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RESUMEN

Los individuos del género Paulownia pertenecen a la familia Paulowniaceae, son de
origen asiatico y su proceso de crecimiento es rapido. Existe interés por este género
debido a sus caracteristicas maderables, uso potencial en sistemas de produccion,
fijacion de CO2 y bioenergia. El objetivo de este trabajo fue validar y desarrollar una
tecnologia para la multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei
y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo sistemas de
propagacion convencional e inmersion temporal a partir de yemas, para lo cual se
ejecutaron cuatro etapas: establecimiento, multiplicacion, enraizamiento y adaptacion
en invernadero. Para la primera etapa, la desinfeccion se logré mediante el protocolo
N°3 (Povidyn 1%+ Benomyl 1 g/L + Pyton 1%+ Rifampicina 0,5 mL/L+ hipoclorito
de sodio al 1%+ Acido ascérbico 100 mg/L + tween 20) en un medio de cultivo
Murashige y Skoog (M&S) sin hormonas durante 30 dias. Para la fase de
multiplicacién bajo el sistema convencional el mejor medio de cultivo fue (M&S 1x)
suplementado con 0,2 mg/L BAP obteniéndose un mayor indice de multiplicacion
para P. elongata (16,4), P. fortunei (10,4) y del hibrido (15,5). Bajo el Sistema de
Inmersion Temporal con el medio M3 (M&S 1 x + 0,2 mg/L BAP) se obtuvo un
indice de multiplicacion para P. elongata (4,18), P. fortunei (4,35) y el hibrido
(3,42). Para la fase de enraizamiento el mejor medio de cultivo fue M&S
suplementado con 0,4 mg/L IBA durante 30 dias. En la fase de aclimatacion el
sustrato compuesto por turba, vermiculita y perlita arrojé los mejores resultados con

un 100% de supervivencia.

Palabras clave: Paulownia, yemas, medio de cultivo, indice de multiplicacién,

sistema convencional, sistema de inmersion temporal, regulador de crecimiento.



ABSTRACT

The individuals of the genus Paulownia belong to the Paulowniaceae family; they
are of Asian origin and fast-growing. There is an interest in this genus because of its
timber characteristics, potential use in production systems, fixation CO2 and
bioenergy. The aim of this study was to validate and develop a technology for in
vitro multiplication of Paulownia elongata, Paulownia fortunei and a hybrid
(Paulownia fortunei x Paulownia elongata), under conventional propagation system
and temporary immersion system from buds and were executed in four stages:
establishment, multiplication, rooting and adaptation in greenhouses. For the first
stage, the disinfection is achieved by the protocol N°3 (Povidyn 1% + Benomyl 1 g /
L + Python 1% + Rifampicin 0,5 mL / L +sodium hypochlorite 1% + ascorbic acid
100 mg / L + Tween 20) in M&S culture medium, without hormones for 30 days. For
the multiplication phase under the conventional system, the best culture medium was
(M&S 1x) supplemented with 0,2 mg / L BAP getting a higher rate of multiplication
to P. elongata (16,4), P. fortunei (10,4) and a hybrid (15,5). Under the Temporary
Immersion System, with the medium m3 (M&S 1x+ 2 mg/L BAP) was obtained
higher rate of multiplication to P. elongata (4,18), P. fortunei (4,35) and a hybrid
(3,42). For rooting phase the best culture medium was M&S supplemented with 0,4
mg / L IBA for 30 days. In the adaptation phase substrate composed of peat, perlite

and vermiculite gave the best results with 100 % survival.

Keywords: Paulownia, buds, medium, multiplication rate, conventional system,

temporary immersion system, growth regulator.



INTRODUCCION
Formulacion del problema

“Ecuador es un pais relativamente pequefio, en sus 275000 Km? de territorio posee
paisajes geogréficos extremadamente variados y una extraordinaria diversidad
bioldgica principalmente contenida en bosques nativos” (RED COUNTRIES
DATABASE, 2012, pag. 3). “Sin embargo, la tendencia en los ultimos afios
evidencia una reduccion sistematica de este recurso, debido a la irracionalidad de la
explotacion maderera, procesos de colonizacion desordenada, tala ilegal y expansion
de la frontera agricola” (RED COUNTRIES DATABASE, 2012, pag. 4). “Este
cambio en el uso del suelo ha ocasionado que la cobertura forestal en el pais, pase de
13,81 millones de hectareas en 1990 a 9,86 millones en 2010, principalmente debido

a un aumento en tierras para uso agropecuario” (FAO, 2010, pag. 378).

El 49,37% del pais se encuentra dedicado a la labor agricola, en detrimento de tierras
con aptitud forestal. La superficie forestal del pais se encuentra dividida en: bosques
naturales alrededor de 8,75 millones ha (98,19% de la superficie de bosques),
bosques plantados 0,16 millones ha (1,79% de la cobertura forestal) y existen 2,16
millones ha para reforestacion (MAE, 2011, pégs. 23-24), cuyo aprovechamiento
productivo adecuado podria significar un aporte considerable al Producto Interno
Bruto (PIB) del pais. Es asi que, en el Plan Nacional de Desarrollo para el Buen
Vivir se establece como parte de las politicas el “desarrollar proyectos de forestacion,
reforestacion con especies nativas y adaptadas” y, se propone la meta de reducir la
tasa de deforestacion en un corto plazo mediante la forestacion en areas de aptitud
forestal con especies de alto valor comercial y de rapido crecimiento (Ministerio de

Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca, 2013, pags. 3-6).

La problematica radica en que la mayoria de bosques plantados en el pais contienen
especies forestales tales como: pino (Pinus radita, P. patula), eucalipto (Eucaliptus
globulus, E. urograndis), laurel (Cordia allidora), balsa (Ochroma pyramidale),

pachaco (Schizolobium parahiba), y melina (Gmelina arborea). Estas especies
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presentan problemas relacionados a la heterogeneidad en las plantaciones y deterioro
de la calidad de la madera, causado principalmente por la baja calidad de la semilla,
insectos, enfermedades y el desconocimiento de sus propiedades fisico-mecanicas y

el manejo silvicultural (Limongi, Guiracocha, & Yépez, 2011, pags. 32-34).

Nace asi la necesidad de buscar nuevas alternativas para contribuir a solventar las
necesidades medio ambientales y econdmicas, mediante la introduccion de especies
maderables que crecen en menor tiempo que otras, como las pertenecientes al género
Paulownia spp., mismas que poseen un crecimiento ultra-rapido, el primer afio puede
Ilegar a medir de entre 4 - 6 m de altura, teniendo el mayor incremento en volumen
de tronco entre los 8 - 12 afios (Zhao-Hua, Xin-Yu, & YaoGao, 1986, pags. 16-26).

“Paulownia pertenece a la familia Paulowniaceae” (Lahera, 2010, pag. 4). Nueve
especies de este género son originarias de China excepto Paulownia fortunei, la cual
se extiende hasta Vietnam y Laos, y Paulownia tomentosa, crece en Corea y Japén
(Zhao-Hua, Xin-Yu, & YaoGao, 1986, pags. 3-6). “Especificamente para proyectos
forestales, las especies més utilizadas son Paulownia elongata, Paulownia fortunei y

Paulownia kawakamii)” (Lucas, Martinez, Lépez, Abellan, Garcia, & Pérez, 2011,

pag. 2).

El valor industrial y comercial que tiene este género radica en su rapido crecimiento,
mucho mayor que el alcanzado por otras especies, hecho que lo hace muy productivo
y rentable para quienes lo cultivan. Entre otros beneficios, se destacan la excelente
calidad y belleza de su madera, considerable produccion de biomasa y capacidad de
fijacién de CO,, posibilidad de aprovechamiento del follaje para el ganado, potencial
uso para reforestaciones de terrenos agrarios abandonados y/o degradados, valor
ornamental, entre otros (Wayne & Donald, 2004, pags. 31-33).

Paulownia se reproduce a través de la propagacion sexual y asexual (esquejes de
tallo y raiz). Entre los problemas que existen en la multiplicacion por semilla, es la
alta variabilidad genética del material vegetal y la heterogeneidad de plantas en
campo. Las herramientas biotecnoldgicas, entre ellas la multiplicaciéon in vitro se

presenta como una opcidn para solucionar este problema, dado que el crecimiento de



las plantulas es mas homogéneo bajo las técnicas de esquejes y multiplicacién in
vitro (Bergmann & Moon, 1997, pégs. 315-317).

Una ventaja adicional de las técnicas de multiplicacion in vitro en comparacion con
los sistemas de propagacion vegetativa convencional, es que mientras una estaca en
campo unicamente es capaz de producir una planta, la multiplicacién in vitro puede
producir varias yemas y/o brotes adventicios en pocas semanas 0 meses y por tanto
dar origen a muchas plantas (Biondi & Thorpe, 1982, pags. 197-199), lo que
significaria que las necesidades de material vegetal para plantaciones comerciales,

serian solventadas en poco tiempo.

En este contexto, el Programa Nacional de Foresteria del Instituto Nacional
Autonomo de Investigaciones Agropecuarias, INIAP, ejecuta el proyecto de
investigacion “Adaptacion de especies forestales de rapido crecimiento del género
Paulownia a diversos ambientes bioclimaticos y suelos del Ecuador”, en el cual uno
de sus objetivos plantea el uso de las herramientas biotecnologicas y el desarrollo de
protocolos para multiplicacion masiva de estas especies, siendo a la vez parte
complementaria de los estudios de adaptacion de las especies forestales del género

Paulownia en diversos ambientes bioclimaticos y de suelos del Ecuador.

Justificacion

En el Ecuador la pérdida de recursos genéticos forestales es alarmante, ocasionada
por varios factores entre ellos la destruccién de habitats y ecosistemas, la sobre -
explotacion de flora silvestre, la contaminacién ambiental, y la escasa atencion que
recibe el tema (Vasques & Ulloa, 1997, pag. 1). Es asi que mediante el programa de
incentivos para la reforestacion con fines comerciales, se pretende aportar en la
reduccion del aprovechamiento indiscriminado del Bosque Nativo, mediante la
introduccion de especies maderables de rapido crecimiento que tengan un beneficio

econémico.

Por este motivo la Presidencia de la Republica del Ecuador se ha manifestado a
través de la SENESCYT, el interés por explorar de manera prioritaria, la
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introduccién y evaluacion de la adaptacion de especies forestales fordneas con
atributos de crecimiento rapido, particularmente especies del género Paulownia,
como potenciales alternativas para contribuir a las prioridades politicas contempladas
en el Plan Nacional de Forestacion y Reforestacion Productiva (Grijalva, Radl,
Barrera, & Limongi, 2012, pags. 2-3). Si la respuesta en campo es positiva, con estas
especies se puede reforestar parte de las 2,62 millones de hectareas de terrenos
disponibles para repoblacién forestal (MAE, 2011, pags. 1-2).

La mayoria de las especies forestales se reproducen sexualmente por polinizacion
abierta, produciendo una gran cantidad de variantes fenotipicos y por consiguiente
heterogeneidad en la descendencia. Los caracteres deseables de individuos superiores
podrian conservarse en la progenie si estos se propagan vegetativamente o en forma
clonal. En este &mbito, la aplicacion de biotecnologias como la propagacion in vitro
permite la obtencion de plantulas libres de organismos patégenos, homogeneidad en
la progenie, mayor vigor de las plantas regeneradas y produccion a gran escala de

individuos con caracteristicas deseadas.

En Ecuador, el uso de herramientas biotecnoldgicas en especies forestales no ha
tenido la misma importancia que en cultivos agricolas, es asi que no existen
protocolos desarrollados para multiplicacion a gran escala de especies forestales; por
lo que, mediante la informacidn disponible publicada por varios autores foraneos y la
habilidad del equipo técnico del laboratorio de Biotecnologia de la Estacion
Experimental Santa Catalina del INIAP se pretende, con este trabajo de
investigacion, generar una tecnologia para la multiplicaciéon a gran escala de

Paulownia.



Objetivos

Objetivo general

Validar y desarrollar una tecnologia para la multiplicacion in vitro de Paulownia
elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (P. fortunei x P. elongata) bajo sistemas

de propagacion convencional e inmersion temporal.

Objetivos especificos

e Determinar el protocolo para el establecimiento in vitro en la fase de
introduccién de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

e Evaluar el efecto de cuatro diferentes medios de cultivo sobre la
multiplicacién in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido
(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema de propagacion

convencional.

e Evaluar un medio de cultivo sobre la multiplicacién in vitro de Paulownia
elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia

elongata) bajo sistemas de inmersion temporal.

e Determinar el medio de cultivo mas eficiente para el enraizamiento de
Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x
Paulownia elongata) con explantes provenientes de la etapa de multiplicacion

convencional.

e Evaluar la adaptacion a condiciones de invernadero de plantulas obtenidas del

sistema de micropropagacion convencional, utilizando dos sustratos diferentes.



Hipotesis

Hipdtesis nula (Ho)

Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x
Paulownia elongata) no responden a la propagacion masiva in vitro bajo el
sistema convencional e inmersion temporal en condiciones del laboratorio

de cultivo de tejidos.

Hipdtesis alternativa (Ha)

Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x
Paulownia elongata) responden a la propagacion masiva in vitro bajo el
sistema convencional e inmersion temporal en condiciones del laboratorio

de cultivo de tejidos.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Paulownia

1.1.1 Descripcion general de Paulownia

Los arboles pertenecientes al género Paulownia poseen un crecimiento rapido,
siendo especialmente llamativos los primeros afios de desarrollo. En condiciones
normales, un arbol de 10 afios de edad puede alcanzar los 30 - 40 cm de didmetro y
un volumen de madera proximo a 0,3 - 0,5 m®. Sin embargo, si las condiciones de
cultivo son éptimas, pueden alcanzar volimenes de madera cercanos a los 4 - 4,5 m*,
con unos crecimientos anuales en didmetro de 3 - 4 cm (Zhao-Hua, Xin-Yu, &
YaoGao, 1986, pags. 2-10). “Dichos arboles presentan gran porte, de fuste recto y
cilindrico, de color grisaceo, con suaves estrias longitudinales” (Lucas, Martinez,
Lopez, Abellan, Garcia, & Pérez, 2011, pag. 2).

1.1.2 Origen del cultivo y distribucion de Paulownia

El género Paulownia, se cultiva hace méas de 2600 afios, pero empez0 a ser estudiado
a partir de 1972 por el investigador forestal de origen chino Zhua Zhao-Hua,
inicialmente fue plantado por los agricultores chinos con el fin de proteger sus
cultivos de tormentas de arena o inundaciones, asegurando asi buenas cosechas. En
la actualidad, después de diversas investigaciones se conocen en detalle todas sus
virtudes tales como: arbol totalmente inocuo para el ambiente, rebrota cuando es
cortado a los 3 afios/ 8 veces como minimo, produce 1 m*® de madera a partir del
noveno afo, solo necesita riego durante los 3 primeros afios, permite cultivos
intercalados, entre otras; por dichas ventajas, este arbol empezd a ser desarrollado
genéticamente para ejecutar proyectos de investigacion en adaptacion a distintos
ambientes climaticos a fin de promover su cultivo en el mundo, tanto para
reforestacion como para uso maderable y energético (Lucas, Martinez, Lopez,
Abellan, Garcia, & Pérez, 2011, pags. 1-2).



“Estos arboles se han introducido por todo el mundo, desde el este de Asia (figura 1),
principalmente en Japon y Corea, pasando por Indonesia, hasta Estados Unidos
(Carolina del Norte y del Sur, California, Indiana y Kentucky), México, Brasil, India
e Italia” (Lucas, Martinez, Lopez, Abellan, Garcia, & Pérez, 2011, pag. 1).

“También se conoce como el arbol de la emperatriz de China, el &rbol de la princesa
o el arbol Kiri. Las tres especies que comunmente se recomiendan para la siembra
son Paulownia tomentosa, P. fortunei y P. elongata” (Clatterbuck & Hodges, 2004,

pag. 7).

Distribucion natural de P. elongata y P. fortunei

P. elongata

P. fortunei

Figura 1

Fuente: (Rodes, 2014)

1.1.3 Clasificacion taxonémica
Thumberg, el botanico suizo que identificé y dio nombre a Paulownia en 1781, la
clasifico dentro de la familia Bignoniaceae, aunque medio siglo mas tarde, dos
botanicos alemanes, Siebold y Zuccarini (1831) incluyeron a Paulownia dentro de la
familia Scrophulariaceae. Sin embargo, desde 1998, en la clasificacion APG | de la
Angiosperm Phylogeny Group (Grupo para la Filogenia de las Angiospermas), se
cambia la ubicacién de Paulownia, sacandola del orden Scrophulariales y situandola
en Lamiales, con una nueva familia monogenérica llamada Paulowniaceae. Esa



nueva filogenia se mantiene en el APG Il del 2003 y en la nueva APG III, publicada
en el 2009. Por desgracia, en innumerable bibliografia no actualizada, asi como en la
definicion que de Paulonia hace el diccionario de la Real Academia, sigue

apareciendo como una Scrophulariaceae (APG 111, 2009 citado por Trigo (2013, pag.
1)).

La clasificacion taxondmica es la siguiente:

Tabla 1

Clasificacion taxonémica de género Paulownia

Reino: Plantae
Superdivision: Spermatophyta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Paulowiaceae
Género: Paulownia

Nota: APG 111, 2009

1.1.4 Descripcién Morfologica

Raices

Paulownia es un arbol de raices profundas, con un sistema radicular
bien desarrollado. Por lo general hay varias raices grandes,
dicotdmicamente ramificadas que crecen hacia abajo hasta una
longitud de 8 m. Las raices de absorcion son 1-5 mm de espesor y de
hasta 60 cm de largo. En suelos arenosos, el 76% del sistema radicular
de absorcion es de 40 - 100 cm de profundidad. El desarrollo del
sistema radicular esta muy influenciado por la estructura del suelo; un
suelo arenoso suelto y bien drenado, es ideal para Paulownia (Sedder,
2003, pag. 2).



Inflorescencia

“La floracion de la especie se produce una vez por afio, exhibiendo flores
hermafroditas en paniculas terminales de 30 a 40 cm de longitud con forma
piramidal. Estas, se forman en otofio y permanecen cerradas hasta la primavera”
(Lucas, Martinez, Lopez, Abellan, Garcia, & Pérez, 2011, pag. 3). “Sus flores varian
de color segun la especie (figura 2), pueden presentar un color blanco o lavanda; son
fragantes, tienen una gran corola de dos labios, con dos lébulos en el labio superior y
tres en la inferior” (Sedder, 2003, pag. 2).

Flores de Paulownia fortunei
-

Figura 2

Fuente: Landscape Plant Focus, 2013, pag. 20

Hojas
Se trata de una especie caducifolia, que presenta una copa ancha y
ramas de crecimiento horizontal con hojas de gran tamario, color verde
oscuro en forma ovalada y acorazonada de 20 a 40 cm (figura 3), y de
nimeros pares opuestos en las ramas (Lucas, Martinez, LoOpez,
Abellan, Garcia, & Pérez, 2011, pag. 3).

“Las hojas tienen peciolos largos y una disposicion opuesta, la superficie inferior de

las hojas esta cubierta con una densa capa de pelos finos” (Sedder, 2003, pag. 2).

10



Evaluacion del tamafio de una hoja

Figura 3
Fuente: Velboy EOOD, 2010

Semillas

“Las semillas de Paulownia son ligeras, pequefias y aladas (figura 4). Su
germinacion y crecimiento requiere luz intensa debido a lo cual, esta especie no
puede regenerar de forma natural bajo un dosel arbéreo” (Zhao-Hua, Xin-Yu, &
YaoGao, 1986, pag. 4).

Semillas de Paulownia
v

Figura 4

Fuente: Trigo, 2013

Frutos

“Los frutos son una capsula lefiosa dehiscente de forma ovoide (figura 5),
puntiaguda, de 3 a 5 cm con numerosas semillas” (Lucas, Martinez, Lépez, Abellan,
Garcia, & Peérez, 2011, pag. 3).
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Frutos de Paulownia

Figura 5

Fuente: Trigo, 2013

1.1.5 Diversidad genética del género Paulownia

El género incluye las especies: Paulownia australis; P. catalpifolia;
P. coreana; P. duclouxii, P. elongata; P. fargesii; P. fortunei; P.
galbrata; P. grandifolia, P. imperialis; P. kawakamii; P. lilacina, P.
longifolia, P. meridionalis, P. mikado, P.recurva, P. rehderiana, P.
shensiensis, P. silvestrii, P. taiwaniana; P. thyrsoidea, P. tomentosa,
P. viscosa, entre otras, (Lucas, Martinez, Lopez, Abellan, Garcia, &
Pérez, 2011, pag. 1).

Paulownia elongata

Es un arbol de mas de 10 m de altura, de copa ancha y cénica, presenta un fuste recto
de corteza marrdn- grisaceo con ramas marrones densamente pobladas de lenticelas.
Poseen hojas de forma ovada- cordada, hasta 34 m. La cara adaxial se encuentra
densamente poblada de pubescencia mientras la cara abaxial permanece lampifa.
Tiene flores de color azul claro con los centros amarillos. Presenta flores agrupadas
en inflorescencias cdnicas - piramidales de hasta 30 cm, con cimas de 3 a 5 flores y
con pedunculos de 0,8 a 2 cm, aproximadamente igual de largos que los pedicelos. El
caliz tiene forma oval - cénica y mide de 1,6 a 2 cm de largo, con 5 l6bulos hendidos
hasta 1/3 de la longitud del mismo. Posee un fruto de forma ovoide, raramente
ovoide-elipsoidal de 3,5 a5 cm. Posee un pericarpo de 1 - 2,5 mm y semillasde 4 a 5

mm con ala incluida (Castillo, Gutiérrez, Buenrostro, & Cetina, 2012, pags. 41-42).
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“Puede soportar temperaturas de hasta -15 °C, aunque las heladas pueden dafar los
brotes jovenes” (Landscape Plant Focus, 2013, pag. 21). Su estructura se puede

observar en la figura 6.

Paulownia fortunei

Es un arbol que puede alcanzar hasta los 30 m de altura, de copa conica; posee un
fuste recto de corteza marron - grisacea que puede llegar a los 2 m de diametro
normal. Tiene hojas de alrededor de 12 cm de diametro. Sus flores forman una
panicula compacta y cremosa de color blanco, o lila enrojecida y fuertemente
marcada con el interior parpura. El caliz es conico - oval y hendido hasta 1/4-1/3 de
su longitud total. Posee estambres que miden de 3-3,5 cm. Tiene un fruto marron-
amarillento, estrellado y tomentoso, posee pericarpo lefioso, grueso y un céliz
persistente, alberga de 6 a 10 semillas aladas (Zhao-Hua, Xin-Yu, & YaoGao, 1986,

pags. 2-16). Su estructura se puede observar en la figura 6.

Diferencias morfologicas entre P. fortunei y P. elongata

Tipode 3 Pelosidad en el
) ] Flores Fruto Semillas 2 .
inflorescencia envés de la hoja

/f:.. J = ;, i
e ®
< B/ ¢

Paulowia fortunei | Paulowia elongata

Figura 6

Fuente: (Zhao-Hua. Xin-Yu, & YaoGao, 1986)

Paulownia hibrida (Paulownia elongata x Paulownia fortunei)
Arbol grande, de sombra para grandes paseos, utilizado para madera. Planta con
mucho futuro para la silvicultura por su impresionante desarrollo y crecimiento. La

altura puede variar dependiendo de la epoca del afio. El color de las hojas es verde,
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posee flores de color blanco, el arbol puede llegar a una altura de 30 m. Este hibrido
necesita un pH del suelo de alrededor de 7 (Garden Center Ejea Ctra, 2014, pags. 1-
2). “Los hibridos de Paulownia elongata se seleccionan con el fin de mejorar algunas
de las caracteristicas de la especie, por ejemplo aumentar la resistencia al frio” (One

green future, 2009, pag. 1).

Una ventaja de estos hibridos es la mejoria sinérgica de la combinaciéon de los
parentales, superando a éstos, pero otra es la infertilidad, lo que evita que una especie
pueda llegar a ser invasiva y se convierta en plaga por los alrededores de la
plantacion. Aunque esto es un tema muy discutido. Los animales hibridos son
estériles, pero las plantas pueden serlo 0 no dependiendo de ciertas afinidades entre

los parentales (Trigo, 2013, pags. 1-2).

1.1.6 Aspectos ecoldgicos

Clima

Se adapta a una gran variedad de climas, pues el rango de temperaturas al que
pueden adecuarse las especies del género varia ampliamente, Ilegando a soportar
minimas absolutas de -20 °C y maximas absolutas de 45 °C. Diferentes experiencias,
demuestran que el rango optimo de temperaturas para el crecimiento en altura y
didmetro, se localiza usualmente entre 24 y 29 °C de temperatura media diaria (Zhao-
Hua, Xin-Yu, & YaoGao, 1986, pags. 16-22). “En relacion a la altitud, el rango que
normalmente ocupa esta especie varia entre los 600 y 1500 msnm” (Lucas, Martinez,
Lopez, Abellan, Garcia, & Pérez, 2011, pag. 2).

Suelos

El arbol de Paulownia tiene la capacidad de desarrollarse en suelos pobres o
erosionados, siempre y cuando se aporte abono organico y un sistema de riego.
Paulownia no es un arbol propio de zonas aridas, pero desde el punto de vista
econdmico, esta especie desarrolla un 6ptimo uso de los recursos disponibles, y su
capacidad de crecimiento es la mas elevada del reino vegetal (Gutiérrez & Ocafia,
2009, pags. 23-24).
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Los suelos adecuados para establecer plantaciones de Paulownia son aquellos de
base arenosa, incluyendo margas y suelos volcénicos, el pH del suelo puede variar
desde moderadamente acido (5,5), a moderadamente alcalina (8,5), pero prefieren
muy ligeramente acido a 6,5 (Aitken-Christie, KozaiT, & Takayama, 1995, pags. 24-
32).

1.1.7 Aplicaciones de Paulownia
La madera de Paulownia se distingue por tener algunas caracteristicas organolépticas
diferenciales que, la han posicionado como una madera semipreciosa: color claro,
muy resistente, ultraligera, facil de trabajar y de grano fino, preferida para la
construccidn por sus excelentes caracteristicas de trabajo y alta resistencia al fuego
pues su temperatura de ignicion esta entre los 420 y 430 °C, comparada con el
promedio de las maderas duras que va de 220 a 225 °C. Ademas, es resistente a la
deformacion, torsién y agrietamiento; posee una gran capacidad aislante y un tiempo
de secado muy corto de 24 - 48 horas en hornos para madera y 30 - 60 dias al aire
libre, posee infinidad de utilidades: carpinteria en general, construccién, pasta de
celulosa, planchas y contrachapados, entre otras (Lucas, Martinez, Lépez, Abellan,
Garcia, & Pérez, 2011, pags. 4-6). “También su madera es ampliamente usada para la
fabricacion de muebles, aviones, juguetes, instrumentos musicales como se muestra
en la figura 7 vy, la reforestacion de los suelos pobres en nutrientes” (Melhuish,
Gentry, & Beckjord, 1990, pag. 206).

Entre los beneficios de las especies del género Paulownia destacan la considerable
produccién de biomasa, la fijacion de CO,, el potencial uso para reforestaciones de
terrenos agricolas abandonados. La especie es capaz de producir unos 6000 kg/ha de
biomasa total, con un poder calorifico inferior de 19500 kJ/kg, valor superior a la
produccion de otras especies forestales y agricolas (Lucas, Martinez, Lopez, Abellan,
Garcia, & Pérez, 2011, pags. 1-2).
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Aplicaciones de la madera de Paulownia

Figura 7: A) Instrumentos musicales a base de madera de Paulownia. B) Muebles a base de

madera de Paulownia

Fuente: Velboy EOOD, 2010

“El &rbol puede ser cosechado en cinco afios a 13,72-15,24 m de altura, produciendo
un beneficio bruto de unos 30000 délares por 4046,9 m*ha por afio” (Newcomb,
2010, pag. 7).

1.1.8 Propagacion de Paulownia

Propagacion por semilla
Paulownia comienza a producir semilla al cuarto afio de plantacion.
Sus semillas son livianas, una capsula contiene alrededor de 5000
semillas. Una vez obtenidas las semillas, se siembran en alméacigos en
los meses de agosto o septiembre, con una densidad de 1000 a 1500
semillas por metro cuadrado. El tiempo de germinacion varia de 15 a
60 dias después de la siembra segun las condiciones ambientales en
que se desarrollan. Cuando las plantitas alcanzan una altura de 15 a 20
cm, se trasplantan al lugar definitivo que generalmente se realiza en

los meses de diciembre y febrero (Instituto de Bienestar Rural, 1977,
pag. 2).

“La propagacion de Paulownia a partir de semilla es lenta, ademés produce una gran
cantidad de variantes fenotipicas propia de la reproduccion sexual” (Castellanos,
Rodriguez, Rodriguez, & Rodriguez, 2006, pag. 2). “También otro problema
asociado, es que las semillas pueden presentar dormancia. Para P.elongata el
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porcentaje de germinacion es de un 72% mientras que para P. fortunei es de un 68%”
(Bergmann & Moon, 1997, pag. 4).

Propagacion por estaca

Esta multiplicacion es realizada en vivero. La preparacion de las
estacas se debe hacer cuando las plantas carecen de hojas. Se
seleccionan las ramas que tienen de 15a 30 cm de largo y de 1 a 2 cm
de grosor que deberan tener mas de dos brotes cada una. Las estacas
se deben plantar a distancia conveniente y de forma horizontal en el
vivero en los meses de agosto y septiembre. Una vez plantada se le
debe cubrir con una capa de tierra de alrededor de 5 cm de espesor v,
para evitar la deshidratacién se le debe cubrir al alméacigo con paja o
heno. Generalmente la brotacion de las estacas comienza a los 30 0 40
dias después de la plantacién, que deberan ser trasplantados al lugar
definitivo en el mes de noviembre, época en que las plantas alcanzan
de 20 a 30 cm de altura (Instituto de Bienestar Rural, 1977, pag. 3).

Propagacion por raiz
Para este método primeramente se seleccionan las plantas madres de
las que se extraeran las “raices de multiplicacion”. En el mes de
agosto se extraen las raices de la planta madre de las que se pueden
obtener de 30 a 50 raices por cada planta de un afio. Las mismas
deberan tener de 8 a 10 cm de largo y su didmetro debera sobrepasar 3
cm. Luego se plantan en el vivero a distancia de 10 a 15 cm entre
plantas, cubriéndolas con tierra con un espesor de 2 a 5 cm. En los
meses de octubre y noviembre se los debe trasplantar al lugar

definitivo (Instituto de Bienestar Rural, 1977, pag. 3).

La propagacion por estacas o raiz es importante para la produccion de material de
plantacion genéticamente uniforme, pero también hay dificultades asociadas con la
propagacion de corte de la raiz y, estos pueden incluir dafios fisicos a la epidermis de
la raiz y corteza, decaen debido a las altas temperaturas y a los ataques de

organismos patogenos (Ipekci & Gozukirmizi, 2003, pags. 16-24).
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1.2 Cultivo de tejidos vegetales

“El cultivo de tejidos vegetales, es un conjunto de técnicas que permite el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de la planta, desde
una celula hasta un organismo completo, bajo condiciones artificiales y asépticas”
(Pérez J., 1998, pag. 80).

Asi mismo, es una herramienta de gran valor para la resolucion de problemas basicos
y aplicados en la biologia molecular y biotecnologia vegetal, ya que brinda la
oportunidad de disefiar modelos ideales para el estudio de la fisiologia, bioquimica,
genética, clonacion, conservacién, manipulacion in vitro y la obtencion de plantas

genéticamente modificadas (Ross & Neill, 2000, pags. 2-4).

El cultivo de tejidos en especies forestales se inicié con el trabajo de Gautheret en
1934, cuando publico su estudio “desarrollo de un callo sobre porciones de tejido de
Salix capraea y Populus nigra”. Gautheret, describiéo la obtencion de yemas
adventicias y tallos con hojas in vitro de Sequoia sempervirens, pero no obtuvo la

formacion de plantas completas (Ball, 1950, pags. 295-325).

La mayoria de las especies forestales se reproducen sexualmente por polinizacion
abierta, lo que mantiene una continua variacion de muchos caracteres en las
subsecuentes generaciones. Las caracteristicas deseables podrian conservarse en la
progenie si estos arboles se propagan vegetativamente o en forma clonal (Hartman &
Kester, 1975, pags. 271-272).

Las técnicas de cultivo de tejidos brindan gran potencial para la multiplicacion de
especies forestales, ademas ayuda a los métodos tradicionales de mejoramiento
geneético forestal, particularmente en el area de evaluacion de genotipos en lo que
respecta a tasas de crecimiento, resistencia a enfermedades y tolerancia a la sequia.
Estos métodos también pueden ayudar a explorar mutaciones espontaneas y
caracteristicas cuantitativas, las cuales no pueden obtenerse por métodos sexuales
(Aguilar, Vilalobos, & Salgado, 2001, pags. 345-346).

“Las técnicas de propagacion in vitro se han utilizado para varias especies, asi como
dos hibridos de Paulownia” (Ipekci & Gozukirmizi, 2003).
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El éxito de Paulownia es la propagacién in vitro o micropropagacion, una técnica
que aporta grandes ventajas. La préactica totalidad de las explotaciones forestales de
Paulownia, se crean a partir de plantones obtenidos en laboratorio, clones de stper
arboles muy seleccionados que, transmiten las mismas caracteristicas de crecimiento
desorbitado a sus descendientes. Una plantacion de clones no s6lo dard como fruto
los mejores ejemplares, sino que proporcionard homogeneidad de crecimiento y si se
trata de ejemplares producidos mediante micropropagacion, iniciaremos la plantacion
en ausencia de enfermedades y plagas (lo que no implica que tal esterilidad impida el
contagio posterior) (Trigo, 2013, pags. 1-3).

1.2.1 Fases de la Micropropagacion
El objetivo de la micropropagacion es la obtencién de una cantidad adecuada de
plantas de idénticas caracteristicas a las plantas madre. Los protocolos de
micropropagacion, generalmente se dividen en una serie de fases o etapas que
conduciran finalmente a la obtencion de las vitroplantas (Pérez F. , 2004, pags. 122-
126).

“Estas fases dependen mucho de la naturaleza del material vegetal que se esta
cultivando” (Pérez F. , 2004, pag. 123).

1.2.1.1 Fase preparativa: Pretratamientos del material vegetal para su

cultivo in vitro
Consiste en la seleccion de plantas donadoras que posean caracteristicas fenotipicas
especiales que corresponden con el clon o variedad a propagar, ademas se realizan
tratamientos como la aplicacion de desinfectantes, fungicidas y bactericidas a las
plantas donadoras, con el objetivo de reducir la contaminacion propia del explante y
lograr brotes vigorosos y sanos, en estado activo de crecimiento con los cuales iniciar

la fase de establecimiento (Pérez J. , 1998, pags. 80-83).

Es extremadamente importante determinar el periodo correcto de tomar explantes,
porque se debe tener en cuenta las particularidades fisiologicas de la especie vegetal.
En el caso de la Paulownia, la introduccion de un cultivo estéril se realiza durante la

vegetacion activa de la planta (Trigo, 2013, pags. 1-2).
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1.2.1.2 Fase de establecimiento: iniciacién in vitro
Se requiere que los explantes sean transferidos al medio de cultivo de forma aséptica,
convenientemente esterilizados, tanto el explante con ayuda de agentes
desinfectantes (NaOCI, NaOCa, entre otros) como el medio de cultivo mediante
esterilizacion. Se considera un éxito en esta fase si los explantes sobreviven sin
contaminacion fungica ni bacteriana y, se desarrollan satisfactoriamente evitando la
oxidacion (Sierra de Grado, 2002, pags. 12-13).

Se han desarrollado varios trabajos con Paulownia, uno de ellos fue realizado por
(Clapa, Fira, Manuela, Vasu, & Buduroi, 2014, pags. 6-14), presentaron un protocolo
de iniciacion del cultivo in vitro, utilizaron yemas axilares y semillas. Aguilar (2001,
pags. 1-2), utilizaron fungicidas para la desinfeccion de Paulownia tomentosa
logrando obtener brotacién de explantes.

Los explantos, o fragmentos de Paulownia obtenidos de la planta madre se someten a
un proceso de desinfeccion que suele consistir en un lavado réapido, de un par de
segundos, en etanol al 70 - 90%, seguido de unos lavados con agitacion en una
solucion de hipoclorito de sodio u otros desinfectantes con algin agente humectante.
Seguidamente, se procede a varios enjuagues en agua destilada para asegurar la
desinfeccion de hongos y bacterias, procedentes de la manipulacién y del propio
ambiente. Posteriormente se seccionan en fragmentos mas pequefios, siempre en
condiciones de absoluta asepsia, y se depositan sobre los geles de cultivo en tubos de
ensayo y pasan a las incubadoras de ambiente controlado. O bien se procede a
seccionar el meristemo de la yema apical para trabajar a partir de él. Los meristemos
suelen ser poco viables, pero mejora considerablemente su establecimiento si se
incluyen los primeros primordios foliares. En ambos casos, pero especialmente en el
segundo, lo que se busca en un principio es la formacion de callo (Trigo, 2013, pags.
1-2).
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Contaminacion microbiana en el cultivo in vitro

La contaminacion es uno de los principales y méas severos problemas para los
micropropagadores de plantas en el mundo, factores tan disimiles como el disefio
arquitectonico de los locales de trabajo, la procedencia y edad del explante inicial, la
higiene ambiental o la habilidad y preparacion técnica de los operarios, entre otros,
pueden favorecer o controlar la incidencia de contaminantes microbianos. Como
contaminantes frecuentes en el cultivo in vitro se menciona a los hongos
filamentosos, las bacterias y las levaduras, muchos no son conocidos por provocar
dafios a las plantas en campo y sin embargo se convierten en patdgenos in vitro,
Herman (1987, pags. 33-35) sugirid el término “vitropatdogeno” para nombrarlos
(Pérez J. , 1998, pag. 80).

Entre los principales problemas en el cultivo in vitro se mencionan:

a)  Microorganismos contaminantes

Contaminacion endogena o latente

“La contaminacién enddgena hace referencia a bacterias patégenas o no y a
organismos fastidiosos, ya que aparte de ciertos patdgenos obligados, los
contaminantes fungosos no deben encontrarse latentes en los cultivos in vitro” (Pérez
J., 1998, pag. 83).

Contaminantes microbianos introducidos en el laboratorio

Los microorganismos que se introducen en el laboratorio son generalmente
habitantes del suelo que se encuentran en el ambiente; sapréfitos o patdgenos de las
plantas, asi como habitantes de la microbiota normal del cuerpo humano que se
relacionan con procederes inadecuados en el laboratorio, condiciones higiénicas
sanitarias deficientes o incumplimiento de la disciplina tecnologica (Pérez J. , 1998,
pags. 84-85).

Entre los hongos filamentosos contaminantes, los generos encontrados con mayor

frecuencia han sido Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Fusarium, Alternaria y
Neurospora (Enjalric, Carron, & Lardet (1988, pag. 34), Danby, Epton, Sigee, &
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Leifert, (1994, pag. 32); Alvaro, Herrera, Suérez, Rivero, Garcia, & Acosta, (1997,
pag. 56)).

b)  Principales fuentes de contaminacion

El explante inicial

Los meétodos de desinfeccion utilizados no siempre eliminan las poblaciones de
microorganismos asociadas a los tejidos de las plantas in vivo, muchos son capaces
de permanecer latentes en el interior de las células, en los espacios intercelulares o en
los haces conductores y quedan protegidos de los agentes quimicos. De esta forma se
introducen en el cultivo de tejidos, se propagan con el material vegetal y pueden
manifestarse sobre los medios de cultivo en la fase de establecimiento o0 permanecer

sin expresarse por largos periodos de tiempo (Cassells, 1991, pags. 31-45).

“El tamafio del explante también es una limitante, a mayor tamafio, también son
mayores las probabilidades de que los cultivos se contaminen con microorganismos”
(EcuRed, 2011, pag. 1).

El ambiente

El ambiente de los locales de trabajo es una fuente de contaminacion ya sea directa o
indirectamente. A través de las corrientes de aire las particulas de suelo cargadas de
esporas y células de microorganismos, son arrastradas y penetran en los locales de
trabajo por los acondicionadores de aire, son transportadas e introducidas por el
hombre y permanecen en el ambiente por condiciones higiénicas inadecuadas (Pérez
J., 1998, pags. 80-88).

El hombre

El hombre interviene directamente en todas las operaciones que se realizan en el
cultivo in vitro de plantas y, es una fuente primaria de contaminantes a través del
estornudo, la tos, la conversacion, entre otros. La presencia de microorganismos
contaminantes que son habitantes de la microbiota normal del cuerpo humano como
por ejemplo: Staphylococcus epidermidis o Candida albicans, generalmente indica
ineficientes técnicas de asepsia por parte de los operarios (George, 1993, pags. 130-
143).
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Medio de cultivo e instrumental

La esterilizacion por el calor himedo en autoclave se emplea comiunmente para
eliminar los microorganismos de los medios de cultivo, ya sea cuando se esteriliza el
medio junto con el frasco de cultivo como cuando se prepara, se esteriliza y luego se
distribuye. De la calidad de este paso depende en gran medida la continuidad del
proceso (Pérez J. , 1998, pags. 80-91).

“Por otra parte, los instrumentos utilizados se esterilizan comunmente por calor seco
0 se flamean en alcohol. Precisamente si no se flamean suficiente tiempo, las esporas
de Bacillus sp. pueden sobrevivir y contaminar los cultivos” (Pérez J. , 1998, pag.
92)

1.2.1.3 Fase de Multiplicacion o proliferacion in vitro
“El objetivo de la fase de multiplicacion, es obtener el mayor nidmero de nuevas
yemas en el menor tiempo posible, para ello es importante el control de la tasa de

multiplicacién del cultivo” (Pérez F. , 2004, pag. 153).

Dependiendo del tipo de explante y de la especie en el cultivo, podemos llevar a cabo
diferentes procedimientos de multiplicacion de las yemas axilares durante esta fase,
las yemas de tamafio adecuado, se podran separar y cultivar en un nuevo medio, en
cambio los racimos de yemas muy pequefias, deberadn sembrarse sin separarse, en un
medio nuevo a la espera de un mayor desarrollo para poder aislarlas (Deberhg, 1991,
pags. 1-13).

La multiplicacion de yemas terminales, axilares o laterales, siendo el punto de inicio
meristemas, las puntas de brotes, las yemas, los nudos o los brotes de las yemas en
raices para obtener, mantener y multiplicar los materiales genéticos, e incluso
regenerar una planta y estimular la formacion de brotes multiples. Especificamente
las ramas axilares y laterales pueden producir ramas adicionales permitiendo
subcultivar cada brote para una rapida multiplicacion (Roca & Mroginski, 1991,
pags. 22-35). Asi demuestra Castellanos et al. (2006, pags. 1-12), quienes reportaron
la técnica organogénesis indirecta y enraizamiento in vitro de Paulownia elongata,

obteniendo una alta totipotencia de las celulas y/o tejidos cercanos a la base, los
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cuales incluyeron parte del peciolo cuando se compararon con el tejido central de la
hoja, asi, la mayor produccion de brotes se obtuvo al utilizar el medio de cultivo MS
suplementado con 10 mg/L de BA y 0,5 mg/L de ANA, obteniendose 1,46 brotes por

explante en un término de 30 dias.

La tasa de multiplicacion es muy importante en términos de eficiencia, es decir, el
numero de propagulos formados a partir del explante inicial. La misma se efectla

empleando los siguientes sistemas:

> Sistema convencional in vitro, en medio semisolido.

» Sistema de inmersion temporal (SIT), en medio liquido.

a)  Sistema convencional

La micropropagacion de plantas, también llamada clonacion in vitro de plantas en
medio semisélido, es una de las herramientas de la biotecnologia vegetal que mas
desarrollo ha mostrado en los ultimos afios. Esta permite la produccion de un gran
namero de plantulas a partir de pequefios fragmentos de cualquier tejido vegetal en
un tiempo relativamente corto. Es una de las metodologias empleadas en produccién
in vitro, que consiste en colocar el explante, por ejemplo una yema, en un medio de
cultivo semisélido, constituido por macronutrientes, micronutrientes, fuentes de
hierro, vitaminas, hormonas y agente gelificante; de acuerdo a las necesidades de
cada especie. La formulacion de medios, incluido el pH, es especifica para cada
planta y debe ser ajustada segin las condiciones de laboratorio (Rojas, Garcia, &
Alarcén, 2004, pags. 23-27).

Cuando ya se tiene establecido el protocolo de laboratorio, este sistema presenta con
relacion a los metodos convencionales ex vitro importantes ventajas como:
incremento acelerado del ndimero de plantas por cada explante, produccion
permanente de material (independientemente de la estacidn del afio y las condiciones
del clima), mayor control sobre la sanidad del material propagado, facilidad para el
transporte del material, posibilidades de multiplicar con rapidez una variedad o
ecotipo del cual se posea pocos individuos (Rojas, Garcia, & Alarcon, 2004, pags.
24-30)
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La multiplicacion de Paulownia usando &pices en cultivo in vitro convencional es el
método mas comun para la propagacion clonal, sin embargo, esta tecnologia tiene
algunas desventajas: bajos coeficientes de multiplicacién, un alto costo por mano de
obra, la escasa posibilidad de automatizacion, lo cual repercute negativamente en el
proceso unitario de la planta obtenida a traves de este proceso (Becerra, Paredes,
Luengo, & Rodon, 2012, pags. 45-60).

b)  Sistema de inmersion temporal (SIT)

“La técnica de micropropagacion en medio semisélido es mas costosa que los
métodos tradicionales de produccion de plantas y, el uso de biorreactores posibilita la
produccion masiva de plantas bajando estos costos de produccion” (FAO, 2004, pag.
1). De acuerdo a Escalona (1999, pags. 1-2), los SIT, ademéas de mejorar la calidad
de las plantas, permiten reducir los costos de mano de obra, aumentan el rendimiento

bioldgico y logran la semiautomatizacion de los procesos de micropropagacion.

El sistema de inmersion temporal, estd basado en el contacto intermitente del medio
de cultivo liquido con los explantes, por un corto periodo de tiempo y la consecuente
renovacion de la atmdsfera gaseosa, para evitar la hiperhidricidad de los tejidos y la

acumulacion de gases toxicos (EcuRed, 2011, pags. 1-2).

Ventajas del Sistema de Inmersién Temporal.

Disminuye los costos de la mano de obra, debido a la facilidad de manipulacion de
los explantes y del cambio de medio. Permite una mejor nutricion mineral, por el
contacto estrecho entre la superficie de los explantes y el medio durante la fase de
inmersion por capilaridad, ya que una fina pelicula de medio se mantiene sobre los
explantes. Existe una fuerte disminucion de los problemas de asfixia o vitrificacién
de los tejidos en comparacion con una inmersion permanente, ya que permite una
renovacion completa del aire dentro del recipiente durante cada inmersion. También
permite una mejor separacion de los tejidos o células bajo el efecto de las burbujas y
mayor control de los procesos morfoldgicos debido a la frecuencia de las
inmersiones. Permite la proteccion de cada recipiente contra la contaminacion por
medio del uso de filtros, ademas la manipulacion individual es facil y anula los

riesgos de contaminacion cruzada (Gonzalez K. , 2003, pags. 10-15).
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Principales limitantes de la multiplicacion en biorreactores

Vitrificacion

Hiperhidricidad o vitrificaciobn es el término propuesto para definir las
malformaciones que frecuentemente se observan en plantas herbaceas y lefiosas que
se cultivan in vitro este fendmeno puede ocurrir por las altas concentraciones de
citoquininas, alta humedad relativa en el recipiente de cultivo, recipientes
herméticos, entre otras causas (Debergh, Aitken, Cohen, Von, Zimmerman, & Ziv,
1992, pags. 135-140).

Estrés oxidativo

La oxidacion u oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir como
la oxidacion, por radicales libres, de diferentes componentes celulares, asi como, la
oxidacion de compuestos fendlicos catalizado por la enzima polifenol oxidasa (PPO)
para producir quinonas, las cuales son especies quimicas muy reactivas y propensas a
reaccionar, generando dafio incluso la muerte celular (Amiot, Forget, & Goupy,
1996, pags. 237-247).

Usos de los Sistemas de Inmersion Temporal

Los Sistemas de Inmersion Temporal han sido utilizados exitosamente en diferentes
especies de plantas cultivadas, entre ellas: platanos, bananos, citricos, café, pifia,
papa, malanga, yuca, fiame, papaya, camote, entre otros; respecto a las distintas
técnicas de cultivo de tejidos como proliferacion de meristemos, desarrollo de
embriones a partir de callos, germinacion y conversion de embriones somaticos a
planta, entre otros (EcuRed, 2011, pags. 1-2). Actualmente, se estan realizando
trabajos en las especies del genero Paulownia, mediante la propagacion masiva bajo
el sistema de inmersion temporal, aunque todavia no se reportan protocolos que
demuestren la tecnologia empleada. Becerra, Paredes, Luengo, & Rodon (2012, pags.
45-60), afirman que las plantas de Paulownia se propagan por medio del SIT y que
las plantulas presentan un mayor vigor y tamafio superior en un 30%, comparadas
con la multiplicadas bajo el sistema convencional in vitro, de la misma manera se
observa un porcentaje menor al 1% de hiperhidratacion, con un costo de produccién

inferior en un 20%.
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Tipos de Sistemas de Inmersion Temporal

De acuerdo al instituto de Biotecnologia y Ecologia aplicada (INBIOTECA), de la
Universidad Veracruzana, los SIT pueden ser de tres tipos: el recipiente de inmersion
temporal automatizado (RITA®), el biorreactor de inmersién temporal (BIT) y el
biorreactor de inmersion por gravedad (BIG) (Escalona, y otros, 1999, pags. 743-

748), detallados a continuacion, como se muestra en la figura a continuacion.

Sistemas de Inmersién Temporal (SIT)

Figura 8: A) sistema para la micropropagacion de vainilla en el Recipiente de Inmersiéon Temporal
Automatizado (RITA®), B) cafia de azlcar en el Biorreactor de Inmersion Temporal (BIT) y C)

orquideas en el Biorreactor de Inmersién por Gravedad (BIG).

Fuente: Jerico, Lourdes, & Iglesias, 2010.

Recipiente de inmersion temporal automatizado (RITA):

Dentro de los sistemas de inmersién temporal, se destaca el RITA ©, el cual esta
compuesto por un solo frasco con dos compartimentos, uno superior en donde se
encuentran las plantas y uno inferior donde se deposita el medio de cultivo. Al
inyectar aire con una bomba al compartimento inferior el medio de cultivo es
impulsado hacia el que contiene las plantas, quedando estas inmersas en el medio
liquido el tiempo que dure la inyeccion de aire (Etienne & Berthouly, 2005, pags.

215-231). Su funcionamiento se describe en la figura 9.
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Esquema de un biorreactor tipo RITA®

Figura 9: Biorreactor en estado de reposo (1); comienza a ingresar aire al sistema (2); plantas
inmersas en el medio de cultivo (3); el medio de cultivo desciende por gravedad a la recAmara

inferior (4).

Fuente: Etienne & Berthouly, 2002, pag. 217

Biorreactor de inmersion temporal (BIT)

Como se muestra en la figura 10, esta formado por dos frascos de cultivo, que
pueden ser de plastico o de vidrio, uno para el crecimiento de los explantes y el otro
como reservorio de medio de cultivo. Estos frascos estan conectados entre si por una
manguera de silicona de 6 mm de didmetro mediante conectores que atraviesan la
tapa. En la parte interna de la misma se coloca una manguera menos flexible, la cual
desciende hasta el fondo en ambos recipientes. EI medio de cultivo circula de un
frasco a otro en dependencia de la apertura o cierre de las electrovalvulas, las cuales
estdn conectadas a un temporizador programable para la determinacion de la
frecuencia y la duracion de la inmersion. A la entrada de los frascos se colocaron
filtros hidrofobos (0,22 um) para garantizar la esterilidad y la presion de aire, ésta es

regulada por un manémetro. Ademas, posee un compresor de aire con encendido
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automatico que garantiza la disponibilidad del mismo (Escalona, y otros, 1998, pags.
743-748).

Modelo de sistema inmersion temporal liquido BIT

valvula solenoide Temporizador 1 abre
Bomba cerrada vaivula solenoide Bomba
encendida B2 B1 apagada
Al Buuonl Alre A2
@ c1' lTl lTl czl @
{ I l t |
| i
1

t |T|fmleTl |

U e,

Temporizador 2 abre vélvula solenoide
vaivula solenoide cerrada
B2 B1 P u—
@ h' Alre T T on'uon @

|

Figura 10: Modelo de sistema inmersion temporal liquido BIT. 1) El temporizador uno abre la valvula

solenoide B1 y la presion de aire proveniente de la bomba Al impulsa el medio de cultivo al frasco que
contiene las plantas; 2) Tiempo de inmersion; 3) Después de un periodo de tiempo seleccionado, el
segundo temporizador abre la valvula B2 y la bomba de aire A2, regresando el medio de cultivo al frasco
reservorio de medio. A bomba de aire B Valvula solenoide C filtros. El recuadro rojo, indica que la
valvula solenoide esta abierta, permitiendo la liberacion de presion dentro del frasco, mientras que la otra

valvula esta cerrada.

Fuente: Ramirez & Sainz, 2013.

Biorreactor de inmersion por gravedad (BIG)
El sistema BIG es utilizado actualmente por el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos del Colegio de Postgraduados Campus Cérdoba, tiene entre
otras ventajas: bajo costo, capacidad variable, uso de una sola valvula
solenoide como se observa en la figura 11, permitiendo con ello
disminuir los gastos de inversion y electricidad del sistema neumatico
(Ramirez & Séainz, 2013, pag. 1).
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Biorreactor de Inmersién por gravedad

Figura 11: BIG

Fuente: (Ramirez & Sainz, 2013)

1.2.1.4 Fase de enraizamiento in vitro
Cada brote, esqueje o yema de forma individual que se ha formado en la fase de
multiplicacién, debe ser cultivada y manipulada in vitro cambiando el balance
hormonal, aumentando la concentracion de auxinas y disminuyendo la concentracion
de citoquininas, para que ademas de crecer y desarrollar sus estructuras aéreas,
desarrolle varias raices que le permitan absorber los nutrientes al trasplantarse a un

sustrato enriquecido (Pérez J. , 1998, pags. 391-393).

Bergmann & Moon (1997, pags. 315-317) ; Corredoira, Cernadas, & San (2010,
pags. 5-22); Lobna, Ibrahim, & Farahat (2008, pags. 594-600); Rout, Reddy, & Das
(2001, péags. 208-212); llevaron a cabo enraizamiento in vitro y la posterior

aclimatacion ex vitro obteniendo plantas del género Paulownia para el campo.

Castellanos, Rodriguez, Rodriguez, & Rodriguez (2006, pags. 1-12), lograron un
protocolo de enraizamiento eficiente. En este trabajo también se incluyd
experimentacién para la produccién de raices, para la induccion se utilizaron brotes
provenientes de la proliferacion de yemas axilares, se selecciond aquellos con un
porte aproximado de 2 cm, se establecid un experimento para estudiar el efecto de
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diferentes agentes enraizadores: medio M&S libre de reguladores de crecimiento
bajo luz blanca, medio M&S libre de reguladores de crecimiento expuesto a luz roja
(660 nm), medio M&S libre de reguladores de crecimiento con infeccion de
Agrobacterium rhizogenesis y medio M&S suplementado con 1,5 mg/L de IBA, los
brotes se cultivaron en contenedores de plastico de un litro de capacidad
enriquecidos con 30 g/L de sacarosa, 8 g/L de agar y ajustado a pH 5,8 + 0,02 antes
de ser esterilizados en autoclave. Obtuvieron mejores resultados en el tratamiento
utilizando 1,5 mg/L de AIB mejorando el proceso de diferenciacion de raices
adventicias en brotes de Paulownia elongata, en cuanto al numero de raices, altura

de la planta y nimero de hojas.

1.2.1.5 Fase de aclimatacion de la vitroplanta
Esta es la fase mas dificil del cultivo, cuando las plantulas salen del ambiente estéril
y rico en nutrientes del tubo de ensayo para iniciar su desarrollo en tierra. Se requiere
de condiciones adecuadas y grandes cuidados para que las plantulas no mueran por
pérdida excesiva de agua o por ataque de patdgenos (Garcia, Quintero, & Ldpez,
2004, pags. 34-37).

Al ser sacadas del contenedor o tubo de ensayo, deben ser limpiadas de todo vestigio
del medio de cultivo con agua tibia y sumergidas en una solucion de fungicida
sistémico, pues pueden ser una fuente de contaminacion; se colocan en vasos 0
macetas de 250 cc, en una mezcla balanceada de suelo, arena y material inerte esteéril,
almacenadas en un invernadero bajo condiciones de humedad constante y baja
radiacion solar. Se requiere durante los tres primeros dias, de un ambiente cercano al
95% de humedad relativa y 40% de exposicién a la luz. Al cabo de unos dias una vez
endurecidas deben ser aclimatadas, por lo que se trasplantan a un nuevo sustrato con
suelo, arena y materia organica en condiciones de vivero (Rojas, Garcia, & Alarcon,
2004, pags. 35-45).

Mediante un apropiado proceso de aclimatacion, las plantas micropropagadas de
Paulownia logran sobrevivir a condiciones ex vitro después del transplante, un
sistema radicular funcional y adecuado en las plantas garantiza no sélo su

supervivencia, sino su desarrollo apropiado durante y desples de la etapa de
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aclimatacion en invernadero, en vivero y posterior en el campo (Castellanos,

Rodriguez, Rodriguez, & Rodriguez, 2006, pags. 1-12).

1.2.2 Factores que influyen en la micropropagacion
Existen diferentes factores que determinan el éxito o fracaso al momento de realizar

la micropropagacion, entre estos se encuentran:

1.2.2.1 Planta que dona el explante
“La edad y el estado fisiologico de la planta que dona el explante (planta madre)
influye significativamente en su capacidad morfogenética. Los requerimientos
nutricionales y hormonales difieren cuando los tejidos cultivados provienen de

plantas en diferentes edades fisioldgicas” (Villalobos, 1982, pag. 34).

El estado fitosanitario de la planta madre influye también en el establecimiento de un
cultivo in vitro. Si se debe elegir entre individuos de un mismo clon, se debe tomar
los mas sanos como material experimental, ya que esto repercute sobre el porcentaje

de infeccion después del aislamiento (Pierik, 1990, pags. 65-67).

1.2.2.2 Tipo y edad del explante
En caso de que la fuente del material vegetal sea de una planta de edad adulta,
existen otras variables a considerarse como: presencia de fitopatgenos,
productividad agricola asi como vigorosidad, es por esto que se emplea de
preferencia material vegetal juvenil, ya que la desdiferenciacion y multiplicacion de
dichos tejidos se desarrolla de manera mas acelerada y sencilla (Pérez J. , 1998, pags.
65-67).

Es un aspecto de gran influencia en la morfogénesis. Como regla general se puede
decir que cuando mas joven e indiferenciado se encuentre el explante a cultivar,
mejor sera su respuesta in vitro. Es por ello que los meristemas apicales y axilares
son ampliamente usados en numerosas especies. En el caso de la micropropagacion
de plantas lefiosas, la edad del explante es un factor critico (Roca & Mroginski, 1991,
pags. 22-35).

32



Ipekci, Atinkut, Kazan, Bajrovic, & Gozukirmizi (2001, pags. 113-115), obtuvieron
una regeneracion a partir de meristemos axilares de los explantes nodales para
Paulownia elongata ; Burger, Liu, & Wu (1985, pags. 760-761), trabajaron con

segmentos de tallo con un nodo de P. tomentosa.

1.2.2.3 Factores fisicos que influyen en el desarrollo in vitro de una planta
Los factores fisicos son principalmente la luz (intensidad y fotoperiodo), la

temperatura y la humedad relativa (Villalobos, 1982, pags. 155-164).

Luz: La intensidad puede variar en dependencia del fendmeno morfogenético que se
busca, de forma general la intensidad usada se sittia entre 5 y 25 w/m? o sea 1000-
5000 lux. Con respecto al fotoperiodo este sera distinto dependiendo del tipo de
cultivo con el que se esté trabajando. Generalmente se eligen dias de 14 - 16 horas
luz 0 14/10 y 16/8 (Pierik, 1990, pags. 2-8).

Temperatura: la temperatura se mantiene generalmente constante de 24 a 26 °C. A
veces, dependiendo de la especie experimental, se elige una temperatura mas baja
(18 °C para las especies bulbosas), o una temperatura méas alta (28 - 29 °C para las
especies tropicales). La temperatura éptima para el crecimiento y desarrollo in vitro,
es generalmente 3 - 4 °C maés alta que la correspondiente para el crecimiento in vivo
(Pierik, 1990, pags. 23-29).

Humedad relativa: teniendo en cuenta que la humedad dentro del recipiente de
cultivo es alta de 80-100% (debido al efecto invernadero que crean las paredes del
plastico o vidrio del recipiente), la humedad del cuarto de crecimiento probablemente
solo influira en la pérdida de agua desde el frasco de cultivo. Sin embargo, una
elevada humedad en el cuarto produce como resultado una mayor cantidad de
infecciones (Chee & Pool, 1982, pags. 17-27). El promedio 6ptimo varia entre 60 y
70%.
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1.2.2.4 Medios de cultivo

Medio de cultivo semisdlido

La técnica tradicional del cultivo de tejidos vegetales in vitro utiliza medios de
cultivo semisélidos. En este sistema cada brote se mantiene en frascos individuales,
los se cuales transfieren manualmente cada veinte o treinta dias para evitar la
alteracion de las concentraciones de los nutrientes y el crecimiento excesivo de los
brotes (Jones, 2006, pags. 14 — 18).

Pese a su uso extensivo, el cultivo de tejidos vegetales en medio semisolido posee
una serie de desventajas, conlleva gastos en mano de obra entre 65 % y 85 % del
total de costos del proceso debido a la necesidad de mantener gran cantidad de
frascos y un numero importante de personal para la preparacion periodica de medios
de cultivo y el manejo de los brotes. Ademas, los gelificantes representan un
componente del medio de cultivo de alto costo (Eide, Munster, Heyerdahl, &
Lyngved, 2003, pags. 1-2).

Para trabajos con Paulownia el medio de cultivo o medio basal, ha de contener todos
los nutrientes que la planta necesita para crecer sin raices y determinados reguladores
de crecimiento. Se suele utilizar la férmula de Murashige y Skoog (MS), aunque
también existen otras mas modernas como la de Gamborg (B5) o la WPM, con
menor concentracion de sales. A estas sales, tanto de macronutrientes, como de
micronutrientes, se les afiade sacarosa como fuente de carbohidratos, vitaminas del
grupo B (principalmente B1, pero también B3, B5 y B6), aminoacidos (la L-
glutamina es util en cultivos de callos, aunque también se pueden adicionar otros
aminoéacidos esenciales), reguladores de crecimiento y un gelificante como el agar o
la Gelrite (Trigo, 2013, pags. 1-2).

Medio de cultivo liquido

La utilizacién de este método da como resultado mayores tasas de crecimiento que en
medios semisdlidos, debido a la mayor superficie de contacto del explante con el
medio y a las menores gradientes de difusion entre el medio y el explante, lo cual

facilita la absorcién de nutrientes. Sin embargo, la inmersidn continua de los tejidos
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provoca sintomas de estrés por oxidacion e hiperhidratacion (Damiano, Gentile, La
Starza, Frattarelli, & Monticelli, 2003, pags. 359 - 364).

El empleo de los medios de cultivo liquidos en el cultivo in vitro es un aspecto

primordial en la automatizacién de la micropropagacion y en el desarrollo de

técnicas para la produccion a gran escala (Aitken-Christie, KozaiT, & Takayama,
1995, pags. 24 -32).

Los explantes necesitan de varios componentes organicos e inorganicos que provean

los nutrientes para su crecimiento in vitro, los mismos que se pueden observar en la

tabla 2, dependiendo del objetivo a perseguir.

Tabla 2

Conjunto de sustancias que se afiaden a los medios de cultivo para inducir el crecimiento y

desarrollo

Necesidades nutricionales y hormonales de los cultivos de 6rganos y tejidos vegetales

Reguladores de crecimiento: Auxinas, Citoquininas, Giberelinas, Acido abcisico, Etileno

Macroelementos: N, P, K, Ca, Mg, S

Microelementos: Fe, Co, Zn, Ni, Mn, Cu, |, Mo

Azlcares

Aminoacidos

Agua

Mezclas de sustancias poco definidas: Extracto de levadura leche de coco extractos vegetales

hidrolizados de caseina peptona y triptona

Nota: Pierik, 1990

Dentro de los componentes principales de un medio de cultivo se encuentran:

a)

Fuentes de carbono

Son sustancias organicas como los azlcares que proveen tres de los elementos
mayores esenciales: hidrogeno, carbono y oxigeno. Los azlcares son producto
de la fotosintesis, sin embargo las plantas que crecen in vitro, debido a la baja

intensidad luminica, no pueden fabricar todo el azucar que requieren, por lo
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que se adicionan altas concentraciones de 2 a 5 % de sacarosa al medio de
cultivo (Albdelnour- Esquivel & Escalant, 1994, pag. 12).

b) Agua
“Es el componente con mayor cantidad en el medio de cultivo, constituye el 95% del

medio, se recomienda usar agua destilada, bidestilada y desionizada” (Guerra &
Nodari, 2004, pag. 1).

c)  Sales Minerales
Los elementos necesarios para el crecimiento y desarrollo de una planta completa
deben ser suministrados en un medio de cultivo para el crecimiento y desarrollo de

los tejidos y érganos cultivados in vitro.

Las sales minerales se pueden dividir en:

Macro-elementos: son compuestos quimicos que la planta requiere en grandes
cantidades como el nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio
(Mg) y azufre (S). Las concentraciones asi como el tipo de sales utilizadas varian
segun el tipo de medio de cultivo utilizado, en la tabla 3, se muestran los medios de

cultivo mas utilizados in vitro (Pérez F. , 2004, pags. 45-46).

Micro-elementos: son nutrientes esenciales que se encuentran en bajas
concentraciones en las plantas, en ocasiones un aumento de alguno de estos
componentes puede causar toxicidad en los tejidos. La mayor parte de ellos
corresponden a constituyentes enzimaticos, de biomoléculas estructurales, como
proteinas, lipidos o carbohidratos (CIAT, 1991, pags. 20-22). Segun Pérez (2004,
pag. 47), los principales micronutrientes son el zinc (Zn), molibdeno (Mo), cobre
(Cu), boro (B), manganeso (Mn), cobalto (Co) y hierro (Fe), la disponibilidad del
hierro se reduce por la precipitacion de este compuesto cuando el pH del medio de

cultivo aumenta afectando el crecimiento de los explantes in vitro.
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Tabla 3

Componentes de algunos medios de cultivo in vitro mas utilizados

Macronutrientes (mg/L)
Componentes Medio MS Medio SH Medio WPM
CaCl,.2H,0 440 200 72,5
Ca(NOs),.2H,0 - - 471,26
KH,PO, 170 - 170
KNO; 1900 2500 -
K,SO, - - 990
MgS0O,.7H,0 125 400 180,54
NH,NO; 1650 - 400
NH,H,PO, - 300 -
Micronutrientes (mg/L)
Componentes Medio MS Medio SH Medio WPM
CoCl,.6H,0 0,025 0,1 -
CuS0,.5H,0 0,025 0,2 0,25
FeS0O,.7H,0 27,8 15 27,8
H3BO; 6,2 5 6,2
Kl 0,83 1 -
MnSQ,.4H,0 22,3 13,2 22,3
Na;Mo00,.2H,0 0,25 0,1 0,25
ZnS0,.7H,0 8,6 1 8,6
Na,EDTA 37 20 37,3
Vitaminas y aminoacidos (mg/L)
Componentes Medio MS Medio SH Medio WPM
Glicina 2 - 2
Mio-inositol 100 100 100
Acido nicotinico 0,5 5 0,5
Piridoxina HCI 0,5 0,5 0,5
Tiamina HCI 0,1 5 1

Medio MS: medio de MURASHIGE & SKOOG (1962)
Medio SH: medio de SCHENK & HILDEBRANDT (1972)
Medio WPM: medio de LLOYD & McCOWN (1981)

Nota: Pérez, 2014

d) Vitaminas y aminoacidos

“Las vitaminas favorecen el cultivo de tejidos in vitro y la ausencia de alguna de

ellas puede ser un limitante en el desarrollo organogénico de ciertos explantes”

(Aleman, 2000, pag. 1). “La tiamina especialmente, es ampliamente empleada para

algunas especies en concentraciones de 0,1 a 5 mg/L. Otras vitaminas como el &cido

nicotinico, glicina, biotina y piridoxina son afiadidos al medio de cultivo con la
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finalidad de mejorar la respuesta celular” (Smith, 2000, pag. 34). “El mioinositol, en
concentraciones de 50 a 500 mg/L potencializa la activacién de la organogénesis”
(Aleman, 2000, pag. 1). “Mientras que a pesar de que el acido ascérbico y el acido
citrico se encuentran en el grupo de las vitaminas, son empleadas en medios de
cultivo como antioxidantes evitando asi el oscurecimiento de los tejidos” (Pierik,
1990, pég. 67).

e)  Agentes gelificantes

Se utilizan para darle una apariencia semisolida o sélida al medio de cultivo, para
permitir que los explantes se mantengan en una posicion fija. Entre los agentes
gelificantes mas utilizados se encuentra el agar que es un polisacarido de elevado
peso molecular que se obtiene de algas marinas, la agarosa que es un agar de mayor
pureza empleado en el cultivo de células aisladas y protoplastos, el gelrite y phytagel
son gelificantes de alta calidad y pureza, se emplea en menor concentracion que los

otros gelificadores (Pérez F. , 2004, pégs. 16-18).

f)  Reguladores de crecimiento

“Las hormonas vegetales o fitohormonas son aquellas sustancias sintetizadas en un
determinado lugar de la planta y que se translocan a otro donde actdan a muy bajas
concentraciones, regulando el crecimiento, desarrollo, reproduccion y otras funciones
de las plantas” (Rojas, Garcia, & Alarcon, 2004, pag. 89). A continuacion se detallan

los principales:

Auxinas

Las auxinas son el grupo de reguladores de crecimiento mas conocido, derivadas del
aminoéacido triptéfano que se sintetizan en los apices de los brotes y en las raices y se
transportan por medio del floema. Cuando se adicionan en cantidades adecuadas,
pueden regular la elongacién celular, la division celular, la formacién de raices
adventicias y puede inducir a la embriogénesis. También, son las responsables de los
tropismos. Las auxinas mas utilizadas en los medios de cultivo vegetales pueden ser
sintéticas como el acido indol butirico (AIB), acido naftalen acético (ANA), 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D); o naturales como el acido indol acético (AlA) y sus

derivados como el acido fenil acético (Rivero, 2011, pags. 50-55).
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Citoquininas

Las citoquininas son sustancias derivadas de las purinas que se sintetizan en los
meristemos apicales de la raiz, hojas en desarrollo y en embriones jovenes y se
transportan a los brotes a través del xilema. Pueden regular la division celular,
estimular la formacion de brotes axilares y adventicios, regular la diferenciacion,
inhibir la formacion de raices y estimular la actividad de enzimas y proteinas
(Jacome, 2011, pags. 23-24)

“También, regulan la formacion y desarrollo del tallo. Pueden regular la sintesis de
pigmentos fotosintéticos, detienen la caida de hojas, retrasan el envejecimiento y la

muerte de 6rganos” (Lozano, 2011, pag. 78).

“Las citoquininas mas utilizadas son sintéticas, como la kinetina (KIN) y la 6
bencilaminopurina (BAP), una de las citoquininas mas activas; o naturales como la

zeatina (ZEA) y la isopentiladenina (2iP)” (JAcome, 2011, pag. 25).

El equilibrio entre las auxinas y las citoquininas rigen la diferenciacion de un tejido
in vitro. Asi, al mantener mas concentracion de auxinas predominara la formacion de
raices y, por el contrario, si se mantienen altas las concentraciones de citoquininas
respecto a las auxinas, se dara lugar a la formacion de brotes (Marin & Moll, 1997,
pag. 34). Como lo reportaron lIpecki et al. (2001, péags. 113-115) quienes usaron un
medio de cultivo M&S suplementado con 1 mg/L de BAP y 0,1 mg/L ANA y

lograron obtener un 100% de regeneracién de Paulownia.

Giberelinas

Las giberelinas se forman por diterpenos y son utilizadas raramente en el cultivo de
tejidos. Son producidas en los apices de los tallos y son conducidos por medio del
floema. Se utilizan para promover la floracion, romper la dormancia de semillas,
yemas Yy bulbos; y para la elongaciéon celular. Por lo general inhiben la formacion de
raices y vastagos adventicios. Pueden inducir la actividad del cambium en algunos
arboles de climas templados para que broten en primavera. También, son
responsables de la geminacion de semillas, ya que cuando éstas toman agua

estimulan la accion de la amilasa que forma la glucosa, su aumento provoca la
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sintesis de giberelina y el consecuente desarrollo de un embrion para dar lugar a una

nueva planta (Rivero, 2011, pags. 65-66).

“Las giberelinas mas comunes son AG;, AG3, AG4, AG7 y AGg” (Jacome, 2011, pag.
82)

Etileno y acido abscisico
“El etileno estimula la maduracion de frutos y la senescencia de flores y hojas.
También promueve el crecimiento lateral, importante durante la germinacion aunque

reduce la velocidad de elongacion de las células” (Rivero, 2011, pag. 78).

El acido abscisico (ABA) en la mayoria de los casos, produce un efecto negativo en
el cultivo de tejidos ya que puede inhibir la accién de las auxinas, giberelinas y
citoquininas; actuando como una defensa natural contra el estrés fisioldgico. Esto se
puede dar debido a que su accion provoca el cierre de estomas. En algunos casos
promueve la maduracién de embriones y cuando se realizan suspensiones facilita la

sincronizacion celular (Recalde, 2007, pags. 42-44).

1.2.3 Métodos de propagacion in vitro
Dentro de las técnicas de cultivo in vitro utilizadas en el género Paulownia se han
reportado la organogénesis y embriogénesis, directa e indirecta; de éstas, la
organogénesis directa es la técnica que comunmente se emplea para la propagacion
masiva comercial, mientras que la embriogénesis somatica se maneja mas en

protocolos de mejoramiento genético.

1.2.3.1 Organogeénesis directa
Respuesta morfogenética por la cual se forman directamente 6rganos (organogénesis)

0 embriones sin pasar por la fase de callo (Roca & Mroginski, 1991, pags. 22-35).

Es decir es la formacion de un primordio unipolar a partir de una yema con el
subsecuente desarrollo de éste en un brote vegetativo, existiendo siempre una
conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son
posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacion de primordios de

raices y el subsecuente enraizamiento final (EcuRed, 2011, pags. 1-2).
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La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa y
dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de yemas axilares y la
formacion de yemas adventicias. Los tejidos usados de manera frecuente como
explantes para la multiplicacion clonal son los apices o yemas axilares, como se ha
realizado en la propagacion de P. catalpifolia (Song, Sato, Ishii, Saito, & Ohba,
1990, pégs. 495-498), y P. fortunei (Seem.) Hemsl. (Sharma, Charan, & Dihman,
2003, pags. 276-280).

En P. tomentosa fue posible formar brotes a partir de segmentos nodales en medio
M&S con una combinacion de 4,4 mg/L de BA y 1,4 mg/L de ANA, logrando
obtener un total de 81 plantulas por cada explante después de 12 semanas (Rout,
Reddy, & Das, 2001, pags. 208-212). En ese mismo sentido se generd brotes a partir
de segmentos foliares en P. kawakami, con condiciones similares a las encontradas

en P. tomentosa (Low, Prakash, Swarup, & Kumar, 2001, pgs. 696-700).

Formacion de yemas axilares.

Esta técnica se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se encuentran
en las axilas de las hojas y primordios de las hojas, los cuales son divididos o
subcultivados respectivamente. Este método a pesar de no ser el mas rapido, ha sido
el mas utilizado para la propagacion comercial debido en primer lugar a la facilidad
con que se ha establecido en la mayoria de las especies y en segundo lugar a la
estabilidad genética de las plantas regeneradas, siendo el sistema de regeneracién en
el cual se reportan los menores indices de variacion genética (Pérez J. , 1998, pags.
23-45).

La principal desventaja radica en la laboriosidad del proceso, lo cual implica altos
costos por mano de obra, bajos coeficientes de multiplicacion en comparacion con
otros sistemas de regeneracion y escasa posibilidad de automatizacion del proceso
productivo. No obstante existen posibilidades de automatizar algunas etapas del
proceso con la utilizacién de biorreactores y sistemas de inmersion temporal
(EcuRed, 2011, pags. 1-2).
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Formacion de yemas adventicias.

Es la formacién de novo de yemas a partir de meristemos preexistentes o tejido no
meristematico, las cuales se originan de una o de un pequefio grupo de células,
cuando se cultivan los explantes en medios de concentraciones elevadas de

citoquininas (EcuRed, 2011, pags. 1-2).

Con esta técnica es posible producir un mayor nimero de plantas por unidad de
tiempo en comparacion con el método de yemas axilares y a la vez presenta mayores
posibilidades de mecanizacion automatizacion, existiendo ya varios ejemplos de
utilizacion de biorreactores para su produccion. Sin embargo, al igual que el método
de yemas axilares tiene la limitante de que el proceso productivo es realizado en dos
etapas: produccion de brotes y crecimiento-enraizamiento. Adicionalmente presenta
el inconveniente de que puede ser una fuente de variacion genética debido al propio
origen unicelular de las yemas adventicias. Este método ha tenido su mayor
aplicacion en la propagacién de plantas ornamentales donde la ocurrencia de plantas

fuera de tipo no es un problema (Pérez J. , 1998, pags. 45-87).

1.2.3.2 Organogénesis indirecta
Tras una desdiferenciacion celular, acompafiada de crecimiento tumoral dando lugar
a una masa de células indiferenciadas denominada callo, se puede generar 6rganos o
embriones bajo las condiciones adecuadas, especificamente con un balance hormonal

que induzca la formacion de brotes o raices (Roca & Mroginski, 1991, péags. 22-35).

Kumar, Rao, & Goh (1998, pags. 886-890), reportaron que en Paulownia fortunei el
mayor numero de células competentes para la regeneracion de brotes estan
localizadas en la base del peciolo, y depende de la totipotencia y de algunos otros
factores que influyen la alta vascularidad y niveles de fitohormonas y metabolitos.

1.2.3.3 Embriogénesis somatica
Terminologia utilizada por Tokin en 1963 para describir la formacion de un
individuo a partir de una o varias células somaticas, es decir que no es el producto de
la fusiobn de gametos. Sin embargo, este fendbmeno no debe confundirse con
organogénesis. Los embriones somaticos son estructuras bipolares con un eje radical

apical y no poseen conexiones vasculares con el tejido materno, dicha estructura es
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capaz de crecer y formar una planta completa. Puede ser directa o indirecta, ya que
puede acompafiarse de un fendmeno de callogénesis (Abdelnour & Vincent, 1994,
pags. 27-39).

Para este tipo de reproduccién asexual se pueden utilizar diversos tejidos con
objetivos distintos, como por ejemplo, los segmentos foliares e internodales usados
como explantes para embriogénesis somatica indirecta, en P. elongata se ha
documentado la obtencion de un promedio de 50,7 embriones somaticos por cada
100 mg de callo embriogénico, mediante la combinacién de los reguladores de
crecimiento TDZ y kinetina, después de cuatro semanas de cultivo (Ipekci &
Gozukirmizi, 2003, pags. 16-24). Por otra parte Song, Sato, Ishii, Saito, & Ohba
(1990, pags. 495-498), usaron segmentos de hoja y de peciolo para desarrollar
embriones de P. catalpifolia Steud., con més de 65% de explantes que formaron
callo, después de cuatro semanas. De manera similar, se han empleado peciolos y
segmentos foliares para la regeneracién de brotes adventicios en otras especies
maderables como sandalo (Santalum album L) (Rao, Goh, & Kumar, 1993, pags. 72-
76). Estos mismos investigadores continuaron con la linea de embriogénesis
somatica pero de forma directa lograron generar no solamente embriones, sino
semillas sintéticas a traves del encapsulamiento de los embriones en una solucion de
3% de alginato de potasio, una vez encapsulados fueron evaluados periodos de
almacenamiento a 4°C por 30 y 60 dias, encontrando frecuencias de germinacion de
73,7% y 53,3%, respectivamente (Ipekci & Gozukirmizi, 2003, pags. 16-24).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion del estudio

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Departamento Nacional de Biotecnologia de la Estacién Experimental Santa
Catalina, del Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), ubicado en la Provincia de Pichincha, Canton Mejia, Parroquia Cutuglahua.

Las condiciones se describen en la tabla 4.

Tabla 4

Condiciones del sitio experimental

Altitud 2400 - 3500 msnm
Latitud 00°2212” S
Longitud 78°32°20” W
Temperatura promedio anual 11,6 °C
Precipitacion promedio anual 1400 mm
Humedad relativa 79 %

Nota: (INAMHI, 2014)
2.2 Condiciones del cultivo
Las plantas madre sembradas fueron 15 pertenecientes para la especie Paulownia
elongata, 15 Paulownia fortunei y 15 Paulownia hibrida, se mantuvieron a una

temperatura de 25+2 °C y 80% de humedad relativa y se regaron dos veces por

semana con 100 mL/planta, con agua potable.
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Plantas del género Paulownia mantenidas en el invernadero del laboratorio de Cultivo de Tejidos
del Programa Nacional de Biotecnologia del INIAP
W N g 1, i X /j-r—’: g

Figura 12

Elaborado por: Cardenas, 2014.

Para las fases de cultivo in vitro, el material introducido de Paulownia elongata,
Paulownia fortunei y un hibrido, se coloc6 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.

Cuarto de cultivo calido

Figura 13

Elaborado por: Cardenas, 2014
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2.3 Materiales

2.3.1 Material vegetal
Para la investigacion se utilizaron dos especies Paulownia elongata, Paulownia
fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) que fueron

importados de Georgia, USA (figura 14).

Plantas Paulownia ubicadas en el Vivero Reforei.

Figura 14
Elaborado por: Cardenas, 2014

Las plantas se llevaron para su adaptacion al invernadero del Departamento Nacional
de Biotecnologia del Santa Catalina del INIAP para sus respectivos cuidados, donde
se colocaron en fundas de siembra con una mezcla de tierra y turba previamente
esterilizada con una solucion de Benlate 1g/L de agua. Ademas, se realizé un control
fitosanitario a nivel de hojas con una aplicacion de Carbendazin cada 8 dias para

prevenir la contaminacion durante la fase de establecimiento.

2.3.2 Materiales de laboratorio
e Marcadores

e Atomizadores

e Cinta de autoclavable

¢ Cinta masking

e Cintarolopac

e Erlenmeyers
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e Fosforos

e Frascos de vidrio con tapa rosca

e Guantes de nitrilo

e Jeringuillas 1,5y 10 ml

e Mandil

e Mascarilla

e Cajas Petri

e Vasos de precipitacion

e Espétulas

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

e Mechero de alcohol

e Papel absorbente

e Papel aluminio

e Papel bond estéril

e Piceta 200 ml

e Probeta

e Tijeras

o Servilletas estériles

e Tubos de ensayo con tapa

2.3.3  Equipos de laboratorio
e Agitadores magnéticos
e Autoclaves
e Balanza de precision
e Camaras de flujo laminar vertical
e Cuarto de crecimiento SIT
e Destilador de agua
e Dispensador de medios
e Microondas
e pH-metro

e Refrigeradores
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e Calefactor

e Humidificador

2.3.4 Reactivos

e 6-Bencilaminopurina (BAP)

e Biorreactores de Inmersién Temporal
e Acido naftalenacético (ANA)

e Acido indol-3-acético (AlA)

e Acido indol butirico (IBA)

e Agar

e Alcohol potable

e Benomil

e Hipoclorito de sodio

e Jabon liquido

e Povidyn

e Medio Murashige y Skoog (M&S)
e Tween-20

e Phyton

e Acido ascorbico

e Hidroxido de sodio

2.3.5 Equipos y material de oficina
e Cémara de fotos

e Computador

e |Impresora

e Resmas de papel bond

2.3.6 Material de campo
e Turba

Fundas de siembra

Plastico de invernadero

Tijeras de podar

Papel absorbente
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e Guantes

e Pomina

2.4 Metodologia

Las cuatro etapas del experimento fueron:

Fase I: Introduccion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un

hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

e Fase II: Multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y
un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo los sistemas

convencional e inmersion temporal.

e Fase IlI: Enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y
un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) de explantes

provenientes del sistema convencional.

e Fase IV: Adaptacion a condiciones de invernadero para plantulas obtenidas

del sistema convencional.

2.4.1 Fase I: Introduccién in vitro de Paulownia elongata, Paulownia

fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

2.4.1.1 Factores en estudio

a)  Especies de Paulownia (e)
Se utilizaron dos especies y un hibrido:
el= Paulownia elongata
e2= Paulownia fortunei

e3= Paulownia fortunei x Paulownia elongata

b)  Métodos de desinfeccidn de los explantes (p)

Se utilizaron tres protocolos de desinfeccion:
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e pl= Alcohol 70% + hipoclorito de sodio 1% + agua destilada. Modificado de
Castillo, Gutiérrez, Buenrostro, & Cetina (2012, pags. 41-49).

e p2= Alcohol 70% + hipoclorito de sodio 4% + agua destilada. Modificado de
Ipekci, Atinkut, Kazan, Bajrovic, & Gozukirmizi (2001, pags. 113-115).

e p3=Agua + fungicidas/bactericidas + PVP + Hipoclorito de sodio al 1% +
Acido ascorbico + Tween 20. Modificado de Aguilar, Vilalobos, & Salgado
(2001, pégs. 2-5).

c)  Medios de cultivo para la introduccién (m)

Se utilizaron dos medios de cultivo descritos en la tabla 5:

Tabla 5:

Medios de cultivo utilizados en la etapa I: Estacion Experimental Santa Catalina (EESC-INIAP), 2014

Medio de cultivo Composicién

ml MS completo suplementado (Anexo 2) con: 7 g/L agar, 30 g/L azUcar

comercial con pH=5,8 (Castillo et al. 2012)

m2 MS completo suplementado (Anexo 2) con: 7 g/L agar, 30 g/L azUcar
comercial, 0,1 mg/L ANA, 1 mg/L BAP con pH= 5.8 (Ipekci &

Gozukirmizi, 2003)

Nota: A. Cardenas, 2014

2.4.1.2 Tratamientos

Se aplicaron 18 tratamientos que resultaron de la interaccion de los tres factores en
estudio: Tres protocolos de desinfeccion, dos medios de cultivo, dos especies
(Paulownia elongata, Paulownia fortunei) y un hibrido (Paulownia fortunei x

Paulownia elongata), la combinacion se presenta en la tabla 6.
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Tabla 6:

Tratamientos de desinfeccion e introduccién para Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido
(Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

t Codificacion Descripcion

fy e1p1m; Paulownia elongata sometida a desinfeccion con Alcohol 70%-+
hipoclorito de sodio 1%+ agua destilada. Cultivada en: MS1X

t, ei1p1m, Paulownia elongata sometida a desinfeccion con Alcohol 70%+

hipoclorito de sodio 1%+ agua destilada. Cultivada en: MS+ 1 mg/L
BAP+ 0,1 mg/L ANA.

t3 e1p.m; Paulownia elongata sometida a desinfeccion con Alcohol 70%
+hipoclorito de sodio 4% + agua destilada. Cultivada en: MS1X
t4 e1p.m, Paulownia elongata sometida a desinfeccion con Alcohol 70%

+hipoclorito de sodio 4% + agua destilada. Cultivada en: MS + 1 mg/L
BAP+ 0,1 mg/L ANA.

ts e1psmy Paulownia elongata sometida a desinfeccion con Agua+
fungicidas/bactericidas+ PVP+ Hipoclorito de sodio al 1% + Acido
ascorbico+ Tween 20. Cultivada en: MS1X

ts e1psm, Paulownia elongata sometida a desinfeccion con Agua+
fungicidas/bactericidas + PVP+ Hipoclorito de sodio al 1% + Acido
ascorbico+ Tween 20. Cultivada en: MS+ 1 mg/L BAP+ 0,1 mg/L

ANA

t; ep1my Paulownia fortunei sometida a desinfeccion con Alcohol 70%+
hipoclorito de sodio 1%+ agua destilada. Cultivada en: MS1X

tg ep1m; Paulownia fortunei sometida a desinfeccion con Alcohol 70%+

hipoclorito de sodio 1%+ agua destilada. Cultivada en: MS +1 mg/L
BAP+ 0,1 mg/L ANA.

to €,pomy Paulownia fortunei sometida a desinfeccion con Alcohol 70%
+hipoclorito de sodio 4% + agua destilada. Cultivada en: MS1X
tio €,p.m, Paulownia fortunei sometida a desinfeccion con Alcohol 70%

+hipoclorito de sodio 4% + agua destilada. Cultivada en: MS+ 1 mg/L
BAP+ 0,1 mg/L ANA.

t1 €,PpsM; Paulownia fortunei sometida a desinfeccion con  Agua+
fungicidas/bactericidas + PVP+ Hipoclorito de sodio al 1% + Acido
ascorbico+ Tween 20. Cultivada en: MS1 X

t1o €,psMm, Paulownia fortunei sometida a desinfeccion con  Agua+
fungicidas/bactericidas + PVP+ Hipoclorito de sodio al 1% + Acido
ascorbico+ Tween 20. Cultivada en: MS+ 1 mg/L BAP+ 0,1 mg/L

ANA

t13 esp1m;y Paulownia fortunei x Paulownia elongata sometida a desinfeccion con
Alcohol 70%-+ hipoclorito de sodio 1%+ agua destilada. Cultivada en:
MS1X

t1a esp1m; Paulownia fortunei x Paulownia elongata sometida a desinfeccion con

Alcohol 70%+ hipoclorito de sodio 1%+ agua destilada. Cultivada en:
MS+ 1 mg/L BAP+ 0,1 mg/L ANA.

tis €3P.Mm; Paulownia fortunei x Paulownia elongata sometida a desinfeccion con
Alcohol 70% +hipoclorito de sodio 4% + agua destilada. Cultivada en:
MS1X

tis €3p.Mm, Paulownia fortunei x Paulownia elongata sometida a desinfeccion con

Alcohol 70% +hipoclorito de sodio 4% + agua destilada. Cultivada en:
MS + 1 mg/L BAP+ 0,1 mg/L ANA.

ty7 €3PsMy Paulownia fortunei x Paulownia elongata sometida a desinfeccion con
Agua+ fungicidas/bactericidas + PVP+ Hipoclorito de sodio al 1% +
Acido ascorbico+ Tween 20. Cultivada en: MS1X

tig e3psm; Paulownia fortunei x Paulownia elongata sometida a desinfeccion con
Agua+ fungicidas/bactericidas + PVP+ Hipoclorito de sodio al 1% +
Acido ascorbico+ Tween 20. Cultivada en: MS+ 1 mg/L BAP+ 0,1
mg/L ANA.

Nota: A. Cardenas, 2014
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2.4.1.3 Unidad Experimental
La unidad experimental se conform6 por un tubo de ensayo de 18 mm x 150 mm,

con 5 mL de medio de cultivo semisélido, con una yema de Paulownia.

2.4.1.4 Anélisis estadistico

2.4.1.4.1 Disefio experimental
Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) que se dispuso en un arreglo
factorial 3x3x2 (3 especies de Paulownia por 3 tratamientos de desinfeccion por 2

medios para introduccion), con 10 observaciones.

2.4.1.4.2 Esquema del analisis de la varianza
El esquema del Analisis de Varianza (ADEVA) de una via para el establecimiento de

un protocolo de desinfeccion e introduccidn se presenta en la tabla 7.

Tabla 7

ADEVA para el establecimiento de un protocolo de Paulownia elongata,
Paulownia fortunei y wun hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia
elongata).INIAP, Cutuglagua-Pichincha, 2014

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

Total 179
Tratamientos 17
Protocolo de desinfeccion (P)
Medio de introduccion (M)
PxM
Especie (E)
PxE
M x E
PxMxE
Error Experimental 162

AN BEDNMDNNEDN

Nota: A. Cardenas, 2014

2.4.1.4.3  Andlisis funcional
Se realizo la prueba de significancia Tukey al 5%, para los factores en estudio y sus
interacciones que presentaron diferencias estadisticas significativas, empleando el

programa de software INFOSTAT.
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2.4.1.5 Variables y métodos de evaluacion

2.4.1.5.1Porcentaje de contaminacion (%)
Por observacion visual, se registrd la presencia o ausencia de micelio de hongos o de
colonias bacterianas en los explantes y en el medio de cultivo a los 15 dias. Se
califico con 0 la ausencia total de contaminacion y con 1 la presencia de

vitropatogenos.

2.4.1.5.2 Longitud de brote (cm)
Esta variable se evalu6 con observaciones a los 20 y 30 dias y se determind el
crecimiento de los brotes con la ayuda de una regla se midi6 desde la base del brote
hasta el apice de la hoja mas alta. Las mediciones se promediaron y se expresaron en

cm/brote.

Para esta variable las medias fueron transformadas con logi;, en el programa
estadistico INFOSTAT para que estos mantengan su normalidad debido al uso de 0
en la ausencia de explantes en los tubos de ensayo. Se aplicd esta transformacidn
debido a que el modelo lineal (Yij= p+Ti+fj+ eij) indica que el efecto del
tratamiento y el error experimental, son todos ellos aditivos, por eso transformara en
aditiva la relacion multiplicativa y en consecuencia el modelo lineal podra ser

aplicado a los nuevos datos (Molina, 2014, pags. 1-2).

2.4.1.5.3 Porcentaje de brotacion (%)
Por observacidn visual, se registro la brotacion de las yemas a los 10, 20 y 30 dias a
partir de la siembra, se estimd una relacién porcentual de las mismas frente al

namero total de yemas/tubo.

2.4.1.5.4 Porcentaje de oxidacion (%)
Por observacién visual, se registrd la oxidacion en los explantes a los 15 dias. Se
califico con 0 la ausencia y con 1 la presencia. Evaluados sobre el total de explantes

introducidos por 100.
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2.4.1.6 Manejo especifico del Experimento

a)  Recoleccion del material vegetal
Después del control fitosanitario realizado en el invernadero se procedio a cortar 180
yemas axilares y apicales de 1,5-3 cm de largo de ramas jovenes, con una tijera

desinfectada con alcohol al 70%.

Se colocaron los explantes en frascos con agua destilada estéril hasta transportarlos

al Laboratorio de Cultivo de Tejidos.

b)  Desinfeccion del explante
Se realiz6 una predesinfeccion para los tres protocolos de desinfeccion, detallada a

continuacion:

En el laboratorio se eliminaron las hojas de 200 brotes, luego fueron sumergidos en
una solucion de agua con detergente y cepillados, para eliminar posibles
contaminantes como polvo y corteza. Posteriormente, fueron sumergidos en una
solucion de povidyn jabdn, tween 20 y agua destilada en agitacion por 10 minutos,
luego el material fue colocado en un frasco con una solucion de povidyn 1% y agua
destilada con agitacion durante 10 minutos a 70 RPM, pasado ese tiempo se realiz6
un lavado con agua destilada estéril en agitacion constante durante 10 minutos a 70
RPM (LCT Laboratorio de cultivo de tejidos, Departamento de Nacional de
Biotecnologia, INIAP, 2014).

Para la desinfeccion se utilizaron los métodos modificados de Castillo et al. (2012,
pags. 41-49), Ipekci et al. (2001, pags. 113-115) y Aguilar et al. (2001, pag. 34).

Estos se detallan a continuacion:

Protocolo 1: Modificado de Castillo y otros (2012, pags. 41-49)

En la cAmara de flujo laminar, fueron colocados en alcohol al 70% (v/v) durante 30
segundos con agitacion, los explantes se transvasaron en una solucion de hipoclorito
de sodio al 1%(v/v) durante 10 minutos y se realizaron 3 enjuagues con agua

destilada estéril. En la figura 15 se esquematiza el proceso de desinfeccion.
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Protocolo 2: Modificado de Ipekci y otros (2001, pags. 113-115)

En la cAmara de flujo laminar, se colocaron 60 explantes en frascos con alcohol al
70% (v/v) con agitacion durante 1 minuto, luego se transvasaron en una solucién de
hipoclorito de sodio al 4%(v/v) durante 2 minutos y se realizaron 3 enjuagues con

agua destilada estéril. En la figura 15 se esquematiza el proceso de desinfeccion.

Proceso de desinfeccidn para Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (P. fortunei x
P. elongata)

Figura 15:

A) y B) Corte de explantes. C) Lavado de explantes. D) Lavado de explantes con solucién de
povidyn. E) Desinfeccion de explantes con solucién de alcohol. F) Desinfeccion de explantes con
solucién de hipoclorito de sodio. G) Corte de segmentos internodales. H) y I) Introduccién.

Elaborado por: Cardenas, 2014

Protocolo 3: Modificado de Aguilar y otros (2001, pag. 34)
Una vez que los explantes no contenian ningun residuo se colocaron en una solucién
de povidyn 1% y agua destilada con agitacion durante 10 minutos a 70 RPM, luego
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el material fue colocado en una solucion de Benomyl (benzimidazol) 1 g/L, Phyton
(sulfato de cobre pentahidratado) 1%, PVP (Polivinilpirrolidona) 3 g/L y
Rifampicina 0,5 mL/L durante 1 hora con agitacion y, finalmente se realizd un
enjuague con agua destilada estéril. En la camara de flujo laminar, se colocaron los
explantes en una solucion de hipoclorito de sodio al 1%(v/v) con 100 mg/L de acido
ascorbico y 2 gotas de tween 20 durante 10 minutos y se realizaron 3 enjuagues con

agua destilada estéril.

c)  Siembra de explantes

Las yemas ya desinfectadas, se secaron con la ayuda de una servilleta estéril, se
cortaron a un tamafio de 1 cm aproximadamente, se eliminaron las partes necrosadas
por la desinfeccion y se sembraron en tubos de ensayo que contenian el medio
descrito en la Tabla 6. Los explantes fueron incubados por 4 semanas, bajo
condiciones controladas de temperatura de 27 = 1 °C y un fotoperiodo de 16

horas/luz.

2.4.2 Fase Il: Multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia
fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el

sistema convencional e inmersion temporal

2.4.2.1 Sistema convencional

Una vez obtenidas las plantulas libres de contaminantes estas se pasaron a un medio
de cultivo semisoélido, constituido por micronutrientes, macronutrientes, fuentes de

hierro, vitaminas, hormonas y agentes gelificantes.

2.4.2.1.1 Factores en estudio

a) Especies de Paulownia (e)
Se utilizaron dos especies y un hibrido:
el= Paulownia elongata
e2= Paulownia fortunei

e3= Paulownia fortunei x Paulownia elongata
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b) Medios de multiplicacion (m)

ml= MS + 4 mg/L BAP + 0,2 mg/L ANA. Propuesto por (Castillo, Gutiérrez,
Buenrostro, & Cetina, 2012, pags. 41-49).

m2= MS + 2 mg/L BAP + 0,05 mg/L ANA. Propuesto por Zayova ( 2011,
pags. 422-425).

m3= MS + 0,2 mg/L BAP. Propuesto por Corredoira, Cernadas, & San (2010,
pags. 5-22).

m4= MS + 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L ANA. Propuesto por Castellanos,
Rodriguez, Rodriguez, & Rodriguez (2006, pags. 1-12).

La preparacion de los medios se describe en la tabla 8.

Tabla 8:

Medios de cultivo utilizados en la etapa II: Estacion Experimental Santa Catalina (EESC-INIAP),
2014

Medio de cultivo Composicién

ml MS completo (Anexo 2) suplementado con: 7 g/L agar, 30 g/L azUcar
comercial, 4 mg/L BAP, 0,2 mg/L ANA con pH= 5,8 (Castillo et al.
2012).

m2 MS completo (Anexo 2) suplementado con: 7 g/L agar; 30 g/l azlcar
comercial; 2 mg/L BAP; 0,05 mg/L ANA con pH= 5,8 (Zayova,
2011) .

m3 MS completo (Anexo 2) suplementado con: 6 g/L agar; 30 g/L azlcar
comercial; 0,2 mg/L BAP con pH= 5,8 (Corredoira, Cernadas, & San,
2010).

m4 MS completo (Anexo 2) suplementado con: 8 g/L agar; 30 g/L azucar
comercial; 1 mg/L BAP; 0,1 mg/L ANA con pH= 5,8 (Castellanos,
Rodriguez, Rodriguez, & Rodriguez, 2006).

Nota: A. Cardenas, 2014
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2.4.2.1.2 Tratamientos
El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 12 y resultaron de la interaccién
de los dos factores en estudio: Cuatro medios de cultivo, dos especies (Paulownia
elongata, Paulownia fortunei) y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia

elongata), la combinacion se presenta en la tabla 9.

Tabla 9:

Tratamientos para la multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido
(Paulownia fortunei x Paulownia elongata), Cutuglagua-Pichincha, 2014

t CODIFICACION DETALLE

ty em; Paulownia elongata cultivada en: MS + 4 mg/L BAP + 0,2
mg/L ANA.

t, emy Paulownia elongata cultivada en: MS +2 mg/L BAP + 0,05
mg/L ANA.

t3 eims Paulownia elongata cultivada en: MS + 0,2 mg/L BAP.

ty eimy Paulownia elongata cultivada en: MS+ 1 mg/L BAP + 0,1
mg/L ANA.

ts e,my Paulownia fortunei cultivada en: MS+4 mg/L BAP + 0,2
mg/L ANA.

ts e,m, Paulownia fortunei cultivada en: MS + 2 mg/L BAP + 0,05
mg/L ANA.

t; €,Mms Paulownia fortunei cultivada en: MS + 0,2 mg/L BAP.

tg e,my Paulownia fortunei cultivada en: MS+ 1 mg/L BAP. + 0,1
mg/L ANA.

tg esm; Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: MS +
4 mg/L BAP + 0,2 mg/L ANA.

tio esm, Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: MS+
2 mg/L BAP + 0,05 mg/L ANA.

t €3Mms Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: MS+
0,2 mg/L BAP.

1y e3My Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: MS+
1 mg/L BAP. + 0,1 mg/L ANA.

Nota: A. Cardenas, 2014
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2.4.2.1.3 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo conformada por un frasco de vidrio de 5,6 cm x 9 cm,
con 30 mL de medio de cultivo semisolido, con dos yemas de Paulownia, libres de

agentes contaminantes, provenientes de la etapa de introduccion.

2.4.2.1.4 Andlisis estadistico

a)  Disefio experimental
Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial
3x4 (3 especies de Paulownia por 4 medios para la multiplicacion), con 10

observaciones.

b)  Esquema del andlisis de la varianza
El esquema del Analisis de Varianza (ADEVA) para el establecimiento de un

protocolo de desinfeccion e introduccidn se presenta en la tabla 10.

Tabla 10

ADEVA para el establecimiento de un Medio de multiplicacion para Paulownia elongata, Paulownia
fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata). INIAP, Cutuglagua-Pichincha,
2014.

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad (GL)
Total 119
Tratamientos 11
Especies (E) 2
Medios de multiplicacion (M) 3
ExM 6
Error Experimental 108

Nota: A. Cardenas, 2014
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c)  Analisis funcional

Se realiz0 la prueba de significancia Tukey al 5%, para los factores en estudio y sus
interacciones que presentaron diferencias estadisticas significativas, empleando el
programa de software INFOSTAT.

Modelo matemaético usado:
Yij=pu+E+M+E«M+e
Donde:

p= Media general

E= Especie

M= Medio de cultivo

E*M= Interaccion entre especie y medio de cultivo

e= Error experimental

2.4.2.1.5Variables y métodos de evaluacién

a)  Alturade los brotes (cm)
La evaluacion se realizo a los 10, 20 y 30 dias a partir de la siembra, con la ayuda de
una regla milimetrada de 30 cm y hojas milimetradas estériles, desde la base del tallo

hasta la yema terminal (punta), se registraron los datos en cm.

b)  Numero de nudos

Se contabiliz6 el nimero de nudos que present6 cada uno de los explantes a los 10,
20 y 30 dias después de la siembra, por medio del conteo por observacion y luego se
dividio el total de nudos para el niUmero de explantes que se sembro para sacar un

promedio del nimero de nudos por frasco.

¢) Indice de multiplicacion
El indice de multiplicacion se evalud a los 30 dias, posteriores a la siembra, se
contabilizo el nimero de nudos obtenidos dividido para el niUmero de plantas, para lo

cual se utilizo la siguiente formula:

_ Numero de nudos a los 30 dias

IM =
Numero de plantas evaluadas
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d) Tasade pérdida
Se contabilizé el nimero de explantes contaminados y el nimero de
explantes muertos a partir de la siembra hasta los 30 dias para lo cual se utilizé
la siguiente férmula:

#de explantes perdidos
TP p p

~ %de explantes introducidos
2.4.2.1.6 Manejo especifico del Experimento

a)  Medios de cultivo
Para la fase de multiplicacion de Paulownia se evaluaron cuatro medios de cultivo,

descritos en la Tabla 8.

b)  Subcultivo de explantes

En la cdmara de flujo laminar, se eliminaron las hojas y raices presentes hasta
obtener un brote de 2-3 cm de longitud aproximadamente. Los explantes se
sembraron en frascos de vidrio con medio de cultivo para multiplicacion, se
incubaron durante 4 semanas, bajo condiciones controladas de temperatura a 27+ 1

°C y un fotoperiodo de 16 horas luz. En la figura 16 se ilustra el proceso.

Multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei, y un hibrido (P. fortunei x P.

elongata) bajo el sistema convencional.

Figura 16

A) Preparacion de materiales para la multiplicacion. B) Plantulas de la fase de introduccién. C)
Retiro de los brotes de los tubos de ensayo. D) y E) Corte de raices y hojas del explante. F) Corte de
yemas. G) y I) Siembra de explantes en medio de cultivo.

Elaborado por: Cardenas, 2014
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2.4.2.2 Sistemas de Inmersion temporal

Una vez desarrollado el protocolo de multiplicacion de Paulownia elongata,
Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) en el
sistema convencional de propagacion masiva, se procedio a probar bajo el Sistema de
Inmersidén Temporal, utilizando el medio de cultivo que dio los resultados éptimos.

2.4.2.2.1 Factores en estudio
a) Especies de Paulownia (e)
el= Paulownia elongata
e2= Paulownia fortunei
e3= Paulownia fortunei x Paulownia elongata.
b) Frecuencia (f)
f1= Cada 3 horas por un minuto (Perrugoria, 2012).
f2= Cada 6 horas por un minuto (LCT Laboratorio de cultivo de tejidos,
Departamento de Nacional de Biotecnologia, INIAP, 2014).
2.4.2.2.2 Tratamientos
El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 6 y resultaron de la interaccion de
los dos factores en estudio: Dos frecuencias, dos especies (Paulownia elongata,

Paulownia fortunei) y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata), la

combinacion se presenta en la tabla 11.
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Tabla 11:

Tratamientos para la etapa de multiplicacion bajo sistemas de Inmersion Temporal de Paulownia
elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata). INIAP,
Cutuglagua-Pichincha, 2014

t CODIFICACION DESCRIPCION

ty e.f; Paulownia elongata cada 3 horas por un minuto

t, e.fy Paulownia elongata cada 6 horas por un minuto

t3 e,f; Paulownia fortunei cada 3 horas por un minuto

ts e,f, Paulownia fortunei cada 6 horas por un minuto

ts eaf; Paulownia fortunei x Paulownia elongata cada 3
horas por un minuto

ts esf, Paulownia fortunei x Paulownia elongata cada 6
horas por un minuto

Nota: A. Cérdenas, 2014
2.4.2.2.3 Unidad Experimental
Estuvo conformada por dos frascos de vidrio de 3 L de capacidad, uno de los cuales
contenia 250 mL de medio de cultivo liquido y el otro frasco contenia 20 explantes
con 4 nudos cada uno, provenientes de la etapa de multiplicacion convencional.
2.4.2.2.4 Anélisis estadistico

a)  Disefio experimental

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial

3x2 (3 especies de Paulownia por 2 frecuencias) con 3 observaciones.

b)  Esquema del analisis de la varianza

El esquema del Andlisis de Varianza (ADEVA) para la multiplicacién bajo sistemas

de inmersién temporal se presenta en el tabla 12.
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Tabla 12:

ADEVA para la multiplicacién bajo sistemas de inmersién temporal de Paulownia elongata, Paulownia

fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata). INIAP, Cutuglagua — Pichincha 2014.

Fuente de Variacién (F de V) Grados de libertad (GL)
Total 17
Tratamientos 5
Especies (E) 2
Frecuencia (f) 1
Exf 2
Error Experimental 12

Nota: A. Cardenas, 2014

c)  Andlisis funcional

Se realizd la prueba de significancia Tukey al 5% y Diferencia Minima Significativa
(DMS) al 5% para los factores en estudio y sus interacciones que presentaron
diferencias estadisticas significativas, empleando el programa de software
INFOSTAT.

Modelo matematico usado:

Yij=p+E+M+E+xM+e

Donde:
M= Media general
E= Especie
M= Medio de cultivo
E*M= Interaccion entre especie y medio de cultivo

e= Error experimental
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2.4.2.2.5 Variables y Métodos de evaluacion

a)  Brotacidn de explantes (%)

Por observacion visual, se registro la brotacion de las yemas a los 15 y 30 dias a
partir de la siembra, se estimd una relacién porcentual de las mismas frente al

namero total de yemas/plantula y por unidad experimental.

b)  Longitud de brote (cm)

Se determind la longitud en cm de los brotes, con la ayuda de una regla milimetrada
desde la base del tallo hasta el apice del brote y se obtuvo un promedio por cada

tratamiento a los 30 dias después de la siembra.

c) Porcentaje de brotes hiperhidratados (%)

La presencia de explantes con sintomas de hiperhidricidad se determin6 de forma
visual, por sensibilidad al quiebre, se establecié mediante relacion porcentual entre el
namero brotes con hiperhidratacion y el nimero total de brotes. Se evalu6 a los 30
dias.

Nimero de brotes hiperhidratados

. e B 1
orcentaje de hiperhidratacion Nimero de total de brotes, 0o

d) indice de multiplicacion

Se registrd el nimero de explantes que produce una planta a los 30 dias después de la

siembra.

B Numero de nudos a los 30 dias

IM =
Numero de plantas evaluadas
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2.4.2.2.6 Manejo especifico del experimento

a)  Preparacion de materiales para SIT

Se empled el Sistema de Inmersion Temporal propuesto por Perrugoria (2012, pags.
1-2), con algunas modificaciones. Se utilizaron frascos de vidrio transparentes de 3L
de capacidad, los cuales estuvieron interconectados por parejas mediante mangueras
de silicona. En uno de los frascos se coloco el medio de cultivo liquido de
multiplicacién. Cada uno de los frascos se interconectd a un sistema de entrada de
aire proveniente de un compresor, el cual se acciond por un programador automatico
(PLC) para el control de la frecuencia, la duracion de las inmersiones y la
luminosidad. El aire entrante o saliente se esterilizé por medio de filtros hidr6fobos
de 0,2 um, para el control de la contaminacion. Todo el material fue previamente
esterilizado en una autoclave a 121 °C por 20 minutos. En la figura 17 se

esquematiza el proceso.

b)  Preparacion del medio de cultivo para los SIT

Los explantes se multiplicaron en el medio liquido Murashige y Skoog (1962) con
vitaminas, suplementado con 0,2 mg/L de BAP y el 30 % de azucar. El pH se ajustd

a 5,8 antes de la esterilizacion a 121 °C por 20 minutos.

c)  Siembra de explantes en los SIT

En la camara de flujo se segmentaron los brotes provenientes de la fase de
multiplicacién convencional en explantes con 4 nudos, se tomaron 20 y fueron
sembrados en uno de los frascos. En las yemas empleadas se elimind la dominancia
apical. Los cultivos se mantuvieron en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo
de 16 horas luz, a una temperatura de 27+2 °C. EIl sistema se mantuvo durante 30

dias.

66



Multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei, y un hibrido (P. fortunei x P.
elongata ) bajo el Sistema de Inmersion Temporal.

A) Preparacién de medios. B) Llenado de medios de cultivo liquidos. C) Autoclavado de medios y de frascos
para SIT. D) Preparacion de instrumentos en la camara de flujo laminar. E) Plantulas de Paulownia
multiplicadas bajo el sistema convencional. F) Retiro de las plantulas de los frascos. G) Corte de raices y
hojas del explante. H) Siembra de explantes en frascos con medio de cultivo liquido. 1) Ensamblaje de
mangueras entre frascos de vidrio BIT. J) Cuarto del sistema Temporal (SIT). K) Instalacion de frascos en el
sistema. L) y M) Frascos instalados en el cuarto del sistema temporal. N) y O) Control y mando.

Elaborador por: Cérdenas, 2014
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2.4.3 Fase Ill: Enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia
fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata), en

medio solido de explantes provenientes del sistema convencional.

2.4.3.1 Factores en estudio

a) Especies de Paulownia (e)
Se utilizaron dos especies y un hibrido:
el= Paulownia elongata
e2= Paulownia fortunei

e3= Paulownia fortunei x Paulownia elongata

b) Medio de enraizamiento (m)
ml= MS + 0,2 mg/L ANA + 0,4 mg/L IBA. Propuesto por (Bergmann &
Moon, 1997, pag. 315)
m2= MS + 0,4 mg/L IBA. Propuesto por Castillo et al. (2012)
m3= MS + 1,5 mg/L IBA. Propuesto por Castellanos et al. (2006)

Los componentes de los medios se detallan en la tabla 13.

Tabla 13:

Medios de cultivo utilizados en la etapa Ill: Estacion Experimental Santa Catalina (EESC-INIAP),
2014

Medio de cultivo Composicion

ml MS completo (Anexo 2) suplementado con: 7 g/L agar, 20 g/L
azucar comercial; 0,2 mg/L ANA; 0,4 mg/L IBA con pH= 5,8
(Bergmann & Moon, 1997, pag. 315).

m2 MS completo (Anexo 2) suplementado con: 7 g/L agar, 30 g/L
azucar comercia; 0,4 mg/L IBA, con pH= 5,8 (Castillo,
Gutiérrez, Buenrostro, & Cetina, 2012, pags. 41-49).

m3 MS completo (Anexo 2) suplementado con: 7 g/L agar, 20 g/L
azucar comercial; 1,5 mg/L IBA con pH= 5,8 (Castellanos,
Rodriguez, Rodriguez, & Rodriguez, 2006, pags. 1-12).

Nota: A. Cardenas, 2014
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2.4.3.2 Tratamientos

El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 9 y resultaron de la interaccion de
los dos factores en estudio: Tres medios de cultivo, dos especies (Paulownia
elongata, Paulownia fortunei) y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia

elongata), la combinacion se presenta en la tabla 14.

Tabla 14:

Tratamientos para el enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata). INIAP, Cutuglagua-Pichincha, 2014.

t CODIFICACION DESCRIPCION

ty em; Paulownia elongata cultivada en: MS + 0,2 mg/L ANA+ 0,4 mg/L
IBA.

t, em, Paulownia elongata cultivada en: MS + 0,4 mg/L IBA

t3 eims Paulownia elongata cultivada en: MS + 1,5 mg/L IBA.

ts e,m; Paulownia fortunei cultivada en: MS + 0,2 mg/L ANA+ 0,4 mg/L IBA.

ts e,m, Paulownia fortunei cultivada en: MS + 0,4 mg/L IBA

tg €Mz Paulownia fortunei cultivada en: MS + 1,5 mg/L IBA

ty esm; Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: MS + 0,2
mg/L ANA+ 0,4 mg/L IBA

t esm, Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: MS + 0,4 mg/L
IBA.

tg e3Mms Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: MS + 15
mg/L IBA

Nota: A. Cardenas, 2014

2.4.3.3 Unidad Experimental
La unidad experimental estuvo conformada por un frasco de vidrio de 5,6 cm x 9 cm,
con 30 mL de medio de cultivo semisélido, con dos yemas de Paulownia, libres de
agentes contaminantes, provenientes de la etapa de multiplicacion bajo el sistema

convencional.
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2.4.3.4 Anélisis estadistico

2.4.3.4.1 Disefio experimental

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial

3x3 (3 especies de Paulownia por 3 medios de enraizamiento), con 10 observaciones.

2.4.3.4.2 Esquema del analisis de la varianza

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

enraizante se presenta en la tabla 15.

Tabla 15:

ADEVA para el establecimiento de un Medio de enraizamiento para Paulownia elongata, Paulownia
fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata). INIAP, Cutuglagua-Pichincha,
2014,

Fuente de Variacion (F de V) Grados de libertad
(GL)
Total 89
Tratamientos 8
Especies de Paulownia (E) 2
Medio Enraizante (M) 2
ExM 4
Error Experimental 81

Nota: A. Cardenas, 2014

2.4.3.4.3 Analisis funcional
Se realizo la prueba de significancia Tukey al 5% y Diferencia Minima Significativa
(DMS) al 5% para los factores en estudio y sus interacciones que presentaron
diferencias estadisticas significativas, empleando el programa de software
INFOSTAT.
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Modelo matematico usado:

Yij=p+E+M+E+M+e

Donde:
p= Media general
E= Especie
M= Medio de cultivo
E*M= Interaccion entre especie y medio de cultivo

e= Error experimental

2.4.3.5 Variables y métodos de evaluacion

2.4.3.5.1 Numero de raices
Se contabilizaron las raices de cada vitroplanta, a los 15 y 30 dias de haber sido

sembradas.

2.4.3.5.2 Longitud de las raices (cm)
Se determind la longitud de la raiz principal a los 15 y 30 dias luego de haber sido
sembrados los brotes en el medio enraizante. Se utiliz6 una regla milimetrada, se
midio desde la base del tallo hasta la terminacion de la raiz, y la medida se expreso

en centimetros (cm).

2.4.3.5.3 Longitud de la plantula (cm)
Con la ayuda de una regla milimetrada se midio la longitud de la plantula, desde la
base del tallo hasta el apice a los 15 y 30 dias a partir de la siembra.

2.4.3.6 Manejo especifico del Experimento

a)  Medios de cultivo
Para la fase de enraizamiento de Paulownia se evaluaron tres medios de cultivo, los

mismos que estan descritos en la tabla 13.
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b)  Siembra de explantes

Se utilizaron brotes procedentes de la fase Il (multiplicacion bajo el sistema
convencional), que mostraron mayor vigor. En la camara de flujo laminar, se
cortaron las hojas y raices presentes hasta obtener un brote de 2-3 cm de longitud
aproximadamente con dos nudos. Se incubaron durante 4 semanas, bajo condiciones
controladas de temperatura a 27 +1 °C y un fotoperiodo de 16 horas luz/oscuridad.

En la figura 18 se esquematiza el proceso.

Enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (P.
fortunei x P. elongata)

Figura 18:

A) Retiro de las plantulas de los frascos. B) y C) Corte de raices y hojas del explante. D),

E) y F) Siembra de explantes en medio de cultivo.

Elaborado por: Cérdenas, 2014

2.4.4 Fase IV: Adaptacion a condiciones de invernadero para plantulas

obtenidas del sistema de micropropagacion convencional.

2.4.4.1 Factores en estudio
a) Especies de Paulownia (e)
Se utilizaron dos especies y un hibrido:
el= Paulownia elongata
e2= Paulownia fortunei
e3= Paulownia fortunei x Paulownia elongata
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b)  Sustratos (s)
s1= Turba BM2 80% + perlita 10% + vermiculita 10%

s2= Pomina 50% + tierra negra 50%

2.4.4.2 Tratamientos
El nimero de tratamientos que se aplicaron fueron 6 y resultaron de la interaccion de
los dos factores en estudio: Dos tipos de sustratos, dos especies (Paulownia elongata,
Paulownia fortunei) y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata), la

combinacidn se presenta en la tabla 16.

Tabla 16:

Tratamientos para la adaptacion a condiciones de invernadero de Paulownia elongata, Paulownia
fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata). INIAP, Cutuglagua-Pichincha,
2014,

t CODIFICACION DESCRIPCION

t; €151 Paulownia elongata cultivada en: Turba BM2 80% + perlita 10 %

+ vermiculita 10%.

t, €551 Paulownia elongata cultivada en: Pomina 50% + tierra negra
50%.
ts €351 Paulownia fortunei cultivada en: Turba BM2 80% + perlita 10 %

+ vermiculita 10%.

ts €15y Paulownia fortunei cultivada en: Pomina 50% + tierra negra 50%.

ts €55, Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: Turba
BM2 80% + perlita 10 % + vermiculita 10%.

ts €35, Paulownia fortunei x Paulownia elongata cultivada en: Pomina

50% + tierra negra 50%.

Nota: A. Cardenas, 2004

2.4.4.3 Unidad Experimental
La unidad experimental estuvo conformada por una maceta de plastico con tres
orificios en la base, llenando las tres cuartas partes de ellas con los sustratos descritos

en la tabla 16, con una plantula proveniente de la etapa de enraizamiento in vitro.
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2.4.4.4 Anélisis estadistico

2.4.4.4.1 Disefio experimental

Se utilizdé un Disefio Completamente al Azar (DCA) dispuesto en arreglo factorial

3x2 (3 especies de Paulownia por 2 sustratos) con 10 observaciones.

2.4.4.4.2 Esquema del analisis de la varianza

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

sustrato se presenta en la tabla 17.

Tabla 17:

ADEVA para la evaluacion de la adaptacion de plantas obtenidas in vitro de Paulownia elongata,
Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata). INIAP, Cutuglagua —

Pichincha 2014.

Fuente de Variacion (F de V)

Grados de libertad

(GL)
Total 59
Tratamientos 5
Especies (E) 2
Sustrato (S) 1
ExS 2
Error Experimental 54

Nota: A. Cardenas, 2014

2.4.4.4.3 Andlisis funcional

Se realiz0 la prueba de significancia Tukey al 5% y Diferencia Minima Significativa
(DMS) al 5% para los factores en estudio y sus interacciones que presentaron

diferencias estadisticas significativas, empleando el

INFOSTAT.

Modelo matematico usado:
Yij=pu+E+S+ExS+e
Donde:
M= Media general
E= Especie
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S= Sustrato
E*S= Interaccion entre especie y sustrato

e= Error experimental

2.4.4.5 Variables y métodos de evaluacion

2.4.4.5.1 Porcentaje de prendimiento (%)
Se registrd la adaptacion de las vitroplantas en forma visual, mediante la coloracion a
los 10, 20, 30 y 45 dias a partir de la siembra en las macetas ubicadas en el
invernadero, se estimo una relacion porcentual de la misma por unidad experimental

y para todo el ensayo. Evaluando con 0 si la planta estd muerta y 1 si esta viva.

2.4.4.5.2 Longitud de la planta (cm)
Con la ayuda de una regla milimetrada se midio el tamafio de la planta, desde la base

del tallo hasta la yema terminal (punta) a los 10, 20, 30 y 45 dias.

2.4.4.6 Manejo especifico del Experimento

a)  Preparacion de sustratos
Se utilizaron dos tipos de sustrato:
e 100% turba que contenia perlita y vermiculita

e Una mezcla entre pomina 50% y tierra negra 50%

Los sustratos fueron autoclavados en doble funda durante 30 minutos, luego se
limpiaron las macetas con sablon diluido. Una vez humedecido el sustrato se mezcld
con agua destilada, luego se llenaron las macetas. En la figura 19 se esquematiza el

proceso.

b)  Preparacion de explantes

Se lavaron las raices con agua tibia estéril para retirar el residuo del medio de
enraizamiento, luego se colocaron 60 plantulas en el sustrato, se taparon con un vaso
plastico transparente, el mismo que poseia un agujero en la parte superior, y se

dejaron en el invernadero.
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El riego en esta fase se realiz con agua potable limpia, dos veces por semana y se
fertilizd cada siete dias con stimufol en dosis de 1 g/L de agua. En la figura 19 se

esquematiza el proceso.

La fase de aclimatacion durd 45 dias, a partir de la tercera semana se retiraron los

vasos pléasticos de cada maceta.

Adaptacién de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (P. fortunei x P. elongata)

Figura 19:

A) Fundas con sustrato autoclavadas. B) Preparacion de sustratos en macetas. C) Macetas con
sustrato. D) Plantula proveniente de la fase de enraizamiento. E) Lavado de raices con agua tibia.
F) y G) Plantulas de Paulownia enraizadas. H) Siembra de plantula en maceta. 1) Fase de

adaptacion de Paulownia.

Elaborado por: Cardenas, 2014
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Recoleccion del material vegetal

El material vegetal de Paulownia, importado de World Paulownia Institute, Georgia,
USA, se adapto sin ningun problema en uno de los invernaderos de la EESC (figura
20).

Plantas del género Paulownia spp

Figura 20:

A) Plantas provenientes de USA. B) Plantas adaptadas en invernadero.

Elaborado por: Céardenas, 2014

3.2 Fase I: Introduccion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei

y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

3.2.1 Porcentaje de contaminacién (%)
El establecimiento del material inicial es un reto ya que los factores como la
contaminacion de los tejidos tanto de manera exégena como enddgena (anexo 1),
pueden ser una limitante muy grande, al igual que la baja sobrevivencia causada por

la oxidacion del tejido en el medio de cultivo (Castillo C. , 2007, pags. 59-60).
En el caso de esta investigacion se obtuvo una respuesta favorable ya que la
sobrevivencia fue de 100% Yy la contaminacién de 0%, utilizando el protocolo 3 (p3)

(Agua + fungicidas/bactericidas + PVP + Hipoclorito de sodio al 1% + Acido
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ascorbico + Tween 20). Los brotes obtenidos en esta fase se subcultivaron 2 veces
para tener una base de material vegetal suficiente para la siguiente etapa. Es
importante la eliminacion de los microorganismo (bacterias, hongos y levaduras) que
se encuentran en la superficie del explante y, que en el momento de la siembra y del
desarrollo establecen competencia con él, disminuyendo los nutrientes que éste
requiere para su desarrollo, y que producen metabolitos toxicos que afecten su

crecimiento y su enraizamiento (Ramos, 2012, pags. 53-59).

Para esta variable la Tabla 18, muestra que los tratamientos T5 (elp3ml), T6
(e1lp3m2), T11 (e2p3m1l), T12 (e2p3m2), T17 (e3p3m1l) y T18 (e3p3m2) con el 0%
de contaminacién fueron altamente eficientes para la desinfeccién de yemas de P.
elongata, P. fortunei y un hibrido (P. fortunei x P. elongata), ademas se pudo
observar que en los tratamientos T1 (elplm1l), T2 (elplm2), T3 (elp2ml), T4
(elp2m2), T7 (e2plm1l), T8 (e2p1m2), T9 (e2p2m1l), T10 (e2p2m2), T13 (e3plml),
T14 (e3p1lm2), T15 (e3p2ml) y T16 (e3p2m2), la contaminacién varia entre el 10-
60% debido a la presencia de bacterias y hongos (anexo 5); esto se presentd en
tratamientos sin fungicidas ni antibiéticos. Botello, Rendon, Gold-Bouchot, &
Agraz-Hernandez (2005, pags. 34-79), afirman que los fungicidas y bactericidas
derivados de cobre como el Phyton (usado en p3), actian como iones cupricos,
inhibiendo una gran variedad de enzimas, provocando la coagulacion del
protoplasma celular y causan la muerte de la espora del hongo. Ademas como indica
(Arauz, 1998, pags. 2-4), los productos a base de cobre pueden prevenir infecciones
bacterianas. En esta investigacion dicho fungicida y bactericida mostré ser eficiente
en la etapa de desinfeccion dando como resultado un 0% de contaminacion con el

protocolo de desinfeccion (p3).

Otro fungicida usado en el protocolo de desinfeccion (p3) fue benlate, éste actua de
forma sistémica, controlando los hongos patdgenos antes de su penetracion en la
planta (accion preventiva) o bien cuando la infeccion comienza (accion curativa)
(Carmona, 2005, pags. 12-20). Trabajos relacionados con especies forestales como
Salix sp. y Aniba perutilis, han comprobado que el empleo de una mezcla de
fungicidas (Benlate-Captam) y NaOCI al 10% por 30 y 20 minutos permiten
mantener niveles de asepsia mayores al 70% (Chung & Carrasco, 2002, pags. 1-2).

Esta situacion evidencia que el Benlate posee un efecto de control sobre una amplia
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gama de enfermedades causadas por hongos en diversos cultivos de importancia
econdmica (Pedroza, Gonzalez, & Téllez, 2007, pags. 33-44).

El antibiotico usado en la presente investigacion en el protocolo (p3) fue
Rifampicina, es bacteriostatica o bactericida segln las concentraciones que alcance
en su lugar de accion y de la susceptibilidad del microorganismo, es eficaz frente a
los siguientes microorganismos: Mycobacterium tuberculosis; M. bovis; M. kansasii;
M. marinum; M. leprae; y algunas cepas de M. avium, M. intracellulare, M.
fortuitum, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, y
Legionella pneumophila. Este antibidtico utilizado en bajas concentraciones (5
mL/L) posiblemente aportd a obtener resultados éptimos de 0% de contaminacion,

eliminando los contaminantes como bacterias.

Tabla 18:
Porcentajes de contaminacion a los 15 dias de evaluacién para la fase | de establecimiento in vitro de
Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Tratamientos Codificacion Porcentaje (%)
T1 epimy 30
T2 epim, 20
T3 ep,my 30
T4 ep,m, 10
T5 e1psmy 0
T6 e1pzm, 0
T7 ep1my 40
T8 e,p1m; 30
T9 ep,my 60

T10 €o0,My 20
T11 e,pzMmy 0
T12 €,P03My 0
T13 e3p1my 50
T14 espim, 40
T15 e3p,my 40
T16 e3p,m, 10
T17 e3P3my 0
T18 e3P3m, 0

Descripcion de la codificacion:

el= Paulownia elongata  pl= Alcohol 70%+ hipoclorito de sodio 1% ml= M&S

e2= Paulownia fortunei p2=Alcohol 70%-+ hipoclorito de sodio 4% m2=M&S+ 0,1mg/L ANA+ 1 mg/L BAP
e3= Paulownia hibrida p3=Fungicidas/bactericidas + PVP+ hipoclorito de sodio 1%

Nota: A. Cérdenas, 2014

3.2.2 Longitud de brote
El andlisis de la varianza para la variable longitud de brote evaluada a los 20 dias
(tabla 19) detectd alta significancia estadistica para los tratamientos, especies,
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protocolos de desinfeccién y medios de cultivo (<0,0001). El promedio de longitud
de brote fue de 0,63 cm y el coeficiente de variacion de 4,78%, que para este tipo de
experimentos es considerado bueno. La alta significacion estadistica que muestra el
analisis de varianza para medios de cultivo y protocolos de desinfeccidn determina,
que la variable evaluada no se expresa de la misma manera entre tratamientos
atribuyendo la respuesta a la diferencia entre protocolos de desinfeccion

modificados.

El andlisis de la varianza para la variable longitud de brote evaluada a los 30 dias,
(tabla 19), detecté alta significancia estadistica para los tratamientos, especies,
protocolos de desinfeccion y medios de cultivo (<0,0001). EI promedio de longitud
de brote fue de 0,78 cm y el coeficiente de variacion de 2,40%, que para este tipo de
experimentos es considerado bueno. La alta significacion estadistica que muestra el
andlisis de varianza para medios de cultivo y protocolos de desinfeccion determina,

que la variable evaluada no se expresa de la misma manera entre tratamientos.

Tabla 19
ADEVA para la variable longitud de brote (cm) evaluada a los 20 y 30 dias para el establecimiento in vitro de
Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

LONGITUD DE BROTE (cm)

FdeV GL 20 dias 30 dias
Cuadrados medios p-valor Cuadrados medios p-valor
TOTAL 126 - -
TRATAMIENTOS 17 0,17 <0,0001 0,07 <0,0001
especies (E) 2 0,26 <0,0001 0,17 <0,0001
protocolo de 2 0,52 <0,0001 0,11 <0,0001
desinfeccion (P)
ExP 4 0,06 <0,0001 0,05 <0,0001
medios de cultivo (M) 1 0,08 <0,0001 0,01 <0,0001
ExM 2 0,06 <0,0001 0,03 <0,0001
M x P 2 0,07 <0,0001 0,04 <0,0001
ExPxM 4 0,08 <0,0001 0,05 <0,0001
ERROR
EXPERIMENTAL 109 8,8 E-04 3,5 E-04
Promedio 0,63 0,78
CcVv 4,78% 2,40 %

Nota: A. Cardenas, 2014
Longitud de brote a los 20 y 30 dias para Especies
Tukey al 5% a los 20 dias para especies (tabla 20), identificé tres rangos de

significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontro el
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(Paulownia elongata) con un promedio de 0,72+ 4,4 E™ cm; en tanto que, en el
segundo rango se ubicé e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 0,63 + 4,5 E™®
cm y finalmente en el tercer rango se ubico e2 (Paulownia fortunei) con un promedio
de 0,54 £ 0,1 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 20), identificO tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontro el
(Paulownia elongata) con un promedio de 0,84 + 2,8 E™ cm; en tanto que, en el
segundo rango se ubicé e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 0,77 + 2,9 E*
cm y finalmente en el tercer rango se ubico e2 (Paulownia fortunei) con un promedio
de 0,70 + 3,8 E™ cm. Se pudo evidenciar que el comportamiento entre especies fue
diferente, ante la exposicion a los protocolos de desinfeccion y medios de cultivo,
pero se mantuvo durante los 20 y 30 dias. Sin embargo esta variable (longitud de
brote), no es un indicador de eficiencia de los factores en estudio de dicha fase, ya
que existié pérdida considerable de material vegetal de entre un 10-50% en los
tratamientos T1, T2, T3, T7, T8, T9, T10, T13, T14 y T15 debido a la contaminacién
y oxidacién presente en los ensayos realizados con los protocolos 1 y 2, en cambio
con el protocolo 3 todo el material sobrevivié aunque se demor6 en alcanzar la
longitud media (0,77) (anexo 7).

Longitud de brote a los 20 y 30 dias para Protocolos de desinfeccion

Tukey al 5% a los 20 dias para protocolos de desinfeccion (tabla 20), detect6 tres
rangos de significancia. En el primer rango se ubico p1 en el que se utiliz6 alcohol al
70% Yy luego hipoclorito de sodio al 1%, con un promedio de 0,74 + 0,01 cm; en
tanto que, en el segundo rango se ubicé p2 en el que se utiliz6 alcohol al 70% y luego
hipoclorito de sodio al 4%, con un promedio de 0,64 = 0,01 cm; en tanto que, al final
se ubicd p3 en el que se utilizd Fungicidas, PVP e hipoclorito de sodio al 1%, con
promedio de 0,51 + 4,1 E= cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para protocolos de desinfeccion (tabla 20), detectd dos
rangos de significancia. En el primer rango se ubico p1 en el que se utilizo alcohol al
70% y luego hipoclorito de sodio al 1%, con un promedio de 0,84 + 3,6 E™ cm; en
tanto que, en el segundo rango se ubicé p2 (Alcohol 70% + hipoclorito de sodio 4%)

y p3 (Fungicidas/bactericidas + PVP + hipoclorito de sodio 1%), con un promedio de
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0,74 + 34 E®cm vy, 0,73 + 2,6 E™ cm respectivamente. Se pudo evidenciar que los
protocolos pl y p2 fueron los que presentaron un crecimiento mayor con respecto al
p3 (Agua + fungicidas+ PVP + Hipoclorito de sodio 1% + Acido ascorbico + Tween
20), debido a que la combinacion de fungicidas y bactericidas actian frente a la
presencia de hongos y bacterias, de la misma forma retraso el desarrollo de los

explantes.

El protocolo 6ptimo fue p1 donde se utilizé alcohol al 70% e hipoclorito de sodio en
bajas concentraciones (1%) lo que permitié obtener brotes con una mayor longitud,
porgue estos agentes tienen mayor oportunidad para llegar al tejido vegetal y hacer
efectiva la eliminacion de los microorganismo enddgenos, sin perjudicar los tejidos

del explante (Ministerio del medio ambiente , 2013, pags. 1-2).

Longitud de brote a los 20 y 30 dias para Medios de cultivo

Tukey al 5% a los 20 dias para medios de cultivo (tabla 20), detecté dos rangos de
significancia. En el primer rango se ubicé m1 (M&S sin reguladores de crecimiento),
con un promedio de 0,66 + 4,2 E™ cm; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m2
(M&S con 0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), con un promedio de 0,60 + 4,1 E* cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para medios de cultivo (tabla 20), detecté dos rangos de
significancia. En el primer rango se ubico m1 (M&S sin reguladores de crecimiento),
con un promedio de 0,78 + 2,7 E™ cm; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m2
(M&S con 0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), con un promedio de 0,76 + 2,6 E> cm.

El medio de cultivo usado m1 fue estadisticamente diferente a m2 sin embargo, los
dos medios fueron eficientes para las dos especies y un hibrido, ya que no hubo
pérdida de material vegetal, es asi que Paulownia puede desarrollarse en medios de
cultivo M&S (Murashige & Skoog, 1962) sin reguladores de crecimiento siempre y

cuando se lo utilice completo y con vitaminas (anexo 2).

Yenkateswarlu, Mukhopadhyay, Sreenivasan, & Moses (2001, pags. 594-599),
recomiendan sembrar explantes de P. fortunei podrian establecerse con éxito en
medio M&S con 1 mg/L de BAP. La longitud para las especies del género

Paulownia puede ser favorecida por los reguladores propios del explante y también
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por los adicionados al medio, como se puede observar en la presente investigacion se
obtuvieron promedios de longitud de explantes similares, utilizando los medios m1

(M&S sin hormonas) y m2 (M&S con reguladores en el medio).

Longitud de brote a los 20 y 30 dias para la interaccion entre Especies X Medios de
cultivo x Protocolos de desinfeccion

Tukey al 5% a los 20 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo por
Protocolos de desinfeccion (Tabla 20), identificd seis rangos de significancia. En el
primer rango se ubicé a P. elongata (el1) con el m2 (M&S con 0,1 mg/L de ANA Yy 1
mg/L de BAP) y p1 (alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al 1%), con un promedio
de 0, 94 + 0,01 cm, el tercer rango se ubicé a P. hibrida (e3) con el m2 (M&S con 0,1
mg/L ANA y 1 mg/L BAP) y p2 (alcohol al 70% e hipoclorito al 4%), con un
promedio de 0,72 £ 0,01 cm y finalmente se ubico a P. fortunei (e2)con el m1 (M&S
sin hormonas) y p2 (alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al 4%), con un promedio
de 0,71+0,01 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccién Especies por Medios de cultivo por
Protocolos de desinfeccion (tabla 20), identifico seis rangos de significancia. En el
primer rango se ubico a P. elongata (el) presenté un promedio de 0,97+£0,01 cm, con
las interacciones m2pl y mlp2, es decir con los medios m2 (M&S con 0,1 mg/L de
ANA y 1 mg/L de BAP) y m1(M&S sin hormonas) y los protocolos pl (alcohol al
70% e hipoclorito de sodio al 1%) y p2 (alcohol al 70% e hipoclorito al 4%), en el
tercer rango se ubicé a P. hibrida (e3) presento un promedio de 0,80+0,01 cm, con
las interacciones m1p3, m2pl y m2p2, es decir con los medios m2 (M&S con 0,1
mg/L ANA y 1 mg/L BAP) y m1(M&S sin hormonas) y los protocolos pl (alcohol al
70% e hipoclorito de sodio al 1%) y p2 (alcohol al 70% e hipoclorito al 4%) y
finalmente se ubico a P. fortunei (e2) con el m1 (M&S sin hormonas) y p1 (alcohol
al 70% e hipoclorito de sodio al 1%), con un promedio de 0,86 + 0,01 cm (Anexo 3).
Estos resultados posiblemente se deben a que para esta variable existié interaccion

entre los tres factores de estudio.
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Tabla 20:

Promedios y pruebas de significacion para la variable longitud de brote evaluada a los 20 y 30 dias, para el

establecimiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x

Paulownia elongata).

Factores Codigo Longitud de brote (cm)
20 dias 30 dias
ESPECIES (E) el (Paulownia elongata) 0,72+ 44E3 a 0,84 +28E%a
e2 (Paulownia fortunei) 054+0,1c 0,70+ 3,8E3¢
e3 (Paulownia hibrida) 0,63+ 45E°h 0,77 +2,9E%h
PROTOCOLOS pl (alcohol
DE 70%-+hipoclorito de 0,74+0,01a 0,84 +3,6E%a
DESINFECCION sodio 1%)
P) 2 (Alcohol 70% + y
hipF())cI(orito de sodio 4%) 064+0,01b 074 £34E7b
3 (Fungicidas+ PVP+ 3 3
hFi)po(cIorigt;o de sodio 1%) 051+41E7¢ 0.73+26E"b
MEDIO DE m1 (M&S) 0,66 +4,2E°a 0,78+2,7E°a
CULTIVO (M) m2 (M&S+0,1 mg/L

ANA+ 1 mg/L BAP) 0,60 +4,1E%b 0,76 + 2,6E°b
elpl 0,87 +0,01a 0,92 +50E°%a
elp2 0,72+0,01b 0,85 +4,9E°b
elp3 0,57 0,01 d 0,76 +46E°¢C

e2pl 0,70£0,01b 0,83+0,01b

ExP e2p2 0,49+001e 0,60+0,01e
e2p3 0,44 £0,01f 0,67 +4,6E°d

e3pl 0,65+0,01c 0,76+0,01c
e3p2 0,71+0,01b 0,77 +49E°¢c
e3p3 0,52 +0,01e 0,76 +4,2E°¢c
elml 0,79+0,0la 0,88 +4,0E°a
elm? 0,65+0,01b 0,81 +3,9E°h

Ex M e2ml 0,57 +0,01d 0,71+0,01d

e2m?2 0,51+0,01e 0,69 +0,01 e

e3ml 0,62+0,01c 0,75+ 4,2E3d
e3m2 0,63+0,01 bc 0,78 +3,8E°¢

elmipl 0,80 +0,01b 0,87+0,01b

elmip2 0,92+0,01a 0,97 0,01 a

elmlp3 0,63+0,01d 0,80+0,01c

elm2pl 0,94+001a 0,97+001a

elm2p2 0,52 +0,01e 0,72 +0,01d

elm2p3 0,50 +0,01 e 0,72 +0,01d

e2mipl 0,71+0,01c 0,86 +0,01b

e2mlp2 0,48+0,02¢ 0,53+0,01f

Ex M xP e2mlp3 0,51+0,01e 0,73+0,01d

e2m2pl 0,68 + 0,02 cd 0,79+0,01c

e2m2p2 0,51+0,0le 0,66 +0,01 e

e2m2p3 0,36 +0,01 f 0,62+0,01e

e3mipl 0,62+0,01d 0,73+0,01d

e3mlp2 0,71+0,01¢c 0,73+0,01d

e3m1p3 0,53+0,01e 0,80 £0,01c

e3m2pl 0,67 +0,01 cd 0,80 +0,01c

e3m2p2 0,72+0,01c 0,80 +0,01¢c

e3m2p3 0,50+0,01e 0,72+0,01d

Tukey 5%
DMS 5%

Nota: A. Céardenas, 2014
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3.2.3 Porcentaje de brotacion (%)
En esta variable se hizo una evaluacion porcentual de la brotacion a los 10, 20 y 30

dias.

Porcentaje de brotacion a los 10 dias

En la tabla 21, se observa que el mayor porcentaje de brotacion (100%), corresponde
a los tratamientos T1 (elplml), T4 (elp2m2), T16 (e3p2m2), T17 (e3p3ml) y T18
(e3p3m2) y el menor porcentaje (20%) corresponde al tratamiento T8 (e2p1m2).

Porcentaje de brotacién a los 20 dias

En esta evaluacion, tabla 21, la brotacion para los tratamientos T17 (e3p3m2) y T18
(e3p3m2) se mantuvo en el 100%, en cambio para los tratamientos T1 (elplml), T4
(elp2m2) y T16 (e3p2m2) disminuyo el porcentaje de brotacion debido a la
contaminacion y oxidacion presentes en los tratamientos que provoco la muerte de
los explantes, en cambio para los tratamientos T11l (e2p3ml) y T5 (elp3ml)
aumentd el porcentaje de brotacion a 100% debido a que a los 20 dias aumento la

tasa de crecimiento.

Porcentaje de brotacién a los 30 dias

Para esta evaluacion, (tabla 21; anexo 4), los tratamientos T5 (elp3ml), T11
(e2p3m1), T17 (e3p3m2) y T18 (e3p3m2), la brotacién se mantuvo en el 100% de
igual manera para el tratamiento T8 (e2p1lm2) en el 20%. Al comparar el efecto del
medio de cultivo M&S en la etapa de establecimiento con lo obtenido por Aguilar et
al. (2001), quienes utilizaron WPM (Woody Plant Medium) para lefiosas al 100%
complementado con vitaminas, 1 mg/L BAP y 0,5 mg/L de ANA se obtuvo un 70%
de brotacion, en cambio en el presente estudio con M&S al 100% complementado
con vitaminas sin reguladores de crecimiento, se logré alcanzar en los tratamientos
T5, T11, T17 y T18 un 100% de brotacién.

Una posible causa de los resultados desfavorables en el medio (m2), ocurre por una
saturacion hormonal, pues investigaciones anteriores afirman que altas
concentraciones de citoquininas en el medio de iniciacion, pueden inhibir la
brotacion (Miranda, 2014, pags. 65-88), por ende se pueden apreciar los valores mas

bajos.

85



En algunos tratamientos que se utilizaron reguladores de crecimiento (0,1 mg/L
ANA y 1 mg/L BAP) se observo la formaciéon de callo, corroborando lo afirmado por
Ipekci, Atinkut, Kazan, Bajrovic, & Gozukirmizi (2001, pags. 113-115), quienes
generaron callo embriogénico a partir de segmentos internodales de P. elongata,
utilizando como medio (4 mg/L BA + 0,2 mg/L ANA) pero esto es util para
emplearse en el sistema de regeneracion por embriogénesis y organogénesis
indirecta. Segun dicha investigacibn no es necesario agregar para esta etapa
reguladores de crecimiento, para evitar la formacion de callo si se quiere partir por

una organogénesis directa sin pasar por callo.

Se modifico el protocolo de desinfeccion 2 desarrollado por Ipekci, Atinkut, Kazan,
Bajrovic, & Gozukirmizi (2001, pags. 113-115), donde se present6 una frecuencia de
regeneracion de brotes axilares y adventicia de 93,7%, pero para el presente estudio

se obtuvo 70,56% de brotacion debido a que persistia la contaminacion.

Otro aspecto que se deberia tomar en cuenta frente a los resultados obtenidos en el
experimento, es que el tamafio del explante introducido fue el apropiado; pues segin
(Roca & Mroginski, 1991, pags. 969-970), el tamafio de los explantes es muy
importante para el establecimiento de los cultivos in vitro, cuanto méas grande sean
los explantes, mayores seran las posibilidades de obtener proliferaciones vegetativas,
aungue ello traera mayores probabilidades de contaminacién con vitro patdgenos;
para el presente estudio se tomaron explantes de 1,5 a 2 cm de longitud, siendo una
posible causa de sobrevivencia de los explantes. Cabe mencionar que la edad del
material de inicio también es importante como lo indican Clapa, Fira, Manuela,
Vasu, & Buduroi (2014, pags. 6-14), quienes recomiendan utilizar explantes jovenes
que consten de yemas axilares, en esta investigacion se utilizo material vegetal que
provino de distintas plantas madre en diferente estado fisioldgico y posiblemente en
algunos tratamientos se incluyd material proveniente de una planta madre joven,
donde la respuesta in vitro fue adecuada, debido a que los tejidos estan en plena
division celular, a diferencia de plantas viejas, como reportd Krikorian (1991, pags.
95-125), al aseverar que un factor preponderante en la propagacion in vitro es la
juvenilidad, se determind que los tejidos con mayor posibilidad para generar brotes

via organogénesis directa serian segmentos foliares, entrenudos y peciolos; los cuales
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han sido probados en otras especies como lo encontrado por Ipecki & Gozukirmizi
(2003, pags. 16-24) y por Bergmann & Moon (1997, pags. 315-317). Por otra parte,
el medio base usado fue el Murashigue Skoog, que fue probado en todos los trabajos
realizados en el género Paulownia y la combinacion de reguladores de crecimiento
evaluadas fueron para organogénesis directa BA 'y ANA y TDZ, para organogénesis
indirecta y caulogénesis, en diferentes concentraciones y combinaciones, como los
usados en el presente estudio. Estos reguladores de crecimiento fueron los que mejor
respuesta dieron en diferentes investigaciones como las realizadas por Ipecki &
Gozukirmizi (2003, pags. 16-24) y, por Bergmann & Moon (1997, pags. 315-317),

para ambas vias de organogénesis.
Tabla 21:
Porcentajes de brotacion a los 10, 20 y 30 dias de evaluacion para la fase | de establecimiento in vitro

de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Porcentaje (%)
Tratamientos Codificacion 10 20 30
dias dias dias
T1 ei1p1m; 100 70 70
T2 e1p1my 50 70 70
T3 e1po.m; 40 60 60
T4 ep,m, 100 90 90
T5 e1psm; 90 100 100
T6 e1psMmy 80 70 70
T7 e,p1Mm; 70 60 60
T8 e,p1 My 20 20 20
T9 e,p,my 30 20 20
T10 e,p,m, 50 80 80
T11 e,Pp3m; 60 100 100
T12 €,P3My 90 70 70
T13 e3p1Mm; 50 50 50
T14 €3p1Mmy 60 60 60
T15 e3p,m; 60 60 60
T16 e3p,m, 100 90 90
T17 €3Psm; 100 100 100
T18 €3psm, 100 100 100

Descripcion de la codificacion:

el= Paulownia elongata pl= Alcohol 70%+ hipoclorito de sodio 1% ml= M&S

e2= Paulownia fortunei p2=Alcohol 70%-+ hipoclorito de sodio 4% m2=M&S+ 0,1mg/L ANA+ 1 mg/L BAP

e3= Paulownia hibrida p3=Fungicidas/bactericidas+ PVP+ hipoclorito de sodio 1%

Nota: A. Cérdenas, 2014

3.2.4 Porcentaje de oxidacion (%)
Para esta variable la tabla 22, muestra que los tratamientos T1 (elpiml), T3
(elp2ml), T4 (elp2m2), T5 (elp3ml), T6 (elp3m2), T9 (e2p2m1l), T10 (e2p2m2),
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T11 (e2p3ml), T12 (e2p3m2), T13 (e3plml), T14 (e3plm2), T15 (e3p2ml), T16
(e3p2m2), T17 (e3p3m1l) y T18 (e3p3m2), con el 0% de oxidacion fueron altamente
eficientes para el establecimiento in vitro de P. elongata, P. fortunei y P. hibrida (ver

anexo 6).

Los tratamientos T2 (elplm2) y T7 (e2plml) mostraron un 10% de oxidacion,
mientras que T8 (e2p1m2) alcanzé hasta un 50%. La oxidacion no se presento en la
mayoria de tratamientos, una de las posibles causas que produjo este fenémeno pudo
ser el uso de agentes desinfectantes, segin (Azofeifa, 2009, pags. 153-175), el
hipoclorito de sodio tiene un gran poder oxidativo, el cual puede provocar
oscurecimiento de los explantes cultivados in vitro, una alternativa para evitar la
oxidacion es la utilizacion de concentraciones bajas del agente desinfectante u optar
por otro tipo de desinfectantes menos agresivos, otra alternativa es escindir el tejido
lesionado al momento de la desinfeccién para eliminar sustancias fendlicas que

produce el explante.

La mayoria de tratamientos empleados para esta fase no presentaron oxidacion de
explantes, resultando eficiente el uso de los protocolos 1,2 y 3. Esto también se
puede atribuir a que la introduccién de explantes al medio de cultivo se lo hizo de
una forma rapida para que no queden expuestos demasiado tiempo al oxigeno del
ambiente para que éste no pueda oxidarlos. Factores ambientales como: intensidad de
luz, cortes, herbicidas, senescencia, patdgenos, metales pesados, lesiones, sustancias
abrasivas pueden desencadenar el estrés oxidativo y nitrosativo (Bray, Bai ley-Se
rres, & Weretilnyk, (2000, pags. 1158-1203); Pompeu, Vitorello, & Azevedo, (2008,
pags. 548-552).

En el caso particular del cultivo de tejidos in vitro, los procesos de oxidacion son
causados principalmente por el efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado
durante la asepsia del explante, los cortes que sufre el explante, composicién del
medio de cultivo, volumen y calidad del frasco de cultivo (George, 1993, pags. 130-
143).
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Tabla 22:

Porcentajes de oxidacion a los 15 dias de evaluacion para la fase | de establecimiento in vitro de

Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata)

Tratamientos Codificacion Porcentaje (%0)
T1 e1p1m; 0
T2 e1p1m; 10
T3 e1p;m; 0
T4 ep,m; 0
T5 e1psmy 0
T6 e1psm, 0
T7 e,p1m; 10
T8 e,p1m, 50
T9 e,p,m; 0
T10 e,p,m, 0
T11 e,Pp3m; 0
T12 e,Pp3m, 0
T13 espim; 0
T14 espim, 0
T15 e3p,my 0
T16 e3p,m; 0
T17 e3Pam; 0
T18 e3pzm; 0
Descripcion de la codificacion:
el= Paulownia elongata pl= Alcohol 70%+ hipoclorito de sodio 1% ml= M&S

e2= Paulownia fortunei p2=Alcohol 70%-+ hipoclorito de sodio 4%

m2=M&S+ 0,1 mg/L ANA+ 1 mg/L BAP

e3= Paulownia hibrida p3=Fungicidas/ bactericidas + PVVP+ hipoclorito de sodio 1%

Nota: A. Cardenas, 2014

89




3.3 Fase I1: Multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y
un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema
convencional e inmersion temporal.

El objetivo de la fase de multiplicacién in vitro fue obtener una mayor cantidad de

brotes a partir del explante primario, para Paulownia elongata, Paulownia fortunei y

un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) tanto en el sistema

convencional como en el Sistema de Inmersion Temporal.

3.3.1 Sistema convencional

3.3.1.1 Altura de brotes

El anélisis de la varianza para la variable altura de brotes a los 10 dias (tabla 23)
detecto alta significacion estadistica para los tratamientos, especies y medios de
cultivo (<0,0001) y para su interaccion M x E (0,0006). EI promedio de altura de
brotes fue de 1,52 cm y el coeficiente de variacion de 14,29 %, que para este tipo de
experimentos es considerado muy bueno. La alta significacion estadistica que
muestra el analisis de varianza para medios de cultivo determina, que la variable
evaluada no se expresa de la misma manera entre tratamientos, atribuyendo esta
respuesta a la adicion y concentracion de varios tipos de hormonas y el uso de sales
basales.

El andlisis de la varianza para la variable altura de brotes a los 20 dias (tabla 23) de
igual manera se observa alta significacion estadistica para medios de cultivo
(<0,0001) y especies (<0,0001). El promedio de la altura de brotes fue de 3,94 cm y
el coeficiente de variacion de 6,36%, que para este tipo de experimento es

considerado 6ptimo.

El andlisis de la varianza para la variable altura de brotes a los 30 dias (tabla 23) se
observa alta significacidn estadistica, para medios de cultivo (<0,0001) y especies
(<0,0001), el promedio de altura de brote fue de 6,54 cm y el coeficiente de variacion

de 3,90%, considerado optimo (anexo 8).
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Tabla 23:

ADEVA para la variable altura de brotes (cm) evaluada para la multiplicacion in vitro de Paulownia
elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema

convencional.

FdeV 10 dias 20 dias 30 dias
(GL) | Cuadrados p-valor (GL) | Cuadrados p-valor (GL) | Cuadrados p-valor
medios medios medios
TOTAL 119 119 119
TRATAMIENTOS 11 2,08 <0,0001 11 12,37 <0,0001 11 23,38 <0,0001
Especies (E) 2 2,67 <0,0001 2 16,72 <0,0001 2 46,56 <0,0001
Medios de 3 5,44 <0,0001 3 22,88 <0,0001 3 43,05 <0,0001
Cultivo (M)
ExM 6 0,20 0,0006 6 5,66 <0,0001 6 5,81 <0,0001
ERROR 108 0,05 108 0,06 108 0,07
EXPERIMENTAL
Promedio 1,52 3,94 6,54
(%Y 14,29% 6,36% 3,90%

Nota: A. Cardenas, 2014

Altura de brote a los 10, 20 y 30 dias para especies

Tukey al 5% a los 10 dias para especies (tabla 24), identificO tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 1,76+ 0,03 cm; en tanto que, en el
segundo rango se ubicé e2 (Paulownia fortunei) con un promedio de 1,56 + 0,03 cm
y finalmente en el tercer rango se ubicé e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de
1,25+ 0,03 cm.

Tukey al 5% a los 20 dias para especies (tabla 24), identific6 dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontro el
(Paulownia elongata) con un promedio de 4,69 = 0,04 cm; en tanto que, en el
segundo rango se ubic6 e2 (Paulownia fortunei) con un promedio de 3,54 + 0,04 cm

y €3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 3,60 £ 0,04 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 24), identifico tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 7,47 + 0,04 cm; en tanto que, en el

segundo rango se ubico e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 6,78 + 0,04 cm y
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finalmente en el tercer rango se ubicd e2 (Paulownia fortunei) con un promedio de
5,35+ 0,04 cm.

Altura de brote a los 10, 20 y 30 dias para Medios de cultivo

Tukey al 5% a los 10 dias para medios de cultivo (tabla 24), detecté tres rangos de
significancia. En el primer rango se ubic6 m3 (M&S con 0,2 mg/L BAP), con un
promedio de 2,12 + 0,04 cm; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m4 (M&S
con 0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), con un promedio de 1,42 £ 0,04 cmy m2 (M&S
con 2 mg/L BAP y 0,05 mg/L ANA), con un promedio de 1,44 + 0,04 cm y
finalmente se ubico en el tercer rango a m1 (M&S con 4 mg/L BAP y 0,2 mg/L
ANA), con un promedio de 1,12 + 0,04 cm.

Tukey al 5% a los 20 dias para medios de cultivo (tabla 24), detect6 tres rangos de
significancia. En el primer rango se ubicé m3 (M&S con 0,2 mg/L BAP), con un
promedio de 5,24 + 0,05 cm, en el segundo rango se ubico m1 (M&S con 4 mg/L
BAP y 0,2 mg/L ANA), con un promedio de 3,67 + 0,05 cm, en tanto que, en el
tercer rango se ubic6 m4 (M&S con 0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), con un
promedio de 3,47 + 0,05 cm y m2 (M&S con 2 mg/L BAP y 0,05 mg/L ANA), con

un promedio de 3,39 £ 0,05 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para medios de cultivo (tabla 24), detectd cuatro rangos de
significancia. En el primer rango se ubic6 m3 (M&S con 0,2 mg/L BAP), con un
promedio de 8,04 + 0,05 cm, en el segundo rango se ubico m1 (M&S con 4 mg/L
BAP y 0,2 mg/L ANA), con un promedio de 6,72 + 0,05 cm, en tanto que, en el
tercer rango se ubic6 m2 (M&S con 2 mg/L BAP y 0,05 mg/L ANA), con un
promedio de 6,24 = 0,05 cm y m4 (M&S con 0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), con un
promedio de 5,15 + 0,05 cm.

Altura de brote a los 10, 20 y 30 dias para la interaccién entre Especies y Medios de
cultivo

Tukey al 5% a los 10 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
24), identifico siete rangos de significancia, ubicando a m3 como el medio de cultivo
optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizd M&S

suplementado con 0,2 mg/L de BAP. En el primer rango se ubicé a P. elongata, con
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un promedio de 2,32+ 0,07 cm, luego se ubicé a P. fortunei, con un promedio de
2,21 £ 0,07 cm y finalmente se ubicé a P. hibrida, con un promedio de 1,84+0,07 cm.

Tukey al 5% a los 20 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
24), identificd seis rangos de significancia, ubicando a m3 como el medio de cultivo
Optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizd M&S
suplementado con 0,2 mg/L de BAP. En el primer rango se ubicé a P. elongata, con
un promedio de 6,23+£0,08 cm, luego se ubicd a P. hibrido, con un promedio de

5,22+0,08 cm y finalmente se ubicd a P. fortunei, con un promedio de 4,27+0,08 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
24), identifico siete rangos de significancia, ubicando a m3 como el medio de cultivo
Optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizd M&S
suplementado con 0,2 mg/L de BAP. En el primer rango se ubic6 a P. hibrido, con
un promedio de 9,53+0,08 cm, luego se ubicd a P. elongata, con un promedio de
8,34+0,08 cm y finalmente se ubicé a P. fortunei, con un promedio de 6,24+0,08 cm
(Anexo 3).

Clapa, Fira, Manuela, Vasu, & Buduroi (2014, pags. 6-14), utilizaron M&S con 0,5
mg/L de BAP, donde obtuvieron un promedio de 7,17 cm para P. elongata, en el
presente estudio utilizando M&S suplementado con 0,2 mg/L BAP, se obtuvo
similares resultados con un promedio de 8,34 cm, por lo que el uso de bajas

concentraciones de BAP da respuesta Optima al crecimiento de P. elongata.

Clapa, Fira, Manuela, Vasu, & Buduroi (2014, péags. 6-14), utilizaron MS
suplementado con 1 mg/L mT ( meta-topolina) para P. fortunei, donde obtuvieron un
promedio de 6,25 cm, mientras que para el presente estudio utilizando M&S
suplementado con 0,2 mg/L BAP, se obtuvo un promedio de 6,24 cm, se obtuvo una
respuesta similar a la del autor, por lo que para dicha especie se puede utilizar M&S
suplementado con cualquiera de los dos reguladores de crecimiento, ya que se

obtienen valores optimos.

Se observo en la presente investigacion que el BAP tuvo una influencia significativa

tanto en la multiplicacion como en la elongacion de los brotes, a medida que se
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incrementd la concentracion del BAP existio una disminucion progresiva en la
longitud del brote, existiendo superioridad del medio (m3) con respecto de los
tratamientos, lo cual parece indicar que al aumentar la concentracion de BAP esta

influye en mayor medida sobre la multiplicacion y no sobre el alargamiento celular.

Tabla 24:

Promedios y pruebas de significacion para la variable altura de brotes para la evaluacion a los 10, 20 y 30
dias de multiplicacién in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia

fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema convencional.

Factores Codigo Altura de brote (cm)
10 dias 20 dias 30 dias
el (Paulownia elongata) 1,76 +£0,03 a 4,69+0,04a 7,47+0,04a
ESPECIES (E) e2 (Paulownia fortunei) 1,56 £ 0,03 b 354+0,04b 5,35+0,04 c
e3 (Paulownia hibrida) 1,25+0,03 c 3,60+0,04b 6,78+0,04b
ml (M&S+ 4 mg/L BAP + 0,2
1,12+0,04 ¢ 3,67+0,05h 6,72+0,05b
mg/L ANA)
m2 (M&S+ 2 mg/L BAP+ 0,05
MEDIO DE 1,44 +£0,04 b 3,39+0,05¢ 6,24 +0,05¢
mg/L ANA)
CULTIVO (M)
m3 (M&S+ 0,2 mg/L BAP) 2,12+0,04 a 5,24 +0,05 a 8,04 +0,05a
m4 (M&S+ 0,1 mg/L ANA+ 1
1,42+0,04b 3,47+0,05c¢c 5,15+0,05d
mg/L BAP)
elml 1,32 + 0,07 def 5,35+0,08b 8,17+0,08b
elm2 1,52 £0,07 cd 3,30+0,08¢e 7,28+0,08 ¢
elm3 2,32+0,07a 6,23+0,08a 8,34 +0,08b
elm4 1,88+0,07h 3,87+0,08d 6,09 + 0,08 de
e2ml 1,19+ 0,07 ef 3,22+0,08 e 582+0,08¢e
ExM e2m2 1,52 +0,07 de 3,42+0,08¢e 519 +0,08 f
e2m3 2,21+0,07a 4,27+0,08 ¢ 6,24 0,08 d
e2m4 1,34 + 0,07 def 3,25+0,08 e 4,17+0,08¢g
e3ml 0,84+0,07 g 2,43+0,08 f 6,17 +£ 0,08 de
e3m2 1,28 + 0,07 def 3,46+0,08 e 6,24 +£0,08d
e3m3 1,84 £ 0,07 bc 5,22+0,08 b 9,53+0,08a
e3m4 1,03+ 0,07 fg 3,28+0,08 e 5,18 £0,08 f
Tukey 5%
DMS 5%

Nota: A. Cardenas, 2014
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3.3.1.2 NUmero de nudos

En el andlisis de la varianza para esta variable (tabla 25) se detecto alta significancia
estadistica para medios de cultivo (<0,0001), especies (<0,0001) y su interaccién E x
M (<0,0001); el promedio del nimero de nudos por explante fue de 7,93; 17,53 y
28,10 a los 10, 20 y 30 dias respectivamente.

El coeficiente de variacion fue de 13,24%; 6,11% y 3,79% a los 10, 20 y 30 dias

respectivamente, considerandose 6ptimo para este tipo de experimento.

Tabla 25

ADEVA para la variable nimero de nudos evaluada a los 10, 20 y 30 dias para la multiplicacidn in vitro
de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata)

bajo el sistema convencional.

FdeV 10 dias 20 dias 30 dias
(GL) Cuadrados p-valor (GL) Cuadrado p-valor (GL) Cuadrados p-valor
medios s medios medios
TOTAL 119 119 119
TRATAMIENTOS 11 34,93 <0,0001 11 240,90 <0,0001 11 342,95 <0,0001
Especies (E) 2 51,73 <0,0001 2 511,23 <0,0001 2 472,50 <0,0001
Medios de 3 59,82 <0,0001 3 444,53 <0,0001 3 602,09 <0,0001
Cultivo (M)

ExM 6 16,89 <0,0001 6 48,97 <0,0001 6 170,19 <0,0001
ERROR 108 1,10 108 1,15 108 1,13
EXPERIMENTAL

Promedio 7,93 17,53 28,10
cv 13,24% 6,11% 3,79%

Nota: A. Cérdenas, 2014
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NUmero de nudos a los 10, 20 y 30 dias para Especies

Tukey al 5% a los 10 dias para especies (tabla 26), identifico tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontro el
(Paulownia elongata) con un promedio de 9,20 + 0,17; en el segundo rango se ubico
e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 7,60 £ 0,17 y finalmente en el tercer

rango se ubicé e2 (Paulownia fortunei) con un promedio de 7,00 £ 0,17.

Tukey al 5% a los 20 dias para especies (tabla 26), identificO tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 20,10 + 0,17; en el segundo rango se
ubicé e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 19,05 + 0,17 y e2 (Paulownia

fortunei) con un promedio de 13,45 £ 0,17.

Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 26), identifico tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd e3
(Paulownia hibrida) con un promedio de 31,10 + 0,17, en el segundo rango se ubico
el (Paulownia elongata) con un promedio de 28,85 + 17 y finalmente en el tercer

rango se ubicé e2 (Paulownia fortunei) con un promedio de 24,35 + 0,17.

NUmero de nudos a los 10, 20 y 30 dias para Medios de cultivo

Tukey al 5% a los 10 dias para medios de cultivo (tabla 26), detecté tres rangos de
significancia. En el primer rango se ubic6 m3 (M&S con 0,2 mg/L BAP), con un
promedio de 9,93 + 0,19; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m1 (M&S con 4
mg/L BAP y 0,2 mg/L ANA), con un promedio de 7,87 £ 0,19, m2 (M&S con 2
mg/L BAP y 0,05 mg/L ANA), con un promedio de 7,20 + 0,19 y finalmente se
ubico en el tercer rango a m4 (M&S con 0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), con un
promedio de 6,73 + 0,19.

Tukey al 5% a los 20 dias para medios de cultivo (tabla 26), detectd cuatro rangos de
significancia. En el primer rango se ubico m3 (M&S con 0,2 mg/L BAP), con un
promedio de 21,60 + 0,20, en el segundo rango se ubicé m1 (M&S con 4 mg/L BAP
y 0,2 mg/L ANA), con un promedio de 19,80 + 0,20, en el tercer rango se ubic6 m2
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(M&S con 2 mg/L BAP y 0,05 mg/L ANA), con un promedio de 15,53 £ 0,20 y m4
(M&S con 0,1 mg/L ANA 'y 1 mg/L BAP), con un promedio de 13,20 £ 0,20.

Tukey al 5% a los 30 dias para medios de cultivo (tabla 26), detecto tres rangos de
significancia. En el primer rango se ubic6 m3 (M&S con 0,2 mg/L BAP), con un
promedio de 33,80 £ 0,19, en el segundo rango se ubicé m1 (M&S con 4 mg/L BAP
y 0,2 mg/L ANA), con un promedio de 28,20 + 0,19, y m2 (M&S suplementado con
2 mg/L BAP y 0,05 mg/L ANA), con un promedio de 27,53 £ 0,19 y en el tercer
rango se ubicé a m4 (M&S suplementado con 0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), con
un promedio de 22,87 =+ 0,19.

Aguilar, Villalobos, & Salgado (2001, pags. 32-78), afirman que después de la fase
de establecimiento, la induccion de los brotes adventicios del género Paulownia
requiere de una combinacién nutricional y hormonal especifica, por lo que los brotes
neoformados deben recultivarse, induciéndose el proceso de multiplicacion y
considerando que la concentracion de los nutrientes y sacarosa influyen en el nimero
y desarrollo de los brotes o nudos, ellos transfirieron los explantes a un medio WPM
al 50% con 0,2 mg/L de AIB (&cido indolbutirico) y 0,6 mg/L de BA (Benciladenina)
con lo que estimularon la aparicion y desarrollo de los brotes, esto lo hicieron para el
cultivo de Paulownia tomentosa, esto respalda a lo obtenido en la presente
investigacion, ya que el uso del medio m3 (M&S con 0,2 mg/L de BAP), result6 ser

el medio 6ptimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido.

La proliferacion de los brotes axilares se logré con la adicion de citoquininas en el
medio de cultivo para romper la dominancia apical y estimular la brotacién de las
yemas que se encuentran en la base de las hojas. El uso de citoquininas es
generalizado en los medios de propagacion, variando su concentracion en
dependencia del balance enddgeno de auxinas y citoquininas en los explantes, segun

lo comentan Hu y Wang mencionados por Zamora & Juarez (2008, pags. 47-76).
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NUmero de nudos a los 20 y 30 dias para la interaccion entre Especies y Medios de

cultivo

Tukey al 5% a los 10 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
26), identificd cinco rangos de significancia, ubicando a m3 como el medio de
cultivo éptimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido, en el que se utiliz6 M&S
suplementado con 0,2 mg/L de BAP. En el primer rango se ubicé a P. elongata, con
un promedio de 11,60+0,33, luego se ubicé a P. hibrida, con un promedio de
9,2040,33 y finalmente se ubic6 a P. fortunei, con un promedio de 9,00+0,33 nudos

por explante.

Tukey al 5% a los 20 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
26), identifico siete rangos de significancia, ubicando a m3 como el medio de cultivo
Optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizd M&S
suplementado con 0,2 mg/L de BAP. En el primer rango se ubicé a P. hibrida, con un
promedio de 25,00+0,34, luego se ubicé a P. elongata, con un promedio de
23,00+0,34 y finalmente se ubicé a P. fortunei, con un promedio de 16,80+0,34
nudos por explante.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
26), se identifico siete rangos de significancia, ubicando a m3 como el medio de
cultivo éptimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utiliz6 M&S
suplementado con 0,2 mg/L de BAP. En el primer rango se ubic6 a P. hibrido, con
un promedio de 35,40+0,34, luego se ubico a P. elongata, con un promedio de
35,00+0,34 y finalmente se ubicé a P. fortunei, con un promedio de 31,00+0,34

nudos por explante (anexo 9).

Zayova (2011, pags. 422-425), obtuvo un 95% de brotes multiples con un nimero de
8,2 brotes para P. elongata utilizando un medio MS (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con 2 mg/L de BAP (6-bencilaminopurina) en combinacion con una
baja concentracion de auxina 0,05 mg/L de ANA (acido naftalacético) durante cuatro
semanas; en el presente estudio el medio de cultivo m3 (M&S+ 6 g/L agar+ 30 g/L
azucar+ 0,2 mg/L BAP), superd lo obtenido por Zayova (2011, pags. 422-425),

logrando la obtencion de 35 nudos/brote.
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El medio de cultivo m1 (M&S+ 4 mg/L BAP+ 0,2 mg/L ANA), utilizado en el
presente estudio obtuvo una gran cantidad de brotes (28,20 + 0,19), pero existio la
formacion de callo en su base; al respecto Castillo, Gutiérrez, Buenrostro, & Cetina
(2012, pags. 41-49), mencionan que utilizando dicho medio, generaron un 83% de
segmentos nodales; Ipekci, Atinkut, Kazan, Bajrovic, & Gozukirmizi (2001, pags.
113-115), generaron callo embriogénico a partir de segmentos internodales de P.
elongata, de ahi que se infiera que este tipo de tejido tiene posibilidades para

utilizarse en el sistema de regeneracion por embriogénesis y organogénesis indirecta.

Yaicili & Alikamanoglu (2005, pags. 109-114), obtuvieron nuevos brotes para la
multiplicacién in vitro de P. elongata a partir de nudos con yemas axilares, partiendo
de plantulas con tres meses de edad, disectando los nudos y colocandolos en medio
M&S adicionado con 1 mg/L de BA 'y 0,1 mg/L de ANA, durante 25 dias, misma via
utilizada por Song, Sato, Ishii, Saito, & Ohba (1990, pags. 495-498), en P.
catalpifolia y; en P. fortunei por Sharma, Charan, & Dihman (2003, pags. 276-280),
la Gltima especie mencionada puede producir nuevos brotes en tan solo 25 a 30 dias,
como lo manifestado por los autores y lo obtenido en el presente estudio. Otra forma
de producir plantas in vitro a gran escala es a través del uso de yemas apicales para la
proliferacion de yemas axilares en sistemas de micropropagacion clonal, método que
se ha comprobado en P. fortunei (Venkateswarlu, Mukhopadhyay, Sreenivason, &
Kumar, 2001, pags. 594-599).

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican claramente que el empleo de
los reguladores de crecimiento especialmente el BAP (citoquinina) en bajas
concentraciones, son necesarios para la proliferacion y elongacion de brotes, es
ampliamente conocido que una pequefia cantidad de citoquinina puede ser sintetizada
por los brotes en crecimiento y que esta es insuficiente para inducir el crecimiento y
desarrollo in vitro de los brotes y yemas, por esta razon, mas del 85% de los medios
de cultivo empleados en la micropropagacion incluyen algin suplemento de
citoquinina (Perez J. , 1998, pags. 391-393).

99



Tabla 26:

Promedios y pruebas de significacion para la variable namero de nudos a los 10, 20 y 30 dias para la
evaluacion de la multiplicacién in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema convencional.

Factores Cadigo NUmero de nudos
10 dias 20 dias 30 dias
el (Paulownia elongata) 9,20+0,17 a 20,10+0,17 a 28,85+0,17b
ESPECIES _ _
©® e2 (Paulownia fortunei) 7,00+£0,17 c 1345+0,17¢c 2435+0,17¢c
e3 (Paulownia hibrida) 7,60+0,17 b 19,05+0,17 b 31,10+0,17a
ml (M&S+ 4 mg/L BAP +
7,87+0,19b 19,80 +£0,20 b 28,20+0,19b
0,2 mg/L ANA)
MEDIO DE m2 (M&S+ 2 mg/L BAP+
7,20£0,19bc | 1553+0,20c¢c 2753+0,19b
CULTIVO 0,05 mg/L ANA)
(M) m3 (M&S+ 0,2 mg/L BAP) 9,93+0,19a 21,60+0,20a 33,80+0,19a
m4 (M&S+ 0,1 mg/L ANA+
6,73+0,19¢ 13,20+ 0,20d 22,87+0,19¢c
1 mg/L BAP)
elml 8,80+£0,33bc | 21,20%£0,34c 32,80+0,34b
elm2 8,80+0,33bc | 18,80+0,34d 28,60 £0,34d
elm3 11,60+0,33a | 23,00+0,34b 35,00+0,34a
elm4 7,60+0,33cd | 17,40 +0,34 de 19,00+0,34 g
e2ml 8,40 £ 0,33 bc 15,20+ 0,34 f 20,80+0,34f
ExM e2m2 4,40+£0,33¢e 10,80+0,34 ¢ 20,80+0,34f
e2m3 9,00+£0,33bc | 16,80 +0,34 ef 31,00+£0,34c¢c
e2m4 6,20 +0,33d 11,00+0,34 g 2480+0,34¢
e3ml 6,40 +0,33d 23,00+0,34b 31,00+0,34c¢c
e3m2 8,40+£0,33bc | 17,00+£0,34¢ 33,20+0,34b
e3m3 9,20+0,33 b 25,00+0,34a 35,40+0,34a
e3m4 6,40 +0,33d 11,20+0,34 g 2480+0,34¢
Tukey 5%
DMS 5%

Nota: A. Cardenas, 2014
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3.3.1.3 Indice de multiplicacion
Para la variable indice de multiplicacion la tabla 27, muestra los indices mas altos
obtenidos a los 30 dias de evaluacion en m3 (M&S+ 0,2 mg/L BAP), para P.
elongata; P. fortunei y P. hibrida, con 17,5; 15,5; y 17,7 respectivamente (anexo 10).

Clapa, Fira, Manuela, Vasu, & Buduroi (2014, pags. 6-14), dieron a conocer que
utilizando un medio modificado Murashige & Skoog (M&S) complementado con 0,5
mg / L de BAP (6-Bencilaminopurina) y mT (meta-topolina) a las concentraciones
de 0,5, 0,7 y 1 mg/L se puede lograr un alto indice de multiplicacion para P. elongata
y P. fortunei; logrando obtener para P. fortunei suplementado con 1 mg/L (mT) tasas
de multiplicacién promedios de 12,92. En esta investigacion utilizando el m3 (M&S
completo + 0,2 mg/L BAP), se logré superar el indice de multiplicacion, obteniendo
para P. fortunei 15,50. En los medios m1 (M&S completo +4 mg/L BAP + 0,2 mg/L
ANA), m2 (M&S completo + 2 mg/L BAP + 0,05 mg/L ANA), y m4 (M&S
completo + 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L ANA), debido a las altas concentraciones de
reguladores de crecimiento se obtuvo una baja tasa brotes, y se observé la formacion
de callos en la base de cada explante; esto se corrobora en el estudio realizado por
Clapa, Fira, Manuela, Vasu, & Buduroi (2014, pags. 6-14), quienes obtuvieron callo
en la base de las plantulas, pero en menor proporcién en las plantulas cultivadas en
medios de cultivo con BAP vy, lograron obtener un numero promedio de 33,25

brotes/recipiente de cultivo, en M&S con 1 mg/L mT.

En el presente estudio se obtuvo un indice de multiplicacion de 17,7 para P. hibrido
(P. fortunei x P. elongata) siendo mucho mas alto que el obtenido por Clapa et al.
(2014, pags. 6-14), quienes obtuvieron una tasa de proliferacion de 5,85 en los
medios suplementados con 1 mg/L mT, demostrando que para dicha especie el BAP
genera una mayor proliferacion de brotes que mT (Meta-topolina). De igual manera
para P. elongata se obtuvo una tasa de multiplicacion de 17,5 siendo mas alto que el
obtenido por Clapa, Fira, Manuela, Vasu, & Buduroi (2014, pags. 6-14), quiénes

obtuvieron una tasa media de 9,4 en los medios suplementados con 1 mg/L mT.

La adicién de mayores concentraciones de BAP se traduce en aumento de brotes, lo
que se nota en el incremento de éstos como sucede en otras especies, por ejemplo los

resultados reportados para Manihot esculenta (Guohua, 1998, pags. 1-7). A un nivel
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celular, las citoquininas también parecen poseer un efecto directo sobre los niveles de
DNA celular y sobre la sintesis de proteinas. Un efecto que produce las citoquininas
es sobre la dominancia apical, aunque este es muy complejo y parece depender de un
balance entre citoquininas, giberelinas y auxinas, es importante que exista un
equilibrio auxina/citoquinina, pues la auxina induce diferenciacion de la raiz y la
citoquinina diferenciacion del tallo. En un estudio de la iniciacion de brotes
adventicios en cotiledones de Pseudotsuga menziesii se necesito la citoquinina (BAP
5 mM), para inducir la formacion de yemas adventicias, pero resultaron 3 patrones de
respuesta, dependiendo del nivel de auxina, con baja proporcion solo se desarrollaron
brotes, con cantidades mayores de auxina los cotiledones produjeron callo y muchos
brotes, cuando se afiadié solo auxina (NAA 5 mM) solo se formo callo (Ascon &
Talon, 1993, pags. 37-67). Las diferentes plantas pueden responder en un modo
distinto a las diversas citoquininas y auxinas externas, debido a su control hormonal
natural. Una secuencia apropiada de hormonas es de importancia particular, en
cuanto que una hormona puede tener un efecto inductor, pero debe estar ausente o en

cantidad reducida para que crezca el 6rgano (Ascon & Talon, 1993, pags. 67-68).

Tabla 27:

indice de multiplicacion para la fase 11 para Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido
(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema convencional.

Tratamientos Especie Medio de cultivo indice de multiplicacion

T1 P. elongata M1 16,4

T2 P. elongata M2 14,3

T3 P. elongata M3 17,5

T4 P. elongata M4 9,5

T5 P. fortunei M1 10,4

T6 P. fortunei M2 10,4

T7 P. fortunei M3 15,5

T8 P. fortunei M4 12,4

T9 P. hibrida M1 15,5

T10 P. hibrida M2 16,6

T11 P. hibrida M3 17,7

T12 P. hibrida M4 12,4
Descripcion del medio de cultivo:
ml= MS +4 mg/L BAP + 0,2 mg/L ANA. m2= MS+ 2 mg/L BAP + 0,05 mg/L ANA.
m3= MS+ 0,2 mg/L BAP. m4= MS+ 1 mg/L BAP.+ 0,1 mg/L ANA.

Nota: A. Cardenas, 2014
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3.3.1.4 Tasa de pérdida
Se obtuvo un 0% de tasa de pérdida ya que no hubo mortalidad en ningun

tratamiento.

3.3.2 Sistema de Inmersion Temporal

3.3.2.1 Brotacion de explantes (%)
Porcentaje de brotacién a los 15 dias
Para esta variable, la tabla 28, muestra que el mayor porcentaje de brotacion (100%),
corresponde a los tratamientos T1 (e1fl), T2 (e1f2), T3 (e2f1), T4 (e2f2), y T5 (e3f1)
y el menor porcentaje (0%) corresponde al tratamiento T6 (e3f2).

Porcentaje de brotacién a los 30 dias
Para esta variable la tabla 28, muestra el 100% de brotacion para los tratamientos T1
(elfl), T2 (elf2), T3 (e2fl), T4 (e2f2), T5 (e3fl) y T6 (e3f2) debido a que se

incremento la tasa de crecimiento (Anexo 11).

Estos resultados posiblemente se deben a que existié un Gptimo contacto entre el
medio liquido y la biomasa vegetal, mejor intercambio gaseoso y buen balance
nutricional, que se expresa en cantidad y calidad de los brotes (Berthouly, Dufour,
Alvard, Carasco, Alemano, & Teisson, 1995, pags. 514-519). Los brotes competentes
generados en este trabajo, son el resultado de crear las condiciones necesarias, se
evitaron factores descritos que generan la hiperhidratacion y por consiguiente la
reduccion de la calidad y cantidad de los brotes. En consecuencia, es posible que los
valores de porcentaje de brotes competentes conseguidos en esta investigacion adn
no sean recomendables y que variando la frecuencia y el tiempo de inmersion sea
posible lograr porcentajes de brotes competentes mas elevados, inclusive

modificando el medio de cultivo.

La utilizacion de sistemas de inmersion temporal en el cultivo de varias especies,
como es E. globulus origina altas tasas de proliferacion de brotes como las obtenidas
por Gonzalez, Rios, Avilés, & Sanchez (2011, pags. 147-154); de 37,8 + 7,9;
McAlister, Finnie, Watt, & Blakeway (2005, pags. 347-358), obtuvieron mas del
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doble de generacion de brotes con respecto al medio semisélido en diferentes clones
de Eucalyptus spp.

Segun Preil (2005, pags. 1-20), el aumento de la brotacion se puede deber
principalmente a que la absorcion de nutrientes y reguladores del crecimiento es por
toda la superficie del tejido, lo que puede maximizar el desarrollo del explante. Por
otro lado, Bouman & Tiekstra (2005, pags. 493-508), postulan que los precipitados
se redisuelven en el medio liquido, debido a una disminucion en el pH o por la
absorcién de la planta de componentes disueltos en el medio y el cambio resultante
en el equilibrio de disociacion, lo que provoca la solubilizacion de los precipitados, a
diferencia de los medios con agar donde s6lo una parte pequefia del medio presenta

estos cambios, por lo cual existe una acumulacion de precipitados.

Trabajos realizados para la multiplicacion in vitro de Musa spp., mediante el sistema
de inmersion temporal, demostraron que el tratamiento de inmersion de 1 minuto
produce mejores resultados; en tratamientos de 1, 12 y 24 horas el desarrollo fue de
un 60% menor, afirmando que el tiempo de inmersion afecta la tasa de respiracion
del tejido, ya que la actividad superdxido dismutasa y la peroxidacion de lipidos
aumenta con la duracion de la inmersién, de tal manera parece que el periodo de
inmersion induce un sustancial estrés oxidativo (Colmenares & Giménez, 2003, pags.
468-477).

Gonzalez (2003, pags. 37-39), obtuvo un porcentaje de brotacion en microestacas de
vainilla de un 75% a 90 % a la cuarta semana de sembrado los explantes, mientras
que en los tratamientos de apice de tallo el mayor porcentaje fue de un 45% vy el
menor de un 5%, mientras que las yemas axilares de las microestacas se
desarrollaron maés rapido que en los apices de tallo, debido a la eliminacion de la
dominancia apical mediante el corte para extraer el explante ademas, la adicién al
medio de cultivo de BA. En el presente estudio se obtuvieron similares resultados
para las tres especies del género Paulownia por lo que la eliminacion de la parte
apical y la base de los explantes al momento de la siembra es importante para poder

obtener un mayor nimero de explantes vivos.
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Tabla 28:

Rangos, frecuencias y porcentajes de la variable brotacion a los 15 y 30 dias de evaluacion en la fase
Il de multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia
fortunei x Paulownia elongata) bajo el Sistema de Inmersién Temporal.

) o Porcentaje (%)
Tratamientos Codificacion 15 dias |30 dias
T1 eify 100 100
T2 e.f, 100 100
T3 e,f; 100 100
T4 e.f, 100 100
T5 e3f1 100 100
T6 egfz 0 100
Descripcién de la codificacion:
el= Paulownia elongata f1= cada tres horas durante un minuto
e2= Paulownia fortunei f2= cada seis horas durante un minuto

e3= Paulownia hibrida

Nota: A. Cardenas, 2014

3.3.2.2 Longitud de brote
En el analisis de varianza para esta variable (tabla 29), se muestra alta significacion
estadistica, para frecuencias, especies y su interaccion (<0,0001). El promedio de
longitud de brote fue 1,00 cm y el coeficiente de variacion de 2,17%, que para este
tipo de experimento es considerado 6ptimo.

Tabla 29:

ADEVA para la longitud de brote de evaluada a los 30 dias para la multiplicacién in vitro de
Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata)

bajo el sistema de inmersion temporal.

FdeV 30 dias
(GL) | Cuadrados p-valor
medios
TOTAL 17
TRATAMIENTOS 5 0,35 <0,0001
Especies (E) 2 0,66 <0,0001
Frecuencia (F) 1 0,34 <0,0001
ExF 2 0,05 <0,0001
ERROR EXPERIMENTAL 12 47"
Promedio 1,00
Ccv 2,17%

Nota: A. Cardenas, 2014
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Longitud de brote a los 30 dias para Especies

Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 30), identificO tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd e2
(Paulownia fortunei), con un promedio de 1,38 = 0,01 cm; en tanto que, en el
segundo rango se ubicé el (Paulownia elongata), con un promedio de 0,86 + 0,01
cm y finalmente en el tercer rango se ubic6 e3 (P. hibrida) con un promedio de 0,76
+0,01 cm.

Longitud de brote a los 30 dias para Frecuencias

Tukey al 5% a los 30 dias para medios de cultivo (tabla 30), detecté dos rangos de
significancia. En el primer rango se ubico f1 (cada tres horas y un minuto de
inmersion), con un promedio de 1,14+ 0,01 cm; en tanto que, en el segundo rango se
ubico f2 (cada seis horas y un minuto de inmersién), con un promedio de 0,86 + 0,01

cm.

Longitud de brote a los 30 dias para la interaccion entre Especies X Frecuencias.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccion Especies por frecuencias (tabla 30),
identifico seis rangos de significancia. En el primer rango se ubic6 a P. fortunei con
la f1 (cada tres horas y un minuto de inmersion), con un promedio de 1,61 + 0,01 cm,
luego se ubico a P. elongata con la f1 (cada tres horas y un minuto de inmersién),
con un promedio de 0,94+ 0,01 cm y finalmente se ubicé a P. hibrido con la f1 (cada

tres horas y un minuto de inmersién), con un promedio de 0,85+0,01 cm (anexo 12).

Durante 4 semanas se observo el crecimiento y desarrollo de brotes de Paulownia en
los explantes utilizados. La brotacion inicio en las microestacas a partir de la segunda
semana después de la siembra, lo que concuerda con Alatorre (2002, pags. 86-88), el
primero obtuvo brotes vegetativos en vainilla a partir de microestacas a las cuatro
semanas de siembra, mientras el Gltimo logré brotacion mdltiple en vainilla entre los

21y 28 dias de cultivo a partir de yemas axilares.

Estudios realizados por Jiménez (2005, pags. 64-65), al evaluar la respuesta de la
longitud promedio de brotes de pifia de la variedad MD-2, utilizando dos sistemas de
propagacion in vitro, medio semisolido y liquido, en Sistema de Inmersion

Temporal; obtuvo después de 8 semanas de inoculados los explantes iniciales,
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longitudes promedios de 3.3 cm por brote en medio liquido en Sistema de Inmersion
Temporal y en medio semisolido obtuvo 1.1 ¢cm por brote, obteniendo resultado

Optimos usando los SIT.

Escalona y otros (1999, péags. 743-748), manifiesta que los sistemas liquidos,
desarrollan plantas competentes para su posterior aclimatacion ex vitro; ya que estas
experimentan un mayor desarrollo foliar, comparado con el medio sélido, y un gran

numero de explantes en cortos periodos de tiempo.

Tabla 30

Promedios y pruebas de significacion para la variable longitud de brote para la evaluacién a los 30
dias de multiplicacion de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x

Paulownia elongata) bajo el sistema de inmersion temporal.

Factores ‘ Cadigo Longitud de brote (cm)
30 dias
el (Paulownia elongata) 0,86 £0,01 b
ESPECIES (E) | e2 (Paulownia fortunei) 1,38+0,01a
e3 (Paulownia hibrida) 0,76 +0,01c
f1 (cada tres horas y un
FRECUENCIAS | minuto de inmersion) 1140012
(3] f2 (cada seis horas y un
minuto de inmersién) 0862001b
elfl 094+0,01c
elf2 0,78+0,01e
ExF e2fl 161+0,01a
e2f2 1,14+0,01 b
e3fl 0,85+0,01d
e3f2 0,67 0,01 f
Tukey 5%
DMS 5%

Nota: A. Cérdenas, 2014
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3.3.23 Porcentaje de brotes hiperhidratados
Esta variable evaluada a los 30 dias, mostré un 0% de explantes hiperhidratados, en
todos los tratamientos, similar a los datos obtenidos en la investigacion reportada por
Becerra, Paredes, Luengo, & Rodon (2012, pags. 45-60), en la que obtienen una
metodologia por medio del SIT para el trabajo con Paulownia donde manifestaron la
obtencion de un porcentaje menor al 1% de hiperhidricidad. En la presente
investigacion, el tiempo de exposicion de un minuto y la frecuencia de cada tres

horas redujeron la expresion de la hiperhidratacion.

En la atmdsfera interna del frasco podemos encontrar elementos tales como CO2,
02, N2, etileno, etanol y acetaldehido, y vapor de agua producto de la respiracién y
fotosintesis del material vegetal y, la concentracion de estos elementos pueden llegar
a niveles toxicos pudiendo afectar el crecimiento, desarrollo y calidad del material
vegetal in vitro. El intercambio gaseoso que ocurre principalmente durante cada
inmersion, renueva completamente la atmosfera interna del biorreactor (Kozai &
Smith, 1995, pags. 301-318).

Las condiciones Optimas de inmersién dependen de la especie, pues en el caso de
café (Coffea canefora) cuando se emplearon cuatro inmersiones al dia de 15 min
cada una, las cuales se aplicaron con éxito a C. arabica, hubo un alto porcentaje de
hiperhidricidad, el cual se redujo cuando se cambid a dos inmersiones de 1 min por
dia. Mismo tiempo de inmersion que el recomendado en el presente estuio. La
frecuencia y duracion de la inmersion tuvo un efecto directo en el desarrollo de
embriones de Coffea sp. (Teisson & Alvard, 1995, pags. 105-110). En la presente
investigacion se logré obtener 0% de hiperhidratacion posiblemente por la frecuencia

y tiempo de inmersion que fueron relativamente cortos.

Etienne & Berthouly (2005, pags. 215-231), mencionan que para evitar la
vitrificacion de varias especies deben usarse tiempos cortos y frecuencias espaciadas
de inmersion, ya que el contacto continuo de los tejidos con el medio de cultivo es
fuente de hiperhidratacion, por este motivo es importante desterminar el tiempo y
frecuencia dependiendo la especie, porque en especies forestales como es Paulownia
utilizando frecuencias cortas de 3 - 6 horas y un tiempo de inmersién de un minuto,

no se produjo hiperhidratacion, ademas por otro lado en los sistemas de inmersion
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temporal los explantes estan en contacto intermitente con el medio de cultivo y esto
causa una estimulacion de la absorcion de nutrientes por parte de los explantes,
ademas los explantes estan cubiertos la mayoria del tiempo por una fina capa de
medio de cultivo que impide la desecacion y por ende, la resistencia a la difusion de
gases entre la atmosfera y el explante es menor, en consecuencia hay un mayor

desarrollo de los explantes.

3.3.2.4 Indice de multiplicacion
Para esta variable la tabla 31, muestra los indices de multiplicacion obtenidos a los
30 dias de evaluacion; el indice mas alto, se presentd con la frecuencia f1 para P.

elongata, P. fortunei y P. hibrida con 4,18; 4,35 y 3,42 respectivamente (anexo 13).

Perrugoria (2012, pags. 1-2), afirma que la multiplicacion de plantas en medios de
cultivo liquido por medio de biorreactores, representa una posibilidad de generar un
mayor nimero de plantas en menos tiempo y con costos inferiores en comparacion al
sistema de produccion en medio semisélido; sin embargo, este sistema presenta
problemas a superar como son la contaminacién por hongos y bacterias, y la
deformacion de los tejidos causada por la hiperhidricidad o vitrificacion, que sufren
los explantos sumergidos en el medio de cultivo, afectando la anatomia y fisiologia
de las plantas y por lo tanto, su sobrevivencia. En la presente investigacion se utilizé
la frecuencia f1 (cada tres horas con un tiempo de inmersion de minuto) probada por
Perrugoria (2012, pags. 1-2), para dos especies lefiosas, Eucalyptus grandis y el
portainjerto M9 de Malus domestica, con el objetivo de ajustar la tecnologia de los
biorreactores de inmersion temporal RITA® y de inmersion permanente en estas
especies, en la presente investigacion el f1 resulto ser la frecuencia ptima para este
tipo de especies, estos resultados posiblemente se deben al tiempo corto de
exposicion y la frecuencia espaciada (8 inmersiones/dia), debido a que mejora las
condiciones del ambiente interno del frasco evitando, a su vez, el contacto continuo

de los tejidos con el medio de cultivo.

El tiempo de inmersion es considerado un factor importante en la respuesta
morfogenética del material vegetal a micropropagar. Al respecto, Escalona (1999,
pags. 743-748), para el cultivo de la pifia (Ananas comosus (L) Merr.), encontrd que

con un tiempo de inmersién de dos minutos/hora con una frecuencia de tres horas se
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logré los mayores incrementos en el coeficiente de multiplicacion y por lo tanto se

facilitd una mayor eficiencia en la asimilacion de nutrientes por los explantes.

La duracion del tiempo de inmersion se ha modificado en diferentes ocasiones en
dependencia de la especie, cultivar y método de propagacion que se emplee y ha sido
de gran importancia dentro de las distintas especies (Escalona, y otros, 1999, pags.
743-748).

Dottin (2000, pags. 3-4), utiliz6 un tiempo de inmersion de siete minutos y obtuvo un
elevado coeficiente de multiplicacion (13,80) en el cultivo de la malanga
(Xanthosoma sagittifolium (L) Schott), con respecto al clon de Malanga INIVITMC-
2001, obtuvo un indice de 10,45 en sistemas de inmersion temporal. Determinar el
tiempo de inmersién en la multiplicacion en SIT, es muy importante, ya que este
determina la absorcion de nutrientes por los brotes (Berthouly, Dufour, Alvard,
Carasco, Alemano, & Teisson, 1995, pags. 514-519).

La frecuencia y el tiempo de inmersion constituyen factores importantes en la
respuesta morfogénica de las diferentes especies de plantas. En la multiplicacion
axilar de brotes de pifia, se lograron coeficientes de multiplicacion de 12,0 en seis
semanas con el empleo de un tiempo y frecuencia de inmersion de dos minutos cada
tres horas (Escalona, y otros, 1999, péags. 743-748). Colmenares & Giménez (2003,
pags. 468-477), trabajaron en el banano ‘Gran Enano’ (AAA) con inmersiones de
dos minutos cada cuatro horas, obtuvieron un coeficiente de multiplicacion de 7,5y
para veinte minutos cada cuatro horas obtuvieron un indice de multiplicacién de 8,0
en frascos de 10,0 L. Cabrera, y otros (2005, pags. 103-107), emplearon un tiempo
de inmersion de diez minutos y una frecuencia de 6 horas y obtuvieron 4,7
microtubérculos de fiame en SIT en el clon Pacala Duclos (Dioscorea alata (L)
Point), en frascos de inmersion temporal de cinco litros. Castro, Diaz, & Montoya
(2001, pags. 3-7), sefialaron que durante la fase de multiplicacién de brotes de
Eucaliptus grandis, al emplear una frecuencia de 24 horas con una duracion de tres
minutos el numero de brotes por explantes fue significativamente superior al
obtenido con un minuto de inmersion, sin embargo, en ambos se observo la presencia
de brotes hiperhidratados. Los efectos del tiempo de inmersién en la respuesta

morgenética de los tejidos deben estar relacionados con las relaciones hidricas y el
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intercambio gaseoso que se logra en esta formacién de cultivo segin (Escalona, y
otros, 1999, pags. 743-748). Dottin (2000, pags. 1-9), en el cultivo de la malanga
(Xanthosoma sagittifolium (L) Schott) al utilizar una frecuencia de cuatro horas,
obtuvo un coeficiente de multiplicacion (14,50) con el empleo del sistema de

inmersion temporal.

Tabla 31:

indice de multiplicacion para la fase 11 para Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el Sistema de Inmersién Temporal.

Tratamientos Especie Frecuencia indice de multiplicacion
T1 el fl 4,18
T2 el 2 3,52
T3 e2 fl 4,35
T4 e2 2 4,30
T5 e3 fl 3,42
T6 e3 2 3,15

Descripcion de la codificacion:
el= Paulownia elongata f1= cada tres horas durante un minuto
e2= Paulownia fortunei f2= cada seis horas durante un minuto

e3= Paulownia hibrida

Nota: A. Cardenas, 2014

3.4 Fase l11: Enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei
y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata), en medio sélido de

explantes provenientes del sistema convencional

3.4.1 Numero de raices

En el andlisis de la varianza para esta variable (tabla 32) se detectd significacion
estadistica para medios de cultivo, especies y su interaccion M x E (<0,0001). El
promedio de raices a los 15 y 30 dias fue 5,29 y 5,69; el coeficiente de variacion fue
de 10,96% vy 13,39% respectivamente, considerado 6ptimo para este tipo de

experimentos.
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Tabla 32:

ADEVA para la variable nimero de raices evaluada para el enraizamiento in vitro de Paulownia

elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

FdeV 15 dias 30 dias
(GL) Cuadrados p-valor (GL) | Cuadrados p-valor
medios medios
TOTAL 89 89
TRATAMIENTOS 8 46,16 <0,0001 | 8 40,79 <0,0001
Especies (E) 2 6,58 <0,0001 2 6,34 0,0001
Medios de Cultivo (M) 2 101,11 <0,0001 2 107,91 <0,0001
ExM 4 38,48 <0,0001 4 24,44 <0,0001
ERROR EXPERIMENTAL 81 0,34 81 0,58
Promedio 5,29 5,69
CV 10,96% 13,39%

Nota: A. Cardenas, 2014

Numero de raices a los 15 y 30 dias para Especies

Tukey al 5% a los 15 dias para especies (tabla 33), identifico tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd e2
(Paulownia fortunei) con un promedio de 5,73 + 0,11; en tanto que, en el segundo
rango se ubicé e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 5,33 + 0,11 y finalmente

en el tercer rango se ubico6 el (Paulownia elongata) con un promedio de 4,80 + 0,11.

Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 33), identifico dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd e2
(Paulownia fortunei) con un promedio de 6,03 + 0,14; y luego se ubico a e3
(Paulownia hibrida) con un promedio de 5,87 + 0,14 y finalmente el (Paulownia

elongata), con un promedio de 5,17 + 0,14.

Numero de raices a los 15 y 30 dias para Medios de cultivo

Tukey al 5% a los 15 dias para medios de cultivo (tabla 33), detecté dos rangos de
significancia. En el primer rango se ubico m2 (M&S con 0,4 mg/L IBA), con un
promedio de 7,40 £+ 0,11; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m1 (M&S con
0,2 mg/L ANA y 0,4 mg/L IBA), con un promedio de 4,40 £ 0,11 y m3 (M&S con
1,5 mg/L IBA), con un promedio de 4,07 + 0,11.
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Tukey al 5% a los 30 dias para medios de cultivo (tabla 33), detecté dos rangos de
significancia. En el primer rango se ubic6 m2 (M&S con 0,4 mg/L IBA), con un
promedio de 7,87 £ 0,14, en el segundo rango se ubicé m1 (M&S con 0,2 mg/L ANA
y 0,4 mg/L IBA), con un promedio de 4,80 + 0,14, y finalmente se ubicé m3 (M&S
con 1,5 mg/L IBA), con un promedio de 4,40 + 0,14.

Numero de raices a los 15 y 30 dias para la interaccion entre Especies y Medios de
cultivo

Tukey al 5% a los 15 dias para la interaccidén Especies por Medios de cultivo (tabla
33), identificd cinco rangos de significancia, ubicando a m2 como el medio de
cultivo optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utiliz6 M&S
suplementado con 0,4 mg/L de IBA. En el primer rango se ubico a P. hibrida, con un
promedio de 9,30 + 0,18, luego se ubico a P. elongata, con un promedio de 6,50 +
0,18 y finalmente se ubic6 a P. fortunei, con un promedio de 6,40 + 0,18.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
33), identificd cinco rangos de significancia, ubicando a m2 como el medio de
cultivo éptimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utiliz6 M&S
suplementado con 0,4 mg/L de IBA. En el primer rango se ubicé a P. hibrido, con
un promedio de 9,30 £ 0,24, luego se ubicé a P. fortunei, con un promedio de 7,40 +

0,24 y finalmente se ubic6 a P. elongata, con un promedio de 6,90 + 0,24 (anexo 14).

Todos los tratamientos para enraizamiento utilizados en este ensayo permitieron la
supervivencia de las plantas en condiciones de invernadero; comparado a lo
enunciado por Castellanos, Rodriguez, Rodriguez, & Rodriguez (2006, pags. 1-12),
quienes utilizaron 1,5 mg/L de IBA obteniendo un promedio de 35 raices
aproximadamente por planta, pero en el presente estudio se contabilizaron
Unicamente las raices principales por lo que se obtuvo 7,40 raices por planta,

utilizando el mismo medio.

Se ha comprobado que brotes de Paulownia formaron raices adventicias cuando se
establecieron en medio de cultivo con bajas concentraciones de auxina (0,4 mg/L
IBA), ya que se conoce que las auxinas son reguladores de crecimiento que inducen

la formacion de raices adventicias, lo anterior sugiere que en los brotes ocurrio la
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sintesis de esta sustancia. Pero los brotes que se establecieron en medios con las
dosis menores de auxina formaron mayor cantidad de raices y en menor tiempo, lo
cual sugiere que la auxina exdgena fue complementaria a la auxina enddgena para
estimular una respuesta de formacion de raices cercana al optimo. Asi también, las
dosis mayores de auxina exdgena superaron el nivel necesario para la respuesta
Optima y causaron inhibicién parcial, como lo sugieren (Etienne & Berthouly, 2005,
pags. 215-231).

Tabla 33:

Promedios y pruebas de significacion para la variable nimero de raices a los 15 y 30 dias para la
evaluacion del enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Factores Cddigo Numero de raices
15 dias 30 dias
ESPECIES (E) el (Paulownia elongata) 480+0,11c 517+0,14b
e2 (Paulownia fortunei) 573+0,11a 6,03+0,14a
e3 (Paulownia hibrida) 533+0,11b 587+0,14a
MEDIO DE m1 (M&S+ 0,2 mg/L ANA +
CULTIVO (M) 0.4 mglL 1BA) 440+011b | 480+0,14b
m2 (M&S+ 0,4 mg/L IBA) 740+011a 787+0,14a
m3 (M&S+ 1,5 mg/L IBA) 4,07+0,11b 440+0,14b
elml 550+£0,18¢c 5,90 £ 0,24 cd
elm2 6,50+ 0,18 b 6,90 = 0,24 bc
elm3 240+£0,18¢ 2,70+£0,24 ¢
e2ml 540+£0,18¢c 5,10+ 0,24d
ExM e2m2 6,40+0,18 b 740+024 Db
e2m3 540+0,18 c 5,60+ 0,24 d
e3ml 2,30+0,18¢e 340x0,24¢e
e3m?2 9,30+0,18a 9,30+0,24a
e3m3 4,40+0,18d 4,90+0,24d
Tukey 5%
DMS 5%

Nota: A. Cardenas, 2014
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3.4.2 Longitud de la raices
En el andlisis de la varianza para esta variable la tabla 34 se detecto significacion

estadistica para medios de cultivo, especies y la interaccion (E x M). El promedio de
la variable longitud de raices a las 15 y 30 dias fue 1,28 y 3,90 respectivamente; el
coeficiente de variacion fue de 20,49% y 12,88% respectivamente, considerado

Optimo para este tipo de experimentos.

Tabla 34:

ADEVA para la variable longitud de raices evaluada a los 15 y 30 dias para el enraizamiento in vitro

de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

FdeV 15 dias 30 dias

(GL) Cuadrados p-valor (GL) | Cuadrados p-valor
medios medios
TOTAL 89 89
TRATAMIENTOS 8 4,44 <0,0001 | 8 29,69 <0,0001
Especies (E) 2 15,28 <0,0001 2 72,26 <0,0001
Medios de Cultivo (M) 2 1,49 <0,0001 2 39,88 <0,0001
ExM 4 0,50 0,0001 4 3,32 <0,0001
ERROR EXPERIMENTAL 81 0,07 81 0,25
Promedio 1,28 3,90
cv 20,49% 12,88%

Nota: A. Cardenas, 2014

Longitud de raices a los 15 y 30 dias para Especies

Tukey al 5% a los 15 dias para especies (tabla 35), identifico tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 2,06 + 0,05 cm; en tanto que, en el
segundo rango se ubicé e2 (Paulownia fortunei), con un promedio de 1,12 + 0,05 cm
y finalmente en el tercer rango se ubicd e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de
0,66 £ 0,05 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 35), identifico tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 5,59 + 0,09 cm; en tanto que, en el

segundo rango se ubicé e2 (Paulownia fortunei), con un promedio de 3,58 + 0,09 cm
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y finalmente en el tercer rango se ubicé e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de
2,54 £ 0,09 cm.

Longitud de raices a los 15 y 30 dias para Medios de cultivo
Tukey al 5% a los 15 dias para medios de cultivo (tabla 35), detecté tres rangos de
significancia. En el primer rango se ubic6 m2 (M&S con 0,4 mg/L IBA), con un
promedio de 1,52 + 0,05 cm; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m3 (M&S
con 1,5 mg/L IBA), con un promedio de 1,25 + 0,05 cm y m1 (M&S con 0,2 mg/L
ANA 'y 0,4 mg/L IBA), con un promedio de 1,08 £ 0,05 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para medios de cultivo (tabla 35), detecto tres rangos de
significancia. En el primer rango se ubicé m2 (M&S con 0,4 mg/L IBA), con un
promedio de 5,22 + 0,09 cm; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m3 (M&S
con 1,5 mg/L IBA), con un promedio de 3,45 + 0,09 cm y m1 (M&S con 0,2 mg/L
ANA 'y 0,4 mg/L IBA), con un promedio de 3,05 £ 0,09 cm.

Longitud de raices a los 15 y 30 dias para la interaccidn entre Especies y Medios de
cultivo

Tukey al 5% a los 15 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
35), identificd cuatro rangos de significancia, ubicando a m2 como el medio de
cultivo éptimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrida, en el que se utiliz6 M&S
suplementado con 0,4 mg/L de IBA. En el primer rango se ubicé a P. elongata, con
un promedio de 2,39 + 0,08 cm, luego se ubic6 a P. fortunei, con un promedio de
1,39 + 0,08 cm y finalmente se ubicé a P. hibrida, con un promedio de 0,78 + 0,08

cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
35), identificd cinco rangos de significancia, ubicando a m2 como el medio de
cultivo optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utiliz6 M&S
suplementado con 0,4 mg/L de IBA (Anexo 15). En el primer rango se ubico a P.
elongata, con un promedio de 7,03 + 0,16 cm, luego se ubicé a P. fortunei, con un
promedio de 5,40 £ 0,16 cm y finalmente se ubic6 a P. hibrida, con un promedio de
3,22 = 0,16 cm. Resultados similares se encontraron en P. elongata, utilizando

segmentos foliares de plantulas establecidas in vitro, los brotes se transfirieron a un

116



medio diluido al 50% de M&S con IBA para promover formacion de raices cuando
alcanzaron una longitud de 3 cm o més y finalmente se adaptaron en invernadero
(Bergmann & Moon, 1997, pags. 315-317).

Algunos de los factores que pueden ser determinantes en el éxito del enraizamiento
de los explantes, son el tipo y cantidad de auxinas aplicadas para favorecer la
formacion de raices adventicias porque modifican la extensibilidad celular, al
producir factores que ablandan la pared. El &cido indolbutirico (IBA) es un
fitorregulador auxinico sintético comunmente utilizado por su estabilidad, ya que es
muy resistente a la oxidacion por la luz, enzimas u otros agentes (Ramos, 2012, pags.
55-56).

Por los antecedentes anotados, se puede sefialar que la concentracion de IBA 0,4
mg/L ensayada di0 resultados satisfactorios, asi mismo, se puede manifestar que es
necesario el uso de auxinas en el enraizamiento de explantes de especies forestales,
confirmando de esta manera lo manifestado por (Castillo A. , 2004, pags. 1-2), quien

afirma que para enraizar los explantes se requiere un medio que contenga auxinas.

Las auxinas son consideradas los principales agentes de desdiferenciacion tisular,
que a menudo resulta en la formacién de callos (Kembo & Hornung, 1999, pags. 1-
2). El &cido indolbutirico (IBA) es la auxina normalmente utilizada para el
enraizamiento, ya que es un inductor y diferenciador de raiz, y el acido
naftalenacético (ANA) es un inductor que promueve la organogénesis,
principalmente la generacion de callo como parte del rejuvenecimiento o en
respuesta a heridas por corte y manipulacion (Chinchilla, 2008, pags. 34-38). En el
presente estudio el medio m1 (M&S + 0,2 mg/L ANA + 0,4 mg/L IBA), estaba
conformado por ANA e IBA, la combinacion de dichas auxinas no dieron resultados
optimos (3,05 + 0,09 cm), por lo que para las tres especies del género Paulownia

posiblemente esta relacion de concentraciones de auxinas no son las recomendadas.
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Tabla 35:

Promedios y pruebas de significacién para la longitud de raices (cm) a los 15 y 30 dias para la

evaluacion del enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Factores Cadigo Longitud de raices (cm)
15 dias 30 dias

ESPECIES (E) | el (Paulownia elongata) 2,06 £0,05a 5,59 £0,09 a
e2 (Paulownia fortunei) 1,12+0,05b 3,58+0,09b
e3 (Paulownia hibrida) 0,66 £ 0,05 ¢ 2,54+0,09 ¢

MEDIO DE ml (M&S + 0,2 mg/L ANA
CULTIVO (M) | +0,4 mg/L IBA) 1L08x005¢ 30520.09¢
m2 (M&S + 0,4 mg/L IBA) 1,52 +0,05a 5,22 +0,09 a
m3 (M&S + 1,5 mg/L IBA) 1,25+0,05b 3,45+0,09 b
elml 1,70£0,08 b 435+0,16 C
elm2 2,39+0,08a 7,03+0,16 a
elm3 2,10+0,08a 540+0,16 b
ExM e2mil 0,78 +0,08d 2,60 = 0,16 de
e2m2 1,39 £ 0,08 bc 5,40+0,16 b
e2m3 1,20+£0,08¢c 2,75+0,16 de
e3ml 0,75+0,08d 2,20+0,16 e
e3m2 0,78 +0,08d 3,22+0,16d
e3m3 0,46 +£0,08d 220+0,16 e

Tukey 5%
DMS 5%

Nota: A. Cardenas, 2014

3.4.3 Longitud de la plantula (cm)
En el andlisis de la varianza para esta variable (tabla 36) se detectd significacion
estadistica para medios de cultivo, especies y la interaccién M x E. El promedio de la
variable longitud de planta a los 15 y 30 dias fue 1,70 cm y 3,63 cm respectivamente.
El coeficiente de variacion fue de 19,92% y 10,99% respectivamente, considerado

muy bueno para este tipo de experimentos.
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Tabla 36:

ADEVA para la variable longitud la plantula evaluada para el enraizamiento in vitro de Paulownia

elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

FdeV 15 dias 30 dias

(GL) Cuadrados p-valor (GL) | Cuadrados p-valor
medios medios
TOTAL 89 89
TRATAMIENTOS 8 2,44 <0,0001 | 8 7,72 <0,0001
Especies (E) 2 4,28 <0,0001 2 22,01 <0,0001
Medios de Cultivo (M) 2 4,74 <0,0001 2 7,31 <0,0001
ExM 4 0,36 0,0191 4 0,77 0,0014
ERROR EXPERIMENTAL 81 0,12 81 0,16
Promedio 1,70 3,63
Ccv 19,92% 10,99%

Nota: A. Cardenas, 2014

Longitud de la plantula a los 15 y 30 dias para Especies

Tukey al 5% a los 15 dias para especies (tabla 37), identifico dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 2,00 £ 0,06 cm; y se ubic6 a e2
(Paulownia fortunei), con un promedio de 1,83 + 0,06 cm, en el segundo rango se

ubico e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de 1,28 + 0,06 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 37), identific6 tres rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontré el
(Paulownia elongata) con un promedio de 4,44 + 0,07 cm; en tanto que, en el
segundo rango se ubicé e2 (Paulownia fortunei), con un promedio de 3,71 + 0,07 cm
y finalmente en el tercer rango se ubicé e3 (Paulownia hibrida) con un promedio de
2,73+ 0,07 cm.
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Longitud de la plantula a los 15 y 30 dias para Medios de cultivo

Tukey al 5% a los 15 dias para medios de cultivo (tabla 37), detecto tres rangos de
significancia. En el primer rango se ubicé m2 (M&S con 0,4 mg/L IBA), con un
promedio de 2,15 £ 0,06 cm; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m1 (M&S
con 0,2 mg/L ANA y 0,4 mg/L IBA), con un promedio de 1,59 £+ 0,06 cm y m3
(M&S con 1,5 mg/L IBA), con un promedio de 1,38 £ 0,06 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para medios de cultivo (tabla 37), detecté dos rangos de
significancia. En el primer rango se ubic6 m2 (M&S con 0,4 mg/L IBA), con un
promedio de 4,20 + 0,07 cm; en tanto que, en el segundo rango se ubicé m1 (M&S
con 0,2 mg/L ANA y 0,4 mg/L IBA), con un promedio de 3,39 £ 0,07 cm y m3
(M&S con 1,5 mg/L IBA), con un promedio de 3,30 £ 0,07 cm.

Longitud de la plantula a los 15 y 30 dias para la interaccién entre Especies y Medios

de cultivo

Tukey al 5% a los 15 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
37), identifico seis rangos de significancia, ubicando a m2 como el medio de cultivo
optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido (P. fortunei x P. elongata) en el que
se utilizd6 M&S suplementado con 0,4 mg/L de IBA. En el primer rango se ubicé a P.
fortunei, con un promedio de 2,35 + 0,11 cm, luego se ubicé a P. elongata, con un
promedio de 2,27 + 0,11 cm y finalmente se ubico a P. hibrido, con un promedio de
1,82+0,11 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccion Especies por Medios de cultivo (tabla
37), identifico cinco rangos de significancia, ubicando a m2 como el medio de
cultivo optimo para P. elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utiliz6 M&S
suplementado con 0,4 mg/L de IBA, (anexo 16). En el primer rango se ubico a P.
elongata, con un promedio de 5,05 + 0,13 cm, luego se ubicé a P. fortunei, con un
promedio de 4,09 £ 0,13 cm y finalmente se ubicé a P. hibrida, con un promedio de
3,45 £ 0,13 cm (anexo 17).
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Todos los tratamientos para enraizamiento utilizados en este trabajo presentaron un
sistema radicular, no obstante, el uso de 0,4 mg/L IBA mejor6 de manera
significativa el proceso de diferenciacion de raices adventicias en brotes de P.
elongata, P. fortunei y un hibrido, en cuanto al nimero de raices, altura de la planta y
namero de hojas. En todos los casos se observo un sistema de enraizamiento directo,
sin la formacion de callo, por lo que la adicion de auxinas al medio de cultivo

demostro ser dptimo para la etapa de enraizamiento in vitro.

Santos (2011, péag. 125), en el estudio de Jacaranda, en donde utilizd
concentraciones de 0.01 ppm de IBA obtuvo una longitud promedio de 2.6 cm.
Céceres (2012, pag. 83), demostrd que la concentracion de hormona enddgena es

distinta en cada especie aunque pertenezcan a la misma Familia.

Ordonez (2013, pé&g. 20), mencionan que, las respuestas fisioldgicas son
desencadenadas por la presencia de auxinas, ademas afirman que este fitoregulador
(IBA) en bajas concentraciones favorece el crecimiento primario de la planta y
estimulan los procesos de multiplicacion celular. segun Sunseri (2001, pag. 1), la
concentracion de auxina aplicada para su correcta funcion, depende de los niveles
naturales de la auxina presente en el explante al inicio de la fase de enraizamiento, de
la capacidad del tejido para sintetizar la auxina endogena y la interaccion entre la
auxina enddgena y sintética, por lo tanto el aumento de la dosis de auxina ocasiona
que los sistemas saturables mejor conocidos como receptores, son inhibidos a altas
concentraciones de hormona, disminuyendo una de sus funciones importantes que es

la elongacion celular.
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Tabla 37:

Promedios y pruebas de significacion para la longitud de la plantula (cm) a los 15 y 30 dias para la
evaluacion del enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Factores Codigo Longitud de la plantula (cm)
15 dias 30 dias
ESPECIES (E) el (Paulownia elongata) 2,00 £0,06 a 4,44 +0,07 a
e2 (Paulownia fortunei) 1,83 +0,06 a 3,71+0,07b
e3 (Paulownia hibrida) 1,28+0,06 b 2,73+0,07 ¢
MEDIO DE ml (M&S+ 0,2 mg/L ANA +
CULTIVO (M) 0.4 mglL 1BA) 1,59+0,06b 3,39+0,07b
m2 (M&S+ 0,4 mg/L IBA) 2,15+0,06 a 420+007a
m3 (M&S+ 1,5 mg/L IBA) 1,38+ 0,06 c 3,30+0,07b
elml 1,82 +0,11 bed 431+0,13b
elm2 2,27+0,11ab 5,05+0,13a
elm3 1,92 +£0,11 abc 3,96 +£0,13 be
e2ml 1,77+0,11 cd 3,30+0,13d
XM e2m2 2,35+0,11a 4,09+0,13b
e2m3 1,37 +0,11 de 3,75 +0,13 bed
e3ml 1,18 £0,11 ef 256+0,13 e
e3m2 1,82 £0,11 bed 3,45+0,13 cd
e3m3 0,84+0,11f 219+0,13¢

Nota: A. Cardenas, 2014

3.5 Fase IV: Adaptacion a condiciones de invernadero para plantulas

obtenidas del sistema de micropropagacion convencional

3.5.1 Porcentaje de prendimiento

La variable porcentaje de prendimiento a los 10 dias, no present6 diferencia
significativa. La tabla 38, muestra que los tratamientos T1 (elsl), T2 (e2sl), T3
(e3sl), T4 (els2), T5 (e2s2) y T6 (e3s2) presentaron 100% de prendimiento.

La variable porcentaje de prendimiento a los 20, 30 y 45 dias, (tabla 38), muestra que
la adaptacion para los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T6 (turba + vermiculita +

perlita) se mantuvo en el 100% en cambio para el tratamiento T5 (tierra negra +
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pomina) disminuyo el porcentaje de adaptacion a 90% debido a la mortalidad de los

explantes.

Clapa et al. (2014, pags. 6-14), obtuvieron un protocolo de enraizamiento ex vitro y
aclimatacion exitoso utilizando bolitas Jiffy7 y perlita flotante, con porcentajes de
aclimatacion de méas del 80%, y unos brotes largos de 3-5 cm para Paulownia
elongata, que comparado con el presente estudio utilizando el sustrato 1 (turba+
perlita+ vermiculita) presentd un 100% de prendimiento, para P. elongata, P.
fortunei y un hibrido; este método resulté ser barato, facil y eficiente para obtener

plantas de Paulownia jovenes.

De igual forma Lobna, Taha, Soad, & Farahat (2008, pags. 594-600), trabajaron con
Paulownia kawakami su investigacién reporté un 90% de supervivencia, usando una
mezcla de suelo con musgo, turba y arena en una proporcion 1:1:1, resultados
similares a los del presente estudio, alcanzando el 100% de prendimiento mediante el
uso de turba, perlita y vermiculita. Mientras que Ipekci (2003, pags. 16-24), utilizo
una mezcla de turba y perlita en una proporcion de 3:1, las plantas de P. elongata
fueron aclimatadas durante 2 meses en macetas y llevadas a un invernadero

controlado, donde se obtuvo un 71,43% de supervivencia.

Las plantas obtenidas in vitro tienen: hojas delgadas, tallos débiles, raices débiles y
poco funcionales, conexidn tallo-raiz incompleta, baja tasa fotosintética. El proceso
de adaptacion debe ser gradual, con disminucién de la humedad relativa, crecimiento
autotréfico y condiciones sépticas. Las plantas in vitro presentan poca capacidad de
retencion de agua. El desarrollo de las plantas in vitro permite una elevada humedad
relativa en el interior de los frascos, baja intensidad luminosa, bajo intercambio
gaseoso, abundante disponibilidad de nutrientes y carbono (generalmente en forma
de sacarosa) y una pequefia variacion de temperatura en un rango considerado
optimo para el cultivo (Aloisio, 1990, pags. 29-26), el presente estudio las plantas

lograron sobrevivir al proceso de aclimatacion.
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Tabla 38:

Porcentajes de la variable prendimiento a los 10, 20, 30 y 45 dias de evaluacion en la fase 1V de

adaptacion de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia

elongata).
Porcentaje (%)
Tratamientos Caodificacién T0dias | 20 dias | 30 dias | 45 dias
T 151 100 100 100 100
T2 £,5; 100 100 100 100
T3 €351 100 100 100 100
T4 €15, 100 100 100 100
T5 e,S, 100 90 90 90
T6 €5, 100 100 100 100
Descripcion de la codificacion:

el= Paulownia elongata s1= Turba+ perlita+ vermiculita

e2= Paulownia fortunei s2= Pomina+ tierra negra

e3= Paulownia hibrida

Nota: A. Cardenas, 2014

3.5.2 Longitud de la planta
En el analisis de la varianza para la longitud de la planta a los 10 dias, (tabla 39) se
detectd alta significancia (<0,05) estadistica para especies y sustratos, mientras que
para la interaccién ExS no detect6 significancia (0,8415). El promedio de la variable
longitud de planta fue de 4,93 cm y su coeficiente de variacién fue de 25,16%,

considerado muy bueno para este tipo de experimentos.

En el analisis de la varianza para la longitud de la planta a los 20 dias, (tabla 39), se
detectd significacion estadistica para especies (0,0011) y sustratos (<0,0001). El
promedio de la variable longitud de planta fue 6,72 cm y su coeficiente de variacién

fue de 28,47%, considerado muy bueno para este tipo de experimentos.

En el analisis de la varianza para la longitud de la planta a los 30 dias, (tabla 39), se
detectd significacion estadistica para especies (0,0001) y sustratos (<0,0001). El
promedio de la variable longitud de planta fue 9,60 cm y su coeficiente de variacion

fue de 28,25% considerado muy bueno para este tipo de experimentos.
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En el andlisis de la varianza para la longitud de la planta a los 45 dias, (tabla 39), se
detecto significacion estadistica para especies (0,0423) y sustratos (<0,0001). El
promedio de la variable longitud de planta fue 12,68 cm con un coeficiente de
variacion de 21,95%, considerado muy bueno para este tipo de experimentos (anexo
18).

Tabla 39

ADEVA para la variable longitud de la planta evaluada a los 10, 20, 30 y 45 dias en la etapa IV adaptacién

de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

FdeV 10 dias 20 dias 30 dias 45 dias
(GL) CM p-valor (GL) CM p-valor (GL) CM p-valor (GL) CM p-valor
TOTAL 59 59 59 59
TRATAMIENTOS 5 10,11 0,0001 5 28,14 <0,0001 5 70,24 <0,0001 5 55,30 <0,0001
Especies (E) 2 11,67 0,0013 2 28,47 0,0011 2 84,35 0,0001 2 26,02 0,0423
Sustrato (S) 1 26,67 0,0001 1 74,82 <0,0001 1 147,27 <0,0001 1 198,02 <0,0001
ExS 2 0,27 0,8415 2 4,47 0,3029 2 17,62 0,1008 2 13,22 0,1913
ERROR 54 154 54 3,66 54 7,36 54 7,75
EXPERIMENTAL
Promedio 4,93 6,72 9,60 12,68
Ccv 25,16% 28,47% 28,25% 21,95%

Nota: A. Cardenas, 2014

Longitud de la planta a los 10, 20, 30 y 45 dias para Especies

Tukey al 5% a los 10 dias para especies (tabla 40), identifico dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontré el
(Paulownia elongata) con un promedio de 5,60 + 0,28 cm; y se ubic6 a e3
(Paulownia hibrida), con un promedio de 5,10 £ 0,28 cm, en el segundo rango se

ubicé e2 (Paulownia fortunei) con un promedio de 4,10 £ 0,28 cm.

Tukey al 5% a los 20 dias para especies (tabla 40), identificé dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 8,05 = 0,43 cm; en segundo rango se
ubicé a e3 (Paulownia hibrida), con un promedio de 6,35 + 0,43 cm y se ubico e2

(Paulownia fortunei) con un promedio de 5,75 + 0,28 cm.
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Tukey al 5% a los 30 dias para especies (tabla 40), identifico dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd el
(Paulownia elongata) con un promedio de 11,90 + 0,61 cm; en segundo rango se
ubicé a e2 (Paulownia fortunei), con un promedio de 8,95 + 0,61 cm y se ubicé e3

(Paulownia hibrida) con un promedio de 7,95 + 0,61 cm.

Tukey al 5% a los 45 dias para especies (tabla 40), identificé dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontré el
(Paulownia elongata) con un promedio de 13,70 £ 0,62 cm; en segundo rango se
ubico a e2 (Paulownia fortunei), con un promedio de 12,90 + 0,62 cm y se ubico e3

(Paulownia hibrida) con un promedio de 11,45 + 0,62 cm

Longitud de la planta a los 10, 20, 30 y 45 dias para Sustratos

Tukey al 5% a los 10 dias para sustratos (tabla 40), identificé dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontrd sl
(turba, perlita y vermiculita), con un promedio de 5,60 = 0,23 cm; en el segundo

rango se ubicd s2 (tierra negra y pomina), con un promedio de 4,27 £+ 0,23 cm.

Tukey al 5% a los 20 dias para sustratos (tabla 40), identificO dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontr6 sl
(turba, perlita y vermiculita), con un promedio de 7,83 = 0,35 ¢cm; en el segundo
rango se ubicd s2 (tierra negra y pomina), con un promedio de 5,60 + 0,35 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para sustratos (tabla 40), identificO dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontr6 sl
(turba, perlita y vermiculita), con un promedio de 11,17 + 0,50 cm; en el segundo
rango se ubicd s2 (tierra negra y pomina), con un promedio de 8,03 = 0,50 cm.

Tukey al 5% a los 45 dias para sustratos (tabla 40), identificO dos rangos de
significacion estadistica. En el primer rango con la mejor respuesta se encontro sl
(turba, perlita y vermiculita), con un promedio de 14,50 + 0,51 cm; en el segundo

rango se ubic s2 (tierra negra y pomina), con un promedio de 10,87 £ 0,51 cm.
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Longitud de la plantula a los planta a los 10, 20, 30 y 45 dias para la interaccion entre
Especies y Sustratos

Tukey al 5% a los 10 dias para la interaccion Especies por Sustratos (tabla 40),
identificd tres rangos de significancia, ubicando a s1 como el sustrato 6ptimo para P.
elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizé turba, perlita y vermiculita. En
el primer rango se ubico a P. elongata con un promedio de 6,20 + 0,39 cm, luego se
ubicé a P. hibrida, con un promedio de 5,70 + 0,39 cm y finalmente se ubico a P.

fortunei, con un promedio de 4,90 + 0,39 cm.

Tukey al 5% a los 20 dias para la interaccion Especies por Sustratos (tabla 40),
identificd tres rangos de significancia, ubicando a s1 como el sustrato 6ptimo para P.
elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizé turba, perlita y vermiculita. En
el primer rango se ubico a P. elongata con un promedio de 9,00 + 0,60 cm, luego se
ubico a P. fortunei, con un promedio de 7,40 + 0,60 cm y finalmente se ubico6 a P.

hibrida, con un promedio de 7,10 + 0,60 cm.

Tukey al 5% a los 30 dias para la interaccion Especies por Sustratos (tabla 40),
identifico tres rangos de significancia, ubicando a s1 como el sustrato 6ptimo para P.
elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizé turba, perlita y vermiculita. En
el primer rango se ubicé a P. elongata con un promedio de 12,90 £ 0,86 cm, luego se
ubicé a P. fortunei, con un promedio de 11,60 + 0,86 cm y finalmente se ubicé a P.
hibrida, con un promedio de 9,00 + 0,86 cm.

Tukey al 5% a los 45 dias para la interaccion Especies por Sustratos (tabla 40),
identificd dos rangos de significancia, ubicando a s1 como el sustrato 6ptimo para P.
elongata, P. fortunei y un hibrido en el que se utilizé turba, perlita y vermiculita. En
el primer rango se ubico a P. fortunei, con un promedio de 15,60 + 0,88 cm, luego se
ubicé a P. elongata, con un promedio de 14,80 + 0,88 cm y finalmente se ubicé a P.

hibrida, con un promedio de 13,10 £ 0,88 cm (anexo 19).

En el presente estudio, se utilizé turba, debido a su estructura ya que posee una
excelente porosidad y es buena receptora de soluciones nutritivas, proporcionando
gran aireacion a las raices, ademas estéa libre de gérmenes y semillas de malas hierbas

y es bastante ligera, después de su humedecimiento y abonado puede ser utilizada
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inmediatamente, a su vez afladido minerales tales como la perlita que es de origen
volcanico y tiene la forma de particulas blancas de poco peso, estériles, posee una
capacidad de retencion de agua de hasta 5 veces su peso y tiene un pH de 7-7,5y
ademas, al sustrato se afiadié minerales como la vermiculita, que es un tipo de mica
que da al sustrato buena capacidad de intercambio idnico, es decir, de retener
nutrientes, aporta igualmente porosidad con un pH de 7-7,2 (Arboles ornamentales,
2014, pag. 1). Estas caracteristicas aportaron a la retencion de agua y nutrientes a las
plantas de P. elongata, P. fortunei y un hibrido, evitando asi los niveles de
deshidrataciéon y, posiblemente en el presente estudio esta mezcla de elementos
aportaron buenas caracteristicas durante el proceso de aclimatacién tales como un

tallo grueso, hojas anchas, entre otras.

Tabla 40:

Promedios y pruebas de significacion para la variable longitud de la planta a los 45 dias para la
evaluacion de la adaptacion de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia

fortunei x Paulownia elongata).

Factores Cadigo Longitud de planta (cm)
15 dias 20 dias 30 dias 45 dias
ESPECIES (E) el (Paulownia elongata) 5,60 +£0,28 a 8,056+0,43 a 11,90+ 0,61 a 13,70+ 0,62 a
e2 (Paulownia fortunei) 4,10+0,28b 5,75+0,43b 8,95+0,61b 12,90 £ 0,62 ab
e3 (Paulownia hibrida) 510+0,28 a 6,35+ 0,43 b 7,95+0,61b 11,45+0,62b
s1 (turba + perlita
Lo 5,60+0,23a 7,83+0,35a 11,17+ 0,50 a 1450+0,51a
+vermiculita)
SUSTRATO (S) ]
s2 (tierra negra +
. 427+0,23b 5,60+0,35h 8,03+0,50 b 10,87 +0,51b
pomina)
elsl 6,20£0,39a 9,00+0,60a 12,90 +0,86 a 14,80+0,88a
els2 5,00 £ 0,39 ab 7,10 £ 0,60 ab 10,90 + 0,86 ab 12,60 + 0,88 ab
ExS e2sl 4,90 £ 0,39 abc 7,40 £ 0,60 ab 11,60 + 0,86 ab 15,60+ 0,88 a
e2s2 3,30+0,39¢ 4,10+ 0,60 c 6,30+0,86c 10,20+ 0,88 b
e3sl 5,70+0,39 ab 7,10 £ 0,60 ab 9,00 + 0,86 bc 13,10+ 0,88 ab
e3s2 4,50 +0,39 be 5,60 + 0,60 bc 6,90+0,86 ¢ 9,80+0,88b
Tukey 5%
DMS 5%

Nota: A. Cérdenas, 2014
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CONCLUSIONES

Se acepta la hipdtesis alternativa, la cual afirma que Paulownia elongata, Paulownia
fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata) responden a la
propagacion masiva in vitro, bajo el sistema convencional e inmersion temporal, en
condiciones del laboratorio de cultivo de tejidos de la Estacion Santa Catalina del
INIAP.

El protocolo de desinfeccién éptimo para el establecimiento in vitro de P. elongata,
P. fortunei y un hibrido (P. fortunei x P. elongata) fue el protocolo 3 (povidyn jabon
y tween 20 durante 10 minutos a 70 RPM+ povidyn 1% Yy agua destilada durante 10
minutos a 70 RPM +Benomyl (benzimidazol) 1 g/L, Phyton (sulfato de cobre
pentahidratado) 1% + PVP (Polivinilpirrolidona) 3 g/L y Rifampicina 0,5 mL/L
durante 1 hora a 70 RPM + hipoclorito de sodio 1%(v/v) , &cido ascorbico 100 mg/L
y 2 gotas de tween 20 durante 10 minutos a 70 RPM), el cual mostro los mejores

resultados, obteniendo un porcentaje de oxidacion y contaminacion de 0%.

El medio de cultivo éptimo para la etapa de multiplicacion in vitro bajo el sistema
convencional fue el m3 (M&S, 6g/L de agar mas 30 g/L de azucar suplementado con
0,2 mg/L BAP), para P. elongata, P fortunei y un hibrido (P. fortunei x P. elongata),
con una altura promedio de 9,53+0,08 cm; 8,34+0,08 cm y 6,24+0,08 cm y un indice
de multiplicacion a los 30 dias de 17,5; 15,5; y 17,7; respectivamente.

El medio de cultivo que se utilizé para la etapa de multiplicacion in vitro bajo el
Sistema de Inmersién Temporal fue m3 (M&S + 6 g/L agar+ 30 g/L azucar+ 0,2
mg/L BAP). La frecuencia de 3 horas con un tiempo de inmersion de un minuto para
P. fortunei, P. elongata y P. hibrida, fueron las que presentaron resultados 6ptimo,
presentando alturas promedios de 1,61+0,01 c¢cm; 0,94+0,01 cm y 0,85+0,01 cm,

respectivamente.

En la evaluacion a los 30 dias el medio de cultivo mas eficiente para la etapa de
enraizamiento in vitro fue el medio m2 (M&S, 7 g/L de agar, 30 g/L de azlcar
suplementado con 0,4 mg/L IBA), con un promedio de nimero de raices de
9,30£0,24; 7,40£0,24 y 6,90+0,24 y un promedio de longitud de la raiz de 3,22+0,16
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cm; 5,40+0,16 cm y 7,03+0,16 cm para P. hibrida, P. fortunei y P. elongata,

respectivamente.

En la evaluacion a los 45 dias el sustrato Optimo para la variable porcentaje de
prendimiento fue el s1 (Turba + perlita 10% + vermiculita 10%) mostrando obtener
un 100% de supervivencia, con un promedio de longitud de la planta de 14,80+0,88
cm; 15,60+0,88 cm y 13,10+0,88 cm para P. elongata, P. fortunei, y P. hibrida,

respectivamente
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar el protocolo de desinfeccion N°3 (povidyn jabon y tween 20 +
povidyn 1% y agua destilada + Benomyl 1 g¢/L, Phyton 1%, PVP 3 g/L y
Rifampicina 0,5 mL/L + hipoclorito de sodio 1%(v/v), acido ascérbico 100 mg/L y 2
gotas de tween 20) para el establecimiento in vitro de especies del género Paulownia.

Se sugiere utilizar el medio de cultivo m3 (M&S 1X + 0,2 mg/L BAP) para la etapa

de multiplicacion in vitro de especies del género Paulownia.

Se recomienda utilizar el medio de cultivo m2 (M&S + 0,4 mg/L IBA) para la etapa

de enraizamiento in vitro de especies del género Paulownia.

Se propone utilizar el sustrato sl (turba + perlita + vermiculita) para la etapa de

aclimatacion de especies del género Paulownia.

Es recomendable evaluar técnicas alternativas para la multiplicacion como
embriogénesis somatica, debido a la capacidad callogénica de los explantes de las
especies del género Paulownia.

Se sugiere evaluar los sistemas de inmersion temporal en un periodo mayor a los 30

dias, para generar brotes con mayores longitudes y mayor cantidad de nudos.

Ensayar el enraizamiento de explantes de Paulownia directamente a sustrato sin
pasar por la etapa de enraizamiento, mediante el sistema autotrofico hidropénico
(SAH), con la finalidad de ahorrar tiempo, reactivos y espacio.
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ANEXOS
Anexo 1: Contaminacién de explantes para la fase | de establecimiento in vitro de

Paulownia.

A) y B) Explante de Paulownia con presencia de contaminacién por hongos y bacterias.

Elaborado por: Cérdenas, 2014

Anexo 2: Medio de cultivo clésico que contiene macro y micronutrientes y
vitaminas, (Murashige & Skoog, 1962) citado en (SIGMA-ALDRICH, 2014).

M&S 5519
Components mg/L
Ammonium nitrate 1,650.0
Boric acid 6.20
Calcium chloride (anhydrous) 332.20
Cobalt chloride hexahydrate 0.0250
Cupric sulfate pentahydrate 0.0250
Disodium EDTA dihydrate 37.260
Ferrous sulfate heptahydrate 27.80
Glycine 2.0

Magnesium sulfate (anhydrous) 180.70
Manganese sulfate monohydrate 16.90
myo-Inositol 100.0

Nicotinic acid 0,50
Potassium iodide 0,830
Potassium nitrate 900.0
Potassium phosphate monobasic 170.0

Pyridoxine hydrochloride 0.50
Sodium molybdate dihydrate 0.250

Thiamine hydrochloride 0.10

Zinc sulfate heptahydrate 8.60

Nota: (SIGMA-ALDRICH, 2014)
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Anexo 3: Gréfico de las medias para los 10, 20 y 30 dias de longitud de brote para la
Fase de establecimiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un

hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Gréfico en barras de la variable longitud de brotes
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Elaborado por: Céardenas, 2014
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Anexo 4: Gréfico del porcentaje de brotacion a los 10, 20 y 30 dias para la Fase de

establecimiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulo

wnia elongata).
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Anexo 5: Porcentaje de contaminacion a los 15 dias para la Fase de establecimiento

in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei

x Paulownia elongata).

Porcentajes de contaminacion

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Presencia (20%)
Presencia (30% ) @
0
Ausencia (70% Ausencia (80%)

Tratamiento 3

Presencia (30%)
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=

Tratamiento 4 Tratamiento 7

Presencia (10%)
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Ausencia (90%)

&
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Ausencia (70%)

¢
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Presencia (50%)

~
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S
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&
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Anexo 6: Porcentaje de oxidacion a los 15 dias para la Fase de establecimiento in

vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x

Paulownia elongata).

Porcentaje de oxidacion

Tratamiento 2 Tratamiento 7
Presencia (10%) Presencia (10%)

Ausencia (90%) ‘Ausencia (90%)

Tratamiento 8

Presencia (50%)
Ausencia (50%

e
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Anexo 7: Fotos de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido (Paulownia
fortunei x Paulownia elongata) para el etapa de establecimiento in vitro.

Especie Foto

P. elongata
a los 30 dias
después de la

siembra

P. fortunei
a los 30 dias
después de la

siembra

P. hibrido
a los 30 dias
después de la

siembra

Elaborado por Céardenas, 2014
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Anexo 8: Gréfico de la altura de brotes para los 10, 20 y 30 dias para la etapa de
multiplicacién in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema convencional.

Gréfico de la altura de brotes para los 10, 20 y 30 dias parala multiplicacion in vitro
T11
9,80
T3 n
T1
T2
T9 T10
”‘ T4 T7
T5 T12
N T6
i T8
302
MRpictif) Mimpeionl SepiclTs Mpiitsh eSS Meiih MRS Ml SIS ARSI NGHT M
- Evaluacion a los 10 dias I - Evaluacion a los 20 dias ‘ | Evaluacion a los 30 dias
Tl=elml T3=elm3 T5=e2ml T7=e2m3 T9=e3ml T11=e3m3
T2=elm2 T4=elm4 Té6=e2m2 T8=e2m4 T10=e3m2 T12=e3m4
Elaborado por: Cardenas, 2014

Anexo 9: Gréafico del nimero de nudos para los 10, 20 y 30 dias para la fase de
multiplicacién in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el sistema convencional.

Gréfico del nimero de nudos para los 10, 20 y 30 dias para la fase de multiplicacion in vitro
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Elaborado por: Cardenas, 2014
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Anexo 10: Fotos de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) para la etapa de multiplicacion in vitro
bajo el sistema convencional.

Especie Foto

P. elongata
A los 30 dias después
de la siembra

P. fortunei
A los 30 dias después
de la siembra

P. hibrido
a los 30 dias después
de la siembra

Elaborado por: Cardenas, 2014
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Anexo 11: Grafico de la brotacion de explantes para los 15 y 30 dias para la
multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) bajo el Sistema de Inmersion Temporal

Gréafico de la brotacion de explantes para los 15 y 30 dias para la muItipIicaci()n in vitro bajo el
Sistema de Inmersic')n Temporal
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Elaborado por: Céardenas, 2014

Anexo 12: Gréfica de la variable longitud de brote para la evaluacion a los 30 dias
para la multiplicacion in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un

hibrido bajo el sistema de inmersion temporal.

Gréfica de la variable longitud de brote para la evaluacién a los 30 dias de multiplicacion in vitro
bajo el Sistema de Inmersion Temporal
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Elaborado por: Cardenas, 2014
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Anexo 13: Fotos de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) para la multiplicacion in vitro bajo el
Sistema de Inmersién Temporal.

Especie Foto

P. elongata
30 dias
después de la

siembra

P. fortunei 30
dias después
de la siembra

P. hibrido 30
dias después
de la siembra

Elaborado por: Cérdenas, 2014
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Anexo 14: Grafica de la variable nimero de raices para la evaluacion a los 15 y 30

dias para la etapa de enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia

fortunei y un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).
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Anexo 15: Gréfica longitud de raices para la evaluacion a los 15 y 30 dias para la

etapa de enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un
hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Gréfico de la longitud de las raices para la etapa de enraizamiento in vitro

127 T2
T5
T3
T1

:“; T8

E 382 J T6

Z T4 T9

5 T7

Especie*Medio

Evaluacion a los 15 dias Evaluacion a los 30 dias

Tl=elm1 T4=e2m1 T7=e3m1
T2=elm2 T5=e2m2 T8=e3m2
T3=elm3 T6=e2m3 T9=e3m3
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Anexo 16: Gréfica para la longitud de plantula para la evaluacion a los 15 y 30 dias
para la etapa de enraizamiento in vitro de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y

un hibrido (Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Gréfico de la longitud de plantula evualuado a los 15 y 30 dias para la etapa de enraizamiento in vitro
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Anexo 17:

Fotos de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) para el enraizamiento in vitro.

Especie

Foto

P. elongata
30 dias
después de
la siembra

P. fortunei
30 dias
después de
la siembra

P. hibrido
30 dias
después de
la siembra

Elaborado por: Cardenas, 2014
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Anexo 18: Gréfica longitud de planta para la evaluacion a los 10, 20, 30 y 45 dias
para la etapa adaptacion de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata).

Gréfica longitud de la planta a los 10, 20, 30 y 45 dias para la etapa adaptacion
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Anexo 19: Fotos de Paulownia elongata, Paulownia fortunei y un hibrido

(Paulownia fortunei x Paulownia elongata) para el etapa de adaptacion

Especie Foto

Paulownia
elongata
45 dias a

partir de la
siembra

Paulownia
fortunei 45
dias a
partir de la
siembra

Paulownia
hibrida 45
dias a
partir de la
siembra

Elaborado por: Cardenas, 2014
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Anexo 20: Glosario de términos

AlA: Acido Indol Acético

BAP: Benzilaminopurina

cm: centimetro

DCA: Disefio completamente al azar
g: gramo

INIAP: Instituto Nacional Auténomo de Investigacion Agropecuaria
L: litro

mL: mililitro

M&S: Medio Murashige y Skoog
msnm: metros sobre el nivel del mar
NaClO: Hipoclorito de sodio

ppm: partes por millén

SENESCYT: Secretaria Nacional de Educacién, Ciencia, Tecnologia e Innovacion
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