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Resumen

En el presente trabajo se desarrolld la micropropagacién de Inga insignis, a partir de yemas.
En la desinfeccién se aplico: fungicida, alcohol al 70%, diferentes concentraciones de
NaClO (1 y 1.5%v/v) y tiempos de inmersion (10 y 15 minutos); obteniéndose una
descontaminacion y viabilidad del 90% con NaCIO al 1.5% v/v por 15 minutos. El medio de
cultivo mas efectivo en la fase de establecimiento fue el medio MS (Murashige & Skoog)
frente al medio MS/2, suplementado con BAP (0, 1, 2 y 3 mgL); siendo la concentracién
de 2 mgL* de BAP la que obtuvo el menor tiempo para la formacién y nimero de brotes.
En la etapa de multiplicacién se empled medio MS con concentracion fija de ANA (0.1mgL
1) y carbdn activado (1 gL1), variaciones en la concentracién de BAP (0, 0.5, 1y 1.5 mgL™?)
y GA3(0.5y 1.0mgL™1); alcanzado influencia significativa del BAP a 1 mgL* combinado con
GAza 1 mgL?, con el menor tiempo para la formacion, mayor nimero y longitud de brotes.
Para la etapa de enraizamiento se emple6 diferentes concentraciones de IBA (0, 0.5, 1y
1.5 mgL?), siendo la concentracion de 1 mgL?! la que obtuvo un menor tiempo al
enraizamiento, mayor longitud de la plantula, mayor longitud y nimero de raices.
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INTRODUCCION

Ecuador es un pais que debido a su
situacion  geografica posee varias
regiones naturales (Costa, Sierra, Oriente
e Insular) que generan diversos tipos de
habitats y ecosistemas, contribuyendo a
una gran biodiversidad (MAE, 2010), pero
producto de las actividades
antropogénicas esta biodiversidad va
desapareciendo. Un ejemplo de esto es el
Canton San Miguel de Urcuqui ubicado al
noroccidente de la provincia de Imbabura,
en donde en la actualidad se desarrolla el
proyecto cuidad del Conocimiento
Yachay, por lo cual el avance de la
urbanizacion ha disminuido las é&rea

verdes, una de las especies que ha
reducido su poblacion es la guaba (Inga
insignis), la cual ha tenido relevancia en el
estudio realizado por Toaquiza (2007),
por poseer propiedades organolépticas
importantes: mayor grados brix, mayor
porcentaje de arilo, mayor namero de
vainas por racimos y resistencia a la
principal plaga de estos arboles la mosca
de la fruta, ademas esta es una planta
endémica de los Andes ecuatorianos (de
la Torre, 2008)

Conjuntamente estos arboles de guaba
han tenido una creciente importancia en



los dltimos afios debido a sus
interacciones bhiélogicas.

Por lo cual se debe considerar su
conservacion, las técnicas de cultivo in
vitro son una alternativa viable para esta
especie debido a que poseen semillas
recalcitrantes, haciendo imposible su
almacenamiento por periodos
prolongados (Pennington,1997).

Por lo cual el presente trabajo tiene como
objetivo  establecer un  protocolo
micropropagacion in vitro como una futura
estrategia de conservacion de esta
especie.

METODOLOGIA
Recoleccion del material vegetal

Los explantes utilizados fueron
segmentos nodales de plantas de un afio,
previamente adquiridas por la facultad de
Agronomia de la Universidad Central del
Ecuador, las cuales fueron obtenidas por
semillas de plantas élites, determinadas
durante el estudio realizado por Toaquiza
(2007). Se realiz6 una colecta manual, de
plantas de guaba (Inga insignis)
mantenidas en el invernadero de la misma
facultad, de las cuales se seleccionaron
aquellas plantas que presentan las
mejores caracteristicas fenotipicas, buen
estado fisiol6gico y sanitario. Se
recolectaron ramas de aproximadamente
5 a 10 centimetros y se las traslado al
laboratorio.

Desinfeccion del material vegetal

Se obtuvo explantes de un tamafio de 2 a
3 centimetros, fueron sumergido en 0.6 %
p/v de detergente comercial durante 20
minutos, se continud con la inmersién en
el fungicida sistémico Benomil-Benopac al
0.07%, el cual se mantuvo en agitacién
por 20 minutos. El siguiente paso fue
someter a los explantes en etanol al 70%
durante un minuto. Finalmente se

evaluaron la concentracion de cloro 1y
1.5% v/v a dos diferentes tiempos de
inmersién (10 y 15 min). Se realizaron tres
enjuagues con agua destilada estéril con
un tiempo de duracién de un minuto cada
uno después de cada solucion
desinfectante. Se evalu6 la contaminacion
y viabilidad hasta los 21 dias después de
la siembra.

Induccion de brotes

Se empled el medio de cultivo Murashinge
& Skoog (1962) al 100% y al 50% de la
concentracion de sales, con: 30 gL de
sacarosa; 6 gL' de agar; y diferentes
concentraciones de 6 - Benzil Amino
Purina (BAP) (0, 1, 2, 3 mgL™?). Se evalud
el tiempo a la brotacion y el nimero de
brotes hasta 28 dias después de la
siembra.

Multiplicacion de brotes

Se empled el mejor medio de cultivo de
acuerdo a los resultados obtenidos en la
etapa anterior (mayor nimero de brotes y
menor tiempo de brotacion).

Se adiciondé: diferentes concentraciones
de 6 — Benzil Amino Purina (BAP) (0, 0.5,
1, 1.5 mgL?) y de giberelina GA; (0.5, 1
mgL?), mientras que permanecio
constante: la concentracion de Acido
Naftalen Acético o ANA (0.1 mgL?), y
carbdn activado (1 mgL?).

Se realiz6 dos subcultivos y se valué a los
28 dias después de la siembra el tiempo
a la brotacion, nimero y altura de los
brotes.

Enraizamiento

Una vez obtenidos los nuevos brotes,
fueron colocados en el medio de cultivo
Murashige & Skoog (1962) al 50% de
sales con 1.0 gL de carb6n activado, y



diferente balance hormonal, sin ninguna
concentracion de citoquininas pero con
diferente concentracion de auxina, que
fue el Acido Indol Butirico o IBA (0.0, 0.5,
1.0 1.5mgL?)

Todos los medios de cultivo de las
diferentes fases fueron ajustados a un pH
se ajustd a 5.8+0.01 e incubados a
24+2°Cde temperatura, 60% +2 de
humedad relativa, 4000 luxes y con un
fotoperiodo de 16/8.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccién del material

En esta fase se observéd que el
tratamiento con tiempo de inmersion de
15 minutos y 1.5% de hipoclorito de sodio
fue el que menor nimero de explantes
contaminados presento, como se observa
en la figura 1, sin embargo el niUmero de
explantes contaminados no estuvo ligado
a la concentracién de hipoclorito de sodio
ni al tiempo de inmersion (p=0.4037).
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Figural. Porcentaje de contaminacion en los
explantes de guaba (Inga insignis), en funcion del
tratamiento.

Similares resultados fueron obtenidos por
Lozano (2011), en el estudio de
propagacion in vitro de guarango
Caesalpinia spinosa, especie forestal
perteneciente a la familia Fabaceae, en el

cual el tratamiento de desinfeccion més
eficiente fue aquél que utiliz6 hipoclorito
de sodio al 1.5% v/v y un tiempo de
inmersiéon de 15 minutos, logrando un
porcentaje de establecimiento de 67%,
mientras que Patifio (2011), en la misma
especie obtuvo el 100% de
descontaminacion al utilizar
concentraciones de hipoclorito de sodio al
35% y 1.5% viv por 2 minutos,
alcanzando un porcentaje de
supervivencia de 44%.

Por otra parte, ninguno de los
tratamientos presento un alto porcentaje
de explantes oxidados.

Establecimiento in vitro

El ANOVA efectuado al a= 5% durante
esta etapa mostr6 que  existié
dependencia estadistica (p<0.0001) para
los factores medios de cultivo, dosis de
BAP, y para la interaccion de estos dos
factores.

La prueba de Duncan al a=5% (tabla 1)
mostro que existio diferencia estadistica
significativa, obteniéndose en el medio de
cultivo MS con la dosis de 2 mgL* de BAP
la mejor respuesta vegetativa, es decir, un
menor nimero de dias los primeros brotes
de Inga insignis (6.90 dias) , asi como
mayor numero de brotes (4.70
brotes/explantes) (figura 1).

Figura 1: Observacion de las variables de la etapa
de establecimiento: A. Primer brote, B. Nimero de
brotes.



Similares resultados se obtuvieron en
otras especies de Fabaceaes, en las que
se evalud los mismos medios de cultivo
empleados en esta investigacién, en los
cuales obtuvieron mejor respuesta
vegetativa en el medio MS completo (Altaf
et al., 2008; Lozano, 2011), lo cual se
puede explicar porque el explante tiene
una mayor concentracion de nutrientes
disponibles, siendo el medio Murashige y
Skoog es el mas utilizado en cultivo de
tejidos vegetales, incluyendo especies
forestales (Yasodha, Sumanthi, &
Gurumurthi, 2004).

Tabla 1: tratamientos de la fase de establecimiento
in vitro de Inga insignis.

Tratamiento l\/lec_j o BAP bté?;nc’i)gn # de
cultivo  mgL? (dias) brotes
1 MS 0 12.20 1.80
2 MS 1 9.30 1.80
3 MS 2 6.90 4.70
4 MS 3 10.20 3.30
5 M2/2 0 13.70 1.70
6 M2/2 1 12.50 2.90
7 M2/2 2 9.10 3.60
8 M2/2 3 13.10 2.70

Multiplicacion

El analisis de varianza (ANOVA) realizado
al 5% (tabla 3.25), indic6 que la variacién
del tiempo a la brotacion, en la fase de
multiplicacién de guaba (Inga insignis),
solo depende de la concentracion de
BAP, mientras que para las variables
numero y altura de brotes ademas influyo
la concentracion de GAs y el subcultivo.
Por lo cual al realizar la prueba de Duncan
al a=5% (tabla 2) se hall6 que la dosis de
1 mgL-1 de BAP combinado con 1 mgL-1
de GAa;.

El factor dosis de GAs; e interaccion
concentracion de BAP — dosis de GAsz no
tuvo ningun efecto estimulante sobre el
aparecimiento de los primeros brotes,

similares observaciones se registré por
Vengadesan Yy colaboradores (2008) en
Acacia sinuata, esto podria deberse a
que la principal funciéon de las giberelinas
es intervenir en los procesos de
elongacion de los entrenudos (Pierik,
1997).

Por otra parte, en la propagacion in vitro
de Acacia mangium, reporto que para el
aparecimiento de los primero brotes, si
existié influencia de la concentracion de
GA; y BAP, suplementado al medio de
cultivo MS, en la misma dosis empleada
en esta investigacion (1.0 mgL') (Nanda,
Das, & Rout, 2004).

En el ndmero de brotes (4.45
brotes/explante) se obtuvo resultados
similares a las investigaciones realizadas
por Arumugam & Panneerselvam (2012)
en la micropropagacion del arbol
leguminoso Clitoria ternatea, Ortiz,
Gonzales, & Koch (2007) en Acacia
melanoxylon, Joshi y colaboradores
(2003), en Dalbergia sissoo, Indravathi &
Pullaiah (2012) en Albizia amara en el que
se alcanz6 el médximo numero de brotes
en la fase de multiplicacién aplicando la
concentracion de 1.0 mgL* de BAP.

La altura méxima de brotes fue 4 cm,
aunque en el estudio de
micropropagacion de Albizia amara
(Indravathi & Pullaiah, 2012), no se
empled giberelinas, también se obtuvo la
maxima altura (2.5 cm) cuando el medio
de cultivo se suplemento con 1.0 mL* de
BAP. Mientras que en Acacia magnium
por Nanda y colaboradores (2004) quien
concluye que existié influencia de GAs con
una dosis de 1.0 mgL?, la cual permitié el
alargamiento de brotes adventicios sin
producir deformacion foliar.



Figura 2: Observacion de las variables en la fase de
multiplicacion: A. Primer brote, B. Numero de
brotes, C. Altura del brote.

De modo contrario en las investigaciones
realizadas por Quorin, da Silva, Martins,
Oliveira (2001) en Acacia mearnsii en la
fase de multiplicacibn no hallaron
influencia del GA; (0.5 y 1.0 mgLY) en la
elongacion de los brotes.

Tabla 2: tratamientos de la fase de multiplicacién in
vitro de Inga insignis.

Tratamiento %Al_sl n?gALF')l b-:-(ljei;::?g N brotes bA::::

(dias) (cm)
1 0.5 0 10.7 1.75 247
2 1 0 10.6 2.20 3.01
3 05 05 9.8 1.90 2.49
4 1 0.5 9.4 2.75 3.02
5 0.5 1 8.1 2.80 2.98
6 1 1 7.8 4.45 4.00
7 05 15 8.4 2.45 2.93
8 1 15 8.7 3.60 3.90

Enraizamiento

El ANOVA efectuado al 5% de
significancia sefialo que el IBA influye
significativamente en esta etapa. La
prueba de Duncan (a=5%) mostré que la
dosis mas favorable fue la de 1 mgL al
hallar el menor tiempo para la aparicion de
las primeras raices (20.10 dias) similar a
lo obtenido en en Daliberia sisso (Joshi,
Bisht, Sharma, & Uniyal, 2003). Estos
resultados difieren a los obtenidos en
Acacia tortilis subsp. raddiana y A. nilotica

(Aziz, Omari, & Kafawin,, 2002) en Cassia
angustifolia (Agrawal & Sardar, 2006),
Acacia ehrenbergiana (Javed, Khan, &
Aref, 2013) se hallé la mejor respuesta
con una concentracién de 4.0, 25y 1.5
mL-! de IBA respectivamente.

Asi como mayor longitud de la plantula
(4.39 cm), mayor longitud (5.11 cm) y
namero raices/plantula (4.30),
Caesalpinia bonduc (Santosh & Krishna,
2012). Daliberia  sisso (Joshi, Bisht,
Sharma, & Uniyal, 2003) y Parapiptadenia
rigida (Kielser, Franco, Paranhos, Franco,
& Santos, 2009), en los cuales la mayor
longitud de raiz promedio (2.5 y 4.5 cm
respectivamente), se consiguen con la
dosis de 1.0 mgL? IBA.

Sin embargo, los mejores resultados de la
presente investigacion difieren con los
alcanzados por Shekhawat, (2012) en
Pithecellobium dulce, en el cual la
concentracion de 2.5 mgL?! de IBA,
consigue el mayor tamafio promedio de
raiz (2.2 cm), en Caesalpinia bonduc la
dosis de 4.0 mgL? IBA, obtuvo el tamafio
mas grande de raiz promedio con 3.1 cm
(Meena, Kochappan, Cheruvathur, Britto,
& Thuruthiyil, 2010), asi como en Prosopis
chilensis, la concentracién de 3.0 mgL+!
de IBA es la que obtuvo mayor longitud de
la raiz (6.5 cm) (Caro, Polci, Lindstrom,
Echenique, & Hernandez, 2002).

en Daliberia sisso, en el cual el nimero
maximo de raices promedio fue 4.47, en
la dosis de 1.0 mgL? IBA, Quraishi y
colaboradores, (2011) también hallaron a
esta concentracion como la mejor
produciendo un nimero maximo de raices
promedio (3.5 raices por plantula) en la
especie Cassia torioa, de igual forma Ortiz
y colaboradores (2007) en Acacia
melanoxylon alcanzaron el mayor nimero
de raices con las dosis de 1.5y 1.0 mgL*
con un numero de raices promedio por
explante de 3.67 y 4.67.



Figura 3: Observacién de las variables en la fase
de enraizamiento: A. Primera raiz, B. Longitud de la
plantula, C. Longitud raiz, D. Numero de raices.

Tabla 4: tratamientos de la fase de enraizamiento
in vitro de Inga insignis.

T . IBA. T}lemp}o Longitud  Longitud #
ratamiento mgL | enraizamiento . 7 h
i : plantula raiz raices
(dias)
1 0 40.70 3.22 1.35 1.30
2 0.5 24.10 3.75 3.02 2.10
3 1 20.10 4.39 5.11 4.30
4 15 22.50 4.33 4.05 4.20

Por otra parte, estos resultados difieren
entre otras especies de este género
debido a las diferentes respuestas in vitro
de cada especie como en Dalbergia sisso
(Meena, Kochappan, Cheruvathur, Britto,
& Thuruthiyil, 2010) y Pithecellobium
dulce (Goyal, Kachwaha, & Kothari,
2012), en el que se hall6 el maximo
namero de explantes promedio (4.3 y 3.4)
con la dosis de 2.5 y 0.5 mgL?! IBA
respectivamente.

CONCLUSIONES

El tiempo de inmersion y la concentracion
de hipoclorito de sodio no influyeron en la
desinfeccion (p<5%), se aprecié que el
mejor tratamiento de desinfeccion para la
micropropagacion in vitro de yemas de
Inga insignis es al emplear 1.5% de
hipoclorito de sodio durante 15 minutos de
inmersion, alcanzando un 90% de
descontaminacion y viabilidad.

El medio de cultivo mas efectivo en la
fase de establecimiento fue el MS
(p<0.0001), suplementado con 2 mgL* de

BAP (p<0.0001), en el cual se obtuvo la

mejor respuesta vegetativo con el menor
tiempo para la formacion de brotes de
Inga insignis (media=7.87 dias) y mayor
cantidad de brotes (media=4.15 brotes
por explante).

En la fase de multiplicacién existio
influencia de BAP a dosis de 1 mgL?
combinado con 1 mgL? de GA;
(p<0.0001), mediante el cual se obtuvo el

menor nimero de dias para la formacion
de brotes de Inga insignis (media=7.80
dias), asi como mayor nudmero
(media=4.45 brotes por explante) y
longitud de los brotes (media=4.00
centimetros).

Se encontr6 que en la fase de
enraizamiento la concentracion de 1mgL?
de IBA tuvo influencia significativa
(p<0.0001) en las variables tiempo al

enraizamiento  (media=20.10  dias),
longitud de la plantula (media=4.39
centimetros), longitud (media=5.11
centimetros) y ndmero de raiz
(media=4.20 raices por plantula).
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