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RESUMEN

Hoy en dia varias son las consecuencias de la deforestacion de los bosques en el
Ecuador, bajo este panorama en el Distrito Metropolitano de Quito se ha creado
proyectos de Forestacién y Reforestacion, con arboles y arbustos nativos, por lo
que es necesario grandes cantidades de ejemplares, de tal manera, en el CIAC se
estan realizando investigaciones de especies nativas, por lo que el objetivo del
presente estudio es desarrollar un protocolo de induccion a callo embriogénico a
partir de cotiledones y ejes embriogénicos de semillas maduras de Caesalpinia
spinosa, como fase inicial de la Embriogénesis somatica indirecta, ademas del
establecimiento de cultivos asépticos en primera instancia. Las variables de
desinfeccion consistieron en el uso de dos concentraciones de NaClO (0,5 y 1,5%)
durante dos tiempos de inmersion (5 y 10 min). Los resultados obtenidos arrojaron
que el tratamiento con NaClO al 0,5% durante un tiempo de inmersion 5 min es el
de mayor efectividad para el establecimiento de cotiledones, mientras que el
tratamiento con NaClO al 0,5% durante 10 min es el de mayor efectividad para el
establecimiento de ejes embriogénicos. En el ensayo preliminar de induccion a
callo embriogénico los resultados indicaron que el tratamiento 1 (MS: 2,4 D 2mg-L
1+ Kin 1mg-L'Y) y el tratamiento 3 (MS: TDZ 0,2mg-L* + AIA 0,05mg-L™)
produjeron porcentajes considerables de formacion de callo en cotiledones,
mientras que en ejes embriogénico la respuesta de formacion de callo
embriogénico fue baja en todos los tratamientos aplicados. A partir de los
resultados del ensayo preliminar de induccion se continué con él estudio del
potencial callogénico de los cotiledones, en donde en el medio MS suplementado
con 2,4-D (4 mg.L'h) + Kin (2 mg.L'") se presenté porcentajes de formacién de
callo embriogénico del 100%. La macromorfologia evidencio callos embriogénicos
translicidos vy friables. El estudio histologico indicé una diferenciacion de células

embriogénicas en proceso de mitosis que presentaban estructuras caracteristicas.

Palabras claves : callogénesis, cotiledones, ejes embriogénicos, morfoldgico,

histolégico, embriogénesis somatica.

xviii



ABSTRACT

Nowadays various are the consequences of deforestation of forests in Ecuador,
under this scenario in the Distrito Metropolitano de Quito was created Afforestation
and Reforestation projects with native trees and shrubs, making it large amounts of
copies required, so, in the CIAC research is underway native species, so that the
objective of this study is to develop a protocol to embryogenic callus induction from
cotyledons and embryogenic axes of mature seeds of Guarango (Caesalpinia
spinosa), as the initial phase the ES indirect, and the establishment of aseptic
cultures in the first instance. Disinfection variants consisted in using two
concentrations of NaOCI (0.5 and 1.5%) for two immersion times (5 to 10 min). The
results showed that treatment with 0.5% NaClO during an immersion time of 5 min
Is the most effective for establishing cotyledons, while treatment with 0.5% NaCIlO
for 10 min is the most effectiveness for establishing embryogenic axes. In the
preliminary test embryogenic callus induction results indicated that treatment 1
(MS: 2.4 D 2mgeL™ + Kin 1mgeL™) and treatment 3 (MS: TDZ 0.2 mgeL ! + IAA
0.05 mgeL™) resulted in significant percentages of callus formation in cotyledons,
while axis response embryogenic embryogenic callus formation was low in all
treatments. From the results of the preliminary test induction was continued
callogénico study the potential of the cotyledons, where on MS medium
supplemented with 2, 4-D (4 mgeL™") + Kin (2 mgeL ) percentages presented
embryogenic callus formation was 100%. The macromorphology showed
translucent and friable embryogenic callus. Histological examination showed an

embryogenic cell differentiation mitosis presenting characteristic structures.

Keywords: callus formation, cotyledons, embryogenic axes, morphological,

histological, somatic embryogenesis.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

El Ecuador es considerado como uno de los paises con mayor
biodiversidad del continente y del mundo. En cuanto a la flora se refiere cuenta
con casi 25.000 especies vegetales diferentes, distribuidas en todo el pais
(Carrere, 1999), sin embargo la deforestacion se ha venido acelerando desde los
aflos 50, atribuyéndose en mayor porcentaje a las malas politicas agrarias,
sociales y econdmicas, la sobre explotacion de la industria maderera, la apertura
de carreteras, la industria petrolera, camaronera y los monocultivos industriales
(Varea & Ortiz, 1995).

Varias son las consecuencias de la deforestacion que hoy en dia ya nos
estan afectando a cada uno de los habitantes del planeta Tierra y que se puede
unificar en una, que es la afectacion grave de los suelos, puesto que la
desaparicion de la cubierta forestal favorece la erosion, que a su vez contamina y
degrada los cursos de agua, derivandose en procesos de desertificacion,
afectando asi a la flora y fauna que alli habitan y consecuentemente empeorando
la calidad de vida de la mayoria de la gente (Carrere, 1999). Bajo este panorama
se estan tomando medidas retractarias, una de ellas es el mayor impulso de la
reforestacion con plantaciones forestales, es decir se habla de los Beneficios de
los Bosques Plantados. La Organizacién de las Naciones Unidas-UNFF* sostiene,
que los beneficios de los bosques plantados son basicamente los mismos que
aquellos derivados de los bosques naturales y que la diferencia se encuentra mas

bien en una cuestién de manejo (Granda, 2006).



Hasta el afio 2001, en el Distrito Metropolitano de Quito existia
aproximadamente 9.000 hectareas de bosques naturales y plantaciones
forestales, pero son necesarias por lo menos el doble de hectareas de cubierta
forestal para amortiguar los impactos ambientales negativos producidos por la
urbanizacion expansiva, la alta tasa de deforestacion, el aprovechamiento
irracional de recursos naturales, la evacuacion de contaminantes al suelo, agua y
aire, los equipos camineros, la actividad industrial, las actividades agropecuarias y
la emisién de gases de vehiculos, por ello el MDMQ? ha creado proyectos de
Forestacion y Reforestacion, con objetivos especificos como son: el forestar el
territorio del DMQ?®, con éarboles y arbustos nativos e introducirlos anualmente;
ademas, se proyecta producir al menos un millén de plantas forestales de
especies nativas e introducirlas y adaptarlas a los diferentes pisos climéaticos de
Quito.

La necesidad de grandes cantidades de ejemplares de especies nativas
forestales demandadas por el MDMQ en los proyectos de Forestacion y
Reforestacion no ha podido ser cubierta por los viveros de la Empresa
Metropolitana de Movilidad y Obras Publicas EPMMOP-Q, ya que la multiplicacion
de forestales tiene ciertas limitaciones, y es que los viveros utilizan practicas
tradicionales de cultivo y producciéon en la silvicultura, al igual que en el
mejoramiento de arboles forestales ademas, el inconveniente de la obtencion
rapida y masiva de ejemplares forestales debido al largo ciclo de vida de estos, la
dificultad de distinguir siempre entre la expresion fenotipica y los efectos
ambientales, la gran cantidad de mano de obra y el amplio espacio en el campo
experimental que se requiere, entre otras causas demandan recurrir a nuevas y
mejores opciones como el cultivo in vitro que permite en cada caso solucionar

inconvenientes imposible de superar por los métodos tradicionales.

"UNFF: Foro Forestal de las Naciones Unidas (siglas en inglés).
2MDMQ: Municipio del Distrito Metropolitano de Quito.
*DMQ: Distrito Metropolitano de Quito.



En el Laboratorio de Micropropagacion del Centro de Investigaciones
Ambientales de Cununyacu (CIAC) de la EPMMOP-Q se esta realizando
investigaciones de micropropagacion de especies nativas, necesarias para los
proyectos de forestacion y reforestacion, de manera que se tiene ya protocolos de
propagacion in vitro a partir de plantulas y ex vitro a partir de semillas de guarango
(especie nativa), sin embargo lo que se quiere hacer ahora para esta planta es
optimizar y viabilizar la callogénesis como primera fase de un método de
micropropagaciéon masivo como es la embriogénesis somatica que potencializa
una via rapida y mas eficiente de multiplicacion clonal, mejorando asi los métodos
tradicionales de multiplicacion in vitro y ex vitro ahora existentes y aplicados para

el guarango.

1.2 Justificaciéon del problema

El Laboratorio de Micropropagacion del CIAC quiere dar sentido
agronémico a diferentes biotecnologias de aplicacion, por lo que el cultivo de
tejidos de genotipos valiosos, de meristemos libres de virus, de células
transformadas, de semillas, etc., no sirve de nada desde un punto de vista
aplicado si de ellos no es posible conseguir la multiplicacion en masa de dichos
genotipos selectos, obtener plantas saneadas o lograr plantas transgénicas, en
condiciones econdmicamente viables y de conservacion nativa (Celestino et al.,
2007).

Mediante el presente trabajo se busca introducir un procedimiento
innovador, ya que no existe investigaciones concernientes a la callogénesis, para
la obtencion de callo embriogénico a partir de cotiledones y ejes embriogénicos de
semilla maduras de guarango (Caesalpinia spinosa), precedente substancial para
el proceso de embriogénesis somética indirecta en la especie forestal nativa
referida, que contribuira a la silvicultura clonal de alta productividad, con calidad de

productos y subproductos elevada, menor impacto de enfermedades vy



conservacion fundamentada en su importancia ecolégica, agroforestal, econémica,
industrial del guarango necesarias para los programas de reforestacion

planteados.

Por otra parte, como lo citan Nieto et al., (2006) el guarango es
considerado como una especie nativa forestal que esta en peligro de extincion, en
cuanto a que muchos de los arboles remanentes de su especie que se encuentran
dispersos en los valles de la Sierra se han escapado de la tala indiscriminada que
ha sufrido la especie con fines utilitarios: para lefia, carbon y usos caseros de su
madera. Esta especie tiene un potencial superior a fines utilitarios, en cultivos
asociantes ya que es una leguminosa que nitrifica al suelo, mejorando su fertilidad
y su capacidad productiva, ademas es una variedad perenne, siendo la opcién
ideal para programas de agrosilvicultura y para suelos propensos a la erosion
(Nieto et al., 2006). Adicional a dichas pericias su valor econdmico e industrial mas
relevante, esté sustentado por el alto contenido de taninos que se obtienen de sus
vainas (Mancero, 2008), convirtiéndose en un producto de exportacion
ambicionado por sus precios competitivos en comparacion a los taninos
elaborados artificialmente y también por que sin duda alguna va a beneficiar
significativamente a la economia campesina que cultive ésta planta e
indirectamente a la economia urbana e industrial del pais (Flores & Chavarry,
2005). Como se demuestra no soélo existe un mercado potencial garantizado para
productos y subproductos del guarango a nivel industrial, sino también a nivel
ambiental por sus bastas caracteristicas de salvaguardar el medio ambiente, que
pretenden actualmente en MDMQ.



1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

v" Inducir a la formacién de callo embriogénico a partir de cotiledones y ejes
embriogénicos de semillas maduras de arboles de Guarango (Caesalpinia

spinosa) para promover una via de proliferacion masiva.

1.3.2 Objetivos Especificos

v Desarrollar un protocolo de desinfeccion efectivo para el establecimiento in
vitro de cotiledones y ejes embriogénicos de semillas maduras de

Guarango.

v' Determinar el medio de cultivo mas adecuado para la induccién a callo

embriogénico en cotiledones y ejes embriogénicos.

v' Evaluar el efecto de las combinaciones y concentraciones de los
reguladores de crecimiento en la fase de induccién a callo de cotiledones y

ejes embriogénicos.

v' Analizar de manera morfoldgica e histologica los callos generados en la

fase de induccion.



1.4 Marco Teorico

1.4.1 Guarango ( Caesalpinia spinosa)

El guarango es una planta multifuncional y de excelente adaptabilidad ya
gue posee un inmenso potencial mejorador de suelos, medicinal, alimenticio e
industrial, siendo en este ultimo de gran provecho para la produccion de taninos,
hidrocoloides o gomas y &cido galico, entre otros y con una proyeccion de
demanda mundial insatisfecha de taninos no vegetales puros de mas de 300 mil

toneladas métricas anuales, para el afio 2011 (Basurto, 2009).

Una iniciativa de forestacion productiva en la que se ha incluido al
guarango ha sido promovida por la Fundacién Desde el Surco, en colaboracion
con otras instituciones iniciado y ejecutado la propuesta del Consorcio Nacional de
Productores de Guarango, CONAPROG, que es un proyecto de participacion
voluntaria de todos los propietarios de tierras aptas para integrar al productor
como socio en el acopio, procesamiento y comercializacion de los subproductos
del guarango, queriendo lograr el volumen y la calidad de produccion necesarios
para satisfacer la demanda del mercado internacional (Nieto et al., 2006), esto en

cuanto a una vision agroproductiva.

En cuanto a una iniciativa de reforestacion y arborizacion de las areas
verdes con especies nativas, es la que se esta dando en el Distrito Metropolitano
de Quito y tiene como objetivo al momento sembrar especies como Alisos,

Pumamagqui, Molles, Arupos, Guarangos en varios sectores de la cuidad.

El guarango es una especie que debe ser conocida y reconocida por todo
su potencial forestal y productivo conjuntamente en el aporte para la recuperacion

y fortalecimiento de suelos explotados, deforestados o en asociacion con
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sembrios, sin olvidar que se potencializa como una opcion distinta para la mejora

de la economia agricola.

1.4.2 Descripcion botanica

El guarango es un arbol pequeio ramificado de tipo leguminoso — lefioso
que crece de 4 a 8 metros de altura, ocasionalmente 10 m y 30 cm de diametro en
condiciones favorables de suelo y agua, el sistema radicular esta compuesto por

raices pivotantes profundas y raices secundarias abundantes (Mancero, 2008).

La copa es muy frondosa, alcanza un didmetro de hasta 15 m; las ramitas
contienen espinas pequeias. Las hojas son compuestas, bipinadas, alternas en
espiral, con 6 a 8 pares de foliolos ovalados de 3 cm de largo por 2 cm de ancho,
de color verde césped. Las flores en inflorescencias en racimos de 40 a 100 flores
hermafroditas que poseen un cdliz con 5 sépalos y corola con 5 pétalos amarillos
con manchas rojizas, 10 estambres y un pistilo con estilo encorvado, ovario
supero. Los frutos son legumbres aplanadas y curvas, que cambian de color,
segun su madurez de verde a rosado y finalmente rojo parduzco; de 5 a 10 cm de
largo y 1 a 3 cm de ancho; contienen hasta 10 semillas. Las semillas son

aplanadas, color café negruscas cuando maduras (Mancero, 2008).

Caesalpinia spinosa es un arbol nativo de los Andes (Jgrgensen & Leon-
Yanez, 1999) que crece, de forma silvestre o cultivada, en varios paises de la
region andina de Sudamérica. Tiene varios nombres comunes para cada uno de
los paises donde se encuentra, sin embargo en relacion al nombre de “guarango”
(huarango) proviene del sonido Quechua WARAN-KU, que traducido al castellano
significaria: “amanecer”, pudiendose haberse originado por la naturaleza longeva

de este ancestral arbol tawantinsuyano.



Figura 1.1: arbol de guarango (Caesalpinia spinosa). (Riveros, 2008 &
Basurto, 2009).



1.4.3 Identificacion de la especie

Tabla 1.1 detalle de la identificacion del guarango segun Fonsefor.

N Caesalpinia spinosa (Molina) O. Kuntze®.
Nombre cientifico

"Tara", "taya" (Perd); "guarango", "cuica", "tara"
. (Colombia); "vinillo", "guarango” (Ecuador); "tara" (Bolivia,

Nombre comudn _ _ _ o
Chile, Venezuela), "acacia amarilla”, "dividi de los Andes"

(Europa).

- Caesalpinia tinctoria (H. B. K) Bentham ex Reiche.
- Poinciana spinosa Molina.
Sinénimos - Caesalpinia pectinata Cavanilles.

- Tara spinosa (Molina) Britt & Rose.

Caesalpinaceae (Leguminosae: Caesalpinoideae).

Familia Comprende unos 150-180 géneros y mas de 2.200

especies pantropicales y subtropicales.

Caesalpinia, en honor de Andrea Caesalpini (1524-
Etimologia 1603), botanico y filésofo italiano. Spinosa, del latin

spinosus-a-um, con espinas.

Fuente: Fosefor — Intercooperation - Samiri (2006) y Reynel, C. & Ledn, J. (1990).

1
El nombre genérico fue creado por Lineo en 1753 con base en el nombre del filésofo, médico y naturalista italiano Andrea Cesalpino (1594-

1663); el nombre especifico spinosa se explica por si mismo. El botdnico Molina habia puesto esta especie originalmente en el género Poinciana
en 1782, pero el botdnico Kuntze lo cambié a Caesalpinia en 1898, y ése es el género mds aceptado actualmente. Los botdnicos estadounidenses

Rose v Britton también lo colocaron en el género Tara en 1930: la combinacién Tara spinosa se buede encontrar con cierta frecuencia.



Tabla 1.2 Clasificacion taxonomica segun el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA).

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Fabales

Familia Fabaceae o Leguminosae
Género Caesalpiniaceae

Especie Caesalpinia spinosa

Fuente: USDA (http://www.plants.usda.gov), 2008

1.4.4 Distribucidén geografica

Se distribuye, abarcando diversas zonas aridas en Venezuela, Colombia,
Ecuador, Peru, Bolivia hasta el norte de Chile. Su distribucion altitudinal éptima
esta entre los 1500 a 3100 msnm, con un rango de precipitacion promedio de 230-

500 mm de lluvia anual. (Reynel & Ledn, 1990).

En el Ecuador esta en las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha,
Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazo, Azuay y Loja (Jgrgensen & Ledn-Yanez.
1999). Se encuentra principalmente en las formaciones conocidas como valles

secos interandinos (Narvaez et al., 2009).
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1.4.5 Enfermedades

El guarango no presenta mayores problemas de plagas ni enfermedades,
no obstante se ha evidenciado la presencia de manchas blancas (Oidium),

asociadas a las queresas y afidos en hojas y en frutos verdes (Mancero, 2008).

» Segun Coca (2009) algunas enfermedades pueden afectar el cultivo y
llegar a ser “destructivas” y otras alcanzan a mantenerse como enfermedades
“crénicas”, pero, potenciales, por lo que el Oidium, es una enfermedad foliar que
afecta en la produccion de plantulas en vivero y plantas adultas en campo. Esta
enfermedad es facilmente reconocible por la apariencia blanquecina y polvorienta

que se ve sobre las hojas.

» Las queresas que atacan a las vainas son de las especies como
Pinnaspis sp. y Coccus herperidium Posteriormente se vuelve negra (Fumagina),
razén por lo cual se le llama “guarango quemado”, que no tiene buena aceptacion

en el mercado (Basurto, 2009).

» El Aphis craccivora es un afido que ataca principalmente a las vainas y

en menores instancias a hojas, flores y tallos.

» El marchitamiento de las plantulas de guarango es la principal
enfermedad en viveros, ya que la incidencia y severidad puede ser alta, en
dependencia del origen y calidad de sustrato utilizado y humedad del suelo.
También en plantaciones en el campo, se presenta el marchitamiento, aunque con

baja incidencia (Basurto, 2009).

» El guarango no es susceptible a nematodos (Mancero, 2008).
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1.4.6 Silvicultura y manejo de las semillas

Al sefalar la unidad de reproduccion sexual de las plantas, estamos
hablando de las semillas que tienen la funcidbn de multiplicar y perpetuar la
especie. La semilla de guarango es dicoltiledonea y consta esencialmente de un
embrion (formado por un eje embrionario o embriogénico y dos cotiledones), una
provision de reservas nutritivas, que pueden almacenarse en un tejido
especializado (albumen o endospermo) y en el propio embridn, y una cubierta
seminal que recubre y protege a ambos. Para el cumplimiento del objetivo de la
semilla es necesario que el embrion se transforme en una plantula, que sea capaz
de valerse por si misma vy, finalmente convertirse en una planta adulta (Garcia,
2003).

El guarango tiene una gran variabilidad en produccion de semillas, puesto
que existen arboles que producen 5 kg y otros que producen 40 kg; aquellos
aislados, muy grandes y con buen abastecimiento de agua pueden llegar a
producir 120 kg.afio, pero también varian en contenido de taninos entre plantas,
asi como en el contenido de goma, por cuanto es conveniente identificar y
seleccionar los arboles para la obtenciéon de semillas de calidad (ProFound —

Advisers In Development, 2008).

En cuanto a la variedad, Barriga (2008) sefala que no existe uniformidad
por lo que ya se han realizado estudios de la diversidad genética y el contenido de
taninos por medio de estudios moleculares y bioquimicos (Narvaez et al., 2009),
ideal para encontrar una variedad o ecotipo que produzca frutos con alto contenido

de taninos y gomas con fines de industrializacion.

La produccién de frutos de guarango se inicia a partir del quinto afio, de su

plantacion en campo definitivo y alcanza una produccion estable a partir del afio
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15, con una permanencia de hasta 50 afios 0 mas. Segun la literatura, el ciclo
productivo es prolongado, puede llegar hasta a 80 afios (Nieto et al., 2006).

Figura 1.2: partes de la semilla maduras de guarango (Caesalpinia spinosa)
(Ortega, 2012).

Las semillas maduras de guarango presentan una capacidad germinativa
gue oscila entre 80 y 90%, con germinacion epigea que se inicia entre los 8 a 12
dias y finaliza a los 20 dias para lo cual requiere un método de escarificacion
como tratamiento pre-germinativo, para acelerar y uniformizar la germinacion, ya

gue estas semillas presentan una testa dura en semillas maduras (Basurto, 2009).

1.4.6.1 Métodos de escarificacion

Las semillas maduras de guarango poseen una cubierta dura que impide
la facil imbibicion de agua y a veces también el intercambio de gases necesarios
para la renovacion del crecimiento embrionario y la germinacion. Esta latencia
fisica de la cubierta se da sobre todo en especies adaptadas a la alternancia de
estaciones secas y humedas, como los géneros de leguminosas (Willan, 1991),
por lo que es necesario aplicar métodos de escarificacion para facilitar la

imbibicion de agua retornando asi la viabilidad de las semillas.
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Un método de escarificacion comunmente utilizado es por remojo en agua;
se utiliza 5 partes de agua -caliente o hirviendo- por 1 de semillas o ponerlas en
acido sulfarico, pero estos métodos no siempre son satisfactorios ya que se
requiere un control estricto. Para el método por remojo, los parametros criticos son
el tiempo y la temperatura durante la inmersion, la cual depende parcialmente del
volumen de agua por semilla y sobre todo tomar en cuenta si se trata grandes
cantidades de semillas durante el tratamiento. Mientras que para el método con
acido son la eliminacién de grandes cantidades del mismo y los riesgos para su
salud (Humlebaek, 1995).

En cuanto a los equipos de escarificacion existen varias opciones segun la
necesidad y cantidad de semilla tratada. Segun Humlebaek (1995) se puede

sefalar:

La pistola de semillas, trabaja con cantidades grandes de semilla,
lanzando las semillas contra la pared de un cilindro metalico que gira a una
velocidad de alrededor de 30 m/s. La pared es hueca y llena de arena seca. El
impacto mecanico ocasiona pequefias fisuras invisibles en las capas exteriores de

la testa de la semilla (Poulsen & Stubsgaard, 2000).

El cautin o quemador incandescente, es un método manual y por
consiguiente limitado a cantidades menores de semillas. Este método se utiliza
ampliamente en pruebas de germinacion en el laboratorio, y es muy eficaz,
pudiéndose procesar cien semillas en dos o tres minutos. La punta del cautin (o
cualquier punta de la varilla de hierro al rojo incandescente) toca la testa por
medio segundo se forma un pequefio agujero y algunas rajaduras se hacen en la

capa exterior impermeable de la testa de la semilla (Poulsen & Stubsgaard, 2000).
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El quemador mecénico, es un cilindro con una ranura longitudinal gira a 20
revoluciones por min. Cuando la ranura pasa el embudo que contiene las semillas
sin tratar, recoge una hilera de semillas, después de % de revolucion, la ranura
con las semillas se encuentran sobre un plano inclinado en el otro lado del cilindro.
Aqui las semillas se salen de la ranura y se deslizan por el plano inclinado hasta
que las detiene una barra que atraviesa el plano. Justo al frente de la barra hay
una hendidura en el plano, en donde se coloca un alambre rojo incandescente de
0.65 mm de diametro y 32 cm de largo. Las semillas se queman por el lado plano
ya que tienden a asentarse sobre este costado. Este método es aplicable a

cantidades grandes de semillas tratadas (Poulsen & Stubsgaard, 2000).

1.4.7 Propiedades y usos

El guarango es una especie forestal nativa, leguminosa que posee un
amplio potencial médico, alimenticio e industrial, siendo de gran utilidad para la
produccién de hidrocoloides o gomas, taninos y acido galico, entre otros. Ademas,
es utilizada en la proteccion de suelos, especialmente cuando no se dispone de
agua de riego, a fin de dar buena proteccion a muchas tierras que hoy estan en
proceso de erosion (Basurto, 2009), ya que tiene la capacidad de fijar Nitrogeno
atmosférico al suelo, mejorando su fertilidad y su capacidad productiva. Se usa
frecuentemente en asociacion con cultivos como el maiz, papa, habas, alfalfa,
sorgo o pastos. No ejerce mucha competencia con los cultivos, por su raiz
pivotante y profunda tampoco por su copa ya que no es muy densa y deja pasar la
luz. Debido a su pequefio porte y a su sistema radicular profundo y denso, es
preferida para barreras vivas, control de carcavas y otras practicas vinculadas a
conservacion de suelos en general, sobre todo en zonas aridas o semiaridas
(Nieto et al., 2006).

El aprovechamiento de los frutos permite obtener numerosos productos de
interés. Una de ellas, es la produccién de vainas y semillas de las cuales se extrae

una serie de productos, destacandose la presencia de taninos en la vaina
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considerados una alternativa interesante (De la Cruz, 2004). Las vainas presentan

un contenido de taninos entre 40 y 53%. Los taninos son sustancias astringentes y

de sabor amargo que son utilizados principalmente en:

V V V V V V V V V V V

Curtir pieles, por su capacidad de precipitar las proteinas;

La fabricacion de plasticos y adhesivos;

Como sustituto de la malta en la fabricacion de cerveza,
Clarificar vinos;

Agentes de pigmentacidn para la aplicacion de tintes en tejidos;
En la industria del caucho;

En cosmetologia;

En el mantenimiento de pozos de petréleo;

En proteccion de metales;

En pinturas por su accién anticorrosiva;

En la industria farmacéutica por su condicion de bactericida, fungicida
y antiséptica;

En la medicina moderna y tradicional.

Ademaés, de la semilla de guarango se puede obtener harina o pasta con

alto contenido de proteinas, para uso alimenticio humano y animal. Se extrae

aceites y gomas, que se usan como espesantes en la fabricacion de yogurt,

salsas, mostaza, mermeladas, helados y otros. Las semillas constituyen un

segundo producto de aplicacion industrial y comercial. Por lo expuesto, los frutos y

semillas de guarango son productos con una alta demanda nacional e

internacional (Nieto et al., 2006).

Otro producto obtenido de la especie es el &cido gdlico, utilizado como

antioxidante en la industria del aceite y en la industria cervecera como un

elemento blanqueador o decolorante, asi como en productos relacionados con
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fotografia, tintes, manufactura del papel, farmacia y grabado o litografia (De la
Cruz, 2004). Consecuentemente, ya que es una especie forestal su madera es
apta para la industria maderera a nivel macro y para actividades de éarea local

como construcciones, herramientas, artesanias entre otras opciones.

1.4.8 Demanda y produccion

Cerca del 80% de la produccion mundial de guarango tiene lugar en Perq,
sus centros de produccion estan en los departamentos de Cajamarca, Ayacucho,
Ancash, La Libertad y Lambayeque. Sabiendo que el producto proviene
principalmente de bosques naturales, aunque en los Ultimos afios ha existido la
tendencia creciente a plantar esta especie, ademdas, también es cultivada en

Chinay en la India (ProFound — Advisers In Development, 2008).

En Ecuador los arboles se encuentran a lo largo de toda la region
interandina, aunque las provincias productoras mas importantes son Imbabura,
Loja y Chimborazo. En la provincia de Bolivia, el guarango se encuentra
mayormente en estado silvestre, principalmente en tres departamentos:

Cochabamba, Santa Cruz y el norte de Potosi (Mancero, 2008).

Asi, el guarango resulta una alternativa ideal para incursionar con éxito las
nuevas demandas comerciales mundiales, ya que la produccién agropecuaria
tradicional ha perdido competitividad y mas todavia, a partir de la vigencia de
esquemas de liberacion comercial, por la que muchos productos agropecuarios
tendran que salir de los mercados precisamente por falta de competitividad con
productos similares, que vendran y ya estan ingresando de afuera (Nieto et al.,
2006).
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Industrialmente a nivel internacional hay una tendencia a la utilizacion de
productos menos contaminantes, lo que se refleja, en la prohibicion de la
Comunidad Europea del uso de elementos como plomo, mercurio, cadmio y cromo
para el curtido de los cueros usados en automoviles a partir de 2006, lo que sin
duda representa un incentivo para el empleo masivo de productos de origen

vegetal que carecen de esos elementos, como el guarango (Mancero, 2008).

En programas de reforestacion, la plantacion masiva del guarango en
parcelas biodiversas, permite recuperar suelos erosionados, mejorar el paisaje
local y subir la plusvalia de los predios involucrados, ademas es ideal para cubrir
zonas buffer de las areas protegidas y remanentes de bosques Andinos, Adicional
a esto, esta especie funciona bien bajo el concepto de cadena agro productiva,

conectando la reforestacion (Nieto, 2011).

1.4.9 Conservacion de especies forestales

La conservacion de especies vegetales con fines de conservacion permite
no soélo redimir especies de la flora en peligro del DQM sino también esta
adquiriendo cada dia més relevancia como parte de una estrategia para conservar
la diversidad biologica existente, progresar en la produccion de plantas con el
objeto, de recuperar la estructura floristica, los bosques y la vegetacion nativa, ya
que las actividades agricola y forestal, asi como la expansion acelerada de la
ciudad, industrias y complejos turisticos, generando degradacion de ecosistemas
naturales, pérdida de habitats y, como consecuencia, la extincién local de
especies, sin contar con otros factores, como la constante degradacion por

pastoreo y desertificacion (Palmberg, 1980).

Segun Gold, Ledn-Lobos & Way (2004), los bancos de semillas y los
jardines botanicos son los métodos mas comunes para conservar la diversidad

biol6gica vegetal ex situ. Los primeros, en particular, permiten conservar por
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mucho tiempo y en un espacio reducido muestras representativas de diversidad
genética de una gran cantidad de especies de plantas y asi mismo la semilla es la
forma mas practica y eficiente para recolectar, transportar, estudiar y almacenar la
diversidad vegetal, por corresponder a un estado compacto, resistente e
independiente dentro del ciclo de vida de una planta, puesto que cada una de ellas
es, potencialmente, un nuevo individuo que contiene parte de la variabilidad
genética presente en toda una poblacién (Gold et al., 2004), aunque segun los
avances biotecnologicos hoy podemos impulsar la produccion de mas de un

ejemplar por parte de una sola semilla.

Las colecciones de semillas de alta calidad pueden representar la
diversidad genética de una poblacion de plantas desde donde fueron recolectadas
y proveer materiales para conservacion ex situ (conservacion fuera del habitat
natural, como fuente de recuperacion o sobre produccién). Ademas de su
contribucion a la conservacion integrada de especies, los bancos de semillas
aportan a la restauracion y conservacion ecologica, al proveer material para
multiplicacion y estudios de diversidad genética e informacién, que permiten
decidir reintroduccién en caso de ser necesario y, manejo in situ (en el habitat

natural) segun el caso (Gold et al., 2004).

1.4.10 Biotecnologia Vegetal en especies forestales

En la actualidad, estamos entrando en una nueva era de la agricultura,
conjuntamente con nuevas biotecnologias, debiéndose a un auge enfatico de los
conocimientos basicos de biologia vegetal y a la aplicacion de las técnicas de
Ingenieria, Fisiologia Vegetal y Genética, es asi que la denominada “revolucion
agricola” ya no dependera de improvisaciones mecanicas o quimicas, sino estara
basada en un uso intensivo del conocimiento cientifico y de técnicas moleculares y

celulares (Acuia, 2007).
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Primariamente el mejoramiento de los arboles se realizaba teniendo en
cuenta soOlo sus caracteristicas agronomicas y es que en el desarrollo de una
planta el tiempo que debe esperar un investigador desde la germinacion de una
semilla hasta que el estado de adulto es, sin duda, mucho tiempo y mas aun en
especies forestales, por lo que el objetivo primordial del investigador es acortar
dicho tiempo y aumentar la cantidad de ejemplares ya que la mayoria de las
caracteristicas de interés econdémico estan determinadas por el genotipo, el éxito
del mejoramiento se basa en el manejo correcto de los recursos genéticos
disponibles, es decir que se busca un aumento de la productividad y de la calidad
del producto (Buitrago & Torres, 2008)., estas nuevas alternativas permitiran
disminuir la amenaza que provoca la permanente extraccion o mal uso de
productos derivados de los pocos bosques nativos existentes en el DQM.

Las biotecnologias modernas que se utilizan actualmente en el sector

forestal pueden clasificarse en tres grandes categorias:

1.4.10.1 Modificacion genética de especies forestal  es (arboles transgénicos )

Luego de varias investigaciones se ha podido realizar plantas de soya y
maiz transgénicos, implantandoles nuevos genes para que sean tolerantes a
herbicidas o resistentes a insectos. A si mismo, a las especies forestales se les
pueden incorporar genes que mejoren su crecimiento, resistencia a enfermedades,
calidad de su madera, caracteristicas requeridas esenciales en forestales
(Buitrago & Torres, 2008).

1.4.10.2 Tecnologias de multiplicacion vegetativa

Este tipo de técnicas tienen como objetivo la produccion de materia prima
uniforme a gran escala, en condiciones de laboratorio también puede utilizarse

para seleccionar caracteristicas tales como la resistencia a enfermedades y la
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tolerancia a herbicidas, a metales, a altas concentraciones de sal, a bajas
temperaturas, etc. Ademéas usando estas nuevas técnicas para generar arboles
qgue han mostrado tener buenas caracteristicas: se eligen los ejemplares que
mejor representan la caracteristica deseada, y a partir del cultivo de sus células se
obtienen individuos genéticamente idénticos al original (clones). Los clones se
logran mediante técnicas de organogénesis (se induce la formacion de 6rganos o
tallos) y de embriogénesis somatica o asexuada (en el cultivo se reproducen todas
las fases de desarrollo de un embrion, hasta generar la nueva planta). Con estas
técnicas se pueden obtener arboles con un sello genético caracteristico,

genéticamente diferenciados, también llamados “elite” (Acufia, 2007).

La Biotecnologia Vegetal actual proporciona diversas herramientas para
un mejor conocimiento de las caracteristicas genéticas del ser vivo utilizado en las
actividades forestales, el arbol, asi como para producir en masa plantas mejoradas

y para conservar dichos recursos genéticos (Toribio & Celestino, 2000).

Para la regeneracion de forestales se puede tomar directamente varios
tipos de explantes ya que las células vegetales cultivadas in vitro poseen
totipotencialidad establecido por (Reinert, 1958 y Steward et al., 1958), en virtud
de esta caracteristica del tejido vegetal, es decir, de su capacidad para formar
yemas y raices adventicias, casi cualquiera de los 6rganos de una planta vascular
tiene relacion con su propagacion vegetativa al sufrir modificaciones anatémicas y
funcionales que le permiten desarrollarse en un organismo vegetal completo e
independiente, con las mismas caracteristicas genéticas de la planta progenitora
(Vazquez et al.,1997) dandose una gran variedad de posibilidades biotecnoldgicas
para dicha regeneracion como es: caulogénesis, organogenesis, embriogénesis

somatica, entre otras.
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Figura 1.3: Esquema general de las potenciales vias de generacion masiva de

plantas mediante induccion a callo (Ortega, 2012).

1.4.11 Callogénesis

La callogénesis es el proceso por el que se forma un callo, o lo que es lo
mismo una masa de células indiferenciadas que al comenzar a diferenciarse
posibilita una posterior organogénesis indirecta 0 una embriogénesis indirecta
dependiendo del medio de cultivo, reguladores de crecimiento vegetal y demas

factores fisicos, quimicos y ambientales determinantes.
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La caracteristica mas importante de aquellos callos formados es la
viabilidad que tengan para generar raices, tallos y embriones somaticos, capaces
de regenerar plantas completas y aunque el gran inconveniente del uso de callos
es la inestabilidad genética que da como resultado variaciones fenotipicas en las
células (Gonzélez et al., 2002) es una via importante para la proliferacion masiva
de futuras plantas de grado recalcitrantes, en peligro de extincién, o de alta

comercializacion.

La embriogénesis somatica es uno de los métodos mas ventajosos de
propagacion masiva de plantas por su alta tasa de multiplicacion, desarrollo y
transformacion de embriones sométicos en plantas, pero previo a ello, la
callogénesis es el primer paso crucial hacia la generacion de embriones somaticos
(Hernandez et al., 1999), pero debido a multiples factores adversos al cultivo como
la contaminacion, microbiana mala manipulacion del material inicial, condiciones
del explante y por la falta de investigaciones previas en las cantidades de algun
componente de los medios de cultivo como son los reguladores del crecimiento,
en su estudio y descripcién se hacen complejos tanto para su obtencibn como

para su estudio (Hidrobo, Ardisana & Hernandez, 2002).

1.4.12 Embriogénesis soméatica en especies forestale s

La embriogénesis soméatica asexual o adventicia es la formacion de un
embrion sin la necesidad de la fusion de gametos (Tisserat, Esan & Murashige,
1979) a partir de una célula de cualquier parte de la planta como por ejemplo
apices radiculares y caulinares, hipocatilos, cotiledones, peciolos, peddnculos,
hojas jovenes y en general tejidos y Organos con caracteristicas embrionarias,
meristematicas, reproductivas (embriones e inflorescencias inmaduras, trozos de
escutelo, nucela, Ovulos, tejido ovéarico y endospermo) (Sanchez, 2000),
resaltando que esto no es un fendmeno artificial y que es conocido en la

naturaleza como una forma de apomixis llamada embrionia adventicia, descrita
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por el cientifico Strasburges en 1878, aunque Reinert, Steward y demas
colaboradores en 1958 fueron quienes dieron crédito por primera vez a la

descripcion de la embriogénesis somatica (Freire, 2003).

Una via de regeneracion apropiada para las especies forestales frente a la
organogénesis es la embriogénesis somatica, en la que el coste y el tiempo de
desarrollo del propagulo obtenido es fundamental a nivel industrial. En los altimos
quince afos se han incrementado los estudios en el campo Biotecnolégico, debido
a todas sus ventajas potenciales, con un cierto énfasis en la silvicultura de
coniferas, debido a que se estan llevando a cabo amplios programas que se
basan en los cultivos embriogénicos segun lo dicho por Park, Barrett & Bonga
(1998), destacando en primer lugar que presenta unas elevadas tasas de
multiplicacion mediante la embriogénesis secundaria o recurrente lo que asegura
el aumento de individuos seleccionados de manera vertiginosa. Por otra parte, los
cultivos embriogénicos suelen presentar una tolerable capacidad para la
crioconservacion, manteniendo todo su potencial de propagacion y Optima

estabilidad genética (Martinez et al., 2010).

Como se indic6é anteriormente, la embriogénesis somatica ofrece muchos
beneficios, pero también existe contrariedades en esta via de regeneracion, como
es alcanzar la automatizacion del proceso y por tanto su abaratamiento, radican
en la necesidad de lograr cultivos simultdneos, mejorar el proceso de maduracion
y lograr la induccion en tejidos procedentes de arboles adultos (Merkle, 1995).
Actualmente existen publicadas investigaciones de regeneracion por
embriogénesis somatica en ciertas especies forestales con mayor incidencia en
estudios de coniferas, ademas en los ultimos afios se han realizado trabajos que
indican la eventual obtencién de embriogénesis somatica a partir de individuos

adultos, abriendo la posibilidad para la conservacion ex situ de especies que
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tienen dificultades de reproduccion sexual, presentan riesgo de extincion como

son las especies nativas en nuestro pais (Toribio & Celestino, 2000).

Via in vitro existen dos tipos de embriogénesis somatica: directa e
indirecta. La via directa involucra la generacibn de células soméaticas
predeterminadas a seguir la ruta embriogénica y las células del explante primario
se desarrollan para formar embriones, mientras que en la via indirecta es
necesaria una etapa de induccion a callo y su continua proliferacion para que las
células sigan la ruta embriogénica (Martinez et al., 2004).

1.4.13 Factores que intervienen en la callogénesis  y en la embriogénesis
somaética

En el proceso de callogénesis se comprende varios factores intracelulares y
extracelulares, asi como factores quimicos, fisicos y ambientales que influyen de

manera directa e indirecta a la formacién de callo en el explante.

1.4.13.1 Tipo de explante

Si se considera a la totipotencialidad de los explantes y/o tejidos
vegetales, potencialmente todos estos tienen la capacidad de formar callos in vitro,
pero en la realidad y de manera limitada pocos son los explantes que tienen dicha
capacidad para producir callos embriogénicos. Por tal motivo, la eleccion
adecuada del explante constituye uno de los factores primordiales para cubrir los

objetivos de una investigacion planteada (Roca & Mroginski, 1991).

Para el desarrollo de las estructuras embrionarias en la embriogénesis
somatica a partir de callos, Manzanilla, 2004, enuncia que se ha utilizado para la
induccién una gran variedad de explantes de plantas, como embriones cigoticos,

semillas geminadas, embriones inmaduros y maduros, cotiledones, ejes
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embriogénicos, brotes meristematicos, inflorescencias inmaduras, o6vulos,
microesporas, estigmas, estilo, hojas, nucelas, dependiendo ademas del genotipo
de la especie vegetal y el estado de desarrollo de la planta donadora, ya que en
ciertas ocasiones la utilizacion de tejidos muy jovenes no permiten que se
desarrollen embriones pero si con el tejido maduro o también puede ocurrir el caso

contrario (Freire, 2003).

Dos tipos de tejidos jovenes mantienen la totipotencia celular: los
meristemas apicales o axilares y tejidos inmaduros o tejidos de semillas recién o

en el proceso de germinar (Santangelo, 2000).

1.4.13.2 Asepsia

En el establecimiento de los cultivos in vitro la contaminacion es uno de
los principales problemas que se debe controlar y es que dicha contaminacion
pueden ser con diversos tipos de microrganismos (hongos, levaduras, bacterias,
fitoplasmas, virus). Muchos son los envases utilizados en el cultivo in vitro por lo
que el ambiente generado por explante-medio de cultivo-condiciones fisicas de
incubacion es altamente propicio para la proliferacion de muchos de estos
microorganismos que pueden provocar la destruccion de los cultivos, ya que en el
mejor de los casos, estos microorganismos no destruyen los cultivos pero
compiten con el explante por los nutrientes del medio de cultivo o bien lo modifican
(Mroginski, Sansberro & Flaschland, 2010).

Para evitar y/o minimizar las contaminaciones de los -cultivos con

microorganismos es necesario:

1) Conocer el material vegetal con que se trabaja y los posibles

contaminantes especificos.
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2) Realizar una adecuada preparacion de la planta dadora de explantes,
cultivandola preferentemente en invernaderos tratadas con productos quimicos

que eliminen patdgenos y eventuales microorganismos endofitos.

3) Proceder a la desinfeccion superficial de los explantes mediante el uso
de compuestos quimicos con el objeto de eliminar los microrganismos con el
menor dafio posible para el explante. Si bien no es posible recomendar un
procedimiento general, se puede sefialar que el procedimiento mas popularizado
consiste en una doble desinfeccion mediante la inmersion de los explantes en
etanol (70%v/v) durante 20-60 segundos seguido de hipoclorito de sodio 1 -3%,
contenido en el agua de lavandina comercial, durante 3 a 30 minutos,

dependiendo de la naturaleza del explante (Mroginski et al., 2010).

Las células vegetales presentan largos tiempos de duplicacion en
comparacion con las células microbianas, por o que es necesario mantener los
cultivos exentos de contaminacion por microorganismos. Una sola célula
bacteriana puede invadir y matar rapidamente a un tejido cultivado.
Adicionalmente, se menciona como una de las ventajas del cultivo de tejidos
vegetales la obtencion de plantas sanas libres de enfermedades, por lo cual se

deben extremar las condiciones de asepsia.

1.4.13.3 Medio de cultivo

Segun Mroginski et al., 2010, al medio de cultivo se lo puede definir como
una formulacién de sales inorganicas y compuestos organicos requeridos para la
nutricion y manipulacion de cultivos in vitro. Existen numerosas formulaciones, que
comprenden entre 6 y 40 compuestos. De manera basica, los medios de cultivo se

componen de compuestos que suministran:
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» Fuente de carbono

* Nutrientes minerales

« Sustancias vitaminicas

» Agente gelificante (en el caso de medios semisolidos)

« Sustancias reguladoras del crecimiento

La composicion del medio de cultivo juega un papel importante, por lo que
se han desarrollado una gran cantidad de formulas para la regeneracion de
plantas por medio de la embriogénesis somética, como en la mayoria de las
especies, se ha utilizado el medio de cultivo desarrollado por Murashige & Skoog
en 1962, o las modificaciones de esta formulacion, teniendo en cuenta que varios

de los componentes del medio de cultivo estimulan la embriogénesis somatica.

. Fuente de carbono

Las fuentes de carbono son necesarias en los cultivos in vitro ya que se
conoce que la mayoria de estos son heter6trofos. La sacarosa es la mas eficaz
para la induccion de la embriogénesis somatica, aunque otros azucares, como la

maltosa han mostrado efectos favorables en algunas especies (Gatica, 2002).

* Nutrientes minerales y sustancias vitaminicas

Asi, el hierro es esencial para el desarrollo de los embriones somaticos,
por otro lado, el nitrdgeno, suministrado como ién amonio, nitrato, glutamina,
alanina, caseina hidrolizada, es esencial para la iniciacion y maduracién de los
embriones somaticos (Litz & Jarret, 1991), con especial énfasis para las

leguminosas.
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* Agente gelificante

En cuanto a los agentes gelificantes, el mas usado es el agar, que es un
polisacarido obtenido de la purificacion de las algas, que tiene como funcion
solidificar el medio y formar un complejo coloidal con débil poder de retencién
ionica (Pierik, 1990, Roca & Mroginski, 1991).

. Sustancias reguladoras del crecimiento

Como indica Manzanilla 2004, la adquisicion de la totipotencia de las
células es el paso mas critico en la formacion de callo viable por lo que el factor
quimico mas importan que la afecta, es la aplicacion de hormonas enddgenas,
debido a que el uso de auxinas a altas concentraciones es necesario para causar
la des-diferenciacion y la estimulacion de la totipotencia, por ello varias auxinas
han sido usadas para dicho propésito como es la auxina natural IAA y otras
sintéticas como el &acido diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido naphtalenacético
(NAA),indol-3-acido acético (AlA), indol-3-butirico (IBA), plicoram, &cido picolinico
y cinetina. Litz, Hemdrix, Moon, & Chavez (1998) sefialan que el 2,4-D es la
auxina mas eficiente y también la mas comunmente usada para el desarrollo de la

embriogénesis somética debido a que:

1) Estimula una rapida division celular
2) Estimula una division celular sincronizada que da como resultado
células proembriogénicas.

3) Estimula la proliferacion de células proembriogénicas.

La formacion del callo depende del tipo de bioregulador del crecimiento y
su concentracion en el medio de cultivo dependera del genotipo y del contenido
endogeno de hormonas del explante, tomando en cuenta esto serd necesario

aportar, sélo auxinas, so6lo citoquininas o0 ambas, segun el caso. Las auxinas son
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efectivas para inducir la embriogénesis somatica de un amplio rango de tejidos y
estados de desarrollo, solo las auxinas tiene el potencial de regenerar células no
embriogénicas (CNEs) de tejido no embriogénico, mientras que para el desarrollo
de callos, las auxinas en concentraciones medias y altas, actdan sinérgicamente
con las citoquininas en concentraciones bajas (Quintero, 2003), ademas, las
auxinas, en concentraciones moderadas a altas son las mas usadas para la
formacion de callos, otra opcion probada también es, una alta concentracion de
auxina y una baja de citoquinina en el medio ya que promueve la proliferacion
celular en algunas especies, con la consecuente formacion de callo. Las
citoquininas mas utilizadas son la kinetina (Kin) y la benciladenina (BA) (Matos,
2007).

El Thidiazurén (N-fenil-N’-1,2,3-thidiazol-5-ylurea) (TDZ) es un compuesto
derivado de la fenil - urea que ha sido creado con objeto original como defoliante
de algoddn, pero ultimamente ha sido muy empleado para la induccién de

procesos morfogénicos (Murthy, Murch & Saxena, 1998)

1.4.13.4 Factores fisicos

Para Martinez, Azpiroz, Rodriguez, & Cetina (2004), las condiciones de
oscuridad en la induccién a callo son necesarias para su desarrollo y aun mas si
se usa 2,4-D debido a que es un compuesto fotosensible, mientras que para el
paso siguiente que es el desarrollo de los embriones somaticos es esencial la alta
intensidad luminica con un foto periodo segun los requerimientos de la especie en

estudio.

En cuanto a la temperatura 6ptima de incubacion o crecimiento para cada
cultivo in vitro, puede ser un proceso largo de determinar para cada especie,
afortunadamente para la mayoria de especies mantenidas in vitro se puede

obtener resultados satisfactorios con temperaturas de incubacién de un rango de

30



20 y 28 °C (Pierik, 1990) y baja humedad relativa (75%), a fin de reducir la

proliferacién de patdégenos.

Pierik (1990), también cita otro factor relevante en la etapa de incubacion
o crecimiento de cultivos es la concentracion de oxigeno presente en los frascos

de medio, el cual debe ser igual o mayor a la del aire.

1.4.13.5 Histogénesis

La callogénesis y posterior embriogénesis somatica son altamente
dependiente de la especie, el genotipo, el estado fisiologico de la planta madre
donante, las condiciones de incubacién, la composicién del medio de cultivo, el
estado de desarrollo del explante y la técnica de cultivo in vitro que se aplique, por
lo que la histogénesis de los callos ocupa un papel importante, ya que permite
instaurar correlaciones sobre la influencia de los reguladores del crecimiento y el
proceso generado por su influencia, considerado como desarrollo “desordenado”
tipico de los callos y también a la organizacion celular de los tejidos con
estructuras organizadas que forman y diferencian a los callos embriogénicos

(Gonzélez, Hernandez, Coronado & Silva, 2005).

1.4.13.6 Aplicaciones de la embriogénesis soméatica

Muchas aplicaciones se han podido evidenciar en investigaciones
presentadas en varios paises, citando algunos, segun Fehér, Pasternak &Dudits
(2003) la embriogénesis somatica permite estudiar y comprender las bases
moleculares y celulares de plantas asi como también estudiar la capacidad
embriogénica de células somaticas, como es en el caso de estudio modelo de
embriogénesis de mutantes en Arabidopsis, por lo que se pudo concluir que la
embriogénesis somatica tiene muchas ventajas sobre la organogénesis, pudiendo

citar algunas:
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. Embriones a diferencia de brotes se originan de una célula individual.
. Los cultivos embriogénicos pueden ser sincronizados y purificados.

. Se pueden tener cultivos de material homogéneo.
Actualmente se estad implementando bioreactores de inmersién temporal,

en especies lefiosas, representando una alternativa para la produccion de semillas

artificiales, embriones entre otros (Manzanilla, 2004).

De igual manera Ibaraki & Murata (2001) han reportado que la
automatizacién de los procesos biotecnoldgicos puede incrementar el uso de la

embriogénesis somética para la micropropagacién, en dos lineas:

1.- Como una importante herramienta para la investigacion en embriogénesis

somatica.

2.- Mejorando la eficiencia de produccion de embriones, reduciendo su costo.

1.5 Hipotesis
Es posible inducir a la formacién de callo embriogénico a partir de

cotiledones y ejes embriogénicos de semillas maduras de arboles de Guarango
(Caesalpinia spinosa) y promover proliferacion masiva.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

Para desarrollar la presente investigacion se conté con la participacion y

apoyo de:

Instituciones:

» Centro de Investigacion Ambiental de Cununyacu (CIAC), perteneciente a
la EPMMORP - Q (Empresa Publica Metropolitana de Movilidad y Obras Publicas de

Quito).
» Escuela Politécnica del Ejército (ESPE).

Personal académico:

* Ing. Norman Soria Idrovo, Director.

» Ing. Marco Taipe Bolafios, Codirector.

Personal externo:

* Ing. Pedro Kingman, Coordinador de la Gerencia de Espacio Publico
(EPMMOP - Q).
* Ing. Cristian Reyes, Jefe del Laboratorio de Micropropagacion (CIAC).

* Ing. Segundo Aguilar, Director del Banco de Semillas (CIAC).
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2.2 Zona de Estudio

2.2.1 Localizacion geografica

Este proyecto se llevara a cabo en el Laboratorio de Micropropagacion del
Centro de Investigaciones Ambientales de Cununyacu (CIAC) de la Empresa
Metropolitana de Movilidad y Obras Publicas EPMMOP-Q, situado en la provincia

de Pichincha, parroquia Cumbaya, latitud: 0°20" S, longitud: 78°30" W a una altura
de 2 200 m.s.n.m. con temperaturas promedio anuales de 17 °C.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

El proyecto de investigacion inici6 en enero de 2011 y culminé en
noviembre de 2011.

2.4 Disefio estadistico

2.4.1 Etapa de desinfeccion

Para las cuatro variables de estudio presentes en esta etapa se utilizd un
disefio completamente al azar (DCA) tablas de contingencia, prueba Chi cuadrado
a un nivel de significancia del 95% y un andlisis descriptivo.

La hipétesis planteada en esta etapa fue:

Ho: los tratamientos de desinfeccidn aplicados en semillas maduras de

Caesalpinia spinosa no presentan variacion en su respuesta.
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2.4.2 Etapa preliminar de induccion a callo embriog  énico

Tanto para los cotiledones como para los ejes embriogénicos se aplicd un
DCA, para determinar el efecto de los medios de cultivo MS y Gamborg B5 al igual
que los reguladores de crecimiento en la formacion de callo. En los datos de
caracter cualitativo, se procedio a realizar una tabla de contingencia, prueba de

independencia chi? y un anélisis descriptivo.

2.4.3 Etapa final de induccién a callo embriogénico

Para el andlisis de los cotiledones se aplico un DCA, para determinar el
efecto de los reguladores de crecimiento en la formacion de callo. En los datos de
caracter cualitativo, se procedio a realizar una tabla de contingencia, prueba de

independencia chi?.
La hipétesis planteada en esta etapa fue:

Ho: los tratamientos de induccion a callo aplicados a cotiledones y ejes
embriogénicos de semillas maduras de Caesalpinia spinosa no presentan

variacion en su respuesta.

2.4.4 Etapa de Identificacion

Para esta etapa se realizd observaciones macro-morfolégicas de caracter
cualitativo con las que se procedera a realizar una estadistica descriptiva, tabla de
contingencia y pruebas de chi? para identificar si existe o no correlacién entre los
tratamientos y las caracteristicas macro-morfologicas identificadas en los callos

formados.
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2.5 Procedimientos

2.5.1 Seleccion y preparacion del material vegetal

Para ésta investigacion se utilizO como insumo central las semillas
maduras de plantas adultas de Caesalpinia spinosa que tienen 8 afios de vida
productiva aproximadamente, las cuales fueron colectadas hace poco méas de un
afio, en distintos sectores de la provincia de Pichincha y fueron desinfectadas
guimicamente con Carboxin — Captan, previo su conservacion a -5°C, en el banco

de semillas del vivero de Cununyacu de la EPMMOP-Q.

La preparacion de las semillas para su manejo tanto para los ensayos de
desinfeccion como para los ensayos de induccion a callo se describe a

continuacion:

Se realiz6 un lavado con una solucién de 200ml agua con 2 gramos de detergente
comercial por cada 30 semillas durante 40 minutos con agitacion constante en un
shaker (Innova-2100) y a continuacion se realiz6 un triple enjuague con agua

destilada.

Debido a que la testa de las semillas maduras de guarango es dura se procedi6é a

realizar un proceso de escarificacion con cautin en la zona del micropilo.

Posteriormente se puso a las semillas en agua por dos dias con la finalidad de
ablandar la capa externa de la semilla y poderla retirar con mayor facilidad y
sacarlas de su periodo de letargo. Ademéas de permitir la absorcién de agua al
interior de la semilla para disolver y eliminar una serie de substancias que las

tenian en un periodo de latencia (Figura 2.1).
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4. En este estudio se adoptaron dos tipos de explantes como unidades
experimentales a partir de las semillas maduras, los cotiledones y el eje
embriogénico, para determinar su respuesta a la Desinfeccion e Induccion a callo.
Segun la metodologia citada por Bermudez et al., (2010) y Collado et al., (2008) se
procedié a separar los cotiledones de su eje embriogénico para luego sembrarlos
de manera que los cotiledones se ubicaron con el lado abaxial en contacto con el

medio de cultivo y los ejes embriogénicos en posicién horizontal.

Figura 2.1: A. Vainas maduras del arbol de Caesalpinia spinosa B. Semillas
maduras de guarango en estado de letargo, conservadas en el Banco de
germoplasma del CIAC. C. Semillas escarificadas y reactivadas D. Cotiledones y
ejes embriogénicos de guarango, fuera del periodo de latencia (Mancero, 2008 &
Ortega, 2012).
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2.5.2 Desinfeccién

2.5.2.1 Desinfeccion de los explantes

La asepsia de los explantes utilizados se precisa para el éxito en el cultivo
de tejidos vegetales por lo que en este caso todas las semillas que se utilizaron
ademas de ser tratadas con detergente previo su escarificacion, debieron

someterse a una serie de ensayos complementarios para su desinfeccion integra.

Se aplicaron 4 tratamientos para la desinfeccion, que se centraron en
soluciones de hipoclorito de sodio NaCIO con 4 gotas de Tween® 80 a diferentes
concentraciones y tiempos de accién, que fueron puestos en agitaciébn en un
shaker (Innova 2100) por 5 minutos para luego ser sometidos a 3 lavados con

agua destilada para eliminar residuos de la solucion.

Estos tratamientos propuestos para la desinfeccion fueron fundamentados
en los métodos de (Velasquez et al.,, 2006) y (Ramirez et al., 2002). Los

tratamientos se resumen en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Tratamientos de desinfeccion para semillas maduras de Caesalpinia

spinosa, Laboratorio de Micropropagacion de la EPMMOP-Q, Cununyacu, 2011.

TRATAMIENTOS PARA DESINFECCION

Ensayos Hipoclorito de sodio (NaClO) Tiempo (min)
(VIv) %
1 0.5 5
2 1.5 5
3 0.5 10
4 1.5 10
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2.5.2.2 Medio de cultivo para la etapa de desinfecc i6n

Para la fase de desinfeccion el medio de cultivo que se utilizé en los diferentes

ensayos de desinfeccion fue el medio MS (Murashige & Skoog).

1. El medio de cultivo que se medio MS, sacarosa grado | y agua destilada
conforme al volumen de medio requerido para cada ensayo. Las cantidades de las
sustancias usadas fueron pesadas en una balanza electrénica de precision
(ACCULAB) y mezcladas con un agitador magnético en un hotplate (CIMAREC).
Posterior a ello, se ajusto el pH del medio con un pH-metro (Jenway) a 5.8 + 0.02
con ayuda de NaOH (1M y 0.1 M) o HCI (1M y 0.1 M) segun el caso para luego

afiadir el agente gelificante (agar Sigma, 6.5 g.L™).

2. A continuacion en un horno microondas (Whirpool) fue hervido el medio de

cultivo con el fin de homogenizar la composicion.

3. El medio posteriormente fue dispensado en tubos de 18x150mm con 15ml
del medio se los tapd para esterilizarlos en una autoclave vertical (Trident Medical
EA-632) por 45 minutos a 120°C de temperatura y 127 kg.cm™ de presion.

2.5.2.3 Siembra de los explantes

Para la siembra de los cotiledones y ejes embriogénicos en la desinfeccion se lo
hizo en una cadmara de flujo laminar (Streamline) que fue previamente esterilizada
con radiacion UV durante 20 minutos. De la misma manera el material de vidrio
como los instrumentos de metal utilizados fueron esterilizados en una autoclave
horizontal (Tuttanauer 2540M) a 244.73 kg.cm™ y 120°C durante 45 minutos.
Ademés para una desinfeccion constante de la instrumentacion dentro de la

camara fue ubicado un frasco de vidrio que contenia alcohol al 96%.
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Por otro lado, una vez que las semillas han sido reactivadas mediante un
proceso de escarificacion en la zona del micrépilo para que el agua permita que
las semillas salgan del periodo de letargo en el que se encontraban al ser
conservadas en el Banco de Germoplasma del CIAC, fueron sometidas a los
diferentes tratamientos de desinfeccion detallados en la tabla 2.1 y lavados con
agua destilada dentro de la camara de flujo laminar (Streamline), se procedi6 a
retirar la testa de la semilla utilizando un bisturi, luego se separ6 los cotiledones
del eje embriogénico. A los ejes embriogénicos se les retiro 1Imm de cada extremo
y se realizo tres pinchazos con la punta del bisturi N° 11 en el centro de cada

cotiledon (Figura 2.2).

Figura 2.2: A. Semillas de guarango sin testa. B. y C. Separacion de los cotiledones y

ejes embriogénicos (Ortega, 2012).
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A continuacién los cotiledones y los ejes embriogénicos fueron sembrados
de manera que los cotiledones se ubicaron con el lado abaxial en contacto con el
medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) y los ejes embriogénicos en posicion
horizontal (Collado et al., 2008), poniendo un explante en cada tubo (Figura 2.3).

Figura 2.3: A. Eje embriogénico sembrado horizontalmente. B. Cotiledon sembrado con

el lado abaxial en contacto con el medio de cultivo (Ortega, 2012).

Los tubos fueron trasladados al cuarto de crecimiento in vitro donde se
emple6 un fotoperiodo continuo de 24 horas de oscuridad y a una temperatura
promedio de 25° £ 2°C (Anexo A).

2.5.2.4 Andlisis de datos

Para la etapa de desinfeccion se aplicaron dos unidades experimentales, un
cotiledén y un eje embriogénico sembrados en un tubo de ensayo. Para cada
tratamiento de desinfeccién se emple6 un disefio completamente al azar (DCA),
con 10 observaciones por tratamiento con 3 replicas, donde la fuente de

variabilidad fueron los tratamientos de desinfeccion.
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FACTORES

Tipos de Explantes:

. Cotiledones
. Ejes embriogénicos
VARIABLES

Las variables de respuesta tanto para cotiledones como para ejes

embriogénicos fueron:

. Numero de explantes vivos a los 25 dias.
. Contaminacion provocada por hongos y/o bacterias.
. Numero de explantes necrosados.

2.5.3 Induccion a callo embriogénico

Al haber determinado el mejor método de desinfeccién se procedié a
plantear un ensayo preliminar de induccion a callo embriogénico basado en
investigaciones relacionadas como (Buendia et al., 2003), (Marinucci et al., 2004),
(Gomez et al., 2006) y (Garcia et al., 2006). Para posteriormente instalar un
ensayo final a partir de los mejores resultados arrojados del ensayo preliminar de

induccion.

Los explantes utilizados para el ensayo preliminar fueron cotiledones y
ejes embriogénicos que se sembraron en tubos de ensayo de 18 x 150mm con 15
mL con medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) (Anexo B) y Gamborg's
B5 (Gamborg, Miller & Ojima, 1968) (Anexo C), evaluados ambos con diferentes
combinaciones y concentraciones de reguladores de crecimiento que se describen
en la Tabla 2.2.
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2.5.3.1 Medios de cultivo para la etapa de induccié n a callo embriogénico

En la fase de induccién a callo para los ensayos preliminares de induccion
a callo los medios de cultivo que se utilizaron fueron MS (Murashige & Skoog,
1962) y Gamborg's B5 (Gamborg et al., 1968).

. Los dos tipos de medio de cultivo se los uso a una concentracién del 100%. Una
vez disueltos los elementos principales tales como el medio, sacarosa grado | al
3% y agua destilada conforme al volumen de medio requerido para cada ensayo.
Las cantidades de las sustancias usadas fueron pesadas en una balanza
electronica de precision (ACCULAB) y mezcladas con un agitador magnético en
un hotplate (CIMAREC). Posterior a ello, se ajusté el pH del medio con un pH-
metro (Jenway) a 5.8 £ 0.02 con ayuda de NaOH (1M y 0.1 M) o HCI (1M y 0.1 M)

segun el caso para luego afadir el agente gelificante (agar Sigma, 6.5 g.L™).

. Luego, el medio de cultivo fue calentado en horno microondas (Whirpool) para que
se pueda homogenizar la mezcla. El suplemento de los diferentes fitorreguladores
fue con la ayuda de micropipetas dependiendo del volumen correspondiente al

tratamiento que se detalla en la Tabla 2.2.

. El medio posteriormente fue dispensado en tubos de 18x150mm con 15ml del
medio se los tapé para esterilizarlos en una autoclave vertical (Trident Medical EA-
632) por 45 minutos a 120°C de temperatura y 127 kg.cm™ de presion.

. La siembra de los explantes manejados (cotiledones y ejes embriogénicos) en la
etapa de induccion fue la misma metodologia utilizada anteriormente la etapa de

desinfeccion.
Una vez concluido la siembra de cotiledones y ejes embriogénicos en los

tratamientos propuestos en los ensayos preliminares de induccion, se los llevo al

cuarto de crecimiento in vitro, donde las gradillas de tubos fueron tapadas
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completamente con una funda negra para dar la condicion total de oscuridad y

contribuir a la formacion del callo.

Tabla 2.2 Dosificacion de bioreguladores en medio de cultivo MS vy
Gamborg B5 para los ensayos preliminares de induccion a callo a partir de
cotiledones y de ejes embriogénicos de arboles de Caesalpinia spinosa,

Laboratorio de Micropropagacion de la EPMMOP-Q, Cununyacu, 2011.

TRATAMIENTOS PRELIMINARES DE INDUCCION

Medio Tratamiento Reguladores de crecimiento (mg.L ™)
Control 1 -
VIS T1 2,4-D (2 mg.L'™!) + Kin (1 mg.L™)
T2 2,4-D (1 mg.L™") + BAP (0.5 mg.L™)
T3 TDZ (0.2 mg.L™Y) + AIA (0.05 mg.L™h)
Control 2 -
Gamborg T4 2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™)
B5 T5 2, 4-D (1 mg.L'Y) + BAP (0.5 mg.L'Y)
T6 TDZ (0.2 mg.L'%) + AIA (0.05 mg.L?)

2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético; BAP: 6-bencilaminopurina; Kin: kinetina; AlA: acido

indol-acético y TDZ: thidiazuron.

2.5.3.2 Analisis de datos, ensayo preliminar de ind  uccion a callo

Para el ensayo preliminar de induccion se aplicaron dos unidades
experimentales, un cotiledon y un eje embriogénico sembrados en un tubo de
ensayo. Para cada tratamiento se implement6 Para cada tratamiento de induccion
se emple6 un disefio completamente al azar (DCA), con 10 observaciones por
tratamiento con 3 replicas, donde la fuente de variabilidad fueron los tratamientos

de desinfeccion. En los datos de caracter cualitativo, se procedio a realizar una
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tabla de contingencia y se aplicé la prueba de independencia chi? junto con un
analisis descriptivo.

FACTORES
Tipos de Explantes
. Cotiledones

. Ejes embriogénicos

Medio de cultivo
. Medio MS
. Medio Gamborg’s B5

Combinacion de Bioreguladores

. Sin Biorreguladores

. 2,4-D (2 mg.L™) + Kin (1 mg.L™)

. 2,4-D (1 mg.L'Y) + BAP (0.5 mg.L'h)
. TDZ (0.2 mg.L?) + AIA (0.05 mg.L?)

VARIABLES
La variable de respuesta tanto para cotiledones como para ejes
embriogénicos fue:

. Formacion de callo a los 60 dias.

. Tiempo de formacion de callo a los 15, 30, 45 y 60 dias.
. Andlisis macro-morfolégico.

. Formacion de callo embriogénico.

Luego de evaluar los resultados conseguidos en el ensayo preliminar de
induccion como son, formacion de callo a los 15, 30, 45 y 60 dias y el analisis
morfologico de friabilidad, color y textura de los callos formados a los 60 dias de

haber sido sembrados. El explante en el cual se dio resultados positivos para
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callogénesis fue Unicamente en el cotileddon. Asi se pudo seleccionar los dos
mejores tratamientos empleados que generaron la mayor presencia de callo viable
y con ellos se procedid a montar el ensayo final de induccién, probando tres
niveles de concentraciones de las combinaciones de los reguladores de
crecimiento en el respectivo medio de cultivo, de manera ortogonal, incluyendo

los tratamientos iniciales de los cuales se parte, definidos en la Tabla 2.3.

La elaboracion del medio de cultivo para los ensayos finales de induccién
fue la misma aplicada en los ensayos preliminares de induccion con la diferencia

en las cantidades de los reguladores de crecimiento aplicados.

Tabla 2.3 Dosificacibn de las concentraciones y combinaciones de
bioreguladores para los ensayos concluyentes de induccion a callo a partir de
cotiledones de semillas maduras de Caesalpinia spinosa, Laboratorio de

Micropropagacién de la EPMMOP-Q, Cununyacu, 2011.

TRATAMIENTOS FINALES DE INDUCCION
Medio Tratamiento Reguladores de crecimiento (mgL ™)
Control 1 -
T1 2,4-D (1 mg.L™") + Kin (0.5 mg.L™)
T2 2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™Y)
. T3 2,4-D (4 mg.L'") + Kin (2 mg.L™Y)
Control 2 -
T4 TDZ (0.1 mg.L'™%) + AIA (0.025 mg.Lh)
T5 TDZ (0.2 mg.L'™}) + AIA (0.05 mg.L'h)
T6 TDZ (0.4 mg.L'Y) + AIA (0.10 mg.L'h)
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Una vez concluido la siembra las gradillas con los tubos de los
tratamientos de los ensayos finales de induccion fueron llevadas al cuarto de
crecimiento in vitro donde fueron tapadas completamente con una funda negra

para dar la condicion total de oscuridad y contribuir a la formacion del callo.

2.5.3.3 Analisis de datos del ensayo final de induc  cién a callo

En el ensayo final de induccidén se aplicO una unidad experimental, un
cotiledon sembrado en un tubo de ensayo. Se utilizd en este ensayo un DCA,
ademas en los datos de caracter cualitativo, se procedio a realizar una tabla de
contingencia, una prueba de independencia chi® y un andlisis descriptivo. Igual

qgue en el ensayo preliminar se realizaron 10 observaciones por tratamiento con 3

replicas.

FACTORES

. Combinacion de reguladores de crecimiento

VARIABLES

La variable de respuesta tanto para cotiledones como para ejes embriogénicos
fue:

. Formacion de callo a los 60 dias.

. Tiempo de formacion de callo a los 15, 30, 45 y 60 dias.

. Andlisis macro-morfolégico.

. Formacién de callo embriogénico.

2.5.4 Identificacion de callo embriogénico

Completado la etapa de induccion a callo se procedio a la identificacion de

viabilidad de los callos mediante su particular macro-morfologia, como el color y la
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textura (Rodriguez et al., 2005), utilizando par la identificacion la ayuda de un

estereoscopio (Olympus).

Figura 2.4: A. Callo obtenido en la etapa de induccion. B Callo observado al

estereoscopio (Ortega, 2012).

2.5.4.1 Analisis Histolégico

Una vez identificados los callos con caracteristicas viables a callo
embriogénico se procedié a realizar el analisis histolégico que consisti6 en un
frotis de una muestra de dichos callos viables aproximadamente 0.5 mm. Las
placas fueron tefiidas con una solucién de acetocarmin al 2% (p/v) por 15
segundos, en seguida, se realiz6 un lavado del exceso de tincibn con agua
destilada, y finalmente se observo directamente en el microscopio éptico (Olympus
CX31) dentro de la camara de flujo laminar (Streamline), permitiendo asi la

identificacion de estructuras embriogénicas (Vega & Prehn, 2005).
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2.5.4.2 Andlisis de datos

Los datos generados en el analisis macro-morfoldgico fueron de caracter
cualitativo con los que se procedid a realizar una estadistica descriptiva, tabla de
contingencia y para la identificacion de viabilidad de los callos se realiz6 un
analisis cluster jerarquico de su macro-morfologia, como el color, con cuatro
subniveles transldcido, crema, café, verde, y textura con dos subniveles compacto

y friable, utilizando par la identificacion la ayuda de un estereoscopio (Olympus).
En cuanto a las observaciones histoldgicas en el microscopio de los callos

embriogénicos se realiz0 frotis de los callos para poder identificar estructuras

propias del tejido embriogénico.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

La descripcion de los resultados se presenta en cuatro fases. La primera
fase consta de la desinfeccion de cotiledones y de ejes embriogénicos dentro de
los cuales se analizé a los explantes vivos, su contaminacion y necrosis. La
segunda fase constituyen los ensayos preliminares de induccion de cotiledones en
primera instancia y de ejes embriogénicos posteriormente, la tercera fase describe
al ensayo final de induccion a callo de cotiledones. Finalmente la cuarta fase
describe al andlisis histologico de los callos embriogénicos formados en la etapa
tres.

3.1 Fase 1: Desinfeccion de los explantes

Durante la etapa de desinfeccién de los dos explantes usados en este
estudio (cotiledones y ejes embriogénicos de la semilla de guarango), se evalué el
efecto de cuatro tratamientos establecidos con dos diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (NaClO) (0,5 y 1,5%) y dos tiempos de inmersiéon (5 y 10
minutos).

3.1.1 Explantes vivos en cotiledones y ejes embrio  génicos
Los datos de los explantes vivos y descartados tanto en cotiledones como

en ejes embriogénicos se detallan en la Tabla 3.1.

Tras 25 dias de haber sido establecidos los cotiledones y ejes
embriogénicos se analizaron los datos de la desinfeccion (Tabla 3.1). De manera

general se pudo observar que tanto el porcentaje de explantes vivos en
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cotiledones (56,7%) como en ejes embriogénicos (75,8%) fue mayor que los

explantes descartados.

Tabla 3.1 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de cotiledones y
ejes embriogénicos vivos y descartados, evaluados a los 25 dias de haber sido

establecidos.

Tratamientos de Cotiledones Ejes Embriogénicos
desinfeccion Vivos Descartados Total Vivos  Descartados Total
Tratamiento 1 Frec 12 19 30 29 1 30
(NaClO 0,5% x 5min) % 40,0% 63,3% 100,0% 96,7% 3,3% 100,0%
Tratamiento 2 Frec 18 12 30 24 6 30
(NaClO 1,5% x 5min) % 60,0% 40,0% 100,0% 80,0% 20,0% 100,0%
Tratamiento 3 Frec 27 3 30 23 7 30
(NaClO 0,5% x 10min) % 90,0% 10,0% 100,0% 76,7% 23,3% 100,0%
Tratamiento 4 Frec 11 18 30 15 15 30
(NaClO 1,5% x 10min) % 36,7% 60,0% 100,0% 50,0% 50,0% 100,0%
Frec 68 52 120 91 29 120
Total
% 56,7% 43,3% 100,0% 75,8% 24,2% 100,0%
‘ Chi-cuadrado de Pearson 21,991% 18,325° ‘

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 13,00.

En el caso de los cotiledones se pudo observar que el tratamiento T3
(NaClO al 0,5% durante 10 min) present6 una frecuencia de 27, lo que representd
un porcentaje de 90% de explantes vivos, que fue superior a los demas
tratamientos aplicados, y el porcentaje de descarte para este tratamiento fue de
10% (Figura 3.1).

El tratamiento T4 presentd un porcentaje de 36,67% de explantes vivos,
mientras que los dos tratamientos restantes T1 y T2 presentaron porcentajes de

explantes vivos de 40 y 60% respectivamente.
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Mientras que como se puede visualizar en la Tabla y Figura 3.1 en el caso

de la desinfeccion de ejes embriogénicos, el tratamiento T1 (NaClO al 0,5%

durante 5 min) presenté una frecuencia de 29 lo que representd el 96,7% de

explantes vivos, superando al resto de tratamientos aplicados, que obtuvieron

porcentajes entre el 50 y el 80% de explantes vivos.

Cotiledones

g

Porcentaje

T1 T2

W %Descartados M% Explantes vivos

L00%

80%

60%

20%

10%

0%

T3 T4

Tratamientos de desinfeccidn

T1

Ejes Embrogénicos

T2 T3 T4

Figura 3.1: Porcentajes de cotiledones y ejes embriogénicos vivos y descartados,

evaluados a los 25 dias de haber sido establecidos (Ortega, 2012).

Tras el analisis estadistico de los datos de desinfeccién, Chi- cuadrado de

Pearson tomdé un valor de 21,991 para cotiledones y 18,325 para ejes

embriogénicos, siendo ambos valores significativos al 95% de confianza, por lo

cual se decidi6 rechazar la hipétesis de independencia y concluir que las variables,

vivos y descartados para ambos explantes estan relacionados con los tratamientos

de desinfeccion aplicados.
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3.1.2 Contaminacion bacteriana, fingica y necrosis

En esta fase se describe la contaminacion por bacterias, hongos y la
necrosis en los dos explantes (cotiledones y ejes embriogénicos) por separado,

como se detalla a continuacion:

3.1.2.1 Cotiledones

Del total de cotiledones sembrados (120 unidades), el 43,3% fue
descartado (Tabla 3.1), de este porcentaje se pudo ver en la Tabla 3.2, que en el
tratamiento T1 fue donde mayor porcentaje de descarte se presentd 16,8%, de
éste porcentaje, el factor de descarte que mayor incidencia mostré fue la
contaminacion por hongos (9,2 %), en el tratamiento T4 el porcentaje de descarte
fue de 11,8%, en este caso el factor de descarte que mayor presencia demostré
fue la necrosis (10,8%). En el caso del tratamiento T3 el porcentaje de descarte
fue de 4,2%, que fue el porcentaje mas bajo de descarte de todos los tratamientos

aplicados.

Tabla 3.2 Tabla de contingencia de frecuencia y porcentaje de los factores de

descarte en los cotiledones de la semilla de guarango.

T1 T2 T3 T4
o Total
Condicion 5 min 10 min
0,5%NaClO 1,5%NaClO 0,5%NaClO 1,5%NaClO

Necrosis Frec 0 7 2 13 22
% ,0% 5,8% 1,7% 10,8% 18,3%

Hongo Frec 11 4 2 1 18
% 9,2% 3,4% 1,7% 0,8% 15,0%

Bacteria Frec 9 2 1 0 12
% 7,5% 1,7% 0,8% ,0% 10,0%
Frec 20 13 5 14 52(43,3%

Total
% 16,8% 10,9% 4,2% 11,8% 0(100%)
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En la Tabla 3.3, se presenta el resultado del tiempo vs la concentracion de
NaClO, en la cual muestra el efecto de estos componentes de los tratamientos de

desinfeccion sobre cada agente de descarte de dichos explantes.

Tabla 3.3 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes del efecto del
tiempo y la concentracion de NaClO sobre los factores de descarte en los

cotiledones.

Tiempo 0,5% 1,5% | Parcial 0,5% 1,5% | Parcial | 0,5% 1,5% | Parcial |Total
(min) | NaClO | NaClO NaClO | NaClO NaClO | NaClO
Frec 9 2 11 11 4 15 0 7 7 31
> % 7,5% 1,7% 9,2% 36,7% 3,4% 12,5% ,0% 5,8% 58% |25,8%
Frec 1 0 1 2 1 3 2 13 15 21
10 % 0,8% ,0% 0,8% 1,7% 0,8% 2,5% 1,7% 10,8% 12,5% |17,5%

Frec 10 2 -‘ 13 5 18 2 20 22 52
Total
% 8,3% 1,7% -‘ 10,8% 4,2% 15% 1,7% 16,7% 18,3% |43,3%

De manera global se observa una incidencia mayor en la necrosis (18,3%)
gue visualmente representa al tejido del cotiledén necrosado, en segundo lugar
fue el porcentaje de contaminacién por hongos (15,0%) y en tercer lugar se

presento la contaminacion por bacterias con una incidencia de 10,0 % (Tabla 3.3).

Asi mismo, el solo efecto de la variable tiempo (filas de la Tabla 3.3) sobre
la contaminacién (bacteria; hongo) pudo deberse a que a mayor tiempo de
inmersiébn menor contaminacion, mientras que se concibe un efecto contrario para
la necrosis en los cotiledones, ya que a mayor tiempo de inmersion hubo mayor

namero de explantes necrosados.

Por otro lado, también se comparé el resultado de la variable

concentracion de NaClO (columnas de la Tabla 3.3), en este punto se puede
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observar que en la concentracion mas alta de NaClO (1,5%) sobre la
contaminacion (bacteria; hongo) hubo menor cantidad de explantes contaminados,
no asi en el caso de la necrosis en la cual se observé que a mayor concentracion

de NaClO mayor cantidad de explantes necrosados se presentaron.

En la Figura 3.2 se muestran fotografias de cotiledones contaminados por

bacterias, hongos y cotiledones necrosados apreciados a los 25 dias.

Figura 3.2: Factores de descarte en cotiledones durante la fase de desinfeccion
A) contaminacion bacteriana, B) contaminacion fangica y C) necrosis del explante
(Ortega, 2012).

En la Figura 3.3 del diagrama de dispersion de componentes, se muestra
la correlacion entre los niveles de cada factor que formaron los tratamientos de
desinfeccion para el caso de los cotiledones, el tiempo de inmersion de los

cotiledones al hipoclorito vs la concentracién del mismo.
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Figura 3.3: Diagrama de dispersién del andlisis de componentes (tiempo de
exposicion de los cotiledones al hipoclorito vs la concentracion de NaClO) de los

tratamiento de desinfeccion para cada una de las condiciones de descarte
(Ortega, 2012).
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3.1.2.2 Ejes embriogénicos

En cuanto a los ejes embriogénicos totales sembrados (120 unidades), el

24,2% fue descartado (Tabla 3.1), del cual como se pudo ver en la Tabla 3.4, el

tratamiento T4 tiene el mayor porcentaje de descarte 12,5%, siendo la necrosis el

anico factor de descarte, en los tratamientos T2 y T3 el porcentaje de descarte fue

bajo de 5,0% y 5,8% respectivamente, predominando la necrosis como factor de

descarte.

Tabla 3.4 Tabla de contingencia de frecuencia y porcentaje de los factores de

descarte en ejes embriogénicos de la semilla de guarango.

Tl T2 T3 T4 Total
Condicion 5 min 10 min
0,5%NaClO 1,5%NaClO 0,5%NaClO | 1,5%NaCIlO
Necrosis Frec 0 6 7 15 28
% ,0% 5,0% 5,8% 12,5% 23,4%
Hongo Frec 0 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
Bacteria Frec 1 0 0 0 1
% 0,8% ,0% ,0% ,0% 0,8%
Frec 1 6 7 15 29(24,2%)
Total
% 0,8% 5,0% 5,8% 12,5% 0(100%)

En la Tabla 3.5, se muestra el efecto del tiempo vs la concentracion de

NaClO, componentes de los tratamientos de desinfeccidon, sobre cada agente de

descarte para los ejes embriogénicos, sean estos por bacterias, hongos y por

necrosis.
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Tabla 3.5 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes del efecto del
tiempo y la concentracion de NaClO sobre los factores de descarte en los ejes

embriogénicos.

_ Hongo Necrosis
Tiempo | 0 505 1,5% Parcial 0,5% 1,5% Parcial 0,5% 1,5% Parcial |Total
(min) | NaCIO | NaClO NaClO | NaClo NaClO | NaClo
Frec 1 0 1 0 0 0 0 6 6 7
> % | 0,8% ,0% 0,8% ,0% ,0% ,0% ,0% 5,0% 50% |5,8%
Frec 0 0 0 0 0 0 7 15 22 22
10 % ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% 5,8% 12,5% 18,3% |18,3%
Frec | 1 0 - 0 0 0 7 21 28 29
lotal
% 0,8% ,0% - ,0% ,0% ,0% 5,8% 17,5% 23,3% | 24,2%

A manera general se observé que la mayor incidencia de descarte que se
presentd es la necrosis (23,3%), que visualmente figura el tejido del explante
necrosado, también se pudo apreciar la presencia de contaminacién por bacterias
(0,8%) mas no contaminacion por hongos (Tabla 3.5).

En las filas de la Tabla 3.5 se puede apreciar el solo efecto de la variable
tiempo, asi, con respecto a la contaminacién por bacteria se pudo ver que en el
tiempo de inmersidn cinco-minutos se dio un porcentaje de 0,8%, caso contrario
se evidencio en el tiempo de inmersion diez-minutos para el caso de la necrosis,
gue demostré un porcentaje de 18,3% mayor que en el tiempo de inmersion cinco-
minutos que fue de 5,0%.

De la misma manera, también se compard el resultado de la variable
concentracion de NaClO (columnas de la Tabla 3.5) en el caso de la necrosis en la
cual se observo que a mayor concentracion de NaClO se presentd mayor cantidad

de explantes necrosados.
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En la Figura 3.4 se muestran fotografias de ejes embriogénicos
contaminados por bacterias, hongos y cotiledones necrosados apreciados a los 25

dias.

Figura 3.4 Factores de descarte en ejes embriogénicos durante la fase de
Desinfeccion A) contaminacién bacteriana, B) contaminacion fungica y C) necrosis
del explante (Ortega, 2012).

En la figura 3.5 del diagrama de dispersiéon de componentes se modela la
correlacion entre los niveles de cada factor que formaron los tratamientos de
desinfeccién para el caso de los ejes embriogénicos, el tiempo de inmersion de los

ejes embriogénicos al hipoclorito vs la concentraciéon del mismo.
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Figura 3.5: Diagrama de dispersiéon del andlisis de componentes (tiempo de

exposicion vs concentracion de NaClO) de los tratamiento de desinfeccion para

cada una de las condiciones de descarte en ejes embriogénicos (Ortega, 2012).
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3.2 Fase 2: Ensayo preliminar para la induccion  a callo

Luego del establecimiento de los métodos de desinfeccion para los dos
explantes usados en este estudio (cotiledones y ejes embriogénicos de la semilla
de guarango), se procedié a realizar dos ensayos para la induccion a callo

embriogénico.

Acorde a la metodologia descrita para esta fase tanto para cotiledones
como para ejes embriogénicos se utilizd medio MS y Gamborg B5 con tres

diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento mas dos controles.

Los resultados se presentaran primero en cotiledones y luego en ejes
embriogénicos, en el siguiente orden: formacion de callo evaluado a los 60 dias,
tiempo de formacién de callo evaluado a los 15, 30, 45 y 60 dias y morfologia del

callo.

3.2.1 Cotiledones

3.2.1.1 Formacion de callo

Se analiz6 el porcentaje total de formacién de callo al término de 60 dias

de haber sido establecidos.

Tras el andlisis del efecto del medio de cultivo se pudo observar que en el
medio MS se presenté mayor formacion de callo (42,5%) a diferencia del medio

Gamborg” B5 que mostré un porcentaje de formacion de callo de 14,2%.

61



Tabla 3.6 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de la formacién y

ausencia de callo en cotiledones, evaluados a los 60 dias.

Tratamientos preliminares induccion Condicién
Medio Reguladores de Crecimiento Formacion de No formacion Total
callo de callo
Control 1 Frec 0 30 30
% ,0% 100,0% 100,0%
T1 Frec 19 11 30
2,4-D (2 mg.L™) +Kin (1 mg.L™) % 63,3% 36,7% 100,0%
0 T2 Frec 10 19 30
= 2,4-D (1 mg.L™") + BAP (0,5 mg.L™) % 33,3% 63,3% 100,0%
T3 Frec 22 8 30
TDZ (0.2 mg.L™) + AIA(0,05 mg.L™) % 73.3% 26,7% 100,0%
Total Frec 51 68
120 (100%)
% 42,5% 56,6%
Control 2 Frec 0 30 30
% 0% 100,0% 100,0%
T4 Frec 8 13 30
@ 2.4-D (2 mg.LY) + Kin (1 mg.L™Y) % 26,7% 43,3% 100,0%
E” T5 Frec 9 7 30
% 2,4-D (1 mg.L™) + BAP (0,5 mg.L™) % 30,0% 23,3% 100,0%
© T6 Frec 0 30 30
TDZ (0.2 mg.L™) + AIA(0,05 mg.L™Y) % 0% 100,0% 100,0%
Frec 17 80
Total 120 (100%)
% 14,2% 66,7%
De la misma manera, se puede observar en la Tabla 3.6 que la
combinacion medio de cultivo — reguladores de crecimiento genero dos

tratamientos que se destacaron en la formacién de callo, T3 (MS: TDZ (0,2 mg.L™)
+ AlA (0,05 mg.L™)) con un 73,3% de callos formados y una ausencia de callo del
26,7%, de igual manera T1 (MS: 2, 4-D (2 mg.L") + Kin (1 mg.L™) tiene una
proporcion de 63,3% en la formacién de callo.
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Por otro lado, los tratamientos que presentaron porcentajes bajos de callo
formado fueron: T2 (MS: 2,4-D (1 mg.L™) + BAP (0,5 mg.L™")) que presentd un
porcentaje de 33,3% en la formacion de callo, T4 (Gamborg B5: 2,4-D (2 mg.L™?) +
Kin (1 mg.Lh) y T5 (Gamborg B5: 2, 4-D (1 mg.L?) + BAP (0,5 mg.L™))
presentaron porcentajes inferiores al Tratamiento 2 (T2).

Para la variable ausencia de callo, ademas de los controles C1 (MS) y C2
(Gamborg'B5) que presentaron un porcentaje del 100% de ausencia de callo, el
tratamiento T6 (Gamborg B5: TDZ (0,2 mg.L™") + AIA (0,05 mg.L™)) fue el Gnico

con ausencia total de callos formados.
3.2.1.2 Tiempo de formacion de callo

Los resultados de la variable tiempo de formacién de callo fueron
evaluados en cuatro periodos (15, 30, 45 y 60 dias) a partir del porcentaje total de
callo formado 56,7% (Tabla 3.6).

En el medio MS a los 15 dias de evaluacion no se evidencio presencia de
callo, mientras el mayor porcentaje de formacién de callo en este mismo medio se
presentd a los 45 dias de evaluacion. En tanto que, para el caso del medio
Gamborg B5 se observé de manera general menor porcentaje de formaciéon de
callo que en el medio MS, sin embargo, en los cuatro periodos evaluados se

evidencio formacion de callo (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de formacion de

callo en cotiledones, evaluados a los 15, 30, 45y 60 dias.

Tratamientos preliminares induccion Condicién
Medio Reguladores de Crecimiento 15dias 30 dias 45 dias 60 dias
Control 1 Frec 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0%
T1 Frec 0 0 11 6
2,4-D (2 mg.L™) + Kin (1 mg.L™Y) % ,0% ,0% 16,2% 8,8%
) T2 Frec 0 3 4 6
= 2,4-D (1 mg.L'") + BAP (0,5 mg.L™Y) % 0% 4,4% 5,9% 8,8%
T3 Frec 0 3 12 7
TDZ (0.2 mg.LY) + AIA (0,05 mg.L™) % ,0% 4,4% 17,6% 10,3%
Total Frec 0 6 27 19
% ,0% 8,8% 39,7% 27,9%
Control 2 Frec 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0%
@ T4 Frec 0 3 5 0
g 2,4-D (2 mg.L™) + Kin (1 mg.L™Y) % ,0% 4,4% 7.4 % ,0%
E T5 Frec 1 1 4 3
© 2,4-D (1 mg.L'") + BAP (0,5 mg.L™Y) % 1,5% 1,5% 5,9% 4,4%
T6 Frec 0 0 0 0
TDZ (0.2 mg.L) + AIA (0,05 mg.L™) % ,0% ,0% ,0% 0%
Frec 1 4 9 3
Total
% 3,3% 4,4% 13,2% 4,4%

Al estudiar el efecto que causa la combinacion de medio de cultivo-
reguladores de crecimiento, se destacaron los tratamientos T1 y T3 a los 45 y 60

dias de evaluacion como se puede apreciar en la Tabla 3.7 y Figura 3.6.
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Figura 3.6: Porcentajes de callo formados en cotiledones a los 15, 30, 45 y 60

dias en los tratamientos de induccioén a callo (Ortega, 2012).

3.2.1.3 Morfologia de los callos

Para el andlisis macro-morfologico de los callos formados (Tabla 3.6) en
cada uno de los tratamientos preliminares de induccién aplicados se tomé en

cuenta textura del callo (friable; compacto) y color (translicido, café, crema y
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verde) como se muestran en la Tabla 3.8, pudiendo de esta manera conocer las
caracteristicas de dichos callos, en la Figura 3.7 se pueden ver fotografias de los

diferentes tipos de callos formados.
Ademas se analizaron las variables textura y el color de los callos formados,
mediante la prueba Chi®, con la cual se verificé la relacién directa entre las variables

textura y color del callo en los tratamientos que presentaron formacion de callo.

Tabla 3.8 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de las

caracteristicas macro-morfolégicas de los callo formados en cotiledones.

Tratamientos preliminares induccion

Color Textura
Medio Reguladores de Crecimiento Translicido | Café | Crema | Verde | Friable | Compacto
Frec 0 0 0 0 0 0
Control 1
% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
T1 Frec 17 0 0 0 17 0
2,4-D (2 mgL™) + Kin (1 mgL™) % 24,9% ,0% ,0% ,0% 27,9% ,0%
%) T2 Frec 10 3 0 0 10 3
=
2,4-D (1 mgL™) + BAP (0.5 mgL™) % 14,7% 4,4% ,0% ,0% 14,7% 4,4%
T3 Frec 19 0 0 2 19 2
% 27,9% ,0% ,0% 2,9% | 29,4% 2,9%
TDZ (0.2 mgL™) + AIA (0.05 mgL™)
Frec 46 3 0 2 46 5
Total
% 67,64% 4,4% ,0% 2,9% | 67,64% 7,4%
Frec 0 0 0 0 0 0
Control 2
% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
8 T4 Frec 0 6 2 0 0 8
S| 240@moLY +Kin (@ mgLY) % 0% 8,8% 29% 0% | 0%  11,8%
o
E 5 Frec 0 0 5 4 0 9
O
2,4-D (1 mgL™) + BAP (0.5 mgL™) % ,0% ,0% 74% 5,8% ,0% 13,2%
T6 Frec 0 0 0 0 0 0
TDZ (0.2 mgL™) + AIA (0.05 mgL™) % ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
Frec 0 6 7 4 0 17
Total
% ,0% 8,8% 10,3% 5,8% ,0% 25%
Chi-cuadrado de Pearson 162,821°
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Para conocer si existe una correlacion entre las variables color y textura de
los callos formados en cada tratamiento aplicado se realizé una prueba Chi cuadrado
de Pearson que tomé un valor de 162,821, al 95% de confianza, por lo cual se
decide rechazar la hipétesis de independencia y concluir que el color y textura

estan relacionados con los tratamientos de induccion aplicados.

Figura 3.7: Fotografias de los callos formados en cotiledones: A) callo friable -
translicido del tratamiento T1, B) callo friable - translicido del tratamiento T3, C)
callo compacto-verde del tratamiento T5, D) callo compacto - crema del

tratamiento T4 E) callo compacto - café del tratamiento T4 (Ortega, 2012).
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Mediante el analisis cluster jerarquico (Figura 3.8) se pudo conglomerar
los callos formados segun las caracteristicas distintivas que mostraron cada uno,
mediante la seleccion de la medida usada para comprobar el semejante entre los
explantes usados con distintas distancias y de esta manera agruparlos segun sus

caracteristicas.

Distancia

c1

conglomerado Tratamientos
T6 C1,C2yTE

IEI Cluster 2

conglomerado Tratamientos
c2 . T, T2y T2

IEI Cluster 3:

conglomerado Tratamientos
12— T4y T

Objeto

T3

T4

T3

Figura 3.8: Analisis cluster jerarquico de los callos formados en los cotiledones,
por combinacién de conglomerados re-escalados (Ortega, 2012).

Como se puede distinguir en la Figura 3.8 existen tres cluster o
conglomerados, de los cuales el cluster 2, reunio a los tratamientos 1,2 y 3 en los
cuales se presentd formacion de callo con caracteristicas similares, que se
describen en la Tabla 3.8 y que distingue a un callo embriogénico

morfolégicamente hablando. El cluster 3, conglomerd a los tratamientos 4 y 5, que
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mostraron callos de textura compacta y de color café, crema y verde siendo estas
caracteristicas tipicas de callos no embriogénicos. El cluster 1 conglomeré los

casos que no presentaron formacion de callo.

En la Tabla 3.9 se puede observar en que tratamiento y cuantos de los
callos formados fueron embriogénicos o no embriogénicos y asi identificar el mejor
medio de cultivo conjuntamente con la combinacion de reguladores de crecimiento

con los cuales se pudo construir el ensayo final de induccién a callo.

Tabla 3.9 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de callos formados,

callos embriogénicos y no embriogénicos en cotiledones, evaluados a los 60 dias.

Tratamientos preliminares induccion Condicion
Medio Reguladores de Crecimiento Formacion de callo
Emb No Emb. Total
Frec 0 0 0
Control 1
% ,0% ,0% ,0%
T1 Frec 17 0 17
2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™) % 56,7% ,0% 56,7%
0 T2 Frec 10 3 13
= 2,4-D (1 mg.L™) + BAP (0.5 mg.L™") % 33,3% 10,0% 43,3%
13 Frec 19 2 21
TDZ(0.2 mg.L™) + AIA(0.05 mg.L™) % 63,3% 6,7% 70,0%
Total Frec 46 5 51
% 38,3% 4,2% 42,5%
Frec 0 0 0
Control 2
% ,0% ,0% ,0%
T4 Frec 0 8 8
Y 2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™) % ,0% 6,7% 6,7%
(o2}
g T5 Frec 0 9 9
= 2,4-D (1 mg.L™) + BAP (0.5 mg.L™) % ,0% 7,5% 7,5%
O]
T6 Frec 0 0 0
TDZ (0.2 mg.L™) + AIA(0.05 mg.L™) % ,0% ,0% ,0%
Frec 0 17 17
Total
% ,0% 14,2% 14,2%
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En la Tabla 3.9 se puede observar que el medio MS presentd el mayor
porcentaje de callo embriogénico 38,3% y una frecuencia de 46 de una frecuencia
total de 120 para éste medio de cultivo, entre tanto en el medio Gamborg B5 el

porcentaje de callo embriogénico fue 0,0%.
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Figura 3.9: Porcentajes de callos embriogénicos y no embriogénicos en

cotiledones, evaluados a los 60 dias (Ortega, 2012).

De los resultados de la formacion de callo en cada uno de los tratamientos
de induccién aplicados, se identificd con la ayuda del analisis cluster jerarquico

callos embriogénicos y no embriogénicos. De tal manera, en la Figura 3.9 y en la
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Tabla 3.9 se puede visualizar que en el Tratamiento 3 (MS: TDZ (0,2 mg.L™) + AIA
(0,05 mg.L'™)) con un 73,3% de formacién total de callo, el 63,3% fue callo
embriogénico y el 6,7% no embriogénico, el tratamiento T1 (MS: 2, 4-D (2 mg.L™)
+ Kin (1 mg.L™)) también presenté un porcentaje alto de formacién de callo 56,7%,
de éste su totalidad fueron callos embriogénicos. T2 (MS: 2,4-D (1 mg.L™) + BAP
(0,5 mg.L™)) presentd callos embriogénicos en su totalidad aunque su porcentaje

de formacion de callo fue baja 33,3%.

T4 (Gamborg B5: 2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™}) y T5 (Gamborg B5: 2,
4-D (1 mg.L™") + BAP (0,5 mg.L™)) presentaron un porcentaje menor a 33,3% en la

formacion de callo, y ambos tratamientos mostraron callos ho embriogénicos.

3.2.2 Ejes embriogénicos

3.2.2.1 Formacion de callo

Se analiz6 el porcentaje total de formacién de callo al término de 60 dias

de haber sido establecidos.

En la Tabla 3.10 se muestra de manera general, que el medio MS
presentd un porcentaje de formacién de callo de 18,3%, mientras que en el medio

Gamborg B5 la formacion de callo obtuvo un porcentaje de 28,3%.

En cuanto al andlisis especifico de la combinacion: medio de cultivo-
reguladores de crecimiento, se observo mayoritariamente porcentajes bajos de
formacién de callo exceptuado T6 (Gamborg B5: TDZ (0,2 mg.L™") + AIA (0,05
mg.L™")) que present6 el porcentaje mas alto 66,7%, el T2 (MS: 2,4-D (1 mg.L™) +
BAP (0,5 mg.L™)) mostré un porcentaje del 40% y los tratamientos: T1 (MS: 2,4D
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(2 mg.L'h + Kin (1 mg.L™) T5 (Gamborg B5: 2,4-D (1 mg.L™") + BAP (0,5 mg.L™")
Y T4 (Gamborg B5: 2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™")) presentaron porcentajes

inferiores al obtenido en T2 es decir menores al 40%.

En cuanto a la ausencia de callo, T3 (MS: TDZ (0,2 mg.L™") + AIA (0,05
mg.L ™)) manifesté ausencia total de callos formados, al igual que en los controles
C1 (MS)y C2 (Gamborg Bb5).

Tabla 3.10 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de la formacion y

ausencia de callo en ejes embriogénicos, evaluados a los 60 dias.

Tratamientos preliminares induccion Condicién
Medio Reguladores de Crecimiento Formacion de Ausencia de Total
callo callo
Frec 0 30 30
Control 1
% ,0% 100,0% 100,0%
T1 Frec 10 20 30
2,4-D (2 mgL™) + Kin (1 mgL™) % 33,3% 66,7% 100,0%
0 T2 Frec 12 18 30
= 2,4-D (1 mgL™) + BAP (0.5 mgL™) % 40,0% 60,0% 100,0%
T3 Frec 0 30 30
TDZ(0.2 mgL™) + AIA(0.05 mgL™) % ,0% 100,0% 100,0%
Total Frec 22 98 120
% 18,3% 81,7% 100%
Frec 0 30 30
Control 2
% ,0% 100,0% 100,0%
T4 Frec 6 24 30
Y 2,4-D (2 mgL™) + Kin (1 mgL™) % 20,0% 80,0% 100,0%
(o2}
g T5 Frec 8 22 30
% 2,4-D (1 mgL™) + BAP (0.5 mgL™) % 26,7% 73,3% 100,0%
O]
T6 Frec 20 10 30
TDZ (0.2 mgL™) + AIA(0.05 mgL™) % 66,7% 33,3% 100,0%
Frec 34 86
Total 120 (100%)
% 28,3% 71,7%
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3.2.2.2 Tiempo de formacion de callo

Para la variable tiempo de formacion de callo en ejes embriogénicos se
evaluo cuatro periodos (15, 30, 45 y 60 dias), para verificar en que periodo de
tiempo se presentd mayor formacion de callo tomando en cuenta el porcentaje

total de callo formado (46,6%).

Tabla 3.11 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de formacion de

callo en ejes embriogénicos, evaluados a los 15, 30, 45 y 60 dias.

Tratamientos preliminares induccién Condicion
Medio Reguladores de Crecimiento 15dias 30 dias 45 dias 60 dias
Control 1 Frec 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0%
T1 Frec 0 0 1 9
2,4-D (2 mg.L™) + Kin (1 mg.L™Y) % ,0% ,0% 1,8% 16,1%
) T2 Frec 0 0 2 10
= 2,4-D (1 mg.L™) + BAP (0.5 mg.L™) % ,0% ,0% 3,6% 17,9%
T3 Frec 0 0 0 0
TDZ (0.2 mg.L™%) + AIA (0.05 mg.L?) % ,0% ,0% 0% 0%
Total Frec 0 0 3 19
% ,0% ,0% 5,4% 33,9%
Control 2 Frec 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0%
@ T4 Frec 0 0 1 5
g 2,4-D (2 mg.L™) + Kin (1 mg.L™Y % ,0% ,0% 1,8% 8,9%
E T5 Frec 0 1 4 3
© 2,4-D (1 mg.L'") + BAP (0.5 mg.L™) % ,0% 1,8% 7.1% 5,4%
T6 Frec 0 0 6 14
TDZ (0.2 mg.L™%) + AIA (0.05 mg.L™) % ,0% ,0% 10,7% 25%
Frec 0 1 11 22
Total
% ,0% 1,8% 19,6% 39,3%

En el medio MS a los 15 y 30 dias de evaluacion no se evidencio
presencia de callo, por otro lado a los 60 dias de evaluacion se observo el mayor
porcentaje de formacion de callo (33,9%). Para el caso del medio Gamborg B5 se
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observo de manera general mayor formacién de callo que en el medio MS
presentando a los 60 dias de evaluacion el mayor porcentaje de callos formados
39,3% (Tabla 3.11).

Al estudiar el efecto que causa la combinacién: medio de -cultivo-
reguladores de crecimiento, se destacd el tratamiento T6 a los 60 dias de
evaluacién con un porcentaje de 25% como se puede apreciar en la Tabla 3.11 y
Figura 3.10.

aces oo

A0 dies a5 dim

Dias de evalucidn

Gamborg BS

30 dins 45 dizs

Dias de evalucion

Figura 3.10: Porcentajes de callo formados en ejes embriogénicos a los 15, 30, 45

y 60 dias en los tratamientos de induccion a callo (Ortega, 2012).
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3.2.2.3 Morfologia de los callos

Se realiz6 el analisis macro-morfolégico de los callos formados (Tabla 3.6)
en cada uno de los tratamientos preliminares de induccion aplicados a los ejes
embriogénicos tomandose en cuenta textura del callo (friable; compacto) y color
(translucido, café, crema y verde) como se muestran en la Tabla 3.12, pudiendo
de esta manera conocer las caracteristicas de dichos callos, en la Figura 3.11 se

pueden ver fotografias de los diferentes tipos de callos formados.

Tabla 3.12 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de las
caracteristicas macro-morfolégicas de los callo formados en ejes embriogénicos.
Tratamientos preliminares induccion Color Textura
Medio Reguladores de Crecimiento Translicido | Café | Crema | Verde | Friable | Compacto
C1 Frec 0 0 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
T1 Frec 1 9 0 0 1 9
2,4-D (2 mgL™) + Kin (1 mgL'l) % 1,8% 16,1% ,0% ,0% 1,8% 16,1%
%) T2 Frec 2 2 8 0 2 10
= 2,4-D (1 mgL™) + BAP (0.5 mgL'l) % 3,6% 3,6% 10,7% ,0% 3,6% 17,9%
T3 Frec 0 0 0 0 0 0
TDZ (0.2 mgL™) + AIA (0.05 mgL™) % ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
Total Frec 3 11 8 0 3 19
% 5,4% 19,6% 10,7% ,0% 5,4% 33,9%
Cc2 Frec 0 0 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
2 T4 Frec 0 5 1 0 0 6
S| 240@mgl™ +Kin (1 mgLY) % 0% 89% 18% 0% | 0%  10,7%
-:éu T5 Frec 0 2 6 0 0 8
© 1 2apamihrearosmaY) % 0% 36% 107% ,0% | ,0%  14,3%
T6 Frec 0 0 3 17 0 20
TDZ (0.2 mgL™) + AIA (0.05 mgL™) % ,0% ,0% 54% 30,4% ,0% 35,7%
Frec 0 7 11 17 0 34
Total
% ,0% 12,5% 19,6% 30,4% ,0% 60,7%
Chi-cuadrado de Pearson 80,642°
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El valor de la prueba Chi cuadrado de Pearson fue 80,642 al 95% de
confianza, por lo cual se decide rechazar la hipétesis de independencia y concluir
gue el color y textura estan relacionados con los tratamientos de induccién

aplicados.

1y
‘ |

Figura 3.11: Fotografias de los callos formados en ejes embriogénicos: A) callo
con parte friable - translicido del tratamiento T1, B) callo con parte friable -
translicido del tratamiento T2, C) callo compacto- café del tratamiento T4, D) callo
compacto - crema del tratamiento T5 E) callo compacto - verde del tratamiento T6
(Ortega, 2012).
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De manera similar al caso de los cotiledones, se realizé un andlisis cluster
jerarquico (Figura 3.12) por medio del cual se pudo conglomerar los callos
formados segun las caracteristicas distintivas que mostradas en cada uno de ellos.

Distancia

|:| Cluster 1

conglomerade Tratamientos
c2 CiC2yT3

EI Cluster 2:

conglomerado Tratamientos
1 . T, T2, T4y TS

D Cluster 3:

conglomerado Tratamientos
T2 1L

T3

Obieto

T

T4

T6

Figura 3.12: Andlisis cluster jerarquico de los callos formados en los ejes

embriogénicos, por combinacion de conglomerados re-escalados (Ortega, 2012).

Como se puede distinguir en la Figura 3.12 existen tres cluster o
conglomerados, de los cuales el cluster 2 reunio a los tratamientos 1,2, 4 y 5 que
presentaron callos con textura compacta pero se visualiza que se sub-
conglomeran previamente debido a que el T2 y T5 presentaron una mayor
cantidad de callos de color crema, mientras que T1 y T4 mostraron en su mayoria
callos de color café (ver Tabla 3.12). El cluster 3 se conglomera y transpone con el

cluster 2 debido a que el Tratamiento T6 que pertenece al cluster 3 presento callos
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con textura compacta pero el color de todos los callos formados fue de color
verde. El cluster 1 conglomero los casos que no presentan formacion de callo.

Se puede observar en la Tabla 3.13 en que tratamiento y cuantos de los
callos formados fueron embriogénicos o no embriogénicos y asi identificar el mejor
medio de cultivo conjuntamente con la combinacidbn de reguladores de

crecimiento.

Tabla 3.13 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de callos
formados, callos embriogénicos y no embriogénicos en ejes embriogénicos,

evaluados a los 60 dias.

Tratamientos preliminares induccion Condicion
Medio Reguladores de Crecimiento Formacion de callo
Emb No Emb. Subtotal
Frec 0 0 0
Control 1
% ,0% ,0% ,0%
T1 Frec 1 9 10
2,4-D (2 mg.L™) +Kin (1 mg.L™) % 0,8% 7,5% 8,3%
g T2 Frec 2 10 12
2,4-D (1 mgL™") + BAP (0.5 mg.L™) % 6,6% 8,3% 10%
T3 Frec 0 0 0
TDZ(0.2 mg.L™") + AIA(0.05 mg.L™) % ,0% ,0% ,0%
Total Frec 3 19 22
% 2,5% 15,8% 18,3%
Frec 0 0 0
Control 2
% ,0% ,0% ,0%
T4 Frec 0 6 6
i 2,4-D (2 mg.L™) +Kin (1 mg.L™) % 0% 20% 20%
(o2}
g T5 Frec 0 8 8
= 2,4-D (1 mg.L™") + BAP (0.5 mg.L™) % 0% 26,7% 26,7%
O]
T6 Frec 0 20 20
TDZ (0.2 mg.L™) + AIA(0.05 mg.L™) % ,0% 66,7% 66,7%
Frec 0 34 34
Total
% ,0% 28,3% 28,3%
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En la Tabla 3.13 se puede observar que soélo el medio MS presenté
formacion de callo embriogénico en un proporcion de 2,5% y una frecuencia de 3
de la frecuencia total de 120 para este medio de cultivo, entre tanto en el medio

Gamborg'B5 el porcentaje de callo embriogénico fue 0,0%.
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Figura 3.13: Porcentajes de callos embriogénicos y no embriogénicos en ejes e.,
evaluados a los 60 dias (Ortega, 2012).

De los resultados de la formaciéon de callo en cada uno de los
tratamientos de induccién aplicados se identificd con la ayuda del andlisis cluster

jerarquico callos embriogénicos y no embriogénicos. De tal manera, en la Figura
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3.14 y en la Tabla 3.13 se observo que en T2 (MS: 2,4-D (1 mg.L™") + BAP (0,5
mg.L™")) present6 un porcentaje de 6,6% de callos embriogénicos y un 33,3% de
callos no embriogénicos, el T1 (MS: 2, 4-D (2 mg.L™}) + Kin (1 mg.L™)) mostré un

3,3% de callos embriogénicos y un 30% de callos no embriogénicos.

T6 (Gamborg B5: TDZ (0,2 mg.L™") + AIA (0,05 mg.L™)) presentd un alto
porcentaje de callos formados 66,7% pero en su totalidad fueron callos no

embriogénicos.

Los tratamientos T4 (Gamborg B5: 2,4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™}) T5
(Gamborg B5: 2, 4-D (1 mg.L") + BAP (0,5 mg.L™")) mostraron porcentajes bajos
20% y 26,7% respectivamente, en la formacion de callo destacando que ambos

tratamientos presentaron callos no embriogénicos.
3.3 Fase 3: Ensayo final para la induccion a callo

Tras los resultados obtenidos en los ensayos preliminares de induccion a
callo en cotiledones y ejes embriogénicos, se continué con el estudio Unicamente
de los cotiledones debido a que estos produjeron resultados positivos para la
formacion de callo embriogénico. Por otra parte, la investigacion para la induccién
a callo embriogénico en ejes embriogénicos no se extendid debido a los resultados
que se dieron en el ensayo preliminar de induccion, ya que se obtuvo un

rendimiento bajo de callos embriogénicos.

3.3.1 Formacién de callo en cotiledones

De acuerdo a la metodologia establecida para esta fase (Tabla 2.3) se
pudo seleccionar los dos mejores tratamientos empleados que generaron la mayor

presencia de callo embriogénico viable de la fase 2: ensayo preliminar de
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induccién a callo y con ellos se procedié a montar el ensayo final de induccion,
gue presenta tres niveles de concentraciones de las combinaciones de los
reguladores en el medio de cultivo MS, de manera ortogonal, dando como

resultados los mostrados a continuacion en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de la formacion,

ausencia de callo y callos descartados en cotiledones, evaluados a los 60 dias.

Tratamientos finales induccion Condicion
Medio Reguladores de Crecimiento Formacion Ausencia Descartados Total
de callo de callo

c1 Frec 0 29 1 30
% ,0% 96,7% 3,3% 100,0%

T1 Frec 4 25 1 30
2,4-D (1 mgL™) + Kin (0,5 mgL™) % 13,3% 83,3% 3,3% 100,0%

T2 Frec 18 12 0 30
24-D(2mgLY +Kin(ImgL) % 60,0% 40,0% ,0% 100,0%

T3 Frec 30 0 0 30
m 2,4-D (4 mgLh + Kin (2mgL™) % 100,0% ,0% ,0% 100,0%

= T4 Frec 12 18 0 30
TDZ (0,1mgL™) + AIA(0,025mgL™) % 40,0% 60,0% ,0% 100,0%

T5 Frec 23 7 0 30
TDZ (0,2 mgL™) + AIA(0,05 mgL™) % 76,7% 23,3% ,0% 100,0%

T6 Frec 5 25 0 30
TDZ (0,4 mgL™) + AIA(0,10 mgL™) % 16,7% 90,0% ,0% 100,0%

Frec 92 146 2
Total 210 (100%)
% 38,3% 60,8% ,8%
Chi-cuadrado de Pearson 98,694%

A excepcion del tratamiento control C1, todos los tratamientos aplicados
en la induccién presentaron callos formados, de ellos el tratamiento T3 (MS: 2,4-D
(4 mg.L") + Kin (2 mg.L™")) mostro un 100% de callos formados, en segunda
instancia el tratamiento T5 (MS: TDZ (0,2 mg.L™) + AIA (0,05 mg.L™)) presenté un
76,7% de callos formados y en tercer instancia el tratamiento T2 (MS: 2,4-D (2
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mg.L™) + Kin (1 mg.L™")) que mostré un porcentaje del 60,0% en la formacion de
callo.

Niveles bajos en la formacion de callo manifestd el tratamiento T4 (MS:
TDZ (0,1 mg.L™) + AIA (0,025 mg.L™) con un porcentaje del 40% de callos
formados, mientras que T1 (MS: 2,4-D (1 mg.L™") + Kin (0,5 mg.L™) y T6 (MS:
TDZ (0,4 mg.L™) + AIA (0,10 mg.L™) presentaron porcentajes del 13,3% y 10,0%

respectivamente.

Por otro lado, los niveles de descarte fueron minimos, se evidenciaron

porcentajes de 3.3% de descarte en el tratamiento T1 y en el control C1.

Para el analisis estadistico de los datos de induccién a callo de
cotiledones, Chi- cuadrado de Pearson (Tabla 3.14) tomé un valor de 98,694 al
95% de confianza, por lo cual se decide rechazar la hipotesis de independencia y
concluir que las variables, formacion, ausencia y descartados para los explantes -

cotiledones estan relacionadas con los tratamientos aplicados de induccion a callo.

3.3.2 Tiempo de formacion de callo

Se evalué el tiempo de formacién de callo en cotiledones, a partir de
cuatro periodos (15, 30, 45 y 60 dias), para verificar en que periodo de tiempo se

presenta mayor porcentaje de formacion de callo.

De manera general, se puede ver en la Tabla 3.15 que a los 15 y 30 dias
de evaluacién no se evidencié presencia de callos formados, mientras que el
mayor porcentaje de callos formados fue a los 45 dias de evaluacion con 63% de

callos formados.
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Tabla 3.15 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de formacion de

callo en cotiledones, evaluados a los 15, 30, 45y 60 dias.

Tratamientos preliminares induccion Condicién
Medio Reguladores de Crecimiento 15dias 30 dias 45 dias 60 dias
Control 1 Frec 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0%
T1 Frec 0 0 3 1
2,4-D (1 mgL™) + Kin (0,5 mgL™?) % 0% 0% 3,3% 1,1%
T2 Frec 0 0 16 2
2,4-D (2 mgL™) + Kin (1 mgL™) % ,0% ,0% 17,4% 2,2%
n T3 Frec 0 0 25 5
= 2,4-D (4 mgL™) + Kin (2 mgL™?) % ,0% ,0% 27.2% 5,6%
T4 Frec 0 0 5 7
TDZ (0,1mgL™) + AIA(0,025mgL™) % ,0% ,0% 5,6% 7,6%
T5 Frec 0 0 9 14
TDZ (0,2 mgL™) + AIA(0,05 mgL™) % 0% ,0% 9,9% 15,2%
T6 Frec 0 0 0 5
TDZ (0,4 mgL™) + AIA(0,10 mgL™) % ,0% ,0% ,0% 5,6%
Frec 0 0 58 34
Total
% ,0% ,0% 63,0% 37,0%

Al estudiar el efecto que causa la combinacién: medio de -cultivo-

reguladores de crecimiento, se destacaron los tratamientos T3y T2 a los 45 dias

de evaluacién con un porcentaje de 27,2% y 17,4% respectivamente, mientras que

a los 60 dias de evaluacion se destaco el tratamiento TS5 con un porcentaje de

15,2% como se puede apreciar en la Tabla 3.14 y Figura 3.14.
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Figura 3.14: Porcentajes de callo formados en cotiledones a los 15, 30, 45y 60

dias en los tratamientos de induccion a callo (Ortega, 2012).

3.3.3 Morfologia de los callos

De los callos formados en cada uno de los tratamientos finales de
induccion aplicados a los cotiledones se realizo un andlisis macro-morfologico
tomandose en cuenta textura del callo (friable; compacto) y color (translacido,
café, crema y verde) Tabla 3.16, pudiendo de esta manera conocer las
caracteristicas de dichos callos, en la Figura 3.15 se pueden ver fotografias de los

diferentes tipos de callos formados.

Ademéas se analiz6 la relacién directa entre las variables textura y los
reguladores g conforman los tratamientos de induccion, al igual que con la variable
color de los callos formados, mediante la prueba Chi cuadrado.
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Tabla 3.16 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes del color y textura

de los callo formados en cotiledones.

Tratamientos preliminares induccion Color Textura
Medio |  Reguladores de Crecimiento Translicido | Café ‘ Crema ‘ Verde | Friable | Compacto
c1 Frec 0 0 0 0 0 0
% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0% ,0%
Tl Frec 4 0 0 0 4 0
2,4-D (1 mgL™) + Kin (0,5 mgL™) % 4,3% ,0% ,0% ,0% 4,3% ,0%
T2 Frec 18 0 0 0 18 0
2,4-D (2 mgL™) + Kin (1 mgL™) % 19,6% ,0% ,0% ,0% 19,6% ,0%
%) T3 Frec 30 0 0 0 30 0
= 2,4-D (4 mgL™) + Kin (2 mgL™) % 32,6% ,0% ,0% ,0% 32,6% ,0%
T4 Frec 12 0 0 0 12 0
TDZ (0,1mgL™) + AIA(0,025mgL™) % 13,0% ,0% ,0% ,0% 13,0% ,0%
T5 Frec 23 0 0 0 23 0
TDZ (0,2 mgL™) + AIA(0,05 mgL™) % 25,0% ,0% ,0% ,0% 25,0% ,0%
T6 Frec 0 0 0 5 0 5
TDZ (0,4 mgL™) + AIA(0,10 mgL™) % ,0% ,0% 0%  5,4% ,0% 5,4%
Frec 87 0 0 5 87 5
Total
% 94,6% ,0% 0% 5,4% 94,6%  5,4%
Chi Cuadrado de Pearson 114,253%

Se puede ver en la Tabla 3.15 que cinco de los seis tratamientos presentaron

callos translucidos y callos friables en los mismos casos, de tal manera, el tratamiento

T3 es el que presentd la mayor presencia de callos translicidos y friables (32,6%),

siguiéndole en porcentaje el tratamiento T5 con 25%, en tanto, el tratamiento T6 fue el

anico que mostré callos de color verde y de textura compacta.

Luego del analisis de correlacion de las variables morfolégicas y los

tratamientos de induccion, la prueba Chi cuadrado con un valor de 114,253 al 95% de

confianza, verifica los tratamientos esta directamente relacionado con el color y la

textura obtenida en los callos, por la cual se decide rechazar la hipétesis de

independencia.
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Se realizd0 un andlisis que determin0 que color y textura proporciona

mayor cantidad de callos embriogénicos (Tabla 3.16 y Tabla 3.17).

Tabla 3.17 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes del color de los

callo embriogénicos y no embriogénicos formados en cotiledones.

Condicion Tipo de callo
Color Embriogénico No embriogénico

Translucido Frec 87 0
% 94,6% ,0%

Café Frec 0 0
% ,0% ,0%

Crema Frec 0 0
% ,0% ,0%

Verde Frec 0 5
% ,0% 5,4%

Total Frec 87 5
% 94,6% 5,4%

Chi Cuadrado de Pearson 98,6942

a. O casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

Para el analisis estadistico de la correlacion entre la variable color y la
variable textura de los callos con el tipo de callos formados sean embriogénicos y
no embriogénicos se realizé la prueba Chi cuadrado de Pearson al 95% de
confianza, tomando éste un valor de 98,694, para el analisis color vs tipo de callo,
por la cual se decide que segun el color expresado en el callo formado se
identifico el tipo de callo es decir si es embriogénico o no.

En la Tabla 3.17 se considera Unicamente los datos de textura de los
callos formados en ésta fase de induccion a callo.
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Tabla 3.18 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de la textura de los

callo embriogénicos y no embriogénicos formados en cotiledones.

Condicion Tipo de callo
Textura Embriogénico *\lo embriogénico

Friable Frec 87 0
% 94,6% ,0%

Compacto Frec 0 5
% ,0% 5,4%

Total Frec 87 5
% 94,6% 5,4%

Chi Cuadrado de Pearson 98,694%

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

En tanto que, para la variable textura del callo la prueba Chi- cuadrado de
Pearson, tomé un valor de 140,157 al 95% de confianza, para el andlisis textura
vs tipo de callo, por la cual se resuelve que, segun la textura expresada en el callo
formado se identifica el tipo de callo es decir si es embriogénico o no.

En la Figura 3.15, se presentan fotografias de los callos formados en
cotiledones de semillas de guarango que se formaron en cada tratamiento de
induccidn en las que se puede evidenciar las caracteristicas macro - morfolégicas

como textura y color que se tomaron en cuenta para en éste.

Cabe resaltar que dentro del callo de tipo embriogénico existe la
presencia de pequefias zonas no embriogénicas que toman un color café o verde
en los distintos casos y que para este estudio no son tomadas en cuenta por que

el anlisis del explante es integro.
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Figura 3.15: Fotografias de los callos formados en cotiledones: A) tratamiento
control, ausencia de callo, B) callo con parte friable - translicido del tratamiento
T1, C) callo friable - transltcido del tratamiento T2, D) vista anterior y posterior del
callo friable — translicido del tratamiento T3, E) y F) callos con parte friable —
translicido del tratamiento T4 y T5 respectivamente, G) callo compacto - verde

con presencia de brotes del tratamiento T6 (Ortega, 2012).

Tras el analisis cluster jerarquico (Figura 3.16) se pudo conglomerar
los callos formados segun las caracteristicas distintivas que mostré cada uno,
es decir las caracteristicas morfolégicas y el tiempo de formacion de callo, a
partir de la seleccion de la medida usada para comprobar el semejante entre
los individuos con distintas distancias y asi agruparlos segun sus

caracteristicas.
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Figura 3.16: Analisis cluster jerarquico de los callos formados en los cotiledones,

por combinacién de conglomerados re-escalados (Ortega, 2012).

Se puede ver en la Figura 3.17 que existen tres cluster o conglomerados,
de los cuales, el cluster 1 reunié a los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5 que
presentaron callos con textura friable y color translicido, aunque también se
visualizan sub-conglomerados que se deben al tiempo de formacion de callo ver la
Tabla 3.15. El cluster 2 corresponde a el Tratamiento T6 que fueron los callos de
tipo compacto — verde y finalmente el cluster 3 concierne al tratamiento control C1

gue no presento formacion de callo.
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Una vez obtenidos los resultados del porcentaje de formacion de callo en
cada tratamiento de induccion y de la conglomeracion de las caracteristicas
morfologicas se puede observar en la Tabla 3.19 y Figura 3.17 que tratamiento y
cuantos de los callos formados fueron embriogénicos o no embriogénicos y asi
identificar el mejor medio de cultivo conjuntamente con la combinacion de

reguladores de crecimiento que favorezcan al objetivo propuesto en esta etapa.

Tabla 3.19 Tabla de contingencia de frecuencias y porcentajes de callos

formados, callos embriogénicos y no embriogénicos en cotiledones, evaluados a

los 60 dias.
Tratamientos preliminares induccion Condicion
Medio Reguladores de Crecimiento Formacion de callo
- No Emb. Ausencia Subtotal
Control 1 Frec 0 0 30 30
% ,0% ,0% 100,0% 100,0%
T1 Frec 4 0 26 30
2,4-D (I mgL™) +Kin (0,5 mgL™) % 13,3% ,0% 87,7% 100,0%
T2 Frec 18 0 12 30
2,4-D (2 mgLh +Kin (1 mgL™) % 60% ,0% 40% 100,0%
T3 Frec 30 0 0 30
9 2,4-D (4 mgLh +Kin 2 mgL™) % 100% ,0% ,0% 100,0%
T4 Frec 12 0 18 30
TDZ (0,1mgL™) + AIA(0,025mgL™) % 40% ,0% 60% 100,0%
T5 Frec 23 0 7 30
TDZ (0,2 mgL™) + AIA(0,05 mgL™) % 76,7% ,0% 24,3% 100,0%
T6 Frec 0 5 25 30
TDZ (0,4 mgL™) + AIA(0,10 mgL™) % ,0% 16,7% 84,3% 100,0%
Frec 87 5 118 210
Total
% 41,4% 2,4% 56,1% (100%)

En la Tabla 3.19 se puede observar que todos los tratamientos de
induccién presentaron formacion de callo, destacandose T3 (MS: 2,4-D (4 mg.L™)
+ Kin (2 mg.L") el cual fue el que presentd6 mayor porcentaje de callos

embriogénicos con un 100% del total de callos sembrados, el segundo tratamiento

90



con porcentaje alto de callos embriogénicos fue el T5 (MS: TDZ (0,2 mg.L™) + AIA
(0,05 mg.L™")) presentando un 76,7%.

T1 (MS: 2,4-D (1 mg.L™Y) + Kin (0,5 mg.L™%) fue el que menor porcentaje

de callos embriogénicos formados obtuvo, con un 13,3%.

El tratamiento T6 (MS: TDZ (0,4 mgL™) + AIA (0,10 mgL™)) presentd un
porcentaje de callo formado de 16,7% pero a diferencia de los demas tratamientos

los callo formados fueron de tipo no embriogénico.
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Tratamientos Induccion a callo
Figura 3.17: Porcentajes de callos embriogénicos, no embriogénicos y ausencia

de formacion de callo en cotiledones, evaluados a los 60 dias (Ortega, 2012).
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3.4 Fase 4: Andlisis histoldgico de los callos embr  iogénicos

Tras la evaluacién macro-morfoldgica y estadistica de los callos formados
en la fase final de induccion a callo en cotiledones de semillas de guarango, se
efectu6 un analisis micro-morfolégico de los callos embriogénicos de los que se
realizaron disgregaciones-frotis a partir de pequefias porciones de callo para luego
tefiirlas con acetocarmin al 2% (p/v) como se detalla en la metodologia descrita

para esta fase (Anexo D).

Finalmente, se presenta una de las placas preparadas que fue observada
al microscopio Optico permitiendo determinar la existencia de células
embriogénicas, no embriogénicas y elementos caracteristicos de las células
embriogénicas como se puede observar en la Figura 3.18.

Figura 3.18: Corte histoldgico de callo (tratamiento T3) mostrando posibles (CNE),
célula no embriogénica. Posible célula embriogénica (CE); pro-embriones (Pe)
nacleo (n), citoplasma denso (Ci) y pared celular primaria engrosada rodeando
esta célula (pcp), (objetivo 100X) (Ortega, 2012).
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En la Figura 3.18 se puede observar posibles pro-embriones (Pe). El
acetocarmin tino las ceélulas embriogénicas (CE), las cuales presentaron un
citoplasma denso (Ci), nucleos (n) tefiidos fuertemente y glicoproteinas de color
rojo intenso. Las células sin capacidad embriogénica (CNE) presentaron menor
intensidad de color.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Fase 1: Desinfeccion de los explantes

Para ésta investigacion se utilizaron semillas maduras de Caesalpinia
spinosa, las cuales previo a su conservacion a -5°C en el banco de semillas del
vivero de Cununyacu de la EPMMOP-Q fueron desinfectadas quimicamente con el
fungicida (Carboxin — Captan), por lo que para remover dicho fungicida de la
superficie de las semillas de guarango, éstas fueron sometidas a un lavado con

una solucién de detergente para de esta manera poderlas manipular.

Se sabe que el detergente puede definirse como un compuesto que facilita
la separacion de materias o sustancias extrafias de las superficies sélidas cuando
se emplea en un disolvente (usualmente agua) en una operacion de lavado
(Barragan & Cogollo, 2010) por lo que es el méas utilizado en el area de

micropropagacion vegetal.

4.1.1 Explantes vivos en cotiledones y ejes embrio  génicos

La desinfeccion es uno de los pasos mas criticos en el establecimiento de
cultivo in vitro por lo que uno de los principales problemas es la contaminacion de
los explantes con diversos tipos de microorganismos (hongos, levaduras,
bacterias, fitoplasmas, virus) y por otro lado la necrosis de los cultivos (Mroginski
et al., 2010), por lo que para la fase de desinfeccion de los cotiledones y de los
ejes embriogénicos de la semilla de guarango se utilizd hipoclorito de sodio
(NaClO).
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El mejor tratamiento de desinfeccion para el caso de los cotiledones fue el
T3 (NaClO al 0,5% durante 10 minutos + 4 gotas de Tween 80) presentando un
porcentaje de 90% de explantes vivos, mientras que para el caso de los ejes
embriogénicos, el tratamiento que mejor resultados presentdé fue T1 (NaClO al
0,5% durante 5 min + 4 gotas de Tween 80) con un porcentaje de 96,7% de
explantes vivos, pudiéndose evidenciar que para ambos casos la baja
concentracion de hipoclorito de sodio dio resultados favorables a la desinfeccion
de los dos explantes, tal como Esquivel & Escalan (1994) lo sefialan en su estudio,
anotando que el hipoclorito de sodio con el Tween son en conjunto el
desinfectante y el tensoactivo mas comunmente utilizados en la micropropagacion
in vitro debido a que el hipoclorito de sodio es uno de los menos téxicos en

concentraciones inferiores al 2%.

4.1.2 Contaminacion bacteriana, fangica y necrosis

El ambiente generado por el explante -medio de cultivo y condiciones
fisicas de incubacion, es altamente propicio para la proliferacion de muchos
microorganismos (hongos o bacterias) que pueden provocar la pérdida de los
cultivos, sin embargo, es muy dificil conseguir cultivos estrictamente asépticos
dado que en la mayoria de los casos es altamente probable que los mismos
contengan virus y fitoplasmas, por lo que en la practica cuando se refiere a
cultivos asépticos, en general se refiere a cultivos donde no se produzca la

proliferacion de hongos y bacterias (Mroginski et al., 2010),

Del total de cotiledones sembrados, el 43,3% fue descartado, de éste
porcentaje el factores de descarte por contaminacién (hongos y bacterias) mostré
mayor incidencia en el tratamiento de menor concentracion y menor tiempo T1
(NaClO al 0,5% durante 5 minutos) con un 16,8%, mientras que en el tratamiento
T3 (NaClO al 1,5% durante 5 minutos) y T4 (NaClO al 1,5% durante 10 minutos)

los porcentajes de contaminacion fueron menores, de 5,1% y 0,8%
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respectivamente, demostrandose que a concentraciones bajas de NaClO (0,5%)
existe mayor presencia de agentes contaminantes mientras que a concentraciones
altas (1,5% NaClO) dicha contaminacién disminuy6, lo expuesto concuerda con
Borges, Estrada, Pérez & Meneses (2009) a medida que aumenta la concentracion
de hipoclorito de sodio, disminuye el porcentaje de contaminacién. pero el

porcentaje de necrosis 0 muerte de los explantes in vitro se incrementa.

Los porcentajes de contaminacion en los ejes embriogénicos fueron nulos

por lo que no se pudo realizar un analisis de los mismos.

Se obtuvieron porcentajes altos para el factor necrosis en los dos
explantes. En los cotiledones el porcentaje de necrosis fue de 18,3% y en los ejes
embriogénicos de 21,7% siendo éste el factor de descarte con mayor incidencia,
destacandose en ambos casos los tratamientos que contenian las
concentraciones de NaClO al 1,5% (T2 y T3). Esto coincide con lo destacado por
Ramirez, Urdaneta & Ledn de Sierralta (2002) los cuales observaron un fuerte
efecto fototoxico del hipoclorito de sodio a concentraciones mayores de 2% en los
explantes usados en micropropagacion in vitro, provocando asi la muerte del

explante.

Walker & Aya (1997) sefalan también que la necrosis de los explantes,
ésta relacionada con varios factores pero el mas comdn son las altas dosis de
desinfectante que pueden provocar que el explante se queme a corto o largo

plazo.

De los resultados obtenidos se pudo identificar a los tratamientos que
mejor resultado arrojaron en cuanto a la desinfeccién de los explantes. Para los
cotiledones el mejor tratamiento fue T3 (NaClO al 0,5% durante 10 min) y para los

ejes embriogénicos fue T1 (NaClO al 0,5% durante 5 min), observandose que los

96



dos tratamientos coinciden que una concentracion baja de hipoclorito de sodio
conlleva a una buena respuesta de desinfeccion generando porcentajes altos de

explantes vivos (90%) para cotiledones y (96,7%) para los ejes embriogénicos.

Roca & Mroginski (1991) resaltan que la seleccidon de la concentracion del
hipoclorito y el tiempo de desinfeccion se determinan en gran medida por las
caracteristicas del o los explantes que en la practica se establecen

experimentalmente por ensayo y error.

4.2 Fase 2: Ensayo preliminar para la induccion  a callo

Los explantes méas usados para la induccion a callo embriogénico han sido
cotiledones, ejes hipocotilos, embriones cigoticos, ejes embriogénicos, ejes
radiculares, etc. (Li & Huang, 1996), los cuales en la practica han sido extraidos de
organos como o6vulos cigéticos, semillas, embriones o partes de plantulas tiernas
en donde en todos los casos la determinacion embridnica todavia persiste
(Gamborg, 1995).

4.2.1 Formacion de callo

Mroginski, et al.,, (2010) resaltan la utilizacibn como medio basico en
leguminosas, el medio MS (Murashige & Skoog) al igual que Gamborg (B5) que
son medios de regeneracién, que poseen concentraciones relativamente altas de
nitrégeno (suministrado como ibn amonio y nitrato en el medio de cultivo) y potasio

comparados a otros medios comerciales (Roca & Mroginski, 1991).

En los resultados obtenidos en el analisis del efecto del medio de cultivo
en los cotiledones, se pudo observar que el medio MS presentd mayor formacion
de callo (42,5%) a diferencia del medio Gamborg B5 que mostré un porcentaje de

formacion de callo del 14,2%, pudiendo deberse a que el medio Gamborg (B5)
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posee menor concentracion de nitrato y amonio que el medio MS (Litz & Jarret,
1991) logrando de esta manera afectar el porcentaje de formacion de callo, como

se evidenci6 en los resultados obtenidos.

Para los ejes embriogénicos el porcentaje de formacion de callo en el
medio MS fue de 18,3% mientras que en el medio Gamborg” B5 la formacion de
callo obtuvo un porcentaje de 28,3% los cuales fueron menores a los obtenidos en

los cotiledones.

Se ha enfatizando que el éxito en la formacion de callo embriogénico
depende del tipo de explante, de su estado fisiolégico, y de la interaccion de los
microorganismos contaminantes con las fitohormonas que varia entre tejidos y
genotipos, por lo que la interaccion con los reguladores presentes en el medio de
cultivo propician diversos cambios epigenéticos que van desde ausencia de
respuesta morfogénica, presencia de callo friable sin diferenciacion de embriones,

hasta formacion de callos no embriogénicos o embriogénicos (Gomez et al., 2010).

4.2.2 Tiempo de formacion de callo

En el medio MS el mayor porcentaje de formacion de callo en cotiledones
se presentd en los tratamientos T1 y T3 a los 45 y 60 dias de evaluacién, en el
caso del medio Gamborg'B5 fue en los tratamientos T4 y T5 a los 45 dias de
evaluacion, en tanto que, para los ejes embriogénicos el panorama fue distinto, ya
que en el medio Gamborg'B5 y MS el tiempo de induccion mayor fue a los 60 dias
de evaluacion en el tratamiento T6 pero también hubo formacion de callo a los 45

dias.
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Warren (1992) explica que los cultivos de callos son a menudo de
crecimiento lento y heterogéneo, debido fundamentalmente a la disponibilidad
vectorial de los nutrientes que por lo general y segun la especie puede durar de 30
a 45 dias o un poco mas, en tanto que en este mismo periodo de tiempo el efecto
de los reguladores de crecimiento esta empezando, lo que explica que la
presencia de callo en los cotiledones se haya dado mayormente a partir de los 45
dias y en los ejes embriogénicos haya empezado con menor incidencia a los 45
dias y con mayor énfasis a los 60 dias de haber sido establecido en el medio de

induccion.

4.2.3 Morfologia de los callos

4.2.3.1 Cotiledones

Corea (2007) indica que el callo, es un crecimiento desorganizado de
células obtenidas a partir de un determinado explante y para su diferenciacion y
viabilidad depende de varios factores siendo uno de los principales, el o los
reguladores del crecimiento y su concentracion en el medio, segun el caso, sélo

auxinas, solo citoquininas o ambas (Matos, 2007).

Se suscitaron tres cluster o conglomerados, de los cuales el cluster 2,
reunié a los tratamientos que presentaron callos con textura friable y translicidos
pudiendo catalogarlos como callos de tipo embriogénico debido a que segun
Rodriguez, et al., (2005) los callos originados a partir de cotiledones e hipocotilos
en especies lefiosas se mostraron translucidos, friables y de color amarillo a café,
caracteristicas que se han atribuido a un comportamiento embriogénico en las

mencionadas especies.
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Del cluster 2 se identific6 dos tratamientos que se destacaron en la
formacién de callo embriogénico, el primero T3 (MS: TDZ (0,2 mg.L™) + AIA (0,05
mg.L™)) con un 73,3% de formacion total de callo, del cual el 63,3% fue callo
embriogénico, pudiéndose atribuir al efecto del thidiazuron (TDZ), que es una
citoquinina, que ha demostrado ser méas efectiva que todos los tipos de adenina
citoquininas para la induccion a embriogénesis soméatica en varias especies de

plantas, en especial en especies lefiosas recalcitrantes (Velasquez et al., 2006).

Adicional a lo dicho, la combinacién de TDZ y AlA fue utilizada para el
genotipo Xan-159 de P. vulgaris, logrando callos a partir de los cotiledones, pero

no de ejes embriogénicos (Zambre et al., 1998).

El segundo tratamiento en cotiledones que mostroé buenos resultados en la
formacion de callo fue el T1 (MS: 2, 4-D (2 mg.L™) + Kin (1 mg.L™)) mostrando un
porcentaje alto de formacion de callo embriogénico de 56,7%, pudiendo
comprobar lo expuesto por Chawan (2002); que una alta concentracién de auxina
y baja de citoquinina promueve la proliferaciébn celular en algunas especies

lefiosas con la consecuente formacion de callo viable.
4.2.3.2 Ejes embriogénicos

Similar caso sucedié en los ejes embriogénicos, produciéndose tres

cluster que conglomeraron callos fundamentalmente de tipo no embriogénicos.

De tal manera, dos tratamientos originaron la formacion de callo
embriogénico pero en porcentajes bajos el T2 (MS: 2,4-D (1 mg.L'") + BAP (0,5
mg.L™)) presenté un porcentaje de 6,6% de callos embriogénicos y el T1 (MS: 2,

4-D (2 mg.L™") + Kin (1 mg.L™)) mostré un 3,3% de callos embriogénicos.

100



En el caso de T6 (Gamborg B5: TDZ (0,2 mgL™) + AIA (0,05 mgL™))
presentd un alto porcentaje de callos formados 66,7%, la totalidad de éste
porcentaje fue de tipo no embriogénicos y con la presencia de brotes en el lado del

hipocatilo.

Rresultados similares se produjeron en hipocoétilos de semillas de
Eucalyptus globulus Labill, sometidos a tratamientos conformados por el medio
Gamborg B5 (2,4-D 2,0mg:I* + BAP 0,5 mg:I* y 2,4-D 2,0mg-I* + Kin 1,0mg-I*)
en donde los callos formados presentaron rutas morfogénicas dirigidas
principalmente hacia caulogénesis y rizogénesis, situacion descrita en otros
reportes, y que posteriormente produce una reducida tasa de produccion de callo

embriogénico (Gomez et al., 2006).
4.3 Fase 3: Ensayo final para la induccion a callo a pa  rtir de cotiledones.
4.3.1 Formacion de callo

En el ensayo final se tomd Unicamente en cuenta a los cotiledones de
semillas de Caesalpinia spinosa ya que los ensayos preliminares de induccién
fueron los que generaron resultados favorables a la formacion de callo

embriogénico.

Se consiguid la formacion de callos con estructuras embriogénicas en
todos los tratamientos estudiados, pero en diferentes proporciones, a excepcion
del tratamiento control C1 el cual no contenia ninguna combinacion de reguladores

de crecimiento por lo cual no presento formacion de callo.
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En el andlisis del efecto de los reguladores 2,4-D (2,4 diclorofenoxiacético)
+ Kin (Kinetina) se puede evidenciar que conforme aumenta la concentracion de
dichos reguladores de crecimiento aument6é también el porcentaje de callos
formados, por lo que el tratamiento T3 (MS: 2,4-D (4 mg.L™) + Kin (2 mg.L™), 24

horas de oscuridad) fue el que mostroé un 100% de callos formados.

En analogia con éste estudio, Garcia y sus colaboradores en el 2006,
expusieron que en semillas maduras de Phaseolus vulgaris L. los callos formados
presentaron un mayor crecimiento en la medida que se incrementaron las
concentraciones de 2,4-D en el medio de cultivo MS, ademas el abundante
crecimiento de los callos puede deberse indirectamente a que en condiciones de
oscuridad no ocurre el efecto degradativo que provoca la luz sobre las auxinas,
principalmente 2,4-D presente en el tratamiento T3 y el AIA presente en el
tratamiento T5, por un proceso oxidativo. Esta respuesta a sido observada en

varios cultivos (Jiménez, 2001).

Para la combinacién TDZ (Thidiazuron) + AIA (Acido indolacético) la
mejor respuesta se dio a concentraciones inferiores o iguales a TDZ (0,2 mgL™) +
AIA(0,05 mgL™), lo que significa que a bajas concentraciones de TDZ los
cotiledones procuraron mejores respuestas que a concentraciones altas, similar
situacion concluye Huetteman & Preece, 1993, en la induccion a callo de
Phaseolus spp, ya que a bajas concentraciones, el TDZ induce porcentajes altos
de formacion de callos, demostrado ser una citoquinina muy activa a bajas

concentraciones.

Los cotiledones fueron establecidos con la cara abaxial en contacto con el
medio de induccion de cada tratamiento dando porcentajes altos de formacién de

callo, esto concuerda con Vega & Prehn (2005), que describen situaciones
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similares como en el estudio morfologico y anatomico de hojas de Psychotria
acuminata que reveld que la actividad embriogénica, ocurre Unicamente en la
superficie adaxial de las hojas, debido posiblemente a que la cara abaxial de los
cotiledones tienen una cuticula mas delgada que la de la cara adaxial, permitiendo
el ingreso de nutrientes y reguladores de crecimiento con mayor facilidad. En
trabajos realizados en otras especies como Feijoa sellowiana (Mirtaceae), se
encontré que cuando cultivaron embriones cig6ticos in vitro ocurria la formacion de
embriones somaticos solo en la superficie abaxial de los cotiledones, consumando
que la posicidn del explante es la que tiene mayor influencia en la promocién de la

embriogénesis.

4.3.2 Tiempo de formacién de callo

El tiempo de formacion de callo no fue el mismo para todos los
tratamientos aplicados, asi, el efecto de la combinacion: medio de -cultivo-
reguladores de crecimiento, se destacO a los 45 dias de evaluaciéon con un
porcentaje general de 63% de callos formados y en segunda instancia a los 60

dias de evaluacion con un porcentaje de 37%.

Algunos de los factores que influyen en el tiempo de formacion de callo
son: la especie, tipo de explante, condiciones de cultivo, etc., los cuales pueden
acelerar o retrasar la callogénesis, sin embargo uno de los principales factores es
la cantidad de nutrientes por lo que el aporte de todos los compuestos al medio de
cultivo tiene que realizarse dentro de un rango mas o menos amplio en funcién del

compuesto en concreto y del cultivo in vitro a realizar (Marinucci et al., 2004).

4.3.3 Morfologia de los callos

Con los datos morfolégicos obtenidos de los callos formados se realizé un

analisis cluster jerarquico, donde se confirmé la formacién de tres cluster o
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conglomerados, de los cuales el cluster 1 reuni6 a cinco de los siete tratamientos
aplicados. El cluster 1 conglomeré a los callos que presentaron textura friable y
color translicido, que son caracteristicas distintivas de callos de tipo

embriogénico.

T1, T2 y T3 fueron tres de los cinco tratamientos conglomerados en el
cluster 1, suplementados con 2,4-D (2,4 diclorofenoxiacético) + Kin (Kinetina) y
que ademas de presentar las caracteristicas ya citadas mostraron pequefias areas
de color café —amarillo. T3 (MS: 2,4-D (4 mg.L'Y) + Kin (2 mg.L™") fue el que
presentd mayor porcentaje de callos embriogénicos con un 100% del total de

callos sembrados.

El uso de estos dos reguladores (2,4-D + Kin) se aplicé en la
investigacion de Gomez, et al., (2006) en E. globulus dando como resultado callos
translicidos, friables y con zonas de color amarillo a café, caracteristicas que se
han atribuido a comportamiento embriogénico en especies lefiosas (Rodriguez et
al., 2005).

De acuerdo con Carron, et al., (1995) la adicion de kinetina en el medio de
cultivo puede oscurecer algunas zonas el color de los callos en el medio de
induccion de callogénesis, ya que este regulador promueve la induccion de la

embriogénesis soméatica y al posterior conversion de los embriones a plantulas.

Los tratamientos T4 y T5 (medios suplementados con TDZ y AlA) también
son parte del cluster 1 que presentaron callos con textura friable y color
translicido, distintivas de callos de tipo embriogénico, adicional a estas

caracteristicas algunos callos presentaron zonas de color verde. El tratamiento T5
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(MS: TDZ (0,2 mg.L™) + AIA (0,05 mg.L™) presenté la mayor proporcion de callo
embriogénico (76,7%) suplementado con TDZ y AlA.

El efecto del acido indolacético se ha comprobado en otros estudios como
el citado por Martinez, et al.,, (2004) en el estudio de Eucalyptus grandis y
Eucalyptus urophylla, donde exponen que las mejores respuestas observadas en
la formacion de callo se dieron en segmentos de peciolos sembrados en medio
MS y complementados con AIA los cuales se mantuvieron como estructuras
verdes sin lograr que germinen, de manera similar a los cotiledones de guarango

utilizados en este estudio.

Estrada (2006) cita estudios de P. vulgaris L. y P. acutifolius A. en donde
el uso de TDZ junto con AIA desarrollaron callos verdes con aspecto nodular
capaces de generar callos viables, mientras que si se utiliza al TDZ sin auxinas en
P. vulgaris L. produjo brotes y no callos. Ademas, el TDZ es capaz de movilizar las
auxinas desde su sitio de produccion y almacenamiento enddégeno hacia los
puntos donde sea requerido un proceso de division celular tal como fue sefialado
por Velasquez et al., (2006).

Si bien existe dos tipos de tratamientos que generaron resultados positivos
en la formacion de callo embriogénico, el efecto de cada regulador de crecimiento
gue conforma el tratamiento en cuestion se puede explicar segun la funcion que
éste ejerza sobre el explante, como es el caso del tratamiento T6 (MS: TDZ (0,4
mgL™) + AIA (0,10 mgL™)) que fue el Gnico que presentd un porcentaje de callo no
embriogénico de 16,7%, éstos mostraron callos compactos de color café con

brotes adventicios de color verde que promueven el desarrollo de la caulogénesis.
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Explicando que el aumento en la concentracion de TDZ conduce a
desdiferenciacion de los brotes que se han formado debido a la aceleracion en el
proceso de divisiéon celular que conduce a la induccion de callo y reduce la taza de
multiplicacion celular como consecuencia de la desdiferenciacion de las células
maduras (parenquimaticas) y funcionales que conforman los brotes y no a células

embriogénicas (Chamorro, 2007).

4.4 Fase 4: Andlisis histologico de los callos emb  riogénicos

Se efectud un analisis micro-morfolégico de los callos embriogénicos de los que
se realizaron disgregaciones-frotis a partir de pequefias porciones de callo para

luego tefirlas con acetocarmin al 2% (p/v).

De manera general en los frotis se pudo observar pro-embriones, células
embriogénicas, que presentaron: un citoplasma denso, nucleos tefiidos
fuertemente y glicoproteinas de color rojo intenso. Las células no embriogénicas
presentaron menor intensidad de color, estas estructuras coinciden con las
visualizadas en frotis de los callos originados a partir de hojas de Psychotria
acuminata identificadas por Lara, et al., (2003) donde se evidencié una capa
conformada por células pequefias con nucleos grandes y citoplasma denso. Estas
células mitéticamente activas se tifien méas intensamente debido a una mayor

cantidad tanto de acidos nucleicos como de proteinas.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

» Los mejores resultados para la desinfeccion de cotiledones se obtuvo del
tratamiento T3 aplicando una solucién de NaClO al 0,5% (v/v) mas cuatro gotas de
Tween 80 por un periodo de 10 minutos con una proporcion de 90% de explantes

VivOos.

» Los mejores resultados para la desinfeccion de ejes embriogénicos se
consiguio del tratamiento T1 que consistioé en una solucion de NaClO al 0,5% (v/v)
mas cuatro gotas de Tween 80 por un periodo de 5 minutos con una proporcion de

96,7% de explantes vivos.

» Los mejores explantes para lograr una proporcion del 100% en la formacion de
callo embriogénico se produjo a partir de cotiledones de semillas maduras de
Caesalpinia spinosa.

» El mayor porcentaje de formacion de callo (callogénesis in vitro) en
cotiledones de semillas maduras de Caesalpinia spinosa ocurri6 al utilizar el medio

de cultivo MS (Murashige y Skoog) al total de su concentracion.

» Posiblemente el incremento de las concentraciones de los reguladores de
crecimiento 2,4 Diclorofenoxiacético de 2 mg.L'a 4 mg.L™" y de Kinetina de 1
mg.L* a 2 mg.L™ aumenté el porcentaje en la formacién de callo embriogénico a
partir de cotiledones de 60% a 100%.

» La mejor respuesta para la obtencion de callo embriogénico a partir de

cotiledones de semillas maduras de Caesalpinia spinosa fueron: medio basal
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Murashige & Skoog al total de su concentracién, 3g.L™* de sacarosa, 0,65% de agar,

4 mg.L" de 2,4 Dy 2 mg.L™" de Kin a los 45 dias como tiempo de induccion.

» La morfologia mas importante que presentaron los callos de tipo embriogénico

en cotiledones de Caesalpinia spinosa fue: callos transllcidos y de textura friable.

» El tejido embriogénico de los callos formados a partir de cotiledones semillas
maduras de Caesalpinia spinosa presentd pro-embriones, células embriogénicas
en division celular (mitosis), que contenian citoplasma denso, nucleos y

glicoproteinas.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

» Para disminuir el porcentaje de necrosis en la desinfeccion de cotiledones y
ejes embriogénicos se debera probar nuevos procesos de desinfeccion basado en
la utilizacion de peréxido de hidrogeno (H,O,) puesto que ha presentado buenos

resultados en la desinfeccion de semillas de otras especies.

» Con base en los resultados obtenidos, se podria probar nuevas
combinaciones y concentraciones adicionales de auxinas y citoquininas para la

obtencion de callos embriogénicos en ejes embriogénicos.

» Ya que se generaron posibles vias de organogénesis en los ejes
embriogénicos de semillas maduras de Caesalpinia spinosa, se puede continuar el

estudio ésta ruta in vitro de generacion masiva de plantas.

» Es importante realizar otro tipo de estudios histologicos con la finalidad de
identificar estructuras adicionales a las ya sefialadas para tener un mayor
conocimiento referente a los procesos de la callogénesis in vitro en cotiledones de

Caesalpinia spinosa que permita ampliar su entendimiento.
» Continuar la investigacion, tendiente a lograr un protocolo eficiente de

embriogénesis somatica indirecta en cotiledones y ejes embriogénicos de semillas

maduras de Caesalpinia spinosa.
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