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“PROCESOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA PROLIFERACION Y
ENRAIZAMIENTO IN VITRO DE HUALTACO Loxopterygium huasango Spruce ex
Engl., PROVENIENTE DEL BOSQUE SECO DE LA PROVINCIA DE LOJA”



RESUMEN

La micropropagacion vegetal es una herramienta util para la conservacion de especies
amenazadas, pues mediante las técnicas de cultivo in vitro se puede incrementar el nimero
de individuos por unidad de superficie de cualquier especie objeto de conservacion. En este
contexto la micropropagacion de la especie Loxopterygium huasango Spruce ex Engl., se
plantea como una alternativa de propagacion vegetal, ya que esta técnica permite tener un
mayor conocimiento de los factores fisioldgicos y ambientales involucrados en la

formacion de 6rganos adventicios, mediante la propagacion in vitro.

Bajo esta perspectiva se realizd la presente investigacion “Procesos biotecnologicos para
la proliferacion y enraizamiento in vitro de Hualtaco Loxopterygium huasangoSpruce
ex Engl., proveniente del bosque seco de la provincia de Loja”, la misma que consistio
en desarrollar ensayos de laboratorio para la desinfeccion de semillas y explantes de
campo, germinacion in vitro de semillas, multiplicacion, brotamiento y enraizamiento de
explantes provenientes de plantulas obtenidas in vitro, contribuyendo de esta manera a
generar informacién para el establecimiento de protocolos de propagacion in vitro de
Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

La presente investigacion se desarrolld en el marco del proyecto “Generacion de
protocolos para la propagacion in vivo e in vitro de genotipos élites de especies
forestales nativas y promisorias para la reforestacion en la regién sur del Ecuador™
en dos fases: fase de campo y fase de laboratorio; durante el periodo comprendido entre
noviembre 2013 hasta diciembre del 2014, la fase de campo correspondi6 a la recoleccion
de material vegetal en los sectores: Lucarqui — Bramaderos (canton Paltas), Puente
Internacional — Vizin (canton Macard) y Limones (Zapotillo); y la segunda fase se llevé a

cabo en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja.

En todos los experimentos se utiliz6 el medio de cultivo basal MS (Murashige y Skoog
1962), suplementado con diversos reguladores de crecimiento. En el ensayo de
desinfeccion de semillas se empled hipoclorito de sodio (cloro comercial) en tres
concentraciones (25, 50 y 75%), con tres tiempos de inmersion (5, 10 y 15 min)
respectivamente, donde el 50% hipoclorito de sodio durante 5 minutos fue el mejor
tratamiento para controlar la contaminacion. Para la desinfeccion e implantacién in vitro de
explantes de campo, se realiz6 la colecta del material vegetal en los cantones Zapotillo,

Macard y Paltas, la desinfeccion se realiz6 empleando hipoclorito de sodio (cloro
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comercial) en tres concentraciones (15, 20 y 25%) con dos tiempos de inmersién (5 y 10
min) respectivamente, pero ninguno de los tratamientos ensayados permitio controlar la
contaminacion de los explantes de campo. Para la germinacion in vitro se aplico tres
métodos de escarificacion (sin escarificacion, fisica y mecanica) con tres concentraciones
de AG; (0; 0,5 y 1 mg/L), alcanzandose el mayor porcentaje de germinacion 77,78% en el
tratamiento sin escarificacion y la adicion de 1 mg/L de AGs.

Para los ensayos de multiplicacion, brotamiento y enraizamiento in vitro de explantes
(&pices caulinares y segmentos nodales), se utilizé plantulas germinadas in vitro de 4 a 5
cm de altura y de 1 a 2 nudos para la obtencion de los explantes. En el ensayo de
multiplicacion in vitro se utilizo tres citocininas: benzilaminopurina (BAP), kinetina (KIN)
e isopentiladenina (2ip), en dos concentraciones 1 y 2 mg/L respectivamente, resultando la
citocinina 2ip en concentracion de 1 mg/L el mejor tratamiento. Para el brotamiento in
vitro se utilizaron las citocininas BAP. KIN y 2ip en concentracion de 1 mg/L,
suplementadas con sulfato de adenina 5 y 25 mg/L y agua de coco 0 y 20%, lograndose
los mejores resultados con 1 mg/L 2ip + 5 mg/L sulfato de adenina y 0% de agua de coco.
Para el enraizamiento in vitro se probd tres auxinas: acido naftalenacético (ANA), acido
indolacético (AlA) y &cido indolbutirico (AIB) en tres concentraciones (0,5; 1y 1,5 mg/L)
respectivamente, alcanzandose los mejores resultados con 1,5 mg/L AlA, pues se logro

inducir el mayor nimero de raices formadas por explante.
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SUMMARY

The plant micropropagation a useful tool for the conservation of threatened species, then
through the techniques of in vitro culture can increase the number of individuals per unit
area of any  species subject to  conservation. In  this  context
micropropagationLoxopterygium huasango species Spruce ex Engl., It is proposed as an
alternative plant propagation, since this technique allows a better understanding of
physiological and environmental factors involved in the formation of adventitious organs,

by in vitro propagation.

From this perspective the present research was conducted "Biotechnological processes for
in vitro proliferation and rooting Hualtaco Loxopterygium huasango Spruce ex Engl., from
the dry forest in the province of Loja", the same that was to develop laboratory tests to
disinfect seeds and explants field, seed germination in vitro, multiplication, sprouting and
rooting of explants from plantlets in vitro, thus contributing to generate information for the
establishment of protocols in vitro propagation of Loxopterygium huasango Spruce ex

Engl.

This research was conducted under the project: "Generation of protocols for in vivo and in
vitro propagation of elite genotypes of native forest species and promising for reforestation
in the southern region of Ecuador”into two phases: phase field and laboratory; the period
from November 2013 to December 2014, the field phase corresponded to the collection of
plant material in the sectors: Lucarqui - Bramaderos (Paltas county), International Bridge -
Vizin (Macard county) and Limones (Zapotillo county); and the second phase was
conducted in the Laboratory of Plant Micropropagationof the National University of Loja.

The basal culture medium MS (Murashige and Skoog 1962) was used in all experiments,
supplemented with various growth regulators. In the testseed disinfectionsodium
hypochlorite (commercial chlorine) was used in three concentrations(25, 50 and 75%),
with threeimmersion times(5, 10 and 15min), respectively, where 50% sodium
hypochlorite for 5 minutes was the best treatment to control pollution.For disinfectionand
in vitroexplantfieldimplantation, the collectionof plant materialwas performedinZapotillo,
MacaraandcantonsPaltas, Disinfectionisperformed usingsodium hypochlorite (commercial
chlorine) inthree concentrations(15, 20 and 25%) with twoimmersion times(5 and 10min),
respectively; but none of thetreatmentstestedallowedpollution controlexplantsfield. For

germinationin vitrothree methodsappliedscarification(without scarification,
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physicalandmechanical) with three concentrationsof AGs; (0; 0,5 y 1 mg/L), reachingthe
highest percentage 0f77.78%germinationin the treatment withoutscarificationand
addinglmg/L of AGs

Formultiplicationtests, sproutingand rooting in vitroexplants(shoot tip andnodal segments),
in vitro germinated seedlings was used 4 to 5cm heightwith 1 to 2 knots, to obtainexplants.
In  thein  vitromultiplicationtestthreecytokininsareused:  benzylaminopurine(BAP),
kinetin(KIN) andisopentiladenina(2ip), into twoconcentrationsl and 2mg/Lrespectively,
cytokinin2ipresultinginconcentration  of  1mg/Lthe  best treatment. For in
vitrosproutingcytokininBAPwere used.KINand2ipinconcentration of 1mg/L, supplemented
withadeninesulfate 5 y 25 mg/L and coconut water0 to 20%, achievingthe best results
withl  mg/L2ip+5 mg/Ladeninesulfateand 0%  ofcoconut water. For in
vitrorootingthreetestedauxins: naphthaleneacetic acid (ANA), indole aceticacid (AlA)
andindolebutyricacid (AIB) at three concentrations(0,5; 1 and 1,5mg/L) respectively, the
best resultsbeing achievedwith 1.5mg/LAIA,as it was ableto inducethe highest number

ofrootsformedper explant.

XXI



1. INTRODUCCION

Los bosques secos tropicales son ecosistemas que se encuentran distribuidos en las tres
regiones tropicales, con aproximadamente 1 048 700 km?, de estos se estima que el 54,2 %
se encuentra en América del Sur, el area restante se divide casi por igual entre América del
Norte y Central, Africa y Eurasia (Miles et al. 2006).

En Ecuador los bosques secos se encuentran en el centro y sur de la Region Occidental de
los Andes, en las provincias de Esmeraldas, Manabi, Guayas, EI Oro y Loja. Originalmente
cerca del 35 % (28 000 km?) del Ecuador occidental estaba cubierto por bosque seco, se

estima que el 50 % habria desaparecido (Aguirre y Kvist 2005).

Los bosques secos del suroccidente del Ecuador estan caracterizados por poseer una alta
diversidad y una extraordinaria cantidad de especies endémicas de diferentes grupos
taxondmicos (Linares-Palomino et al. 2010), junto a los bosques del noroccidente del
Perticonstituyen “El Centro de Endemismo Tumbesino”, considerada una de las regiones
masimportantes del planeta por su riqueza bioldgica y endemismo, y uno de los
puntoscalientes de biodiversidad del planeta, esta regién es considerada como un EBA
(Area Endémica de Aves) (Paladines 2003).

En el Ecuador el estado de conservacion de los bosques secos es critico, debido a la
explotacion forestal a la que han sido sometidos, asi como por su conversion en areas
agricolas y ganaderas, especialmente en la Gltima mitad del siglo XX (Vazquez et al.
2005).

Los bosques secos del suroccidente de la provincia de Loja, se ubican en areas con una alta
presencia humana, la cual representa el 60 % de la poblacion rural de la provincia de Loja
(Aguirre y Kvist 2005).Esta presencia se debe a que estas formaciones se encuentran sobre
suelos aptos para la produccién agricola por lo que han sido intervenidos desde siglos
pasados (Hocquenghm 1998 citado por Aguirre 2006), sin embargo, Aguirre y Kvist
(2005) y Paladines (2003) mencionan que la mayor intervencién se ha venido dando en las
ultimas décadas, sufriendo una constante degradacién causada por la explotacion selectiva
de especies maderables de alto valor econémico como: Tabebuiacrysantha, Loxopterygium
huasango, Burseragraveolens, entre otras, las mismas que son representativas de la Region
Sur del Ecuador, segun Aguirre y Delgado (2005) y por otra parte el sobrepastoreo de
ganado caprino y bovino, lo cual afecta la regeneracion natural, alterando de esta manera la

dindmica del bosque.



Actualmente el Ministerio del Ambiente viene trabajando en la restauracién forestal a nivel
nacional, con la finalidad de mantener, recuperar la conectividad y funcionalidad de los
ecosistemas, especialmente los mas fragiles y degradados, mediante EI Plan Nacional de
Restauracion Forestal, cuyo objetivo es aportar de manera efectiva a la conservacion,
recuperacion de los servicios ecosistémicos y al manejo sustentable de los recursos
forestales, asi como, al mejoramiento de la calidad de vida de la gente, el fortalecimiento

del desarrollo humano y econémico.

Este programa, en conjunto con esfuerzos complementarios de otras instituciones
gubernamentales como los GAD’s (provinciales y parroquiales) son la base para fortalecer
los procesos de restauracion y recuperacion del recurso forestal, la proteccion del recurso
hidrico y del suelo en el Ecuador. La meta principal del Plan Nacional de Restauracion
Forestal es reforestar 500 000 ha durante el periodo 2014 — 2017, utilizando especies
nativas de interés para la biodiversidad y de uso no maderable (MAE 2014).

La reforestacion con especies nativas constituye una herramienta promisoria para la
restauracion de ecosistemas degradados en la Region Sur del Ecuador; sin embargo, es
necesario tener un mejor conocimiento de la ecologia, silvicultura y la biologia
reproductiva de las especies forestales nativas del bosque seco; por ello, el mejoramiento
de los conocimientos en técnicas de propagacion constituye un aspecto fundamental en el

proceso de restauracion (Aguirre et al. 2006).

La micropropagacion vegetal se plantea como una alternativa de propagacién vegetal, ya
que esta técnica permite tener un mayor conocimiento de los factores fisioldgicos y
ambientales involucrados en la formacion de érganos adventicios, mediante la propagacién
in vitro. De esta manera la obtencion de protocolos de micropropagacion se convierte en
una herramienta util para la conservacion de especies amenazadas, ayudando asi a
mantener la biodiversidad, pues mediante las técnicas de cultivo in vitro se puede
incrementar el nimero de individuos por unidad de superficie de cualquier especie objeto

de conservacion.

Bajo esta perspectiva, se realizo la presente investigacion “Procesos biotecnolégicos para
la proliferacion y enraizamiento in vitro de Hualtaco Loxopterygium huasangoSpruce
ex Engl., proveniente del bosque seco de la provincia de Loja”, la misma que consistio
en desarrollar ensayos de laboratorio para la desinfeccion de semillas y explantes de

campo, germinacion in vitro de semillas, multiplicacion, brotamiento y enraizamiento de



explantes provenientes de plantulas obtenidas in vitro, contribuyendo de esta manera a
generar de informacidn para el establecimiento de protocolos de propagacion in vitro de la

especie forestal en estudio.

La investigacion se desarrolld en el marco del proyecto “Generacion de protocolos para
la propagacién in vivo e in vitro de genotipos élites de especies forestales nativas y
promisorias para la reforestacion en la region sur del Ecuador' en dos fases: fase de
campo Y fase de laboratorio; durante el periodo comprendido entre noviembre 2013 hasta
diciembre del 2014, la fase de campo correspondid a la recoleccion de material vegetal en
los sectores: Lucarqui — Bramaderos (cantdn Paltas), Puente Internacional — Vizin (canton
Macard) y Limones (Zapotillo); y la segunda fase se llevo a cabo en el Laboratorio de

Micropropagacion Vegetal de la Universidad Nacional de Loja.
Los objetivos que orientaron la presente investigacion fueron los siguientes:
Objetivo General

Contribuir a la generacion de procesos biotecnoldgicos, que permitan la proliferacion y
enraizamiento in vitro de la especie forestal Loxopterygium huasango Spruce ex Engl,
proveniente del Bosque Seco de la provincia de Loja, a partir de semillas, apices caulinares
y segmentos nodales.

Objetivos Especificos

e Evaluar la desinfeccion de semillas y explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex
Engl., aplicando distintas concentraciones y tiempos de inmersion en hipoclorito de
sodio, durante la fase de implantacion de los explantes.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones hormonales, para la fase
demultiplicacion de explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex
Engl.,provenientes de plantulas obtenidas in vitro o del invernadero.

e Ensayar diferentes concentraciones hormonales para la fase de brotamiento
yenraizamiento de apices caulinares y segmentos nodales de Loxopterygium huasango
Spruce ex Engl.

e Difundir los resultados de la investigacion a los actores sociales interesados,docentes y

estudiantes de la Carrera de Ingenieria Forestal



2. REVISION DE LITERATURA
2.1.Biotecnologia

La biotecnologia se refiere a toda aplicacion tecnolégica que utilice sistemas biolégicos y
organismos Vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de productos o procesos

para usos especificos (ConventiononBiologicalDiversity1992).

La biotecnologia comprende un conjunto de técnicas aplicables a diversas actividades de la
sociedad, cuya base fundamental es multidisciplinaria, con disciplinas basicas como la
biologia celular, la biologia molecular, la bioquimica, la genética, la microbiologia, la

inmunologia, la ingenieria quimica y la ingenieria de procesos (Roca y Ramirez 2000).
2.1.1. Biotecnologia vegetal

La biotecnologia vegetal es una extension de la tradicion de modificar las plantas, con una
diferencia muy importante, esta permite la transferencia de una mayor variedad de

informacidn genética de una manera mas precisa y controlada (Suarez et al. 2006).

Segln Roca y Ramirez (2000) la biotecnologia vegetal comprende una serie de técnicas

que incluyen:

e Las técnicas de cultivo de células y tejidos in vitro, muy utilizadas para la clonacién de
plantas y la transformacion genética

e Las técnicas de ADN recombinante, que permiten hacer las construcciones genéticas
para la transformacion de plantas

e Los marcadores moleculares que permiten "marcar” los genes de interés; para la

construccion de mapas genéticos y para estudios de caracterizacion y filogenéticos.

La biotecnologia es una herramienta nueva que se esta desarrollando en distintos campos,
en forma creciente y a escala global. En el sector forestal, cumple con dos objetivos
béasicos: el uso de los recursos genéticos y su mejoramiento en las plantaciones forestales,
y el mantenimiento de la diversidad de los bosques naturales para la conservacién (Soto et
al.2010).



2.2.Micropropagacion

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas generalizadas
del cultivo in vitro, a través de la micropropagacion, a partir de un fragmento (explante) de
una planta madre, se obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente

idénticas, denominadas clones (Castillo 2008).

La micropropagacion constituye la principal aplicacion comercial del cultivo de tejidos
vegetales, esta técnica posibilita la obtencion y cultivo de plantas a gran escala. Se realiza
bajo estrictas condiciones de esterilidad en un medio sintético nutritivo y con control de

temperatura, luz y fotoperiodo (Rivero 2011).

Frid (2009) y Segretin (2010) manifiestan que la micropropagacion clonal se constituye en
uno de los métodos biotecnoldgicos que mayores logros ha aportado al desarrollo de la
agricultura, ya que se la usa en la produccion masiva de especies horticolas, aromaticas,

medicinales, fruticolas, ornamentales y forestales.
2.2.1. Ventajas de la micropropagacion

Rivero (2011) sefiala algunas de las ventajas que ofrece de la micropropagacion vegetal

son:

e Propagacion vegetativa rapida y a gran escala

e Uniformidad seleccionada del material clonado

e Multiplicacion de plantas recalcitrantes a las técnicas convencionales

e Reduccidn en el tiempo de multiplicacion y en el espacio requerido para tal fin
e Mayor control sobre la sanidad del material propagado

e Introduccion rapida de nuevos cultivares

e Conservacién de germoplasma

e Facilidades para el intercambio internacional de material vegetal

2.2.2. Desventajas de la micropropagacion

Se requiere de personal especializado, infraestructura y equipos especiales, la adquisicion
de productos quimicos es costosa y dificil especialmente en paises con pocos recursos
econdémicos. Por otra parte existe poca literatura relacionada al cultivo “in vitro” de

especies forestales, pues generalmente la respuesta inicial de algunas especies o genotipos



es complicada, ya que el tiempo que se quiere es de 12 a 18 meses para adecuar las
condiciones a cada especie 0 genotipo (Mejia 1994, Gonzéles y Vilca 1998).

Segun Watadet al. (1992) citado por Tapia (2004), esta técnica presenta varias dificultades,

las mas frecuentes al introducir los explantes en cultivo in vitro son:

e Contaminacion endogena y superficial de los explantes cultivados in vitro.

e Pardeamiento y ennegrecimiento del medio de cultivo y de los explantes (oxidacién), lo
que usualmente les causa la muerte. Este fendbmeno es conocido en el caso de especies
que naturalmente contienen altos niveles de taninos u otros hidroxifenoles, se produce
por liberacion de fenoles al medio de cultivo al producirse heridas en el tejido.

e Ausencia de brotacion de yemas axilares bajo cultivo in vitro.

e Hiperhidricidad de los tejidos.
2.2.3. Fases de la micropropagacion

Remache (2011), menciona que dentro del proceso de micropropagacion se pueden
diferenciar varias fases, tales como: 1) Eleccion de la planta madre (donante) y explante,
2) Establecimiento o implantacion in vitro, 3) Multiplicacion o proliferacion in vitro, 4)
Enraizamiento in vitro y 5) Adaptacion al suelo o aclimatacion

2.2.3.1.Fase de eleccién de la planta madre y explante

Durante esta etapa se elige la planta madre a partir de la cual se obtiene el explante, el
cultivo practicamente puede iniciarse a partir de cualquier parte de la planta. Sin embargo
Jiménez (1998) menciona que la fuente inicial de material vegetal es determinante para el

éxito en el establecimiento de los mismos y se aconseja utilizar plantas sanas y vigorosas.
2.2.3.2.Fase de establecimiento o implantacion in vitro

Una vez seleccionado el mejor explante, es necesario desinfectarlo superficialmente, para
evitar la contaminacion por microorganismos como bacterias y hongos, que pueden crecer
en el medio de cultivo y competir con el explante. Para la desinfeccién se pueden emplear
diferentes compuestos, siendo los mas comunes las soluciones de hipoclorito de sodio y de
calcio, el peroxido de hidrégeno, el nitrato de plata, el cloro comercial, el alcohol a

diferentes porcentajes, entre otros.

La seleccion y concentracion de los desinfectantes y el tiempo de desinfeccion se

determinan, en gran medida, por las caracteristicas del explante; pero en la practica,



generalmente se establecen experimentalmente por ensayo y error (Villalobos y Thorpe
1991).

Marin (1997), menciona que el inicio del cultivo es una fase muy delicada en la que la
porcion de tejido vegetal que sirve de inoculo (explante) debe sobre sobrevivir al

aislamiento del resto de la planta original y comenzar el crecimiento in vitro.

El medio de cultivo debe proporcionar al explante todo lo que necesita para vivir y
desarrollarse: nutrientes (sales minerales y compuestos organicos como azlcares Yy
vitaminas) y reguladores de crecimiento que estimulen su desarrollo. Existen dos factores
que son particularmente importantes en el establecimiento del cultivo: el explante y la

esterilizacion.

Los ingredientes del medio en el que se cultivara el explante dependen de la respuesta que
se busque obtener. Si se desea proliferacion de brotes axilares se afiadiran citocininas y si
se desea obtener callos se utilizardn auxinas. Generalmente se usa sacarosa como fuente
de carbono y minerales dependiendo del tipo de planta. EI medio basal mas usado para esta
etapa es el medio MS (Medio Murashige-Skoog) (Castillo 2008). La fase del

establecimiento in vitro termina cuando se logra tener cultivos en crecimiento.
2.2.3.3.Fase de multiplicacion o proliferacion in vitro

Durante la fase de multiplicacion se espera observar que los explantes que sobrevivieron la
fase anterior originen nuevos brotes con varias hojas. Periddicamente estos brotes se tienen
que subcultivar en un nuevo medio para aumentar el nimero de plantas, esta actividad se
debe realizar en una camara de flujo laminar o en un lugar que permita mantener

condiciones asépticas.

En esta etapa los medios de cultivo, los reguladores del crecimiento como auxinas,
giberelinas y citocininas y las condiciones de crecimiento juegan un papel muy importante
sobre la multiplicacion clonal de los explantes, ya que se pretende lograr la mayor tasa de

multiplicacion vegetativa (Remache 2011).

Jacome (2012) menciona que la fase de multiplicacion o proliferacion comprende dos

etapas:

1) Etapa de induccion: implica el empleo de altas concentraciones de reguladores del
crecimiento (generalmente de auxinas mas que de citocininas), para favorecer la

desdiferenciacion.



2) Etapa de multiplicacion: requiere un balance hormonal adecuado para favorecer los
procesos de diferenciacion y multiplicacion celular, durante esta fase el sistema es mas

dependiente de citocininas.

2.2.3.4.Fase de enraizamiento in vitro

Villalobos y Thorpe (1991), manifiestan que el proceso de enraizamiento en los brotes
propagados in vitro requiere generalmente del transplante a un medio de cultivo con menor
concentracion de sales. EI medio de Murashige-Skoog (MS), por ejemplo, diluido al 50 %
ha dado resultados positivos en diferentes especies. De igual manera, se requiere cambiar
el balance hormonal, lo cual consiste en disminuir las citocininas y aumentar las auxinas
exogenas. En algunas especies, la eliminacion de las citocininas exdgenas ha sido

suficiente estimulo para la diferenciacion del sistema radical.

Durante esta etapa se busca la formacion de raices adventicias, con el fin de convertir los
brotes o embriones somaticos en plantulas completas. El tipo de enraizamiento depende de
cada especie y la facilidad con la que esta etapa se logre, por ejemplo para las especies
herbaceas es mucho mas facil formar raices que para las especies lefiosas. Es importante
tomar en cuenta que para cada especie es necesario formular un método de enraizamiento
ya que no todas actlan de igual forma con los diferentes reguladores de crecimiento

existentes.
2.2.3.5.Fase de adaptacion al suelo o aclimatacion

Finalmente, se lleva a cabo la ultima etapa de la micropropagacion, que consiste en la
adaptacion al suelo. Los explantes enraizados son muy sensibles a los cambios
ambientales, de manera que el existo o fracaso de todo el proceso depende de la
aclimatacidn, es por esto que la adaptacion al suelo se considera como critica, pues hay
muchas probabilidades de que la planta muera por no estar bien acondicionada (Segretin
2010).

2.2.4. Factores que intervienen en la micropropagacion

Abdelnour y Escalant (1994) mencionan que existen diferentes factores externos, fisicos y

quimicos que determinan el éxito en los sistemas de propagacion.

La micropropagacion depende para su buen desarrollo de factores externos como: la planta

donante y el explante. Villalobos y Thorpe (1991) mencionan que la edad fisioldgica del



explante, asi como el estado fisioldgico y sanitario de la planta que dona el explante
influyen significativamente en su capacidad morfogénica, es decir mientras mas joven y
menos diferenciado este el tejido que se va a sembrar, mejor serd la respuesta in vitro.
Roca y Mroginski (1991) manifiestan que la eleccion del explante adecuado constituye el
primer paso para el establecimiento de los cultivos, este varia de acuerdo al objetivo
perseguido y la especie vegetal utilizada. En general factores como el genotipo, edad de la

planta y su estado fisioldgico son importantes de considerar.

Aun cuando muchos factores pueden influir en la micropropagacion, los principales
factores fisicos son: la luz, la temperatura, el pH y la concentracion de O, y CO,, pues
ejercen un papel importante en el desarrollo y diferenciacion celular y han sido

ampliamente estudiados (Roca y Ramirez 2000, Roca y Mroginski1991).

Entre los factores quimicos que influyen en el cultivo in vitro estan: los nutrientes (macro y
microelementos y fuentes de carbohidratos) y algunos compuestos organicos (vitaminas) y

los reguladores de crecimiento (Roca y Ramirez 2000).
2.2.4.1.Factores fisicos

Cérdenas (2006) manifiesta que los efectos de la luz proporcionada a los explantes se
pueden dividir en términos de intensidad, largo del dia y calidad. Las plantas necesitan luz
para regular ciertos procesos morfogenicos como formacion del tallo, induccion radicular o

embriogénesis somatica.

El fotoperiodo es otro aspecto importante en incubacién, debe ser regulado con exactitud,
evitando influencias del fotoperiodo natural, usualmente el fotoperiodo se regula a 12-16
horas (Seemann 1993).

Abdelnour y Escalant (1994) y Cardenas (2006) mencionan que bajo condiciones in vitro
la humedad dentro de los recipientes es casi 100 %, es por esto que la planta in vitro en
general no desarrolla adecuados sistemas de regulacion hidrica tales como cera, estomas,

cuticula, entre otros; de ahi que dificulta la aclimatacion de las plantas micropropagadas.

La temperatura es uno de los factores que se debe considerar en el establecimiento de
cultivos, Roca y Mroginski(1991) sefialan que en general temperaturas entre 25 y 28 °C son
adecuadas; por su parte Pierik (1990) indica que a temperatura se mantiene constante de 24 a
26 °C dependiendo de la especie experimental, se elige una temperatura mas baja de 18 °C

para especies bulbosas, 0 una temperatura mas alta de 28 — 29 °C para especies tropicales.



El grado de acidez o alcalinidad (pH) del medio de cultivo que es importante y especifico
para cada tipo de planta, al igual que ocurre en el suelo, por lo que es necesario ajustarlo a
los requerimientos de la especie en estudio. Sin embargo, el pH adecuado esta en un rango

de 4,5 a 7 para las plantas, es el pH 5,7 el mas generalizado (Abdelnour y Escalant 1994).
2.2.4.2.Factores quimicos

Los medios de cultivo pueden ser definidos como una formulacion de sales inorganicas y
compuestos organicos requeridos para la nutricion y manipulacion de los cultivos
(Mroginskiet al. 2010).

Castillo (2008), sefiala que el medio de cultivo se compone de una mezcla de sales
minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento, azlcar, agua y agar. La composicién del

medio depende de la especie vegetal y de la etapa del proceso de micropropagacion.

Un medio de cultivo basicamente estd compuesto por carbono, nutrimentos minerales y
vitaminas; sin embargo, en la mayoria de los casos los tres tipos de sustancias que
anotamos antes, no son suficientes para el buen desarrollo del cultivo, por lo que se hace
necesario, completar los medios con regulaciones de crecimiento (auxinas y citocininas) y
otros compuestos como aminoacidos, precursores de aminoacidos, antioxidantes, carbon

activado, etc. (Roca y Mroginski1991).

La composicién mineral se define en forma precisa en cada uno de los medios y esta dada
tanto por los macroelementos (N, P, K, S, Mg y Ca) como por los microelementos (B, Mn,
Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, I y Fe). Estos nutrientes deben estar en una concentracion tal que
permita el adecuado crecimiento celular (Llorente 2002). Una de las mezclas de sales mas
usadas es la descrita por Murashige y Skoog (1962), conocida normalmente como formula
MS (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion quimica del medio de cultivo MS (Murashige y Skoog1962)

SoluciénMadre Componentes mg/L
Nitratos de amonio 1650

NITRATOS Nitratos de potasio 1900
Sulfato de magnesio 370,00

Sulfato de manganeso 16,90

SULFATOS Sulfato de zinc 8,60
Sulfato clprico 0,025
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.. Continuacion Cuadro 1

Cloruro de calcio 440,00
HALOIDES Yoduro de potasio 0,83
Cloruro de cobalto 0,25

Fosfato de potasio 170,00
P,B,Mo Acido bérico 6,20
Molibdato de sodio 0,25

Sulfato ferroso 27,80

Na Fe EDTA Acido etilendiaminocetico 37,30

Si bien las plantas son autotrofas, puede ser necesario afiadir al medio de cultivo algunas
vitaminas hasta que los cultivos prosperen. Las vitaminas favorecedoras del desarrollo de
cultivos in vitro y que se afiaden rutinariamente en la mayoria de los medios de cultivo son:

tiamina (B1), piridoxina (B6) y acido nicotinico (Krikorian 1991).

Debido a que las células cultivadas in vitro son generalmente heterotréficas respecto de la
fuente de carbono, se deben agregar azucares al medio de cultivo. Estos actian como
fuente energética y de carbono e incrementan el potencial osmético del medio. La sacarosa
en concentraciones de 2 a 5 %, constituye la fuente mas utilizada, pero se puede remplazar

por la glucosa y en menor medida por fructosa (Roca y Mroginski 1991).

Los reguladores de crecimiento se refieren al conjunto de productos sintéticos que influyen
en el crecimiento y desarrollo de las plantas, como también a las hormonas que son
compuestos organicos sintetizados por las mismas plantas. Las sustancias hormonales
criticas en el cultivo de tejidos son las auxinas y citoquininas, estas intervienen en la
elongacion y division celular, formacion de brotes y raices, y en la germinacién de las
semillas (Pierik 1990).

Existe una gran variedad de sustancias de composicion indefinida que han sido utilizadas
para enriquecer los medios de cultivo. Entre ellas se encuentran: extracto de malta, agua de
coco, extracto de levadura, pulpa de banano, caseina hidrolizada y jugo de naranja y
tomate (Abdelnour y Escalant 1994).

Roca y Mroginski (1991), mencionan otros componentes que se adicionan a los medios de
cultivos, tales como: agente gelificante y carbén activado. EI primero actia como agente
de soporte, en los medios semisélidos cominmente se adiciona agar en concentraciones de
0,6 a 1 %, el agar disuelto forma un gel capaz de retener el agua y absorbe compuestos; y el

carbon activado es un antioxidante, se utiliza en concentraciones de 0,1 a 3 %, puesto que
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contribuye en la absorcion de compuestos fendlicos que dificultan el crecimiento y desarrollo

del cultivo in vitro.
2.2.5. Reguladores de crecimiento vegetal

Son compuestos organicos diferentes de los nutrimentos, que en pequefias cantidades,
fomentan, inhiben o modifican de alguna forma cualquier proceso fisioldgico vegetal
(Weaver 1990). Las hormonas vegetales se sintetizan en alguna parte de la planta y se
translocan a otra, en donde concentraciones muy bajas causan una respuesta fisioldgica,
que promueve diferente tipos de crecimiento; en la actualidad, las auxinas, citocininas,
giberelinas, inhibidores y retardadores del crecimiento, son consideradas dentro del grupo

de hormonas y reguladores de crecimiento (Salisbury y Ross 1994).

Las hormonas reguladoras del crecimiento son compuestos organicos importantes que se
incluyen en el medio de cultivo, el tipo y concentracion empleada de estos en el medio de

cultivo depende del objetivo del cultivo in vitro (Jordan y Casaretto 2006).

A medida que se han identificado un mayor nimero de reguladores de crecimiento y
estudiado los efectos y concentraciones endogenas, se ha hecho evidente que cada uno de
ellos no solo influye en las respuestas de muchas partes del vegetal, sino que tales
respuestas dependen de la especie, del 6rgano del vegetal, del estado de desarrollo, de las
concentraciones endogenas y exogenas, de las interacciones entre reguladores de
crecimiento y de diversos factores ambientales. Por lo tanto es riesgoso generalizar acerca
de los efectos de los reguladores de crecimiento sobre los procesos de crecimiento y

desarrollo en un tejido u 6rgano vegetal en particular (Salisbury y Ross 1994).
2.2.5.1.Auxinas

Las auxinas comprenden una gran familia de sustancias que tienen en comun la capacidad
de producir un agrandamiento y alargamiento celular; sin embargo, se ha encontrado al
mismo tiempo que promueven la division celular y la diferenciacién de raices en el cultivo
de tejidos (Roca y Mroginski1991, Llorente 2002). En las plantas, las auxinas intervienen
en el tropismo a la gravedad y a la luz, la dominancia apical, el crecimiento de las partes

florales y la diferenciacion de los tejidos vasculares (Davies 1995).

El &cido indolacético (AlIA) fue la primera auxina natural identificada, y hoy es
considerada la principal auxina en plantas, entre otras auxinas que han sido identificadas se

incluye al acido 4-cloroindolacético (4-Cl AIlA) y acido indolbutirico (AIB). Existen
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auxinas sintéticas, tales como el é&cido 2,4-diclorofexiacético (2,4-D) y 4cido
naftalenacético (ANA), las cuales en bioensayos inducen efectos similares a las auxinas
naturales, al usar diversas concentraciones de auxinas se ha demostrado que existen

diferencias en la sensibilidad a estas hormonas (Sitbon y Perrot-Rechenman 1997).
2.2.5.2.Citocininas

Las citocininas son hormonas esenciales en el accionar de varios procesos vinculados al
crecimiento y desarrollo de las plantas y relacionados a la accion de varios genes (Jordan y
Casaretto 2006), son derivados de la adenina que promueven la division celular (Llorente
2002). Se utilizan frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo, inducen la
formacion de vastagos adventicios; sin embargo, inhibe la formacién de raices, promueven
la formacién de vastagos axilares, ademas, promueve procesos de morfogénesis, la
expansion foliar, y el desarrollo de los cloroplastos, mejorando el desarrollo vegetativo
(Davies 1995).

Entre las citocininas mas wusadas se encuentran la benzilaminopurina (BAP),
isopentiladenina (2iP), kinetina (KIN) y zeatina (ZEA) en concentraciones comprendidas
entre 0,01- 3 mg/L, segun el tipo de desarrollo que se desee inducir (Cardenas 2006). Estas
actlan sinérgicamente con las auxinas para promover una mayor division celular y por

ende mejor crecimiento y desarrollo de la planta (Lozada 2010).

La inclusion de citocininas en el medio de cultivo permite formar callos en varias especies
vegetales, aunque principalmente induce que regiones meristematicas multicelulares se

diferencien en estructuras organizadas (Llorente 2002).
2.2.5.3.Giberelinas

Las giberelinas son esencialmente hormonas estimulantes del crecimiento al igual que las
auxinas, coincidiendo con éstas en algunos de sus efectos bioldgicos, ya que estimulan la
elongacion de tallos y estimulan germinacién de semillas en numerosas especies
(Soberonet al. 2005), la elongacion de tallos, el desarrollo de raices y la floracion (Gray y
Estelle 1998).

Las giberelinas inducen la elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los meristemos
0 yemas in vitro. También pueden romper la dormancia de embriones aislados o yemas,
generalmente inhiben la formacion de raices adventicias y también la formacion de

vastagos adventicios, (Pierik 1990). Las giberelinas especialmente el AG3s, han demostrado
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ser necesarias para el cultivo de apices o meristemas caulinares de varias especies

vegetales (Roca y Mroginski1991).
2.3.Micropropagacion de especies forestales

Dentro de las especies lefiosas, las que han sido objeto de estudio durante algunos afios son
las forestales, especialmente las maderables por su gran valor comercial (Villalobos y
Thorpe 1991, Mufioz 2003, Pérez et al. 2004).

La técnica del cultivo in vitro para la obtencion de especies forestales, ha sido lenta. Se han
publicado diversos trabajos de micropropagacion de especies maderables, entre las especies
para fines industriales han sido Alamos (Populussp.), Eucaliptos (Eucaliptus sp.), Arces (Arce
sp.), Abedules (Betulasp.), Castafios (Castanea sativa), Robles (Quersushumboldtii), Pinos
(Pinuspatula) (Ramos 2012).

Para realizar micropropagacion, se requiere que el material a cultivar esté aséptico
(esterilizado), debido a que en el medio de cultivo pueden crecer microorganismos,
principalmente bacterias y hongos, que competirdn con el explante. Se utiliza para la
desinfeccion soluciones de hipoclorito de sodio y de calcio, el perdxido de hidrogeno, el
nitrato de plata, el cloro comercial, el alcohol a diferentes porcentajes (Villalobos y Thorpe
1991).

La regeneracion de plantas a partir de cultivo in vitro de ciertas especies lefiosas, exige la
basqueda de técnicas complejas (Perugorria2005). Estas deben permitir a las plantas
sobrevivir a los problemas de oxidacién, heterogeneidad de respuesta y sobre todo a la
ambientacion cuando son trasplantadas a un sustrato y expuestas a las condiciones

naturales (Lopez 1996).

La micropropagacion de especies arboreas ofrece una via rapida de producir a nivel
industrial o semiindustrial plantas clonales para reforestacion, produccion de biomasa

lefiosa y conservacion de germoplasma élite y raro (Rout y Das 1993).

Una de las principales ventajas de la micropropagacion es la capacidad potencial de
desarrollar protocolos de multiplicacion optimizados para multiplicar arboles adultos que
han demostrado ser fenotipicamente superiores (Olmos et al.2004). Sin embargo los

estudios de propagacion en especies lefiosas alin son escasos.
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2.4.Descripcion de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
2.4.1. Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Rosidae

Familia: Anacardiaceae

Género: Loxopterygium

Especie: huasangoSpruce ex Engl.

2.4.2. Descripcion botanica

Figura 1. Atributos botanicos de la especie Loxopterygium huasango a) Arbol con follaje, b) Hojas
y ¢) Flores

Arbol caducifolio, de 15-20 m altura, 40 cm de DAP. Fuste irregular, muy ramificado.
Copa globosa, frondosa, con follaje casi siempre amarillento. Corteza lisa, color café
cuando joven, cuando es adulto la corteza es marron, se desprende en placas rectangulares.
Exuda un latex cremoso que fluye en gotas gruesas. Hojas compuestas, alternas,
imparipinadas de 30-40 cm de longitud; caducas, foliolos alargados, grandes de base
obtusa, apice agudo, las nervaduras con presencia de pelos blanquecinos hirsutos, borde
aserrado, con olor astringente que causa alergia. Flores muy pequefias, de 3 mm de
longitud, verde-blanquecino, formando espigas compuestas, axilares. Fruto una samara,
con semillas aladas de 1,5 cm de color verde (tierno) y café-verdoso (maduro) (Figura 1).
Florece de febrero-abril y nuevamente en agosto. Se propaga por semilla y estacas. Es de
lento crecimiento (Aguirre 2002, Velasquez 1998, Gonzaélez et al. 2005).
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2.4.3. Ecologiay usos

Esta especie se encuentra distribuida en la region tumbesina de la costa peruana y ecuatoriana,
y el habitat que prefiere son temperaturas que estan alrededor de los 24 °C, precipitaciones

medias anuales de 250 a 800 mm y altitudes de 0 a 800 m snm.

Habita en planicies y zonas de montafia del bosque seco, en las provincias de Guayas, El
Oro y Loja, crece entre 0 — 2 000 msnm (Jorgensen y Ledn-Yanez 1999).

Su madera es muy resistente al contacto con el suelo y es usado en la construccion de
cercos que pueden resistir varias décadas. Para la construccion de viviendas su madera se
la usa como postes, vigas, astillas para las paredes y también se usan como lefia. En la
medicina su resina es usada para frotaciones reumaticas, como repelente y anestésico para

extraer dientes en mal estado (Aguirre 2012).
2.5.Estudios similares

En cuanto a los estudios realizados en Loxopterygium huasangono existe mayor
informacion bibliografica sobre cultivo de tejidos in vitro, con excepcion del trabajo de
tesis realizado por Millones (1993) donde reporta la propagacion clonal a partir de apices
caulinares procedentes de plantulas obtenidas por germinacion de semillas in vitro; en este
proceso se obtuvo elongacién del brote, brotamiento multiple y enraizamiento de brotes,
asi como la induccion de callos en explantes de cotiledones en altas concentraciones de
2,4-D.

Por otra parte, existen algunos estudios sobre micropropagacion in vitro de algunas
especies forestales tanto en Ecuador como en otros paises. A continuacién, se mencionan

algunos de estos estudios.

Diaz (2012), en su estudio sobre Procesos morfogenicosin vitro de Cedrelamontana,
inducidos, a partir de semillas, para propagacion y conservacion de germoplasma, obtuvo
un 72% de semillas germinadas mediante la aplicacion de 2 mg/L de &cido giberélico
(AG3). En cuanto a la fase de proliferacion o multiplicacion de explantes de apices
caulinares y segmentos nodales obtuvo los mejores resultados aplicando 2mg/L de BAP,
ya que se obtuvo 3 brotes/explante; mientras que para la fase de enraizamiento se
obtuvieron 2,4 raices con una longitud de 30,58 mm por explante aplicando al medio de

cultivo una concentracién de 1 mg/l de AIB.
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Jacome (2012), en su estudio denominado “Establecimiento, induccion y evaluaciéon a
callogénesisin vitro de meristemos apicales de é&rboles jovenes de romerillo
(Podocarpusoleifoluis) como futura estrategia de conservacion de la especie en el Distrito
Metropolitano de Quito” determind que el mejor tratamiento de desinfeccion para el
establecimiento in vitro meristemos apicales de arboles jovenes de Podocarpusoleifoluis es
la aplicacion de hipoclorito de sodio a una concentracion de 1% durante 10 minutos con un
lavado previo de las yemas apicales en una solucién detergente durante 40 minutos. Por
otro lado menciona que la mejor formulacién nutritiva evaluada para el establecimiento e
induccion de callogénesisin vitro de meristemos apicales es el medio de cultivo de

Murashige y Skoog (MS) a una concentracion completa.

El estudio realizado por Soto et al.(2010) denominado “Establecimiento in vitro de
CedrelasalvadorensisStandl” menciona que el método de desinfeccion con hipoclorito de
sodio aplicado en los frutos, presentd un buen resultado ya que se logré obtener un elevado
porcentaje de embriones cigdticos libres de microorganismos, EIl porcentaje de
germinacion de los embriones vario del 80 al 100 %, mientras que las estaquillas
respondieran mejor al medio de cultivo con 0,5 mg/L de BA, teniendo un nimero maximo

de dos yemas por nudo.

En la investigacion de Suérez et a.l(2006) denominada “Desarrollo de un protocolo para
propagacion in vitro de Roble, Tabebuia roseaBertol DC” obtuvo menores niveles de
contaminacion de explantes de roble, al aplicar una solucién de 3% de hipoclorito de sodio
durante 10 minutos y luego enjuagados con agua destilada estéril. En cuanto a las tasas de
multiplicacién de brotes se tuvo resultados favorables con la aplicacion de concentraciones
altas de BAP, por lo que recomienda evaluar dosis mayores de este regulador. Por otro
lado, menciona que la presencia de ANA en el medio de cultivo es necesaria para aumentar

el porcentaje de enraizamiento mientras que el mayor nimero de raices.

Camacho et al. (2006) en la investigacion denominada “Estudio preliminar para la
propagacion in vitro de dos especies de Pino” se ensayo tres métodos de desinfeccion en
brotes de Pinuspseudostrobus y P. jaliscana, conjuntamente con dos tratamientos con
citocininas (benciladenina y cinetina) en la elongacion de yemas axilares que permitan la
multiplicacion de brotes bajo condiciones in vitro. Los resultados mostraron que la
aplicacion de alcohol etilico al 50% durante 30 segundos e hipoclorito de sodio al 10%
durante quince minutos favorecen el establecimiento aséptico de los explantes y la
obtencion de brotes adventicios sin presentarse un grado importante de oxidacion. Ademas
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se obtuvo elongacion de brotes axilares en P. pseudostrobus con la aplicacion de 5 mg/L
de BA'y 2mg/L de Cinetina.

Uribe et al. (2012), en su estudio denominado “Influencia de las auxinas sobre el
enraizamiento in vitro de microtallos de Nothofagus glauca (Phil.) Krasser”, evaluo el
efecto independiente de dos auxinas, &cido naftalenacético (ANA) y &cido indolbutirico
(AIB), en el enraizamiento in vitro de microtallos de N. glauca provenientes de subcultivos
sucesivos en medio MS como sustrato. Se obtuvo supervivencia de hasta 100 % con la
adicion de 3 mg/L de AIB al medio, se presentaron diferencias significativas entre el
control y microtallos sometidos a inmersion en hormonas. Se alcanzdé un 87,5% de
enraizamiento adventicio con 1 mg/L de AIB y un 75 % con 3 mg/L de ANA. Con base en
los resultados obtenidos manifiesta que la presencia de auxinas en el medio de cultivo es
indispensable para la formacion de raices in vitro y establece la posibilidad de mantener el

potencial rizogénico de la especie en condiciones ex vitro.

18



3. METODOLOGIA

3.1.Ubicacion del area de estudio

La investigacion se desarroll6 en dos fases: campo y laboratorio
3.1.1. Fase de campo

La recoleccion del material vegetal necesario para establecer los diferentes ensayos
planteados en los objetivos de estudio, se realizé en arboles identificados en los sectores:
Lucarqui — Bramaderos (canton Paltas), Puente Internacional — Vizin (canton Macara) y

Limones (Zapotillo).
3.1.2. Fase de laboratorio

Se realiz6 en el Laboratorio de Micropropagacion Vegetal del Area Agropecuaria de
Recursos Naturales Renovables de la Universidad Nacional de Loja, el mismo que se
encuentra ubicado a 3 km de la ciudad, en las siguientes coordenadas geograficas: 04° 00’
00” Latitud Sury 79° 12” 00” Longitud Oeste (Diaz 2012).

3.2.Metodologia para evaluar la desinfeccion de semillas de Loxopterygium huasango

Spruce ex Engl.
3.2.1. Desinfeccion de Semillas

Se emplearon semillas de Loxopterygium huasango recolectadas de arboles seleccionados®
con caracteristicas fenotipicas sobresalientes?, se seleccioné las semillas con base a los
siguientes criterios: fisiologicamente maduras, tamafio adecuado y buen estado

fitosanitario.

Seguidamente se prepar6 las semillas para la desinfeccién, para lo cual se eliminé la parte
alada que cubre la semilla, con la ayuda de un bisturi, para luego ser observadas en el

estéreo microscopio y eliminar todas las impurezas (Figura 2).

La desinfeccion se realizd en la camara de flujo laminar en condiciones asépticas,

probando distintos tratamientos, los cuales variaron en cuanto a los tiempos de inmersion

! Arboles seleccionados por el proyecto “Generacion de protocolos para la propagacion in vivo e in vitro de
genotipos élites de especies forestales nativas y promisorias para la reforestacion en la region sur del
Ecuador”.

2 Las caracteristicas para seleccionar los arboles fueron: 1) Fuste recto sano y grueso 2) Capacidad y edad
para producir semillas, 3) Facilidad de recoleccion de frutos y 4) Buen estado fitosanitario
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(5, 10 y 15 minutos) y concentracion de hipoclorito de sodio (25, 50 y 75 % de cloro

comercial) respectivamente.

Figura 2. Proceso de seleccion y limpieza de semillas de L. huasango.

Para la desinfeccion se emplearon frascos de vidrio, en los cuales se colocaron las semillas,
a razon de 50 semillas/frasco (envueltas en tul para facilitar su manipulacion durante la
desinfeccion, estodebido a su tamafio pequefio), se agregd alcohol etilico al 70% durante 1
min y se enjuago con agua destilada estéril, seguidamente se colocaron en hipoclorito de
sodio en distintas concentraciones y tiempos de acuerdo al Cuadro 2, luego se procedié a
remover la solucién de hipoclorito de sodio (cloro comercial) con tres enjuagues con agua
destilada estéril. Las semillas permanecieron sumergidas en agua destilada estéril durante

24 horas para luego realizar la siembra in vitro en el medio de cultivo (Figura 3).

Figura 3. Desinfeccion de semillas de L. huasango en la cdmara de flujo laminar.

3.2.2. Medio de cultivo

Se prepar6 el medio de cultivo MS propuesto por Murashige y Skoog (1962),
suplementado con vitaminas 1 mg/L de tiamina y 100 mg/L de m-inositol, 20 gr/L de
sacarosa y 6 gr/L de bacto agar como agente gelificante. EI pH se ajusté a 5,8 £ 0.2 con
acido clorhidrico (HCL) o hidroxido de sodio (NaOH) 1N.
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Seguidamente se calentd el medio de cultivo para incorporar el agar y una vez diluido, se
distribuy6 en tubos de ensayo a razén de 5 ml por tubo. Finalmente, se esteriliz6 en

autoclave durante 20 minutos a 120°C de temperatura y 1,5 kg/cm? de presién (Figura 4).

Figura 4. Preparacion del medio de cultivo para la siembra de semillas de L. huasango.
3.2.3. Siembra in vitro de semillas y condiciones de incubacion

La inoculacion in vitro de semillas se realizé en la camara de flujo laminar en condiciones
asépticas, a razon de una semilla por cada tubo de ensayo, una vez sembradas e
identificado cada uno de los tratamientos, fueron colocados en el cuarto de incubacion,
donde se mantuvierona una temperatura de + 23 °C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas
de oscuridad (Figura 5).

Figura 5. Siembra in vitro de semillas de L. huasango para la evaluacion de los tratamientos de

desinfeccion aplicados.
3.2.4. Disefio experimental

Para analizar las condiciones del ensayo se utilizé un disefio completo al azar (DCA), con
arreglo factorial 3x3, con 9 tratamientos y 3 repeticiones. En el Cuadro 2 se muestran los

tratamientos aplicados.
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Cuadro 2. Tratamientos aplicados en la desinfeccion de semillas de L. huasango.

TRATAMIENTO

DESCRIPCION

O©CoO~NO O, WNPEF

25 % de hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion
25 % de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersion
25 % de hipoclorito de sodio + 15 min de inmersion
50 % de hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion
50 % de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersion
50 % de hipoclorito de sodio + 15 min de inmersion
75 % de hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion
75 % de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersion
75 % de hipoclorito de sodio + 15 min de inmersion

3.2.4.1.Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de tubos de ensayo)
NUmero de tratamientos

Numero de repeticiones

NUmero de unidades experimentales por tratamiento
NUmero de total de tubos de ensayo por tratamiento

Numero total de unidades experimentales del ensayo
Numero total de tubos para el ensayo

Numero de semillas por unidad experimental

Numero total de semillas

3.2.4.2.Unidad experimental y evaluacion

15

45
27
405
15
405

Cada unidad experimental estuvo conformada por 15 tubos de ensayo, para la evaluacion

de la desinfeccion de semillas se tomaron registros diariamente durante un periodo de 30

dias, las variables que se evalud fueron: porcentaje de contaminacion y numero de dias a la

contaminacion (Cuadro 3).

Cuadro 3. Hoja de registro para evaluar la desinfeccion de semillas de L. huasango.

Fecha de siembra:

TRATAMIENTO...
N°sem | . N°sem | . N°sem | o
N° Fech N° total de | contami éoogi contami éooﬂi contami é’oﬂf
dias echa semillas nadas nadas nadas
ri r2 r3
r=repeticion
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3.2.4.3.Hipdtesis del modelo

Hi: Existen diferencias entre tratamientos para la desinfeccion de semillas de

Loxopterygium huasango

Ho: No existen diferencias entre tratamientos para la desinfeccion de semillas de

Loxopterygium huasango.

3.3.Metodologia para evaluar la desinfeccion e implantacion in vitro de explantes de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl., provenientes de campo
3.3.1. Recoleccion del material vegetal

La colecta del material vegetal para la obtencion de explantes (apices caulinares y
segmentos nodales) se realizd en los sectores: Lucarqui — Bramaderos (cantdn Paltas),
Puente Internacional — Vizin (cantdbn Macara) y Limones (Zapotillo) de arboles
seleccionados, donde se colecto estacas de 50 a 60 cm de longitud y didmetro de 1 a 2 cm,
procurando cortar ramas terminales y de esta forma obtener brotes tiernos. Seguidamente
con la ayuda de una podadora manual se cortd las hojas para mantener Unicamente los
brotes. EI material colectado fue envuelto en papel periédico himedo y colocado en fundas
plasticas para mantener la humedad y evitar la deshidratacion y dafios en el traslado al

invernadero en la ciudad de Loja (Figura 6).

Figura 6. Colecta de estacas de L. huasango para la obtencién de explantes (apices caulinares y

segmentos nodales.
3.3.2. Tratamiento de las estacas en el invernadero

Las estacas recolectadas fueron tratadas en el invernadero durante ocho dias, donde se
procedid a cortar de 3 a 5 cm la base de las estacas para sumergirlas en un recipiente con
una solucién de 50 mg/L de (&cido giberélico) AGs y 100 mg/L de (benzilaminopurina)
BAP, con la finalidad de promover la formacion de nuevos brotes.
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Para controlar la contaminacién se rocid las estacas cada dos dias, con una solucion
fungicida — bactericida (2 ml/L de Kasumin, 2 gr/L de Benomyl y 2,5 ml/L de Neem-X

como insecticida) (Figura 7).

Figura 7. Manejo de estacas de L. huasango en el invernadero.

3.3.3. Preparacién del material vegetal

La preparacion del material vegetal consistio en la obtencion de los explantes mediante el
corté de las yemas terminales y axilares, seguidamente se procedio a sumergirlas en una
solucion fungicida (2 ml/L Kasumin) durante 20 minutos, luego se enjuago tres veces con

agua potable

Los explantes fueron lavados con detergente comercial y agua potable, para lo cual se los
cepill6 con el propdsito eliminar la contaminacion adherida a la superficie y se enjuago tres
veces con agua destilada. Posteriormente, se los colocd en vasos de precipitacion cubiertos
con papel aluminio, para posteriormente realizar la desinfeccion segin como se indica en

el Cuadro 4 y luego la siembra in vitro en la camara de flujo laminar (Figura 8).

Figura 8. Preparacion de los explantes de campo de L. huasango para la desinfeccion y siembra in

vitro.
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3.3.4. Soluciones antioxidantes

Para el enjuague de los explantes en la camara de flujo laminar, se prepard previamente
una solucion de agua destilada con antioxidantes (acido citrico 150 mg/L y acido ascorbico

100 mg/L), la cual se esterilizé en autoclave durante 40 minutos.
3.3.5. Medio de cultivo

El medio de cultivo para la implantacion de los explantes de campo fue similar al medio de
cultivo empleado en el ensayo para evaluar la desinfeccion in vitro de semillas, con la
diferencia que a este medio de cultivo se adicion0 otras vitaminas: 1 mg/L de piridoxina, 1
mg/L de &cido nicotinico y 2 mg/L de glicina; ademas,como agentes antioxidantes, se
agrego 1,5 gr/L de carbdn activado, acido citrico 150 mg/L y acido ascdrbico 100 mg/L. Se
distribuyé en tubos de ensayo a razon de 5 ml por tubo. ElI pH y las condiciones de

esterilizacion del medio de cultivo fueron las mismas descritas anteriormente.
3.3.6. Desinfeccion y siembra de explantes

La desinfeccion e inoculacion in vitro se realizd en la camara de flujo laminar en
condiciones asépticas, se probo distintos tratamientos de desinfeccion, los cuales variaron
en dos tiempos de inmersion (5 y 10 min) y tres concentraciones de hipoclorito de sodio

(15, 20 y 25 % de cloro comercial) respectivamente.

Para la desinfeccion de los explantes se utilizé vasos de precipitacion con capacidad para
1000 ml, donde se colocd 30 explantes de 2 a 3 cm en cada vaso de precipitacion y se
procedio a realizar la desinfeccion, mediante los tratamientos planteados (Cuadro 4),
finalmente se removio la solucién de hipoclorito de sodio mediante tres enjuagues con la
solucion antioxidante estéril (con la finalidad de evitar la fenolizacién), los explantes
permanecieron sumergidos en la solucion antioxidante hasta el momento de la siembra
(Figura 9).

Figura 9. Desinfeccién de explantes de campo de L. huasango en la cdmara de flujo laminar.
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Para la siembra in vitro se cortd los explantes de 1 a 1,5 cm de longitud con la ayuda de un
bisturi y pinzas previamente estilizadas, y se colocé a razén de un explante por cada tubo
de ensayo, una vez sembrados e identificados cada uno de los tratamientos se los ubicé en
el cuarto de incubacion, en donde se mantuvieron a una temperatura de + 23 °C y

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad (Figura 10).

Figura 10. Inoculacion in vitro de explantes de campo de L. huasango para la evaluacion de los

tratamientos de desinfeccién aplicados.
3.3.7. Disefio experimental

Para analizar las condiciones del ensayo se utilizé un disefio completo al azar (DCA), con
arreglo factorial 3 x 2, con 6 tratamientos y 3 repeticiones. En el Cuadro 4 se presentan los

tratamientos aplicados.

Cuadro 4. Tratamientos aplicados en la desinfeccion de explantes de campo de L. huasango

TRATAMIENTO DESCRIPCION

15 % de hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion
15 % de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersion
20 % de hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion
20 % de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersion
25 % de hipoclorito de sodio + 5 min de inmersion
25 % de hipoclorito de sodio + 10 min de inmersion

OO wWwNE

3.3.7.1.Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de tubos de ensayo) 10
NUmero de tratamientos 6
Numero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero de repeticiones 3
Numero de total de tubos de ensayo por tratamiento 30
Numero total de unidades experimentales del ensayo 18
Numero total de tubos para el ensayo 180
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Numero de explantes por unidad experimental 10
NUmero total de explantes 180

3.3.7.2.Unidad experimental y evaluacion

Cada unidad experimental estuvo conformada por 10 tubos de ensayo, para la evaluacion
de la desinfeccion de explantes de campo se tomaron registros diariamente durante un
periodo de 30 dias, las variables que se evalud fueron: porcentaje de contaminacion,

porcentaje de oxidacion fenolica y porcentaje de sobrevivencia (Cuadro 5).

Cuadro 5. Hoja de registro para evaluar la desinfeccion de explantes de campo de L. huasango.

Fecha de siembra:

TRATAMIENTO...

R N° % o o R % de

N® Fech " dtOtaI ExpCon | de ExNFen I/ge(:]e l\\I/i\lii(slo Sobrevi

dias echa ¢ t Cont P vencia
explantes

Repeticion...

3.3.7.3.Hipotesis del modelo

Hi: Existen diferencias entre tratamientos para la desinfeccion de explantes de campo de

Loxopterygium huasango

Ho: No existen diferencias entre tratamientos para la desinfecciéon de explantes de campo

de Loxopterygium huasango.

3.4.Metodologia para evaluar la germinacion in vitro de semillas deLoxopterygium

huasango Spruce ex Engl.

La germinacion in vitro de semillas se ensay0 aplicando diferentes métodos de
escarificacion con varias concentraciones de AGs;, a continuacion se describen las

actividades realizadas en el presente ensayo.
3.4.1. Seleccion, escarificacion de semillas y desinfeccion

Se prepar6 las semillas para la desinfeccion, para lo cual se elimind la parte alada que
cubre la semilla, con la ayuda de un bisturi, para luego ser observadas en el estéreo
microscopio y eliminar todas las impurezas. Para la escarificacion de semillas se empleo

tres métodos: a) Testigo (semillas sin escarificar), b) Método mecanico (ligero corte con
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bisturi en la testa) y ¢) Método fisico (inmersién de las semillas en agua hirviendo) (Figura
11).

La desinfeccion de semillas se realizd con el mejor tratamiento del ensayo de desinfeccion
de semillas (T4 = 50% hipoclorito de sodio + 5 min), en la camara de flujo laminar en

condiciones asépticas con el mismo procedimiento descrito anteriormente.

.
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a) Sin escarificacion b) E. Mecanica f ’ ¢) E. Fisica J

Figura 11. Métodos de escarificacion aplicados para evaluar la germinacion in vitro de semillas de

L. huasango.
3.4.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado para la germinacion in vitro de semillas fue similar al medio
de cultivo utilizado en el ensayo para evaluar desinfeccion in vitro de semillas y se

adiciond AGg en tres concentraciones 0; 0,5 y 1 mg/L respectivamente.

Se distribuy6 en tubos de ensayo a razén de 5 ml por tubo. El pH y las condiciones de

esterilizacion del medio de cultivo fueron las mismas descritas anteriormente.
3.4.3. Siembra in vitro de semillas y condiciones de incubacion

La inoculacion in vitro de semillas se realizé en la camara de flujo laminar en condiciones
asépticas, a razon de una semilla por cada tubo de ensayo, considerando el método de
escarificacion y la concentracion de AGs. Se probOd nueve tratamientos con tres

repeticiones cada uno (Cuadro 6).

Seguidamente se identifico cada uno de los tratamientos para su trasladé al cuarto de
incubacion, en donde se mantuvieron a una temperatura de = 23 °C y fotoperiodo de 16

horas luz y 8 horas de oscuridad (Figura 12).
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Figura 12. Inoculacion de semillas para la evaluar la germinacion in vitro de L. huasango.

3.4.4. Disefo experimental

Para analizar las condiciones del ensayo se utiliz6 un disefio completo al azar (DCA), con

arreglo factorial 3x3, con 9 tratamientos y 3 repeticiones. En el Cuadro 6 se muestran los

tratamientos aplicados.

Cuadro 6. Tratamientos aplicados para evaluar la germinacion in vitro de semillas de L. huasango.

TRATAMIENTO DESCRIPCION

Sin escarificacion + 0 mg/l de AG3
Escarificacion fisico + 0 mg/l de AG3
Escarificacion mecénica + 0 mg/l de AGs
Sin escarificacion + 0,5 mg/l de AG3
Escarificacion fisica + 0,5 mg/l de AG;
Escarificacion mecanica + 0,5 mg/l de AG3
Sin escarificacion + 1 mg/l de AG3
Escarificacion fisica+ 1 mg/l de AG;
Escarificacion mecanica + 1 mg/l de AGs

O©CoOoO~NOoO O~ WNPEF

3.4.4.1.Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de tubos de ensayo) 15
Ndmero de tratamientos 9
Numero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero de repeticiones 3
NUmero de total de tubos de ensayo por tratamiento 45
Numero total de unidades experimentales del ensayo 27
Numero total de tubos para el ensayo 405
Numero de semillas por unidad experimental 15
Ndmero total de semillas 405
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3.4.4.2.Unidad experimental y evaluacion

Cada unidad experimental estuvo conformada por 15 tubos de ensayo, para la evaluacion
de la germinacion in vitro de semillas se tomaron registros diariamente durante un periodo
de 30 dias, las variables que se evalu6 fueron: nimero de dias a la germinacion, porcentaje

de germinacion, porcentaje de contaminacion y porcentaje de mortalidad (Cuadro 7).

Cuadro 7. Hoja de registro para evaluar la germinacidn in vitro de semillas de L. huasango.

Fecha de siembra:

TRATAMIENTO...

N° o N° o N° % de
N° Fech N° total de | semillas G/:gri semillas é’oﬂi plantas | Mortali
dias echa semillas Germ Cont muertas dad
Repeticion...

3.4.4.3.Hipotesis del modelo

Hi: Existen diferencias en la germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango

entre tratamientos.

Ho: No existen diferencias enla germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium

huasango entre tratamientos.

3.5.Metodologia para evaluar la fase de multiplicacion in vitro de explantes (apices

caulinares y segmentos nodales) de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

El objetivo de esta fase consisti6 en evaluar el efecto de tres citocininas:
benzilaminopurina (BAP), kinetina (KIN) eisopentiladenina (2ip),en dos concentraciones 1
y 2 mg/L respectivamente, con la finalidad de inducir la elongacion de los explantes. Para
lo cual se utilizé plantas obtenidas mediante germinacion in vitro, con un promedio de 4 a
5 cm de altura y de 1 a 2 nudos, durante esta etapa no fue necesario la desinfeccion del

material vegetal por tratarse de material aséptico.
3.5.1. Medio de Cultivo

El medio de cultivo para fase de multiplicacién de explantes estuvo constituido por las
sales minerales MS (Murashige y Skoog 1962), suplementado con vitaminas: 5 mg/L de
tiamina y 100 mg/L de m-inositol, 20 gr/L de sacarosa y 6 gr/L de bacto agar como agente
gelificante, en este medio de cultivo se ensayaron seis tratamientos probando tres

citocininas (BAP, KIN y 2ip) en dos concentraciones (1 y 2 mg/L) (Cuadro 8) con tres
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repeticiones cada uno. El pH y las condiciones esterilizacion del medio de cultivo fueron

las mismas descritas anteriormente.

Se distribuyd 25 ml de medio de cultivo en frascos de vidrio con 250 ml de capacidad,

después se sell6 con tapas metalicas para realizar la esterilizacion (Figura 13).

Figura 13. Distribucién del medio de cultivo en frascos de vidrio.
3.5.2. Siembra in vitro de explantes y condiciones de incubacion

La inoculacion in vitro de los explantes, se realizé en la cdmara de flujo laminar en
condiciones asépticas, se utilizo cajas petri, bisturi y pinzas previamente esterilizadas para
realizar el corte de los explantes de un tamafio promedio de 2 a 3 cm, una vez obtenidos los

explantes se procedio a sembrarlos, a razon de dos explantes por cada frasco.

Finalmente se identificO cada uno de los tratamientos para su trasladé al cuarto de
incubacion, en donde se mantuvierona una temperatura de + 23 °C y fotoperiodo de 16

horas luz y 8 horas de oscuridad (Figura 14).

Figura 14. Inoculacion in vitro de explantes de L. huasango.

3.5.3. Disefio experimental

Para analizar las condiciones del ensayo se utilizd un disefio completo al azar (DCA), con
arreglo factorial 3x2, con 6 tratamientos y 3 repeticiones. En el Cuadro 8 se muestran los
tratamientos aplicados.
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Cuadro 8. Tratamientos aplicados para evaluar la fase de multiplicacion in vitro de explantes de L.

huasango.

TRATAMIENTO DESCRIPCION
1,0 mg/l de BAP
2,0 mg/l de BAP
1,0 mg/l de KIN
2,0 mg/l de KIN
1,0 mg/l de 2ip
2,0 mg/l de 2ip

OO WN B

3.5.3.1.Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de frascos) 5
Ndmero de tratamientos 6
NUmero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero de repeticiones 3
Numero total de frascos por tratamiento 15
NUmero total de unidades experimentales del ensayo 18
NUmero de explantespor frasco 2
Numero de explantespor unidad experimental 10
Numero total de explantes 180

3.5.3.2.Unidad experimental y evaluacion

Cada unidad experimental estuvo conformada por 5 frascos de vidrio, a razon de 2
explantes/frasco; para la evaluacion de las variables: porcentaje de contaminacion y
porcentaje de mortalidad, se tomaron registros cada 5 dias a partir del tercer dia (Cuadro
9). Posteriormente se evalué cada 30 dias durante un periodo de 3 meses,las variables:
namero de brotes/explante, tamafio del brote (mm), altura de la planta (cm) numero de

hojas/explante y nimero de nudos/explante (Cuadro 10).

Cuadro 9. Hoja de registro para evaluar las variables: % contaminacion y % de mortalidad en fase

de multiplicacion in vitrode explantes de L. huasango.

Ensayo:
Fecha de siembra:
TRATAMIENTO...
° N° ExpCont | % de Cont | N° exp Muertos % de Mort
N° dias Fecha N® total b 2 - _,p >
explantes Repeticion...
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Cuadro 10. Hoja de registro utilizada en la evaluacion a los 30, 60 y 90 dias en la fase de

multiplicacionin vitro de explantes de L. huasango.

Ensayo:

Fecha de siembra: Fecha de evaluacion

Tratamiento... Repeticion...

N° N° brotes/ Tamafio del | Alturadela | N°hojas | N°nudos | Observaciones
explante brote (mm) | planta (cm)

3.5.3.3.Hipotesis del modelo

Hi: Existen diferencias en la fase de multiplicacion de explantes, a partir de éapices

caulinares y segmentos nodales de Loxopterygium huasango entre tratamientos.

Ho: No existen diferencias en la fase de multiplicacion de explantes, a partir de apices
caulinares y segmentos nodales de Loxopterygium huasango entre tratamientos.

3.6.Metodologia para evaluar las fases de brotamiento y enraizamiento in vitro de
explantes (&pices caulinares y segmentos nodales) de Loxopterygium huasango
Spruce ex Engl.

Durante el proceso de establecimiento de los ensayos de brotamiento y enraizamiento in
vitro de explantes se realiz6 el mismo procedimiento descrito en la fase de multiplicacion
en cuanto a la seleccion y siembra de explantes, puesto que se utilizd plantas obtenidas

mediante germinacion in vitro.

El medio de cultivo base estuvo constituido por las sales minerales MS (Murashige y
Skoog 1962), suplementado con vitaminas: 5 mg/L de tiamina, 100 mg/L de m-inositol, 2
mg/L de piridoxina, 1 mg/L de &cido nicotinico y 2 mg/L de glicina 20 gr/L de sacarosa y
6 gr/L de bacto agar como agente gelificante; ademas, se adicion6 1 ml/L de Ergostin
como bioestimulante vegetal. En cada una de las fases de brotamiento y enraizamientoin
vitro de explantes se enriquecio el medio de cultivo base, con citocininas mas sustancias
complejas y auxinas respectivamente.La cantidad del medio de cultivo, el pH, y las
condiciones de esterilizacion del medio de cultivo fueron las mismas descritas

anteriormente.
3.6.1. Fase de brotamiento in vitro de explantes

Durante esta fase se probo 12 tratamientos con tres repeticiones cada uno, el objetivo fue

evaluar el efecto de la interacciébn de tres citocininas: benzilaminopurina (BAP),
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kinetina(KIN) y isopentiladenina (2ip) en concentracion de 1 mg/L, con dos sustancias
complejas: sulfato de adenina en dos concentraciones 5 y 25 mg/L y agua de coco en dos
concentraciones 0 y 20 % respectivamente, con la finalidad de inducir el brotamiento

maultiple de los explantes.
3.6.1.1.Disefio experimental

Para analizar las condiciones del ensayo se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA),
en arreglo factorial 3x2x2, con 12 tratamientos y 3 repeticiones. En el Cuadro 11 se

muestran los tratamientos aplicados.

Cuadro 11. Tratamientos aplicados para evaluar la fase de brotamiento in vitro de explantes de L.
huasango.

TRATAMIENTO DESCRIPCION

1 mg/l de BAP +5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco

1 mg/l de BAP + 5 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco
1 mg/l de BAP + 25 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco
1 mg/l de BAP + 25 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco
1 mg/l de KIN + 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco

1 mg/l de KIN + 5 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco
1 mg/l de KIN + 25 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco
1 mg/l de KIN + 25 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco
1 mg/l de 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco

1 mg/l de 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco

1 mg/l de 2ip + 25 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco

1 mg/l de 2ip + 25 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco

e
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3.6.1.2.Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de frascos) 5
NUmero de tratamientos 12
Numero de unidades experimentales por tratamiento 3
Numero de repeticiones 3
NUmero total de frascos por tratamiento 15
Numero total de unidades experimentales del ensayo 36
Numero de explantes por frasco 2
Numero de explantespor unidad experimental 10
Numero total de explantes 360

3.6.1.3.Unidad experimental y evaluacion

Cada unidad experimental estuvo conformada por 5 frascos de vidrio, a razon de 2

explantes/frasco; para la evaluacion de las variables: porcentaje de contaminacion y
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porcentaje de mortalidad, se tomaron registros cada 5 dias a partir del tercer dia (Cuadro
12). Posteriormente, se evalu6 cada 30 dias durante un periodo de 3 meses las variables:
numero de brotes/explante, tamafio del brote (mm), altura de la planta (cm) numero de

hojas/explante y nimero de nudos/explante (Cuadro 13).

Cuadro 12. Hoja de registro para evaluar las variables: % contaminacion y % de mortalidad en fase

de brotamiento in vitro de explantes de L. huasango.

Ensayo:
Fecha de siembra:
TRATAMIENTO...
° N° ExpCont | % de Cont | N° exp Muertos % de Mort
N° dias Fecha N® total P > p = 2
explantes Repeticion...

Cuadro 13. Hoja de registro utilizada en la evaluacion a los 30, 60 y 90 dias en la fase de

brotamiento in vitro de explantes de L. huasango.

Ensayo:

Fecha de siembra: Fecha de evaluacion

Tratamiento... Repeticion...

N° N° brotes/ | Tamafo del | Alturadela | N°hojas | N°nudos Observaciones
explante brote (mm) | planta (cm)

3.6.1.4.Hipotesis del modelo

Hi: Existen diferencias en la fase de brotamiento in vitro de explantes, a partir de apices

caulinares y segmentos nodales de Loxopterygium huasango entre tratamientos.

Ho: No existen diferencias en la fase de brotamiento in vitro de explantes, a partir de
apices caulinares y segmentos nodales de Loxopterygium huasango entre tratamientos.

3.6.2. Fase de enraizamiento in vitro de explantes

Durante esta fase se probd nueve tratamientos con tres repeticiones cada uno, el objetivo
fue evaluar el efecto de tres auxinas: acido naftalenacético (ANA), acido indolacético
(AlA) y éacido indolbutirico (AIB) en tres concentraciones 0,5: 1 y 15 mg/L

respectivamente, con la finalidad de promover el enraizamiento de los explantes.
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3.6.2.1.Disefio experimental

Para analizar las condiciones del ensayo se utilizo un disefio completamente al azar (DCA),

en arreglo factorial 3x3, con 9 tratamientos y 3 repeticiones. En el Cuadro 14 se muestran

los tratamientos aplicados.

Cuadro 14. Tratamientos aplicados para evaluar la fase de enraizamiento in vitro de explantes de L.

huasango.

TRATAMIENTO DESCRIPCION

0,5 mg/l de ANA
1,0 mg/l de ANA
1,5 mg/l de ANA
0,5 mg/l de AIA
1,0 mg/l de AIA
1,5 mg/l de AIA
0,5 mg/l de AIB
1,0 mg/l de AIB
1,5 mg/l de AIB

O©CoOoO~NO O WDN P

3.6.2.2.Especificaciones del disefio experimental

Unidad experimental (conjunto de frasco)

Ndmero de tratamientos

NUmero de unidades experimentales por tratamiento
Numero de repeticiones

Numero total de frascos por tratamiento

NUmero total de unidades experimentales del ensayo
NUmero de explantes por frasco

Numero de explantespor unidad experimental

Numero total de explantes

3.6.2.3.Unidad experimental y evaluacion

w w ©o© O

27

10
270

Cada unidad experimental estuvo conformada por 5 frascos de vidrio, a razon de 2

explantes/frasco; para la evaluacion de las variables: porcentaje de contaminacién y

porcentaje de mortalidad, se tomaron registros cada 5 dias a partir del tercer dia (Cuadro

15). Posteriormente, se evaluo cada 30 dias, durante un periodo de 3 meses las variables:

altura de la planta (cm), nimero de hojas/explante, nimero de nudos/explante, nimero de

raices formadas y longitud de raices (cm) (Cuadro 16).
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Cuadro 15. Hoja de registro para evaluar las variables: % contaminacion y % de mortalidad en fase

de enraizamiento in vitro de explantes de L. huasango

Ensayo:
Fecha de siembra:
TRATAMIENTO...
° N° ExpCont | % de Cont | N° exp Muertos % de Mort
N° dias Fecha N® total P > p. = 2
explantes Repeticion...

Cuadro 16. Hoja de registro utilizada en la evaluacion a los 30, 60 y 90 dias en la fase de

enraizamiento in vitro de explantes de L. huasango

Ensayo:
Fecha de siembra: Fecha de evaluacion
Tratamiento... Repeticion...
. N° Tamafio
o | Alturadela N° Longitud de N° N° .
N planta (cm) | Raices raices (cm) hojas | nudos br?;?]st/eexp dez(ln?r:]c;te Observaciones

3.6.2.4.Hipotesis del modelo

Hi: Existen diferencias en la fase de enraizamiento in vitro de explantes, a partir de apices

caulinares y segmentos nodales de Loxopterygium huasango entre tratamientos.

Ho: No existen diferencias en la fase de enraizamiento in vitro de explantes, a partir de

apices caulinares y segmentos nodales de Loxopterygium huasango entre tratamientos.
3.7.Andlisis estadistico de los datos

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos en cada uno de los ensayos se utilizo el
software InfoStat (Di Rienzoet al. 2009), en cual se realizd un andlisis de varianza
(ANAVA), estableciendo diferencias significativas con el test de LSD Fisher a un nivel de
significancia de 0,05. Se probaron supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad
para cada una de las variables en los distintos ensayos. En el Cuadro 17 se presenta la matriz

con las medidas resumen empleada para el andlisis de la informacion.

Cuadro 17. Matriz de medidas resumen para el analisis de la informacion.

Tratamiento Repeticion Variable n Media D.E. E.E

D.E.= Desviacién estandar; E.E.= error estandar.
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3.8.Metodologia para la difusion de los resultados obtenidos en la presente

investigacion

Para la difusion de los resultados de la presente investigacion y para dar cumplimiento a

este objetivo se realizo lo siguiente:

e Se socializ6 los resultados de la investigacion, a través de una exposicién a los técnicos
del Laboratorio de Micropropagacion Vegetal y a los estudiantes de quinto afio de la
Carrera de Ingenieria Forestal.

e Se elaboro un triptico y un folleto informativo con la finalidad de dar a conocer los
resultados obtenidos de la presente investigacion.

e Finalmente, se redacté un articulo cientifico para difundir los resultados de la
investigacién, a nivel de la Universidad Nacional de Loja y Carrera de Ingenieria
Forestal.
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4. RESULTADOS
4.1.Desinfeccidn de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.1.1. Porcentaje de contaminacion

En los resultados obtenidos de la desinfeccion de semillas, aplicando diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio (cloro comercial) en distintos tiempos de
inmersion, si se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p=0,0059) para el
porcentaje de contaminacion (Anexo 1), el T1 (25 % de hipoclorito de sodio durante 5 min
de inmersion) y T4 (50 % de hipoclorito de sodio durante 5 min de inmersion) presentaron
los valores mas bajos (0 £ 5,54), frente al T6 (50 % de hipoclorito de sodio durante 15 min
de inmersién) que tuvo los mayores valores (35,56 + 5,54) de contaminacion causada por
hongos y bacterias (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje promedio de contaminacion de los diferentes tratamientos aplicados en la

desinfeccion de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.1.2. Numero de dias a la contaminacion

La aparicion de contaminacion, se evidencio al cuarto dia de evaluacion a partir de la
siembra en el T3 (25 % de hipoclorito de sodio durante 15 min de inmersién), T6 (50 % de
hipoclorito de sodio durante 15 min de inmersion), T8 (75 % de hipoclorito de sodio
durante 10 min de inmersion) y T9 (75 % de hipoclorito de sodio durante 15 min de

inmersion) y se estabilizé al octavo dia en el T6, que fue el tratamiento que presento el
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mayor porcentaje de contaminacion (Figura 16). Los resultados del T1 y T4 no se muestran
en el gréfico ya que la contaminacion en estos tratamientos fue nula (Anexo 1).
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Figura 16. Representacion grafica del nimero de dias a la contaminacion de los diferentes
tratamientos aplicados en la desinfeccion de semillas de Loxopterygium huasango

Spruce ex Engl.
4.2.Desinfeccién de explantes de campo de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.2.1. Porcentaje de contaminacion

En los resultados obtenidos de la desinfeccién de explantes de campo, aplicando diferentes
concentraciones de hipoclorito de sodio (cloro comercial), en distintos tiempos de
inmersion,no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p=0,1452) en el

porcentaje de contaminacion (Anexo 2).

Los tratamientos de desinfeccion aplicados no mostraron resultados favorables, puesto que
se obtuvieron altos porcentajes de contaminacién causada por hongos y bacterias en todos
los tratamientos (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje promedio de contaminacion de los diferentes tratamientos aplicados en la

desinfeccion de explantes de campo de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.2.2. Porcentaje de oxidacion fenolica

En los resultados referentes a la variable porcentaje de oxidacion fendlica si se
encontraron diferencias significativas (p=0,0010) (Anexo 2), en donde el T3 (20 % de
hipoclorito de sodio durante 5 min de inmersion) mostr6 el valor promedio méas bajo (70
4,91) frente al valor obtenido en los T1 (15 % de hipoclorito de sodio durante 5 min de
inmersion), T2 (15 % de hipoclorito de sodio durante 10 min de inmersién), T5 (25 % de
hipoclorito de sodio durante 5 min de inmersion) y T6 (25 % de hipoclorito de sodio
durante 10 min de inmersion), el cual corresponde al mayor porcentaje de fenolizacion
(100 + 4,91) (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje promedio de oxidacion fendlica de los diferentes tratamientos aplicados en la

desinfeccion de explantes de campo de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
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4.2.3. Porcentaje de sobrevivencia

En los resultados referentes al porcentaje de sobrevivencia no se registro sobrevivencia de
los explantes de campo, pues no se logré combatir la contaminacion, asi como también la
oxidacidn fendlica; por lo tanto, se tuvo perdida del 100 % de los explantes durante la fase

de implantacion in vitro.
4.3.Germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.3.1. Porcentaje de germinacion

En los resultados obtenidos en la germinacion in vitro de semillas, aplicando diferentes
métodos de escarificacion y distintas concentraciones de acido giberélico (AGs), no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p=0,2728) para el porcentaje de
germinacion (Anexo 3). Sin embargo, el T1 (Sin escarificacion + 0 mg/l AG3) y el T7 (Sin
escarificacion + 1 mg/l AG3) presentaron los valores promedio de germinacion mas altos

con 71,11y 77,78 % respectivamente (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje promedio de germinacion de los diferentes tratamientos aplicados en la

germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.3.2. Numero de dias a la germinacion

En general las velocidades de germinacion fueron similares para cada uno de los
tratamientos evaluados (Anexo 3), en los T1 (Sin escarificacion + 0 mg/l AGj;), T3
(Escarificacion mecéanica + 0 mg/l AG3), T6 (Escarificacion mecanica + 0,5 mg/l de AG3)

y T7(Sin escarificacion + 1 mg/l AG3), se inici6 la germinacién al cuarto dia, en el T4 (Sin
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escarificacion + 0,5 mg/l AG3), T8 (Escarificacion fisica+ 1 mg/l AG3)y T9 (Escarificacion
mecénica + 1 mg/l AGs)al séptimo dia; mientras que,en el T2 (Escarificacion fisica + O
mg/l AG3) y T5 (Escarificacion fisica + 0,5 mg/l AG3)se inicié al octavo dia. En los T1y
T7 que son los tratamientos en los que se alcanzd los mayores porcentajes de germinacion
con 71,11y 77,78 % respectivamente, se estabilizo la germinacion al dia 14 enel T1 y al
dia 16 en el T7. En la Figura 21 se muestran las curvas de germinacion de los distintos

tratamientos, en las cuales se puede observar el comportamiento de cada uno de estos.
4.3.3. Porcentaje de contaminacion

En los resultados de porcentaje de contaminacion si se encontraron diferencias
significativas (p<0,0001) entre tratamientos (Anexo 3), en donde los T2 (Escarificacion
fisica + 0 mg/l AG3), T5 (Escarificacion fisica + 0,5 mg/l AG3) y T6 (Escarificacion
mecanica + 0,5 mg/l de AG3) presentaron el valor promedio mas bajo (0 £ 2,96), frente al
T9 (Escarificacion mecanica + 1 mg/l AGz) que mostré el valor promedio mas alto (26,67

* 2,96) de contaminacion causada por hongos y bacterias (Figura 20).
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Figura 20. Porcentaje promedio de contaminacion de los diferentes tratamientos aplicados en la

germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
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Figura 21. Curva de germinacion acumulativa de los distintos tratamientos aplicados para la germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango

Spruce ex Engl.
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4.3.4. Porcentaje de Mortalidad

En lo referente a la evaluacion de la variable porcentaje de mortalidad, no se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (p=0,9215) (Anexo 3), el T4 (Sin
escarificacion + 0,5 mg/l AG3) y el T7 (Sin escarificacion + 1 mg/l AG3) presentaron los
promedios de mortalidad mas bajos con 11,11 % y 13,33 % respectivamente, frente al T1
(Sin escarificacion + 0 mg/l AG3) que mostro el valor promedio mas alto con 22,22 % de
mortalidad (Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje promedio de mortalidad de los diferentes tratamientos aplicados en la

germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

4.4.Multiplicacién in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos nodales) de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.4.1. Porcentaje de contaminacion

En la evaluaciondel efecto de las diferentes concentraciones de citocininas para la fase de
multiplicacién in vitro de explantes, se obtuvo que la variable porcentaje de contaminacion
si presenta diferencias significativas (p=0,0360) entre tratamientos (Anexo 4),el T5
(I mg/L 2ip) yv T6 (2 mg/L 2ip) presentaron el valor de porcentaje de
contaminacionpromedio mas bajo (0 £ 7,07), mientras que el T2 (2 mg/L BAP) mostro el
valor promedio méas alto de contaminacion (33,33 + 7,07) provocada por hongos y
bacterias (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje promedio de contaminacion de los diferentes tratamientos aplicados en la

multiplicacidnin vitro de explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.4.2. Porcentaje de mortalidad

En cuanto a los resultados obtenidos de la evaluacién de la variable porcentaje de
mortalidad indican que si existe diferencias significativas (p<0,0001) entre tratamientos
(Anexo 4),en donde el T5(1 mg/L 2ip) mostré el valorde porcentaje de mortalidad
promedio més bajo (13,33 + 5,61) frente al T3 (1 mg/L KIN) que presenté el valor
promedio mas alto (73,33 + 5,61) de mortalidad, provocada por factores fisiologicos

propios de la especie (Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje promedio de mortalidad de los diferentes tratamientos aplicados en la

multiplicacionin vitro de explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
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4.4.3. Numero de brotes/explante, tamafio del brote (mm), altura de la planta (cm),

namero de hojas/explante y nimero de nudos/explante

Los resultados obtenidos para las variables numero de brotes/explante y tamafio del brote
(mm) no presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p=0,5660 y p=0,5310
respectivamente). No se logro la formacion de brotes mediante los tratamientos aplicados.

En cuanto a los resultados obtenidos para la variable altura de la planta, no se encontraron
diferencias significativas (p=0,0620); sin embargo, si se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos para las variables: numero hojas/explante (p<0,001) y
numero de nudos/explante (p=0,006). Con el T5 (1 mg/L 2ip) se logré el mayor valor
promedio de altura de la planta (5,21 cm), el mayor nimero de hojas
formadas/explante(6,16), asi como también, el mayor nimero de nudos/explante (5,40) en
promedio; frente al T2 (2 mg/l BAP) que presentd los valores promedio mas bajos con 3,36
cm de altura de la planta,

(Cuadro 18).

(3,78) hojas/explante y (2,56) nudos/explante en promedio

Cuadro 18. Promedios + error estandar de las variables evaluadas a los tres meses en el ensayo de

multiplicacidn in vitro de explantes de L. huasango.

Trat N° Tamafio del Altura de la N° N°
brotes/explante  brote (mm) planta (cm) hojas/explante  nudos/explante
T1 0,00 + 0,06a 0,00+1,14a 3,85+0,38ab 3,83 £ 0,56a 3,11 + 0,46a
T2 0,00 + 0,06a 0,00+1,14a 3,36 +0,38a 3,78 £ 0,56a 2,56 + 0,46a
T3 0,08 + 0,06a 1,00+1,14a 4,41+0,38abc 6,11 +0,56b 4,72 + 0,46bc
T4 0,11 + 0,06a 2,61+1,14a 4,64 £0,38bc 6,03 = 0,56b 4,62 + 0,46bc
T5 0,00 = 0,06a 0,00+1,14a 5,21+0,38c 6,16 + 0,56b 5,4 +0,46¢
T6 0,00 + 0,06a 0,00+1,14a 4,43+0,38abc 4,01 +0,56a 3,49 £ 0,46ab

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes

4.5.Brotamiento in vitro de explantes (&pices caulinares y segmentos nodales) de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.5.1. Porcentaje de contaminacion

En la evaluacion del efecto de la interaccion de citocininas con sustancias complejas en la
fase de brotamiento in vitro de explantes, se obtuvo que la variable porcentaje de
contaminacion no presentd diferencias significativas (p=0,5465) entre tratamientos. Se
logré controlar la contaminacion puesto que en la mayoria de tratamientos se obtuvo en 0%

de contaminacién, con excepcion del T7 (1 mg/L KIN + 25 mg/L de S. adenina + 0 % de agua
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de coco)y T9 (1 mg/L 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco), en donde se presentd

una contaminacion minima del 6,67 % en cada uno (Anexo 5).
4.5.2. Porcentaje de mortalidad

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la variable porcentaje de mortalidad muestran
que no existen diferencias significativas (p=0,8552) entre tratamientos (Anexo 5). Los

valores promedio del porcentaje de mortalidad se presentan en la Figura 25.
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Figura 25. Porcentaje promedio de mortalidad de los diferentes tratamientos aplicados en el

brotamientoin vitro de explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

El T4 (1 mg/L BAP + 25 mg/l de S. adenina + 20 % de agua de coco), T8 (1 mg/L KIN + 25 mg/I
de S. adenina + 20 % de agua de coco) y T12 (1 mg/L KIN + 25 mg/l de S. adenina + 20 % de
agua de coco), presentaron el porcentaje de mortalidad mas bajo de 40 %,con respecto al T1
(1 mg/L BAP +5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco)en donde se registro el valor méas
alto con 56,67 % de mortalidad.

4.5.3. Numero de brotes/explante, tamafio del brote (mm), altura de la planta (cm),

namero de hojas/explante y nUmero de nudos/explante

Los resultados obtenidos para las variables nimero de brotes/explante y tamarfio del brote
(mm) no presentaron diferencias significativas entre tratamientos (p=0,4803 y p=0,5401
respectivamente). No se obtuvo resultados favorables en cuanto a la formacion de brotes

mediante los tratamientos aplicados.
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Si se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para las variables: altura de
la planta (cm) (p=0,0026), nimero hojas/explante (p=0,0264) y nimero de nudos/explante
(p=0,0021). EI T9 (1 mg/L 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco) es el mejor
tratamiento para promover la elongacion del explante, pues obtuvo el valor promedio mas
alto de altura (5,31 cm), con (5,79) hojas/explante y (3,99) nudos/explante en promedio;
frente al T3 (1 mg/l BAP + 25 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco) que present6 los valores

promedio mas bajos con 3,37 cm de altura de la planta, (2,72) hojas formadas y (1,78)

nudos/explante en promedio (Cuadro 19).

Cuadro 19. Promedios + error estandar de las variables evaluadas a los tres meses en el ensayo de
brotamiento in vitro de explantes de L. huasango.

Trat N° Tamafio del Altura de la N° N°
brotes/explante brote (mm) planta (cm) Hojas/explante  Nudos/explante
T1 0,00 £ 0,06a 0,00+0,62a  3,75+0,27ab 3,40 £ 0,53ab 2,16 = 0,34abc
T2 0,00 £ 0,06a 0,00+0,62a  3,72+0,27ab 3,78 £0,53ab 2,53 £ 0,34abc
T3 0,00 £ 0,06a 0,00 £ 0,62a 3,37 £0,27a 2,72 +0,53? 1,78 + 0,342
T4 0,05 + 0,06a 0,29+0,62a 3,52 +0,27ab 2,78 + 0,532 2,63 = 0,34abcd
T5 0,17 £ 0,06a 094+062a 4,19+0,27bc 3,78 £0,53ab 3,56 * 0,34de
T6 0,00 £ 0,06a 0,00+0,62a  3,77+0,27ab  3,40+£0,53ab 2,30 +0,34abc
T7 0,05 = 0,06a 0,71+ 0,62a 4,62 +0,27d 4,03 +0,53ab 2,91 £ 0,34bcd
T8 0,00 £ 0,06a 1,39+0,62a 3,86 £0,27abc 3,02 £ 0,53ab 2,05 £+ 0,34ab
T9 0,06 + 0,06a 1,39 £ 0,62a 5,31+£0,27d 5,79 +0,53c 3,99 +£0,34e
T10 0,12 + 0,06a 1,06 £0,62a  3,68+0,27ab 3,11 +0,53ab 2,22 +0,34abc
T11 0,12 + 0,06a 0,74+0,62a 3,86 £0,27abc 4,39 £ 0,53bc 3,04 £ 0,34cde
T12 0,14 + 0,06a 161+062a 359+0,27ab 3,88 £0,53ab 2,90 £ 0,34bcd

LSD Fisher 0=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes

Durante la evaluacion del ensayo se evaluaron adicionalmente las variables nidmero de
raices/explante y longitud de raices (cm), cuyos resultados demostraron que si existen
diferencias significativas entre tratamientos para las dos variables (p=0,0021 y p<0,0001

respectivamente) (Anexo 5).

ElI T9 (1 mg/L 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco) fue el tratamiento que mostro el
mayor numero de raices formadas por explante (5,25 £ 0,72), frente al T3 (1 mg/L BAP + 25 mg/I
de S. adenina + 0 % de agua de coco), en donde la presencia de raices formadas por explante fue
baja (0,22 + 0,72). En cuanto a la longitud de raices el T7 (1 mg/L KIN + 25 mg/l de S. adenina +
0 % de agua de coco) mostré los mejores resultados con 1,54 cm; frente al T1 (1 mg/L BAP + 5
mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco) que presentd el valor mas bajo con 0,07 cm de longitud

de raices en promedio.
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4.6.Enraizamiento in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos nodales) de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.6.1. Porcentaje de contaminacion

En la evaluacion del efecto de las diferentes concentraciones de auxinas para la fase de
enraizamiento in vitro de explantes, se obtuvo que la variable porcentaje de contaminacion
si presenta diferencias significativas (p=0,0008) entre tratamientos(Anexo 6).Se presentd
contaminacion en dos tratamientos aplicados durante esta fase, el T2 (1,0 mg/L ANA)
cuyo valor fue el mas alto (33,33 £ 4,71), frente al T6 (1,5 mg/L AlA) que presentd un
valor promedio menor (16,67 = 4,71) de contaminacion causada por hongos y baterias
(Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje promedio de contaminacion de los diferentes tratamientos aplicados en el

enraizamientoin vitro de explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.
4.6.2. Porcentaje de mortalidad

Los resultados referentes a la variable porcentaje de mortalidad muestran que no existen
diferencias significativas (p=0,3557) entre tratamientos (Anexo 6).El T3 (1,5 mg/L ANA)
presento el mayor porcentaje de mortalidad (56,67 £ 5,83), frente al T2 (1,0 mg/L ANA)

gue mostré un valor promedio menor (36,67 + 5,83) (Figura 27).
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Figura 27. Porcentaje promedio de mortalidad de los diferentes tratamientos aplicados en el

enraizamientoin vitro de explantes de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

4.6.3. Altura de la planta (cm), numero de hojas/explante, numero de

nudos/explante, nimero de raices/explante y longitud de raices (cm)

Los resultados obtenidos referentes a la variable nimero de raices/explante indican que si
existen diferencias significativas (p=0,0404) entre tratamientos; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos para las variables; altura de planta
(cm) (p=0,8047), numero de hojas/explante (p=0,5724), nimero de nudos/explante
(p=0,1613) y longitud de raices (cm) (p=0,4285).

El T6 (1,5 mg/L AlA) obtuvo los mejores resultados en cuanto al nimero de raices
formadas/explante (23,90) y altura de la planta (4,34 cm); mientras que, el T5 (1 mg/L
AlA) obtuvo los valores mas altos respecto al numero de hojas/explante (5,35) y longitud
de raices (2,63 cm); y el T1 (0,5 mg/L ANA) fue el tratamiento que obtuvo el valor mas
alto de numero de nudos/explante (3,8). En cambio,el T7 (0,5 mg/L AIB) presentd los
resultados més bajos en cuanto a la nimero de raices formadas (5,87), numero de
nudos/explante (2,27) y longitud de raices (1,38 cm); el T9 (1,5 mg/L AIB) presento el
valor promedio més bajo para la variable altura de la planta (3,76 cm) y el T8 (1,0 mg/L
AIB) alcanzo el valor mas bajo de nimero de hojas/explante (3,92) en promedio (Cuadro
20),
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Cuadro 20. Promedios * error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de enraizamiento in

vitro de explantes de L. huasango.

Trat Altura de la N° N° N° Longitud de
planta (cm) Hojas/explante  Nudos/explante  Raices/explante raices (cm)
T1 3,82 £ 0,26a 5,28 £ 0,57a 3,8+0,44b 10,94 + 3,12a 1,94 + 0,442
T2 4,09 + 0,26a 4,19 +0,57a 2,75 £ 0,44ab 12,39 + 3,12a 1,39 £ 0,442
T3 3,83 £0,26a 4,85+ 0,57a 3,27 £ 0,44ab 11,17 £ 3,12a 1,75 £ 0,442
T4 3,77 £0,26a 4,72 +0,57a 3,57 £ 0,44ab 8,72 +£3,12a 2,16 £ 0,442
T5 3,99 + 0,26a 5,35+ 0,57a 3,58 + 0,44ab 14,3+ 3,12a 2,63 £0,44a
T6 4,34 £ 0,26a 4,99 £ 0,57a 3,57 £ 0,44ab 23,90+ 3,12b 2,41 + 0,44a
T7 3,84 £ 0,26a 4,03 +0,57a 2,27 £ 0,44a 5,87 £3,12a 1,38 £ 0,44a
T8 4,03 + 0,26a 3,92 £0,57a 2,33 £0,44a 8,97 £ 3,12a 1,63 £ 0,44a
T9 3,76 £ 0,26a 4,39 +0,57a 2,74 £ 0,44ab 10,9 £ 3,12a 1,96 £ 0,44a

LSD Fisher 0=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes
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5. DISCUSION
5.1.Desinfeccion de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Los tratamientos aplicados para la desinfeccion de las semillas demostraron que las
distintas concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempos de inmersion influyen en el
control de la desinfeccidn de semillas de Loxopterygium huasango, pues en el T1 (25% de
hipoclorito de sodio durante 5 min) y el T4 (50% de hipoclorito de sodio durante 5 min) la
contaminacion nula, lo cual se corrobora con lo manifestado por Hernandez y Gonzélez
(2010),quienes mencionan que a medida que aumenta la concentracion del hipoclorito de
sodio disminuye la incidencia de contaminantes, obteniendo menor contaminacion con la
concentracion ensayada; sin embargo, un aspecto que afecta a la desinfeccion de las
semillas de Loxopterygium huasango es la existencia de bacterias enddgenas”.

La contaminacion inicial por hongos y bacterias de las semillas influye negativamente
durante la germinacion in vitro y también en la supervivencia posterior de las plantulas.
Esto se puede atribuir a la asociacion de las semillas de especies forestales tropicales con
muchos microorganismos, que de manera natural ayudan a los procesos de germinacion,
pero que representan un factor limitante para los trabajos in vitro(Castro 2001). Esta
asociacion afecta directa o indirectamente el proceso de micropropagacion, de manera
directa al contaminar y matar los embriones; y de manera indirecta mediante los
tratamientos de desinfeccién aplicados y que pueden ser tdxicos para la semilla

(Kunneman y Faaij-Groenen 1998).

Fuentes y Chuquillanque (2003) indican que la presencia de bacterias enddgenas
permanecen latentes y aparecen en subcultivos avanzados, durante la evaluacion del
presente ensayo se determind que el T6 cuya concentracién de hipoclorito de sodio y
tiempo de inmersion fue mayor (50 % hipoclorito de sodio durante 15 min) obtuvo el
mayor porcentaje de contaminacion con 35,56 %, por lo que se puede destacar que algunas
semillas de la especie Loxopterygium huasango presentaron microorganismos enddgenos

que provocaron la contaminacion de las mismas en condiciones in vitro.

Los contaminantes méas frecuentes en condiciones in vitro son los hongos, las baterias y

levaduras (George 1993, Leifertet al. 1994), denominados vitropatdgenos, aunque también

¥ Las bacterias enddgenas habitan dentro de los tejidos de las plantas al menos durante una parte de su ciclo
de vida, son consideradas como los contaminantes mas comunes y las que ocasionan los problemas mas
serios, porque su deteccion es dificil.
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existen otros menos frecuentes como los virus, viroides y microartropodos. El término
vitropatégeno ha sido usado para aquellos organismos que no son necesariamente
patogenos para las plantas en el campo, pero si son perjudiciales para células, tejidos u
organos cultivados in vitro, mientras que el término patégeno ha sido confinado para
describir a un organismo que causa enfermedad a las plantas cultivadas (Leifertet al.
1989).

5.2.Desinfeccion de explantes de campo

Uno de los principales problemas gue se presentan cuando se trata de implantar los cultivos
in vitro con explantes de campo, es la contaminacion de los mismos con diversos tipos de
microorganismos (hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus). 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 (Mroginskiet al. 2010).

Rache y Pacheco (2012), mencionan que los procesos de asepsia superficial son
importantes para mantener la viabilidad y facilitar la reactivacion del crecimiento y
desarrollo del explante; lo cual coincide con lo manifestado por Roca y Mroginski
(1991)quienes sefialan que evitar la contaminacion es un aspecto basico para el
establecimiento de los cultivos in vitro, pues en el mejor de los casos los microorganismos
no destruyen los cultivos pero compiten con el explante por los nutrientes del mediode

cultivo o bien lo modifican.

En la presente investigacion la contaminacién por hongos y bacterias destruyo
completamente el cultivoin vitro de explantes de campo, pues los resultados del porcentaje
de contaminacion que se alcanzaron en los seis tratamientos de desinfeccion aplicados,
empleando tres concentraciones de hipoclorito de sodio (15, 20 y 25 % cloro comercial) en
dos tiempos de inmersién (5 y 10 min) respectivamente, fueron superiores al 75% de
contaminacion; esto demuestra lo manifestado por Ramirez y Salazar (1997) y Digonzelliet
al. (2001), quienesindican,que es dificil controlar la presencia de microorganismos cuando
la planta donante crece directamente en el campo y estd expuesta a plagas y enfermedades,
polvo y agentes, sin ningun tipo de control ambiental; pues los explantes que son tomados
de plantas cultivadas en el campo en climas tropicales son mas dificiles y a veces

imposibles de esterilizar.
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Los resultados obtenidos concuerdan con el estudio realizado por Alvarado (1998),donde
menciona, que existen bacterias persistentes,capaces de permanecer latentes en el interior
de las células, los espacios intercelulares o los haces conductores y quedar protegidos de

los agentes quimicos empleados en los métodos de desinfeccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion el porcentaje de
contaminacion en todos los tratamientos aplicados para la desinfeccion de explantes de
campo fue superior al 75%, estos valores difieren a los alcanzados por Vargas et al. (2010),
al probar la desinfeccion de explantes provenientes de plantulas de invernadero de
Cedrelasalvadorensis, con hipoclorito de sodio al 3% de concentracion, durante 10
minutos, obtuvieron porcentajes de contaminacion inferiores al 20%; la comparacion de
ambos resultados, permiten destacar la importancia que involucra las condiciones en que se
encuentra el material donador de explantes. ElI empleo de plantas establecidas en
condiciones de invernadero, facilita el proceso de desinfeccion e implantacion in vitro, por

el empleo de tejido vegetal joven.

Tang y Newton (2004) y George (1996), sefialan que la oxidacion fendlica también se
constituye en un factor limitante para el establecimiento in vitro de tejidos vegetales,
especialmente cuando se parte de material colectado directamente en el campo; esto se
evidencio en la presente investigacion, pues los niveles de fenolizacién de explantes de
campo de Loxopterygium huasango,fueron mayores al 70% en los seis tratamientos
evaluados, esto coincide con los resultados obtenidos por Méndez y Abdelnour (2014),
quienes probando la desinfeccion de explantes de Terminalia amazonia, con hipoclorito de
sodio al 3% en 10 y 15 minutos, obtuvieron altos porcentajes de oxidacion fendlica con

93,7% y 84,2% respectivamente.

El empleo de soluciones antioxidantes para el enjuague de explantes de campo durante su
desinfeccion y la adicion de acido citrico (150 mg/L), acido ascérbico (100 mg/L) y carbon
activado (1,5 gr/L) como agentes antioxidantes al medio de cultivo, no lograron controlar
la oxidacion fenodlica, lo cual se corrobora con lo sefialado por Albornoz et al. (1993)
quienes indican que los tejidos adultos de especies lefiosas, particularmente de
angiospermas, liberan al medio de cultivo pigmentos constituidos principalmente por
polifenoles y taninos; debido a ello la oxidacion fenolica es un problema latente en el

cultivo in vitro de las especies lefiosas.

55



George y Sherrington (1984), recomiendan mantener los explantes en la oscuridad unos
dias antes de pasarlos a una intensidad luminica baja, como un mecanismo para disminuir
la oxidacion fendlica, pues las enzimas involucradas en la biosintesis y oxidacion de
fenoles se incrementan con la luz; por lo cual, se sugiere emplear esta técnica para nuevos

ensayos de propagacion in vitro de explantes de campo de Loxopterygium huasango.
5.3.Germinacion in vitro de semillas de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Las giberelinas constituyen una familia de compuestos quimicos que regulan varios
procesos del crecimiento y desarrollo como la germinacion de semillas, la elongacion de

tallos, el desarrollo de raices y la floracion (Gray y Estelle 1998).

Las semillas de especies forestales generalmente no germinan debido a que la testa dura
impide la entrada de agua (latencia fisica), y la semilla no germina a menos que la testa sea

escarificada (Poulsen y Stubsgaard 1995).

Alvarez y Varona (1988) manifiestan que es necesario aplicar ciertos tratamientos que
permitan alterar la dormancia y promover la germinacion de las semillas procurando

romper o ablandar la testa.

La aplicacion de diferentes métodos de escarificacion y distintas concentraciones de acido
giberélico (AGz) ensayadas, no mostraron diferencias significativas entre tratamientos,
para la variable porcentaje de germinacion, sin embargo,en el T1 (Sin escarificacién + 0
mg/l AG3) y T7 (Sin escarificacién + 1 mg/l AG3) se alcanzd porcentajes de germinacion
in vitro de 71,11 y 77, 78 % respectivamente, la germinacion se inici6 al cuarto dia y se
estabilizé al dia 16.Estos resultados son similares a los obtenidos por Minchala et al.
(2014), donde la germinacién de Tabebuiabillbergiiutilizando las mismas concentraciones
deécido giberélico (AG3) y métodos de escarificacion, fue del 75%, no existiendo
diferencias significativas entre los métodos de escarificacion, la germinacion se inicié al

sexto dia, con una contaminacion del 30 %, causada por bacterias y hongos.

Con respecto a la germinacién de semillas de Loxopterygium huasango, se obtuvo que el
T7 (Sin escarificacion + 1 mg/l AGg3) alcanzo el porcentaje de germinacion mas alto con
77,78%; este valor es similar al obtenido por Diaz (2012), quien alcanzé el 72% de
germinacion en Cedrelamontana, utilizando 2 mg/L AGs. Estos resultados corroboran lo
mencionado por Zurita et al. (2014), Lopez-Encina y Gonzalez-Padilla (1996) quienes

sefialan que la germinacion in vitro tiene ventajas frente a la propagacion sexual por
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semillas, ya que pueden aumentar la tasa de germinacion, reducir el tiempo y homogenizar

la germinacion.

Minchala et al. (2013),al ensayar la propagacion sexual por semillas aplicando diferentes
tipos de escarificacion (mecanica, fisica y quimica) y sustratos estilizados, en cuatro
especies forestales nativas y promisorias de la Region Sur del Ecuador;obtuvieron
porcentajes de germinacion de semillas de L. huasango, entre 20 y 40% realizando
escarificacion mecanica a las semillas, la germinacién se produjo entre los 15 a 20 dias y

finalizé a entre los 38 a 45 dias.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, el mayor porcentaje de
mortalidad se registré en el T1 (Sin escarificacion + 0 mg/l AG3) con 22,22%; este valor es
similar al reportado por Diaz (2012), donde alcanz6 el 28% de mortalidad en la fase de

germinacion in vitro de Cedrela montana.

5.4.Multiplicacion in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos nodales) de
Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

El empleo de material vegetal aséptico proveniente de vitroplantas, permite disminuir la
presencia de agentes contaminantes en el cultivo in vitro, pues como lo manifiestan Leifert
y Cassels (2001) y Suérez et al. (2006) la presencia de contaminantes tanto externos como
internos afectan el desempefio de los explantes una vez establecidos en condiciones in vitro
haciendo indispensable el uso técnicas que permitan la deteccion de patdégenos sistémicos y

su desinfeccion superficial.

Sin embargo, Guerrero y Ramirez (2000) aseguran que la contaminacion in vitro, puede estar
asociada a la disminucién del pH durante la esterilizacion del medio, favoreciendo de esta
manera al desarrollo de hongos y al ataque de bacterias, también aducen que esto se debe a la
influencia de las bajas concentraciones de hipoclorito de sodio y la mala manipulacién del

operador.

Por otro lado, es importante tomar en cuenta que el comportamiento de los explantes
durante la fase de propagacion in vitro, requiere de un adecuado balance enddgeno
dereguladores de crecimiento, siendo imprescindible para la multiplicacién in vitro de
tejidos vegetales (Vazquez y Torres 1995). Los reguladores de crecimiento especialmente
el BAP, son necesarios para la proliferacion y elongacion de brotes. Es ampliamente
conocido que una pequefia cantidad de citocinina puede ser sintetizada por los brotes en

crecimiento y que esta es insuficiente para inducir el crecimiento y desarrollo in vitro de
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los brotes y yemas. Por tal razon, mas del 85% de los medios de cultivo empleados en la

micropropagacion incluyen algan suplemento de citocinina (Pérez 1998).

De acuerdo a los resultados alcanzados en la fase de multiplicacion in vitro de explantes de
L. huasango, el T5 (1 mg/L 2ip) permitio obtener la mayor altura de la planta con 5,21 cm
en promedio, el mayor nimero de hojas (6,16) y nimero de nudos/explante (5,4), no se
presentd contaminacion en este tratamiento; sin embargo, la mortalidad fue del 13,33%,
que corresponde al valor mas bajo registrado en los seis tratamientos aplicados. Por otra
parte, respecto a la formacién de brotes/explante no se registraron resultados en los
tratamientos ensayados durante esta fase; estos resultados difieren a los obtenidos por
Montes (2007) que al probar 1,5 mg de BAP junto con 0,5 mg/L de 2ip en la
multiplicacién de Switeniahumilis, obtuvo la formacién de brotes con un promedio de 2,3
brotes por explante, hojas de color verde intenso bien formadas y con una altura del brote
de 2,1 cm.

En la presente investigacion debido a que no se logro la formacion de brotes mediante los
tratamientos ensayados, es conveniente recomendar el uso de otra citocinina, como es la
Benziladenina (BA), pues Zurita et al. (2014) en su estudio con Tilia mexicana en
explantes cultivados en MS con 0, 25 mg/L de ANA y 1,0 mg/L de BA produjeron 7.75
brotes en un periodo de 60 dias, estos resultados concuerdan con lo reportado por Orellana
(1998), quien sefiala que la citocinina BA es la méas efectiva y empleada para la induccion

de brotes.

5.5.Brotamiento in vitro de explantes (&pices caulinares y segmentos nodales) de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Para la formacion de brotes in vitro, Thorpe y Biondi (1982) sefialan que se requiere un
balance preciso de los componentes del medio para interactuar con el tejido y determinar la
respuesta morfogénica, especialmente de la interaccion cuantitativa entre auxinas y

citocininas y otros factores como luz y temperatura, entre otros.

Castillo (2004), manifiesta que durante esta fase de brotamiento se espera que los explantes
originen brotes axilares con varios nudos y hojas. De acuerdo a los resultados de la
presente investigacion no se tuvo respuesta en la formacion de brotes/explante en los doce
tratamientos ensayados para el brotamiento in vitro de Loxopterygium huasango; no
obstante, en el T9 (1 mg/L 2ip + 5 mg/l de S. adenina + 0 % de agua de coco) se alcanz6

los mejores resultados en altura de la planta con 5,31 cm, un promedio de 6 hojas formadas
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y 4 nudos; ademas, se evidencid la formacion de raices con un promedio de 5,25
raices/explante de 1,36 cm de longitud.

Sin embargo, estos resultados obtenidos son inferiores a los reportados por Minchala et al.
(2014)en el brotamiento in vitro de Tabebuiabillbergii, pues al probar 1 mg/L de 2ip
suplementado con 25 mg/L de sulfato de adenina, y 20 % de agua coco,
obtuvieronplantulas de 6,31 cm de altura, con 6 nudos en promedio y Unicamente lograron

inducir la formacion de un solo brote/explante de 4,8 cm de longitud.

Con base en los resultados obtenidos, es importante sefialar, que las concentraciones
ensayadas y la adicion de agua de coco al medio de cultivo para brotamiento in vitro de

explantes de Loxopterygium huasango, no tienen influencia en la formacion de brotes.

Con respecto aresultados obtenidos en la formacidn de brotes/explante deLoxopterygium
huasango y los reportados por Minchala et al. (2014)en Tabebuiabillbergii, son menores
en comparacion a los alcanzados por Diaz (2012) en Cedrelamontana,que utilizando 2,0
mg/L de BAP, alcanz6 un promedio de tres brotes por explante; asi como también, difieren
a los obtenidos por Castillo et al. (2011) en su trabajo realizado en Cedrelaodorata, en el
cual probo la combinacion de ANA (0,2 mg/L) y BA (2,0 mg/L), logrando la formacion
de 2,4 brotes/explante; la comparacion de estos estudios similares permite corroborar lo
sefialado por Bernal et al. (2009), quienes mencionan que los requerimientos de citocinina
en las plantas in vitro son extremadamente variables y las respuestas a la induccién de

brotes dependen del contenido enddgeno de cada especie y del tipo de explante utilizado.

5.6.Enraizamiento in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos nodales) de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Las auxinas desempefian un papel decisivo en muchos procesos del desarrollo vegetal
como crecimiento, tropismos, enraizamiento, diferenciacion vascular, etc. Teniendo en
cuenta la localizacion de la biosintesis de la auxina, se debe considerar que el transporte de
la hormonas desde los lugares de sintesis hasta los tejidos y 6rganos implicados en las

respuestas puede resultar clave en estos procesos (Acosta 2004).

El efecto de las auxinas en la iniciacion y crecimiento de raices adventicias en condiciones
in vitro ha sido ampliamente estudiado, y su aplicacion en la fase de enraizamiento es de
probada conveniencia, aunque existen especies que producen un buen sistema radicular en

ausencia de estas (Suarez et al. 2006). Por su parte Zurita et al. (2014), indican que los
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sistemas de enraizamiento como etapa final en un proceso de micropropagacion permiten

obtener plantulas en dptimas condiciones para su trasplante y aclimatacion.

En la presente investigacion se evidencio que el T6 (1,5 mg/L AlA) permitié la formacion
del mayor numero de raices/explante con 23,90, con una longitud promedio de 2,41 cm y
altura de las plantulas de 4,34 cm en promedio; estos valores alcanzados son superiores a
los reportados por Castillo et al. (2011) enCedrelaodorata, pues mediante la interaccién
ANA 0,05 mg/L + AIA 0,05 mg/Lobtuvieron un promedio de 6,9 raices formadas por
brote; ocurre lo mismo con los resultados alcanzados por Diaz (2012) en Cedrelamontana,
pues utilizando 1 mg/L AIB, obtuvo un promedio de 2,4 raices/explante de 3,05 cm de
longitud; de igual forma, se tiene que los resultados de la presente investigacion son
superiores, a los alcanzados por Zurita et al. (2014) en Tilia mexicana, que empleando 5
mg/L AlB, logré un promedio de 3,3 raices/explante de 2,47 cm de longitud y altura de las
plantulas de 4,51 cm y a los reportados por Minchala et al. (2014) en Tabebuiabillbergii,
donde,utilizando 1,0 mg/L AIB, alcanzé una altura de las plantulas de 6,04 cm vy

formacion de 15 raices/explante de 2,7 cm de longitud en promedio.

Ford et al. (2002), mencionan que la auxina enddgena (AIA) desempefia un papel
importante en el enraizamiento adventicio, lo cual se comprobd con los resultados
alcanzados en la presente investigacion, pues la adicion de 1,5 mg/L de AIA permitio
obtener resultados satisfactorios en la formacion del mayor numero de raices por explante
con 23,90 raices en promedio; asi como también, se corrobord lo manifestado por Pérez
(1998), quien sefiala la importancia de obtener un mayor nimero de raices, ain de poca
longitud, ya que las plantas obtenidas de cultivo in vitro requieren de un buen sistema
radicular (mayor nimero de raices) para tener éxito en transplante y adaptacién a

condiciones de invernadero.
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CONCLUSIONES

e La utilizacion de 50% de hipoclorito de sodio (cloro comercial) durante 5 minutos
para la desinfeccion de semillas de Loxopterygium huasango, permitio controlar la
contaminacion. Sin embargo, es importante mencionar que existieron tratamientos
en donde se observo contaminacion, lacual se debid a la presencia de hongos y
bacterias enddgenas que permanecen latentes en la especie.

e En la fase de desinfeccion e implantacion in vitro de los explantes, no se logro
controlar la contaminacion y oxidacion fendlica mediante los tratamientos
ensayados.

e Los métodos de escarificacion no incidieron en la germinacion in vitro de las
semillas de Loxopterygium huasango, pues el mayor porcentaje de germinacién
(77,78 %) se obtuvo con el tratamiento sin escarificacion + 1 mg/l AG;

e En la fase de multiplicacion in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos
nodales), la adicién de 1 mg/L 2ip al medio de cultivo MS, permitié obtener el
mejor crecimiento en altura de la planta con 5,21 cm, con 6 hojas formadas y 5
nudos/explante en promedio.

e En la fase de brotamiento in vitro de explantes (apices caulinares y segmentos
nodales), los tratamientos ensayados no permitieron la induccién de brotes, sin
embargo, mediante la adicion de 1 mg/L 2ip suplementado 5 mg/L de sulfato de
adenina al medio de cultivo MS, se obtuvo los mejores resultados en altura de la
planta con 5,31 cm en promedio, 6 hojas y 4 nudos formados/explante en
promedio; ademas se evidencid la formacién de raices con un promedio de 5,25
raices/explante de 1,36 cm de longitud.

e Para la fase de enraizamientoin vitro de explantes (&pices caulinares y segmentos
nodales) la presencia de 1,5 mg/L de AIA en el medio de cultivo MS, permiti
obtener los mejores resultados de enraizamiento, se logré inducir la formacion de
24 raices/explante en promedio, cuya longitud fue de 2,41 cm, la atura promedio de

las plantulas fue de 4,34 cm, con 5 hojas y 4 nudos formados/explante.
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RECOMENDACIONES

En el seleccion de semillas de Loxopterygium huasango, para la germinacion in
vitro, se recomienda observar las semillas con el estereomicroscopio y de esta
manera descartar las semillas vanas (sin embrién).

En la desinfeccion de explantes de Loxopterygium huasango, es conveniente la
utilizacion de plantas donadoras de explantes establecidas en condiciones de
invernadero, pues mediante el tratamiento de las plantas con soluciones fungicidas
y bactericida, se puede disminuirla contaminacion del material vegetal.

Durante la fase de implantacion in vitro, para disminuir la oxidacion fendlica de
explantes de campo de Loxopterygium huasango, se deberianmantener en la
oscuridaddurante 24 horas, luego pasarlos a una intensidad luminica baja.

En la fase de brotamiento in vitrode los explantes, es conveniente emplear nuevas
citocininas como BA (Benziladenina), para inducir la formacion de brotes en
explantes de Loxopterygium huasango, asi como también, ensayar combinaciones

de auxinas/citocininas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Resultados obtenidos en la evaluacién del ensayo de desinfeccion de semillas de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tabla de medidas resumen para el andlisis de la informacion

Tratamiento Repeticion Variable n Media D.E. E.E.
1 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
T1 2 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
3 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
1 % Cont 15 13,33 35,19 9,09
T2 2 % Cont 15 6,67 25,82 6,67
3 % Cont 15 6,67 25,82 6,67
1 % Cont 15 6,67 25,82 6,67
T3 2 % Cont 15 6,67 25,82 6,67
3 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
1 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
T4 2 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
3 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
1 % Cont 15 13,33 35,19 9,09
T5 2 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
3 % Cont 15 13,33 35,19 9,09
1 % Cont 15 20,00 41,40 10,69
T6 2 % Cont 15 46,67 51,64 13,33
3 % Cont 15 40,00 50,71 13,09
1 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
T7 2 % Cont 15 20,00 41,40 10,69
3 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
1 % Cont 15 26,67 45,77 11,82
T8 2 % Cont 15 13,33 35,19 9,09
3 % Cont 15 6,67 25,82 6,67
1 % Cont 15 33,33 48,80 12,60
T9 2 % Cont 15 26,67 45,77 11,82
3 % Cont 15 0,00 0,00 0,00
Promedios + error estandar de la variable: Porcentaje de contaminacion
Tratamientos % Contaminacién p-valor cv
T1 0+5,54a
T2 8,89 + 5,54ab
T3 4,45 + 5,54ab
T4 0+5,54a
T5 8,89 £ 5,54ab p=0,0059 86,41
T6 35,56 + 5,54¢
T7 6,67 + 5,54ab
T8 15,56 + 5,54ab
T9 20 + 5,54hc

LSD Fisher 0=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes
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Registros diarios del porcentaje de contaminacion

TRATAMIENTOS

N° Dia

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 4,45 0 0 22,22 0 15,58 8,89
5 0 8,89 4,45 0 8,89 22,22 4,44 15,58 15,56
6 0 8,89 4,45 0 8,89 22,22 4,44 15,58 20
7 0 8,89 4,45 0 8,89 22,22 6,67 15,58 20
8 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
9 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
10 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
11 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
12 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
13 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
14 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
15 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
16 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
17 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
18 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
19 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
20 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
21 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
22 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
23 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
24 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
25 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
26 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
27 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
28 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
29 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
30 0 8,89 4,45 0 8,89 35,56 6,67 15,58 20
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Anexo 2. Resultados obtenidos en la evaluacion del ensayo de desinfeccion de explantes de campo

de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tabla de medidas resumen para el analisis de la informacién

Tratamiento  Repeticion Variable n Media D.E. E.E.

1 % Contaminacion 10 90,00 31,62 10,00

1 % Oxidacion fendlica 10 100,00 0,00 0,00

1 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

2 % Contaminacién 10 100,00 0,00 0,00

T1 2 % Oxidacion fendlica 10 100,00 0,00 0,00
2 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

3 % Contaminacion 10 90,00 31,62 10,00

3 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00

3 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

1 % Contaminacion 10 80,00 42,16 13,33

1 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00

1 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

2 % Contaminacion 10 100,00 0,00 0,00

T2 2 % Oxidacion fendlica 10 100,00 0,00 0,00
2 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

3 % Contaminacion 10 70,00 48,30 15,28

3 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00

3 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

1 % Contaminacion 10 100,00 0,00 0,00

1 % Oxidacion fenolica 10 50,00 52,70 16,67

1 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

2 % Contaminacion 10 100,00 0,00 0,00

T3 2 % Oxidacion fendlica 10 70,00 48,30 15,28
2 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

3 % Contaminacion 10 100,00 0,00 0,00

3 % Oxidacion fenolica 10 90,00 31,62 10,00

3 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

1 % Contaminacion 10 100,00 0,00 0,00

1 % Oxidacion fendlica 10 70,00 48,30 15,28

1 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

2 % Contaminacion 10 100,00 0,00 0,00

T4 2 % Oxidacion fendlica 10 70,00 48,30 15,28
2 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

3 % Contaminacion 10 80,00 42,16 13,33

3 % Oxidacion fenolica 10 80,00 42,16 13,33

3 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

1 % Contaminacion 10 90,00 31,62 10,00

1 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00

™ 1 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00
2 % Contaminacion 10 60,00 51,64 16,33

....Contintia
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2 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00
2 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00
T5 3 % Contaminacion 10 90,00 31,62 10,00
3 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00
3 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00
1 % Contaminacion 10 70,00 48,30 15,28
1 % Oxidacion fendlica 10 100,00 0,00 0,00
1 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00
2 % Contaminacién 10 80,00 42,16 13,33
T6 2 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00
2 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00
3 % Contaminacion 10 80,00 42,16 13,33
3 % Oxidacion fenolica 10 100,00 0,00 0,00
3 % Sobrevivencia 10 0,00 0,00 0,00

Promedios + error estandar de las variables: Porcentaje de contaminacién y Porcentaje de oxidacion
fendlica

Tratamientos

% Contaminacion

% Oxidacion fendlica

p-valor

Ccv

p-valor

Ccv

p=0,1452

12,59

p=0,0010

9,38

T1
T2
T3
T4
T5
T6

93,33 £ 6,38ab
83,33 £ 6,38ab
100,00 £ 6,38b
93,33 £ 6,38ab
80,00 * 6,38a
76,67 £ 6,38a

100,00 £ 4,91b
100,00 + 4,91b
70,00 £ 491a
73,33+ 491a
100,00 £ 4,91b
100,00 + 4,91b

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes
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Anexo 3. Resultados obtenidos en la evaluacion del ensayo de germinacion in vitro de semillas

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tabla de medidas resumen para el analisis de la informacién

Tratamiento  Repeticién Variable n Media D.E. E.E.

1 % Contaminacion 15 6,67 25,82 6,67

1 % Germinacion 15 93,33 25,82 6,67

1 % Mortalidad 15 26,67 45,77 11,82

2 % Contaminacién 15 0,00 0,00 0,00

T1 2 % Germinacién 15 60,00 50,71 13,09
2 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69

3 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

3 % Germinacion 15 60,00 50,71 13,09

3 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69

1 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

1 % Germinacion 15 40,00 50,71 13,09

1 % Mortalidad 15 6,67 25,82 6,67

2 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

T2 2 % Germinacion 15 53,33 51,64 13,33
2 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69

3 % Contaminacién 15 0,00 0,00 0,00

3 % Germinacion 15 46,67 51,64 13,33

3 % Mortalidad 15 26,67 45,77 11,82

1 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

1 % Germinacion 15 66,67 48,80 12,60

1 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69

2 % Contaminacion 15 6,67 25,82 6,67

T3 2 % Germinacion 15 40,00 50,71 13,09
2 % Mortalidad 15 0,00 0,00 0,00

3 % Contaminacién 15 0,00 0,00 0,00

3 % Germinacion 15 26,67 45,77 11,82

3 % Mortalidad 15 26,67 45,77 11,82

1 % Contaminacion 15 26,67 45,77 11,82

1 % Germinacién 15 80,00 41,40 10,69

1 % Mortalidad 15 6,67 25,82 6,67

2 % Contaminacién 15 26,67 45,77 11,82

T4 2 % Germinacién 15 40,00 50,71 13,09
2 % Mortalidad 15 13,33 35,19 9,09

3 % Contaminacion 15 20,00 41,40 10,69

3 % Germinacion 15 40,00 50,71 13,09

3 % Mortalidad 15 13,33 35,19 9,09

1 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

1 % Germinacion 15 73,33 45,77 11,82

™ 1 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69
2 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

....Contintia
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... Continuacion Anexo 3

2 % Germinacion 15 53,33 51,64 13,33

2 % Mortalidad 15 6,67 25,82 6,67

T5 3 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00
3 % Germinacion 15 66,67 48,80 12,60

3 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69

1 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

1 % Germinacion 15 53,33 51,64 13,33

1 % Mortalidad 15 13,33 35,19 9,09

2 % Contaminacién 15 0,00 0,00 0,00

T6 2 % Germinacion 15 60,00 50,71 13,09
2 % Mortalidad 15 26,67 45,77 11,82

3 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

3 % Germinacion 15 80,00 41,40 10,69

3 % Mortalidad 15 13,33 35,19 9,09

1 % Contaminacion 15 6,67 25,82 6,67

1 % Germinacion 15 60,00 50,71 13,09

1 % Mortalidad 15 13,33 35,19 9,09

2 % Contaminacion 15 0,00 0,00 0,00

T7 2 % Germinacion 15 93,33 25,82 6,67
2 % Mortalidad 15 6,67 25,82 6,67

3 % Contaminacién 15 0,00 0,00 0,00

3 % Germinacion 15 80,00 41,40 10,69

3 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69

1 % Contaminacion 15 6,67 25,82 6,67

1 % Germinacion 15 66,67 48,80 12,60

1 % Mortalidad 15 33,33 48,80 12,60

2 % Contaminacion 15 20,00 41,40 10,69

T8 2 % Germinacion 15 73,33 45,77 11,82
2 % Mortalidad 15 0,00 0,00 0,00

3 % Contaminacion 15 13,33 35,19 9,09

3 % Germinacion 15 33,33 48,80 12,60

3 % Mortalidad 15 13,33 35,19 9,09

1 % Contaminacion 15 20,00 41,40 10,69

1 % Germinacién 15 60,00 50,71 13,09

1 % Mortalidad 15 26,67 45,77 11,82

2 % Contaminacion 15 20,00 41,40 10,69

T9 2 % Germinacién 15 20,00 41,40 10,69
2 % Mortalidad 15 20,00 41,40 10,69

3 % Contaminacion 15 40,00 50,71 13,09

3 % Germinacion 15 53,33 51,64 13,33

3 % Mortalidad 15 13,33 35,19 9,09

....ContinGa
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Promedios + error estandar de las variables: porcentaje de germinacién, porcentaje de mortalidad y porcentaje de
contaminacion

% Germinacion

% Mortalidad

% Contaminacién

Tratamiento p-valor CcVv p-valor CcVv p-valor Ccv
p=0,2728 30,59 p=0,9215 57,52 p<0,0001 64,95
T1 71,11 +10,29ab 22,22 +5,49a 2,22 £ 2,96a
T2 46,67 +10,29a 17,78 £ 5,49a 0+2,96a
T3 44,44 +10,29a 15,56 + 5,49a 2,22 £ 2,96a
T4 53,33 + 10,29ab 11,11 £5,49a 24,44 + 2,96¢
T5 64,44 +10,29ab 15,56 + 5,49a 0 +2,96a
T6 64,44 +10,29ab 17,78 £ 5,49a 0+2,96a
T7 77,78 £10,29b 13,33 £5,49a 2,22 £ 2,96a
T8 57,78 + 10,29ab 15,56 + 5,49a 13,33 £ 2,96b
T9 44,44 +10,29a 20,00 = 5,49a 26,67 + 2,96¢
LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes
Registros diarios del porcentaje de germinacion
3 TRATAMIENTOS
N° Dia
T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 2,22 0,00 2,22 0,00 0,00 2,22 2,22 0,00 0,00
5 2,22 0,00 11,11 0,00 0,00 6,67 17,78 0,00 0,00
6 2,22 0,00 15,56 0,00 0,00 26,67 22,22 0,00 0,00
7 28,89 0,00 22,22 22,22 0,00 28,89 33,33 11,11 22,22
8 40,00 8,89 33,33 22,22 15,56 40,00 46,67 31,11 28,89
9 48,89 8,89 33,33 33,33 15,56 40,00 57,78 37,78 33,33
10 53,33 8,89 37,78 37,78 15,56 40,00 66,67 44,44 42,22
11 60,00 17,78 37,78 42,22 42,22 57,78 71,11 44,44 42,22
12 60,00 24,44 37,78 44,44 53,33 62,22 73,33 44,44 42,22
13 60,00 26,67 40,00 44,44 55,56 62,22 73,33 44,44 42,22
14 71,11 33,33 42,22 46,67 57,78 62,22 73,33 48,89 44,44
15 71,11 40,00 42,22 46,67 60,00 62,22 73,33 48,89 44,44
16 71,11 40,00 42,22 53,33 60,00 62,22 77,78 48,89 44,44
17 71,11 42,22 44,44 53,33 60,00 62,22 77,78 48,89 44,44
18 71,11 44,44 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
19 71,11 44,44 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
20 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
21 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
22 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
23 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
24 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
25 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
26 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
27 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
28 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
29 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
30 71,11 46,67 44,44 53,33 64,44 64,44 77,78 57,78 44,44
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Anexo 4. Resultados obtenidos en la evaluacion del ensayo de multiplicacionin vitro de explantes

deLoxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tabla de medidas resumen para el analisis de la informacién

Tratamiento  Repeticion Variable n Media D.E. E.E.

1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
1 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
1 Altura de la planta (cm) 10 3,92 0,17 0,09
1 N° Hojas 10 6,00 1,63 0,82
1 N° Nudos 10 4,25 0,96 0,48
2 % Contaminacion 10 10,00 31,62 10,00
2 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
T1 2 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
2 Altura de la planta (cm) 10 3,50 0,87 0,43
2 N° Hojas 10 2,00 0,00 0,00
2 N° Nudos 10 2,25 0,50 0,25
3 % Contaminacién 10 20,00 42,16 13,33
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
3 Tamario del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
3 Altura de la planta (cm) 10 4,13 0,73 0,30
3 N° Hojas 10 3,50 1,52 0,62
3 N° Nudos 10 2,83 1,17 0,48
1 % Contaminacion 10 30,00 48,30 15,28
1 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
1 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
1 Altura de la planta (cm) 10 3,77 0,49 0,28
1 N° Hojas 10 4,33 0,58 0,33
1 N° Nudos 10 2,67 0,58 0,33
2 % Contaminacién 10 30,00 48,30 15,28
2 % Mortalidad 10 80,00 42,16 13,33
T2 2 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
2 Tamario del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
2 Altura de la planta (cm) 10 3,20 0,28 0,20
2 N° Hojas 10 4,00 2,83 2,00
2 N° Nudos 10 3,00 2,83 2,00
3 % Contaminacion 10 40,00 51,64 16,33
3 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
3 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
3 Altura de la planta (cm) 10 3,10 0,14 0,07
....Continda
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3 N° Hojas 10 3,00 0,00 0,00
T2 3 N° Nudos 10 2,00 0,82 0,41
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 70,00 48,30 15,28
1 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
1 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
1 Altura de la planta (cm) 10 4,93 0,51 0,30
1 N° Hojas 10 6,33 0,58 0,33
1 N° Nudos 10 5,33 0,58 0,33
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0,25 0,50 0,25
T3 2 Tamafio del brote (mm) 10 3,00 6,00 3,00
2 Altura de la planta (cm) 10 4,53 0,70 0,35
2 N° Hojas 10 6,00 1,15 0,58
2 N° Nudos 10 4,50 1,29 0,65
3 % Contaminacion 10 40,00 51,64 16,33
3 % Mortalidad 10 70,00 48,30 15,28
3 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
3 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
3 Altura de la planta (cm) 10 3,77 0,21 0,12
3 N° Hojas 10 6,00 1,00 0,58
3 N° Nudos 10 4,33 0,58 0,33
1 % Contaminacién 10 40,00 51,64 16,33
1 % Mortalidad 10 20,00 42,16 13,33
1 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
1 Tamario del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
1 Altura de la planta (cm) 10 4,50 1,03 0,46
1 N° Hojas 10 6,00 1,87 0,84
1 N° Nudos 10 4,80 1,92 0,86
2 % Contaminacion 10 20,00 42,16 13,33
2 % Mortalidad 10 10,00 31,62 10,00
2 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
T4 2 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
2 Altura de la planta (cm) 10 5,55 2,28 0,81
2 N° Hojas 10 6,25 1,91 0,67
2 N° Nudos 10 5,38 1,69 0,60
3 % Contaminacién 10 10,00 31,62 10,00
3 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
3 N° Brotes 10 0,33 0,52 0,21
3 Tamafio del brote (mm) 10 7,83 12,46 5,09
3 Altura de la planta (cm) 10 3,87 0,64 0,26
3 N° Hojas 10 5,83 2,04 0,83
3 N° Nudos 10 3,67 1,03 0,42
....Continta
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1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 20,00 42,16 13,33
1 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
1 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
1 Altura de la planta (cm) 10 531 2,21 0,78
1 N° Hojas 10 6,38 1,85 0,65
1 N° Nudos 10 4,75 1,91 0,67
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 10,00 31,62 10,00
2 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
T5 2 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
2 Altura de la planta (cm) 10 4,44 1,26 0,42
2 N° Hojas 10 6,33 1,41 0,47
2 N° Nudos 10 5,11 1,27 0,42
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 10,00 31,62 10,00
3 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
3 Tamario del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
3 Altura de la planta (cm) 10 5,88 2,16 0,72
3 N° Hojas 10 5,78 1,20 0,40
3 N° Nudos 10 6,33 1,80 0,60
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
1 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
1 Tamario del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
1 Altura de la planta (cm) 10 5,22 1,90 0,85
1 N° Hojas 10 4,20 1,79 0,80
1 N° Nudos 10 3,80 1,30 0,58
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
T6 2 Tamafio del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
2 Altura de la planta (cm) 10 3,50 0,76 0,31
2 N° Hojas 10 3,00 1,79 0,73
2 N° Nudos 10 2,50 1,22 0,50
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 0,00 0,00 0,00
3 Tamario del brote (mm) 10 0,00 0,00 0,00
3 Altura de la planta (cm) 10 4,58 1,09 0,44
3 N° Hojas 10 4,83 2,23 0,91
3 N° Nudos 10 4,17 1,73 0,70

ContinGla Anexo 4....
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....Continuacion Anexo 4

Promedios + error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de multiplicacion in vitro de explantes de L. huasango

Tamaiio del brote Altura de la planta

8 % Contaminacion % Mortalidad N° Brotes/explante N° Hojas/explante N° Nudos/explante
5 (mm) (cm)

% p-valor cv p-valor cv p-valor Ccv p-valor Ccv p-valor Ccv p-valor cv p-valor cVv
= p=0,0360 91,86 p<0,0001 2160 p=0,5660 302,84 p=0,5310 328,48  p=0,0620 15,20 p=0,0123 19,41 p=0,006 20,03
T1 10,00 + 7,07ab 53,33+ 5,61bc 0,00 + 0,06a 0,00+ 1,14a 3,85+ 0,38ab 3,83 +0,56a 3,11+ 0,46a

T2 33,33+ 7,07c 66,67 + 5,61cd 0,00 + 0,06a 0,00+ 1,14a 3,36 +0,38a 3,78 £ 0,56a 2,56 + 0,46a

T3 13,33 + 7,07abc 73,33+ 5,61d 0,08 + 0,06a 1,00 £ 1,14a 4,41 + 0,38abc 6,11 + 0,56b 4,72 + 0,46bc
T4 23,33 £ 7,07bc 20,00 £ 5,61a 0,11 £+ 0,06a 2,61+114a 4,64 +0,38bc 6,03 £ 0,56b 4,62 £ 0,46bc
T5 0,00 £ 7,07a 13,33+ 5,61a 0,00 £ 0,06a 0,00 £ 1,14a 5,21 +0,38c 6,16 £+ 0,56b 5,4 £ 0,46¢

T6 0,00 £ 7,07a 43,33+ 5,61b 0,00 £ 0,06a 0,00 £ 1,14a 4,43 1+ 0,38abc 4,01+ 0,56a 3,49 £ 0,46ab

LSD Fisher a=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes
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Anexo 5. Resultados obtenidos en la evaluacion del ensayo de brotamiento in vitro de explantes de

Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tabla de medidas resumen para el analisis de la informacién

Tratamiento Repeticion Variable n Media D.E. E.E.

1 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
1 Altura de la planta (cm) 10 3,86 0,4 0,18
1 N° Hojas 10 3,6 1,67 0,75
1 N° Nudos 10 2,4 2,07 0,93
1 N° Raices/explante 10 0 0 0
1 Longitud raices (cm) 10 0 0 0
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 70,00 48,30 15,28
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
T1 2 Altura de la planta (cm) 10 3,6 0,3 0,17
2 N° Hojas 10 3 1 0,58
2 N° Nudos 10 1,67 0,58 0,33
2 N° Raices/explante 10 0,33 0,58 0,33
2 Longitud raices (cm) 10 0,1 0,17 0,1
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
3 N° Brotes 10 0 0 0
3 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
3 Altura de la planta (cm) 10 3,8 0,68 0,3
3 N° Hojas 10 3,6 1,52 0,68
3 N° Nudos 10 2,4 1,14 0,51
3 N° Raices/explante 10 0,8 1,79 0,8
3 Longitud raices (cm) 10 0,1 0,22 0,1
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
1 Altura de la planta (cm) 10 3,7 0,22 0,11
1 N° Hojas 10 3 1,41 0,71
T2 1 N° Nudos 10 1,75 0,96 0,48
1 N° Raices/explante 10 0 0 0
1 Longitud raices (cm) 10 0 0 0
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
....Contintia
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2 Altura de la planta (cm) 10 3,5 0,3 0,12
2 N° Hojas 10 3 11 0,45
2 N° Nudos 10 2,33 1,51 0,61
2 N° Raices/explante 10 0,83 2,04 0,83
2 Longitud raices (cm) 10 0,02 0,04 0,02
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
T2 3 N° Brotes 10 0 0 0
3 Tamafo del brote (mm) 10 0 0 0
3 Altura de la planta (cm) 10 3,95 0,71 0,29
3 N° Hojas 10 5,33 1,21 0,49
3 N° Nudos 10 3,5 1,52 0,62
3 N° Raices/explante 10 2,33 2,25 0,92
3 Longitud raices (cm) 10 0,3 0,31 0,13
1 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamario del brote (mm) 10 0 0 0
1 Altura de la planta (cm) 10 3,17 0,1 0,05
1 N° Hojas 10 2 0,82 0,41
1 N° Nudos 10 1 0 0
1 N° Raices/explante 10 0 0 0
1 Longitud raices (cm) 10 0 0 0
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
T3 2 Altura de la planta (cm) 10 3,3 0,24 0,12
2 N° Hojas 10 2,5 1 0,5
2 N° Nudos 10 25 1 0,5
2 N° Raices/explante 10 0,5 1 0,5
2 Longitud raices (cm) 10 0,28 0,55 0,28
3 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 0 0 0
3 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
3 Altura de la planta (cm) 10 3,65 0,83 0,34
3 N° Hojas 10 3,67 1,37 0,56
3 N° Nudos 10 1,83 1,6 0,65
3 N° Raices/explante 10 0,17 0,41 0,17
3 Longitud raices (cm) 10 0,08 0,2 0,08
1 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
T4 1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
....Continta
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1 Altura de la planta (cm) 10 3,25 0,51 0,21
1 N° Hojas 10 2 11 0,45
1 N° Nudos 10 2,67 1,63 0,67
1 N° Raices/explante 10 0,5 1,22 0,5
1 Longitud raices (cm) 10 0,08 0,2 0,08
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafo del brote (mm) 10 0 0 0
2 Altura de la planta (cm) 10 3,34 0,43 0,19
2 N° Hojas 10 2,2 0,84 0,37
T4 2 N° Nudos 10 1,8 0,84 0,37
2 N° Raices/explante 10 0 0 0
2 Longitud raices (cm) 10 0 0 0
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
3 N° Brotes 10 0,14 0,38 0,14
3 Tamario del brote (mm) 10 0,86 2,27 0,86
3 Altura de la planta (cm) 10 3,96 0,7 0,26
3 N° Hojas 10 4,14 1,95 0,74
3 N° Nudos 10 3,43 0,98 0,37
3 N° Raices/explante 10 2,57 2,94 1,11
3 Longitud raices (cm) 10 0,5 0,43 0,16
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
1 Altura de la planta (cm) 10 4,17 1,12 0,46
1 N° Hojas 10 4 1,67 0,68
1 N° Nudos 10 3 1,26 0,52
1 N° Raices/explante 10 2,33 2,25 0,92
1 Longitud raices (cm) 10 1,62 2,51 1,03
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
s 2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
2 Altura de la planta (cm) 10 4,25 0,96 0,48
2 N° Hojas 10 3,5 0,58 0,29
2 N° Nudos 10 35 1,73 0,87
2 N° Raices/explante 10 4 1,41 0,71
2 Longitud raices (cm) 10 1,13 0,3 0,15
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 0,5 0,55 0,22
3 Tamafio del brote (mm) 10 2,83 3,19 1,3
....Continta
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3 Altura de la planta (cm) 10 4,15 0,81 0,33
3 N° Hojas 10 3,83 1,33 0,54
T5 3 N° Nudos 10 4,17 1,94 0,79
3 N° Raices/explante 10 3,17 4,02 1,64
3 Longitud raices (cm) 10 0,77 1,01 0,41
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamafo del brote (mm) 10 0 0 0
1 Altura de la planta (cm) 10 4,02 1,21 0,5
1 N° Hojas 10 3,83 1,47 0,6
1 N° Nudos 10 2,5 1,05 0,43
1 N° Raices/explante 10 3,67 5,24 2,14
1 Longitud raices (cm) 10 0,42 0,39 0,16
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamario del brote (mm) 10 0 0 0
T6 2 Altura de la planta (cm) 10 3,22 0,68 0,28
2 N° Hojas 10 2,17 1,6 0,65
2 N° Nudos 10 2 0,63 0,26
2 N° Raices/explante 10 0,67 1,21 0,49
2 Longitud raices (cm) 10 0,15 0,23 0,1
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
3 N° Brotes 10 0 0 0
3 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
3 Altura de la planta (cm) 10 4,08 0,71 0,32
3 N° Hojas 10 4,2 0,84 0,37
3 N° Nudos 10 2,4 0,55 0,24
3 N° Raices/explante 10 3,6 3,65 1,63
3 Longitud raices (cm) 10 0,36 0,23 0,1
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
1 N° Brotes 10 0,14 0,38 0,14
1 Tamafio del brote (mm) 10 2,14 5,67 2,14
1 Altura de la planta (cm) 10 3,9 1,18 0,44
1 N° Hojas 10 3,71 1,89 0,71
T7 1 N° Nudos 10 2,86 1,35 0,51
1 N° Raices/explante 10 2,86 2,27 0,86
1 Longitud raices (cm) 10 0,87 0,48 0,18
2 % Contaminacién 10 20,00 42,16 13,33
2 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
....Continta
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2 Altura de la planta (cm) 10 3,92 1,07 0,54
2 N° Hojas 10 3,5 0,58 0,29
2 N° Nudos 10 2 0 0
2 N° Raices/explante 10 3 2,16 1,08
2 Longitud raices (cm) 10 1,75 2,06 1,03
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 20,00 42,16 13,33
7 3 N° Brotes 10 0 0 0
3 Tamafo del brote (mm) 10 0 0 0
3 Altura de la planta (cm) 10 6,04 2,26 0,8
3 N° Hojas 10 4,88 2,3 0,81
3 N° Nudos 10 3,88 1,25 0,44
3 N° Raices/explante 10 3,5 3,07 1,09
3 Longitud raices (cm) 10 1,99 1,9 0,67
1 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamario del brote (mm) 10 0 0 0
1 Altura de la planta (cm) 10 4,07 0,63 0,26
1 N° Hojas 10 3,33 1,21 0,49
1 N° Nudos 10 2 0,89 0,37
1 N° Raices/explante 10 15 1,76 0,72
1 Longitud raices (cm) 10 0,25 0,32 0,13
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
T8 2 Altura de la planta (cm) 10 3,7 0,65 0,29
2 N° Hojas 10 2,6 0,89 0,4
2 N° Nudos 10 2 0 0
2 N° Raices/explante 10 3,6 2,51 1,12
2 Longitud raices (cm) 10 0,94 1,3 0,58
3 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
3 N° Brotes 10 0 0 0
3 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
3 Altura de la planta (cm) 10 3,8 0,7 0,26
3 N° Hojas 10 3,14 1,21 0,46
3 N° Nudos 10 2,14 0,69 0,26
3 N° Raices/explante 10 1,71 1,7 0,64
3 Longitud raices (cm) 10 0,77 1,32 0,5
1 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
T 1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
....Continta
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1 Altura de la planta (cm) 10 5,7 1,31 0,5
1 N° Hojas 10 5,71 15 0,57
1 N° Nudos 10 4,29 1,25 0,47
1 N° Raices/explante 10 7,57 2,64 1
1 Longitud raices (cm) 10 0,99 0,99 0,38
2 % Contaminacion 10 20,00 42,16 13,33
2 % Mortalidad 10 80,00 42,16 13,33
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafo del brote (mm) 10 0 0 0
2 Altura de la planta (cm) 10 4,7 0,85 0,6
2 N° Hojas 10 6 4,24 3
T9 2 N° Nudos 10 4 4,24 3
2 N° Raices/explante 10 4 5,66 4
2 Longitud raices (cm) 10 1,25 1,77 1,25
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 0,17 0,41 0,17
3 Tamario del brote (mm) 10 4,17 10,21 4,17
3 Altura de la planta (cm) 10 5,52 2,84 1,16
3 N° Hojas 10 5,67 1,75 0,71
3 N° Nudos 10 3,67 1,37 0,56
3 N° Raices/explante 10 4,17 4,96 2,02
3 Longitud raices (cm) 10 1,85 1,22 0,5
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
1 N° Brotes 10 0 0 0
1 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
1 Altura de la planta (cm) 10 3,86 0,5 0,22
1 N° Hojas 10 3,2 1,79 0,8
1 N° Nudos 10 1,8 1,3 0,58
1 N° Raices/explante 10 0 0 0
1 Longitud raices (cm) 10 0 0 0
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
T10 2 N° Brotes 10 0,17 0,41 0,17
2 Tamafio del brote (mm) 10 2,17 5,31 2,17
2 Altura de la planta (cm) 10 3,75 0,5 0,2
2 N° Hojas 10 4,33 1,75 0,71
2 N° Nudos 10 2,67 1,63 0,67
2 N° Raices/explante 10 2,5 2,43 0,99
2 Longitud raices (cm) 10 0,65 0,82 0,34
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
3 N° Brotes 10 0,2 0,45 0,2
3 Tamafio del brote (mm) 10 1 2,24 1
....Continta
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3 Altura de la planta (cm) 10 3,42 0,46 0,21
3 N° Hojas 10 1,8 0,84 0,37
T10 3 N° Nudos 10 2,2 0,45 0,2
3 N° Raices/explante 10 0 0 0
3 Longitud raices (cm) 10 0 0 0
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
1 N° Brotes 10 0,2 0,45 0,2
1 Tamarfio del brote (mm) 10 1,4 3,13 1,4
1 Altura de la planta (cm) 10 4,08 0,41 0,19
1 N° Hojas 10 4,6 1,14 0,51
1 N° Nudos 10 2,8 0,84 0,37
1 N° Raices/explante 10 1,6 2,61 1,17
1 Longitud raices (cm) 10 0,46 0,92 0,41
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0,17 0,41 0,17
2 Tamario del brote (mm) 10 0,83 2,04 0,83
T11 2 Altura de la planta (cm) 10 3,65 0,66 0,27
2 N° Hojas 10 4,83 1,6 0,65
2 N° Nudos 10 3,33 1,03 0,42
2 N° Raices/explante 10 1,67 1,63 0,67
2 Longitud raices (cm) 10 0,5 0,67 0,27
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
3 N° Brotes 10 0 0 0
3 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
3 Altura de la planta (cm) 10 3,85 0,99 0,49
3 N° Hojas 10 3,75 2,36 1,18
3 N° Nudos 10 3 2,16 1,08
3 N° Raices/explante 10 3,5 6,35 3,18
3 Longitud raices (cm) 10 0,57 0,8 0,4
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
1 N° Brotes 10 0,17 0,41 0,17
1 Tamafio del brote (mm) 10 2,33 5,72 2,33
1 Altura de la planta (cm) 10 3,75 0,58 0,24
1 N° Hojas 10 45 0,55 0,22
T12 1 N° Nudos 10 2,83 0,41 0,17
1 N° Raices/explante 10 0,5 0,84 0,34
1 Longitud raices (cm) 10 0,27 0,48 0,2
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
2 N° Brotes 10 0 0 0
2 Tamafio del brote (mm) 10 0 0 0
....Continta
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T12

2 Altura de la planta (cm) 10 3,02 0,32 0,16
2 N° Hojas 10 2,25 1,26 0,63
2 N° Nudos 10 2,5 0,58 0,29
2 N° Raices/explante 10 0,75 1,5 0,75
2 Longitud raices (cm) 10 0,05 0,1 0,05
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 20,00 42,16 13,33
3 N° Brotes 10 0,25 0,46 0,16
3 Tamafo del brote (mm) 10 2,5 4,75 1,68
3 Altura de la planta (cm) 10 3,99 1,01 0,36
3 N° Hojas 10 4,88 1,55 0,55
3 N° Nudos 10 3,38 13 0,46
3 N° Raices/explante 10 3,5 3,07 1,09
3 Longitud raices (cm) 10 0,9 1,4 0,49

Continlia Anexo 5...
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...Continuacion Anexo 5

Promedios + error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de brotamiento in vitro de explantes de L. huasango

% Contaminacion

% Mortalidad

N° Brotes/explante

Tamafio del brote

Altura de la planta

N° Hojas/explante

N° Nudos/explante

Tratamientos (mm) (cm)
p-valor CVv p-valor CVv p-valor CVv p-valor CVv p-valor CVv p-valor Cv p-valor CVv
p=0,5465 42426 p=0,8552 31,07 p=0,4803 187,94 p=0,5401 191,29 p=0,0026 12,05 p=0,0264 24,82 p=0,0021 62,82
T1 0+2,72a 56,67 + 8,22a 0,00 + 0,06a 0,00 +0,62a 3,75+ 0,27ab 3,40 £ 0,53ab 2,16 + 0,34abc
T2 0+2,72a 53,33+ 8,22a 0,00 + 0,06a 0,00 +0,62a 3,72+ 0,27ab 3,78 £ 0,53ab 2,53 + 0,34abc
T3 0+2,72a 46,67 £ 8,22a 0,00 + 0,06a 0,00 +0,62a 3,37+0,27a 2,72 +0,53a 1,78 £ 0,34a
T4 0+2,72a 40,00 £ 8,22a 0,05+ 0,06a 0,29 +0,62a 3,52 +0,27abh 2,78 £0,53a 2,63 + 0,34abcd
T5 0+2,72a 46,67 + 8,22a 0,17 + 0,06a 0,94 + 0,62a 4,19+ 0,27bc 3,78 £ 0,53ab 3,56 + 0,34de
T6 0+2,72a 43,33 £ 8,22a 0,00 + 0,06a 0,00 +0,62a 3,77 £ 0,27ab 3,40 £ 0,53ah 2,30 £0,34abc
T7 6,67 +2,72a 36,67 + 8,22a 0,05+ 0,06a 0,71+ 0,62a 4,62 +0,27d 4,03+ 0,53ab 2,91 + 0,34bcd
T8 0+272a 40,00 £ 8,22a 0,00 + 0,06a 1,39 £ 0,62a 3,86 + 0,27abc 3,02 +0,53ab 2,05 + 0,34ab
T9 6,67 +2,72a 50,00 + 8,22a 0,06 + 0,06a 1,39 £ 0,62a 5,31+0,27d 5,79+ 0,53c 3,99 + 0,34e
T10 0+272a 46,67 £ 8,22a 0,12 +0,06a 1,06 £ 0,62a 3,68 +0,27ab 3,11 +0,53ab 2,22 +0,34abc
T11 0+272a 50,00 + 8,22a 0,12 +0,06a 0,74 £ 0,62a 3,86 + 0,27abc 4,39 +0,53bc 3,04 + 0,34cde
T12 0+2,72a 40,00 £ 8,22a 0,14 + 0,06a 1,61 £ 0,62a 3,59 +0,27ab 3,88 + 0,53ab 2,90 + 0,34bcd

Promedios + error estandar de las variables adicionales: N° raices/explante y Longitud de raices (cm)

N° Raices/explante

Longitud de raices (cm)

Tratamientos p-valor CVv p-valor

p=0,0021 424,26 p<0,0001
T1 0,38+ 0,72a 0,07 £ 0,19
T2 1,05 + 0,72abc 0,11+ 0,19ab
T3 0,22 £ 0,72a 0,12+ 0,19ab
T4 1,02 + 0,72abc 0,19+0,19
T5 3,17 £ 0,72de 1,17 +0,19cd
T6 2,65 + 0,72bcd 0,31+0,19ab
T7 3,12 +0,72cd 1,54 £ 0,19d
T8 2,27 +0,72abcd 0,65+ 0,19hc
T9 5,25+ 0,72¢ 1,36 +0,19d
T10 0,83+0,72ab 0,22 +0,19ab
T11 2,26 + 0,72abcd 0,51+0,19ab
T12 1,58 + 0,72abcd 0,41+ 0,19ab

LSD Fisher 0=0,05; letras en comun significan que los valores no son estadisticamente diferentes
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Anexo 6. Resultados obtenidos en la evaluacion del ensayo de enraizamiento in vitro de explantes

de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Tabla de medidas resumen para el analisis de la informacién

Tratamiento Repeticion Variable n Media D.E. E.E.

1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
1 Altura de la planta (cm) 10 4,28 0,61 0,3
1 N° Hojas 10 5 2 1
1 N° Nudos 10 3,25 15 0,75
1 N° Raices 10 15,5 6,24 3,12
1 Longitud de raices (cm) 10 1,38 0,51 0,25
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
2 Altura de la planta (cm) 10 3,65 0,3 0,12
T1 2 N° Hojas 10 5,67 1,03 0,42
2 N° Nudos 10 4,33 0,52 0,21
2 N° Raices 10 7,83 8,8 3,59
2 Longitud de raices (cm) 10 1,53 1,31 0,54
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 Altura de la planta (cm) 10 3,52 0,42 0,17
3 N° Hojas 10 5,17 1,6 0,65
3 N° Nudos 10 3,83 1,47 0,6
3 N° Raices 10 9,5 4,46 1,82
3 Longitud de raices (cm) 10 1,67 1,3 0,53
1 % Contaminacion 10 40,00 51,64 16,33
1 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
1 Altura de la planta (cm) 10 4,7 1,57 0,79
1 N° Hojas 10 4,5 2,38 1,19
1 N° Nudos 10 3,25 2,06 1,03
1 N° Raices 10 18 9,27 4,64
1 Longitud de raices (cm) 10 2,3 0,67 0,33
2 % Contaminacién 10 20,00 42,16 13,33
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
T2 2 Altura de la planta (cm) 10 4,05 0,86 0,43
2 N° Hojas 10 4,25 0,96 0,48
2 N° Nudos 10 3 0,82 0,41
2 N° Raices 10 12,5 10,85 5,42
2 Longitud de raices (cm) 10 0,9 0,42 0,21
3 % Contaminacion 10 40,00 51,64 16,33
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 Altura de la planta (cm) 10 3,52 0,53 0,22
3 N° Hojas 10 3,83 1,6 0,65
....Continta

92



3 N° Nudos 10 2 0,63 0,26
T2 3 N° Raices 10 6,67 5,2 2,12
3 Longitud de raices (cm) 10 0,97 0,66 0,27
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
1 Altura de la planta (cm) 10 34 0,62 0,28
1 N° Hojas 10 3,8 11 0,49
1 N° Nudos 10 2,8 0,84 0,37
1 N° Raices 10 11 5,34 2,39
1 Longitud de raices (cm) 10 1,58 0,68 0,31
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
2 Altura de la planta (cm) 10 3,5 0,47 0,23
T3 2 N° Hojas 10 5,25 0,5 0,25
2 N° Nudos 10 3,25 15 0,75
2 N° Raices 10 12,5 5,92 2,96
2 Longitud de raices (cm) 10 2,73 0,49 0,25
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
3 Altura de la planta (cm) 10 4,6 1,96 0,98
3 N° Hojas 10 55 1,29 0,65
3 N° Nudos 10 3,75 1,71 0,85
3 N° Raices 10 10 4,83 2,42
3 Longitud de raices (cm) 10 0,93 0,26 0,13
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
1 Altura de la planta (cm) 10 3,92 0,43 0,22
1 N° Hojas 10 5,75 2,36 1,18
1 N° Nudos 10 4,5 1,91 0,96
1 N° Raices 10 7,75 1,71 0,85
1 Longitud de raices (cm) 10 3,15 1,55 0,78
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
2 Altura de la planta (cm) 10 3,82 0,92 0,41
T4 2 N° Hojas 10 52 2,49 1,11
2 N° Nudos 10 4 2,35 1,05
2 N° Raices 10 8,2 4,49 2,01
2 Longitud de raices (cm) 10 1,62 0,77 0,35
3 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
3 Altura de la planta (cm) 10 3,56 0,63 0,28
3 N° Hojas 10 3,2 2,17 0,97
3 N° Nudos 10 2,2 1,79 0,8
3 N° Raices 10 10,2 497 2,22
3 Longitud de raices (cm) 10 1,72 1,22 0,54
....Continta
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1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
1 Altura de la planta (cm) 10 3,7 0,45 0,17
1 N° Hojas 10 4,86 1,07 0,4
1 N° Nudos 10 3,14 1,07 0,4
1 N° Raices 10 16,29 5,44 2,06
1 Longitud de raices (cm) 10 2,47 1,52 0,57
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
2 Altura de la planta (cm) 10 4,1 0,63 0,28
T5 2 N° Hojas 10 4,6 1,82 0,81
2 N° Nudos 10 3,2 1,1 0,49
2 N° Raices 10 14,4 8,08 3,61
2 Longitud de raices (cm) 10 2,22 1,41 0,63
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
3 Altura de la planta (cm) 10 4,16 0,52 0,23
3 N° Hojas 10 6,6 2,3 1,03
3 N° Nudos 10 4.4 1,52 0,68
3 N° Raices 10 12,2 6,14 2,75
3 Longitud de raices (cm) 10 3,2 1,05 0,47
1 % Contaminacion 10 10,00 31,62 10,00
1 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
1 Altura de la planta (cm) 10 4,47 0,8 0,33
1 N° Hojas 10 3,67 1,63 0,67
1 N° Nudos 10 2,5 1,52 0,62
1 N° Raices 10 12,17 9,79 4
1 Longitud de raices (cm) 10 0,95 1,05 0,43
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
T6 2 Altura de la planta (cm) 10 4,48 0,76 0,34
2 N° Hojas 10 5,8 1,64 0,73
2 N° Nudos 10 4,2 1,64 0,73
2 N° Raices 10 20,2 6,76 3,02
2 Longitud de raices (cm) 10 3,1 0,9 0,4
3 % Contaminacién 10 40,00 51,64 16,33
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 Altura de la planta (cm) 10 4,07 1,08 0,44
3 N° Hojas 10 55 2,07 0,85
3 N° Nudos 10 4 2,19 0,89
3 N° Raices 10 39,33 52,02 21,24
3 Longitud de raices (cm) 10 3,17 1,28 0,52
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 60,00 51,64 16,33
T7 1 Altura de la planta (cm) 10 4,45 0,87 0,43
1 N° Hojas 10 55 1,29 0,65
1 N° Nudos 10 3 0,82 0,41
....Continta
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1 N° Raices 10 6 2,71 1,35
1 Longitud de raices (cm) 10 1,3 0,64 0,32
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
2 Altura de la planta (cm) 10 3,52 0,23 0,1
2 N° Hojas 10 3,2 0,84 0,37
2 N° Nudos 10 1,6 0,55 0,24
T7 2 N° Raices 10 6,8 3,11 1,39
2 Longitud de raices (cm) 10 1,32 0,87 0,39
3 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
3 Altura de la planta (cm) 10 3,54 0,44 0,2
3 N° Hojas 10 34 1,14 0,51
3 N° Nudos 10 2,2 0,84 0,37
3 N° Raices 10 4,8 1,92 0,86
3 Longitud de raices (cm) 10 1,52 0,74 0,33
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
1 Altura de la planta (cm) 10 3,45 0,56 0,23
1 N° Hojas 10 2,67 0,82 0,33
1 N° Nudos 10 1,33 0,52 0,21
1 N° Raices 10 7,17 6,85 2,8
1 Longitud de raices (cm) 10 1 0,24 0,1
2 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
2 Altura de la planta (cm) 10 4 1,25 0,51
T8 2 N° Hojas 10 45 2,35 0,96
2 N° Nudos 10 2,67 1,75 0,71
2 N° Raices 10 9,33 2,66 1,09
2 Longitud de raices (cm) 10 1,58 0,54 0,22
3 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
3 % Mortalidad 10 50,00 52,70 16,67
3 Altura de la planta (cm) 10 4,64 0,96 0,43
3 N° Hojas 10 4,6 3,05 1,36
3 N° Nudos 10 3 1,58 0,71
3 N° Raices 10 10,4 3,21 1,44
3 Longitud de raices (cm) 10 2,32 0,61 0,27
1 % Contaminacion 10 0,00 0,00 0,00
1 % Mortalidad 10 70,00 48,30 15,28
1 Altura de la planta (cm) 10 4 0,46 0,26
1 N° Hojas 10 5,33 2,08 1,2
1 N° Nudos 10 3,33 1,15 0,67
1 N° Raices 10 11 1,73 1
1 Longitud de raices (cm) 10 2,7 0,56 0,32
2 % Contaminacién 10 0,00 0,00 0,00
2 % Mortalidad 10 30,00 48,30 15,28
2 Altura de la planta (cm) 10 3,69 0,45 0,17
T9 2 N° Hojas 10 4 1,41 0,53
2 N° Nudos 10 2,57 1,62 0,61
2 N° Raices 10 13,86 4,56 1,72
2 Longitud de raices (cm) 10 2,04 0,91 0,34
3 % Contaminacion 10 0 0 0
3 % Mortalidad 10 40,00 51,64 16,33
3 Altura de la planta (cm) 10 3,6 0,35 0,14
3 N° Hojas 10 3,83 1,83 0,75
3 N° Nudos 10 2,33 1,75 0,71
3 N° Raices 10 7,83 1,83 0,75
3 Longitud de raices (cm) 10 1,13 0,35 0,14

ContinGia Anexo 6...
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....Continuacion Anexo 6

Promedios + error estandar de las variables evaluadas en el ensayo de enraizamiento in vitro de explantes de L. huasango

Altura de la planta Longitud de raices

% Contaminacién % Mortalidad N° Hojas/explante N° Nudos/explante N° Raices/explante

) (cm) (cm)
Tratamientos
p-valor Cv p-valor Cv p-valor Ccv p-valor Ccv p-valor Ccv p-valor Ccv p-valor CVv
p=0,0008 141,53 p=0,3557 21,34  p=0,8047 11,32 p=0,5724 21,41 p=0,1613 24,86 p=0,0404 45,44  p=0,4285 40,38
T1 0+4,71a 46,67 + 5,83ab 3,82 +0,26a 5,28 +0,57a 3,8+£0,44b 10,94 + 3,12a 1,94 £ 0,44a
T2 33,33+4,71c 36,67 +5,83a 4,09 + 0,26a 4,19+0,57a 2,75+ 0,44ab 12,39 + 3,12a 1,39 £ 0,44a
T3 0+4,71a 56,67 + 5,83b 3,83+0,26a 4,85+ 0,57a 3,27 £ 0,44ab 11,17 £ 3,12a 1,75+ 0,44a
T4 0+4,71a 53,33 + 5,83ab 3,77 £ 0,26a 4,72 £0,57a 3,57 £ 0,44ab 8,72 £ 3,12a 2,16 £ 0,44a
T5 0+4,71a 43,33+ 5,83ab 3,99 +0,26a 5,35+0,57a 3,58 + 0,44ab 14,3 £ 3,12a 2,63+0,44a
T6 16,76 + 4,71b 43,33+ 5,83ab 4,34 + 0,262 4,99 +0,57a 3,57 £ 0,44ab 23,90 £ 3,12b 2,41+ 0,44a
T7 0+4,71a 53,33+ 5,83ab 3,84 +0,26a 4,03+0,57a 2,27 £0,44a 5,87 +3,12a 1,38 £ 0,44a
T8 0+4,71a 43,33 £ 5,83ab 4,03 +0,26a 3,92+0,57a 2,33+0,44a 8,97 +3,12a 1,63 £ 0,44a
T9 0+5,77a 50 £+ 7,14ab 3,76 £ 0,26a 4,39+0,57a 2,74 £ 0,44ab 10,9 £ 3,12a 1,96 + 0,44a
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Anexo 7. Imagenes de la contaminacion y fenolizacion en el ensayo de desinfeccion de explantes

de campo de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Foto 1. Explantes contaminados por hongos y bacterias

Foto 2. Explantes fenolizados
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Anexo 8. Imégenes del ensayo de germinacién in vitro de semillas de Loxopterygium huasango

Spruce ex Engl.

Foto 3. Semillas no germinadas Foto 4. Semillas contaminadas por hongos Yy
bacterias

Foto 5. Plantas obtenidas mediante Foto 6. Plantas obtenidas mediante germinacion

germinacion in vitro de semillas in vitro de semillas con el T7 (Sin
con el T1 (Sin escarificacion + 0 escarificacion + 1 mg/l AGs;)
mg/l AG3)
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Anexo 9. Iméagenes del ensayo de multiplicacion in vitro de explantes (&pices caulinares y

segmentos nodales) de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Foto 7. Explantes contaminado
hongos

Foto 9. Explantes muertos Foto 10. Explantes de multiplicacion in vitro
evaluados a los 90 dias en el T5 (1 mg/L
2ip), el cual presentd los mejores
resultados.
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Anexo 10. Iméagenes del ensayo de brotamientoin vitro de explantes (&pices caulinares y segmentos

nodales) de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Foto 11. Explantes de brotamiento in vitro evaluados a los 90 dias en el T9 (1 mg/L 2ip + 5 mg/I
de S. adenina + 0 % de agua de coco), el cual presentd los mejores resultados en las
variables: altura de la planta (cm), N° hojas, N° nudos y N° raices/explante

Foto 12. Explantes de brotamiento in vitro evaluados a los 90 dias en el T7 (1 mg/L KIN + 25 mg/I
de S. adenina + 0 % de agua de coco), el cual obtuvo el mejor resultado en cuanto a la
longitud de raices
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Anexo 11. Imégenes del ensayo de enraizamientoin vitro de explantes (&pices caulinares y

segmentos nodales) de Loxopterygium huasango Spruce ex Engl.

Foto 13. Explantes de enraizamiento in vitro evaluados a los 90 dias en el T6 (1,5 mg/L AlA), el
cual obtuvo el mayor numero de raices formadas/explante

Anexo 12. Iméagenes de la toma de datos de los diferentes ensayos durante la investigacion

HH]HH]I.’II]IIH‘HI!
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Anexo 13. Imégenes de la socializacion de la tesis al equipo técnico del Laboratorio de

Micropropagacion Vegetal.

Anexo 14. Imégenes de la socializacion de los resultados de la tesis a los estudiantes de Quinto

afio de la Carrera de Ingenieria Forestal
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Anexo 15. Triptico para la difusidn de los resultados de la tesis
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mgnuccx‘m

En el Ecuador el estado de conservacion de los bosques
secos es aitico, debido a la explotaddn forestal a la que
han sido sometidos, asi como por su conversion en areas
agricolas y ganadercs, especialmente en la Glitima mitad
del siglo XX (Vasquez et al. 2005).

xopterygium huasango, se desarrolld la presente investi-
gadon
OBJETIVO GENERAL

Contribuir a ka generacion de procesos bioteaologicos,
quepernianlu pmifemoon yenruzamnento invitro de
go Spruce ex
Eng, proveniente del Bosque Seoo de la provinda de
e ot g i it

OBJETIVOS mscﬁacos

= Evaluar la desinfeccion de semillas y explantes de

Lamtnlxmms;tmeet Engl, aplicando
concentraciones y tiempos de inmersion en

mdemmwytehfusedenpknmd&m
~ de los explantes.

=% Evdtneldedpdedfa‘ai:escmﬂ:mm—
mtdespaulah!‘édem‘bﬁcndéndee:phtes
de Loxopterygium

— Difundir los resultados de la investigacion a los acto-
res sociales interesados, docentes y estudiantes de la
Carrera de Ingenieria Forestal

DOLOGIA

1. Ubicacion del area de estudio

Lanvesbgaumseds(nolodmfuses:dekbotdanoydecmrm
La primera fase se efech.lomelLd)ordu'lode

donde se realizé la recoleccion el material vegetal.
2+ Metodologia para la desinfeccion de semillas

Se probaron nueve tratamientos, empleando tres concentraciones de
hipociorito de sodio (25, 50 y 75%) con tres tiempos de inmersion (5,
10 y 15 min) respectivamente. Se evalud el nimero de dias a ki con-
taminacion y % de contaminacion.

3. Metodologia para la desinfeccién e implantacion
in vitro de explantes de campo

Se utilizd estacas de 50 - 60 an de largo para ka obtencion de los
explantes, se probaron seis tratamientos para la desinfeccion, en don-
de se empleo tres concentraciones de hipoclorito de sodio (15, 20 v
B%)condosbemposdenmemon(sytonm)nespech\mmte.bs

cion, % de contaminacion y % de mortalidad.

5. Metodologia para la multiplicacion, brotamiento

v enraizamiento i vitro de explantes (apices caulinares y

segmentos nodales).

Se utilizé plantulas germinadas i virode 4 - 5 ande alturay de1a

2nudospu’aluoh‘.ernondee(plantes.mtodoslosasuyossee!n-

el medio de cultivo MS, suplementado con diversos reguladores

de aredmiento.

* Mualtiplicacion im vitros se empleo tres citocininas (BAP, KIN y
2ip) en dos concentraciones (1 y 2 mg/L) respectivamente

e Brotamiento Jim witros se utilizaron tres citodnings (BAP, KIN y
2ip) en d mg/L, «con sulfato de adenina 5y 25 mg/L
y agua de coco O y 20%, i

¢ Emraizamiento in wvitros se probaron tres auxinas (ANA, AlA y
AIB) con tres concentraciones (0,5; 1,0 y 1,5 mg/L), respectivamente.

Cara posterior

O

1+ Desinfeccion de semillas de L fery it husango
La aparicion de c iNQCio
tir de la siembra. A continuacion se muestran los promedios del
porcentaje de contaminacion alcanzado en cada tratamiento.
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v 7 v g
Lmumm‘mdospamhdsiﬂecdéndewbrtesde
campo no | resultados favorables, pues se obtuvo
nwa‘dﬁ%camodapothongos bacterias,
referente a la oxidacion fendlica fue mayor al 70% y se tuvo el
3. Germinacion in vitro de semillas de Loxopferygiumn
hasango
Lngmmmonseiiciodam’todayseeﬁcbﬁzoddiazoA
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