion bacteriana

M Viables

Elaborado por: Jiménez, 2014.

T4

B Contaminacién fungica

= Oxidacién

0%

B Contaminacion bacteriana

M Viables

Elaborado por: Jiménez, 2014
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Anexo 11. Fotos de contaminacion en semillas de C. catenaeformis.

Contaminacion por bacterias

Elaborado por: Jiménez, 2014.

Contaminacion por hongos

Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 12. Fotos de contaminacion en brotes de C. catenaeformis.

Contaminacion por bacterias

Elaborado por: Jiménez, 2014

Contaminacion por hongos

Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 13. Fotos de contaminacion en semillas de B. incana.

Contaminacion por hongos

Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 14. Fotos de contaminacion en brotes de B. incana.

Contaminacion por bacterias

Elaborado por: Jiménez, 2014.

Contaminacion por hongos

Elaborado por: Jiménez, 2014
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Anexo 15. Fotos de germinacion de B. incana a los 30 dias.

Elaborado por: Jiménez, 2014. Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 16. Fotos de brotacion de B. incana a los 30 dias.

Elaborado por: Jiménez, 2014 Elaborado por: Jiménez, 2014.
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Anexo 17. Fotos de multiplicacién de B. incana a los 30 dias.

Elaborado por: Jiménez, 2014 Elaborado por: Jiménez, 2014.

Elaborado por: Jiménez, 2014. Nota: Jiménez, 2014.

125




Anexo 18: Glosario

AIB: Acido indolbutirico.

ANA: Acido naftilacético.

AlA: Acido indolacético.

ABA: Acido abscisico.

Agente quelante: Sustancias que tienen la propiedad de fijar iones.

Callo embriogénico: Induccion de las células, fase proliferativa.

Hiperhidricidad: Trastorno fisiol6gico caracterizado por la retencion de agua.

M&S: Formulacion Murashige y Skoog.

pH: Potencial hidrogeno.

Recalcitrante: No sobrevive en condiciones de sequedad y frio cuando los explantes son conservados ex-situ.

WPM: Formulacion Woody Plant Medium (Lloyd y McCown).
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