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introduccion y propagacion in vitro de Plukenetia volubilis “sacha inchi“.
Ayacucho 2008.

Autor: Bach. Keny Meyer Martinez Gémez

Asesora: Mg. Paula Garcia Godos Alcazar

RESUMEN
La presente investigacion se realizdé con el objetivo de introducir y propagar in vitro
Plukenetia volubilis “sacha inchi“. Se utilizaron como explantes semillas y segmentos
nodales de plantas jovenes de “sacha inchi” procedentes del distrito de Santa Rosa,
provincia de La Mar, departamento de Ayacucho. La investigacién se realizé en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Nacional San Cristébal de
Huamanga. Las semillas se desinfectaron con 1.5%, 2.56% y 3.0% de NaClO durante
10, 15 y 20 minutos, los segmentos nodales se desinfectaron con 1.5%, 2.0%, 2.5%
3.0% y 4.0% de NaClO durante 2, 5 y 10 minutos, se utilizé medio-Murashige-y
Skoog semisdlido, para controlar la oxidacion en segmentos nodales se utilizaron
acido ascérbico, acido citrico y carbén activado individualmente, para promover Ila
brotacion en embriones se utiizé MS con BAP, AGs, agua de coco, jugo de tomate
individualmente y en combinaciones, para promover la brotacién en segmentos
nodales se utilizé MS con ANA, AIB, BAP, AG; agua de coco, jugo de tomate
individualmente y en combinaciones, para inducir el enraizamiento de segmentos
nodales se utiliz6 MS y MS modificado con AIA, ANA y AIB individuaimente, para
aclimatar se utilizé un sustrato compuesto por arena, compost y tierra agricola en
una proporcién 1:2:7. De acuerdo a los resultados obtenidos se observé que las
semillas que se desinfectaron con 3.0% de NaClO por 20 minutos y los segmentos
nodales con 2.5% de NaClO por 5 minutos, obtuvieron 75% y 60% de viabilidad,
respectivamente. Los embriones cigéticos se establecieron en MS y los segmentos
nodales se establecieron en MS con acido citrico (150 mg/L), obteniéndose un 60%
de explantes sin oxidacion. En la fase de propagacién, utilizando medio MS
suplementado con 0.1 mg/L de AGs se obtuvo un 75% de formacién de brotes en
embriones cigéticos, mientras utilizando medio MS suplementado con 0.1 mg/L de
AlIB mas 20 ml/L de agua de coco se obtuvo 22.5% de formacién de brotes en
segmentos nodales. En la fase de enraizamiento, utiizando medio reducido a la
mitad en su concentracion de sales fuente de nitrégeno (MS/2) suplementado con
2.5 mg/L de AIB se obtuvo un 75% de enraizamiento de segmentos nodales. La
aclimatacion de las plantas enraizadas in vitro se realizd a 25 °C alcanzando un 50%
de supervivencia. Se concluye que la propagacion in vitro de “sacha inchi” se logré a
partir de embriones cigéticos por su mayor porcentaje de formacién de brotes (75%).

Palabras clave: in vitro, Plukenetia volubilis, sacha inchi, propagacion



1 INTRODUCCION

Las plantas representan una importante fuente de recursos naturales para el
hombre, pues sus diferentes componentes como hojas, tallos y frutos se utilizan
en la producciéon farmacolégica y alimentaria principaimente. El “sacha inchi” es
una planta arbustiva de la familia Euphorbiaceae que cominmente se conoce
como “mani del monte”, “sacha mani” o “mani del inca”, se encuentra distribuida

desde América Central hasta América del Sur en paises como Peru, Bolivia y

Brasil.

En el Peru se le encuentra en estado silvestre en diversos lugares de las
provincias de San Martin, Ucayali, Huanuco, Amazonas, Madre de Dios y Loreto.
Es una planta que se adapta a suelos arcillosos y acidos, desarrollando mejor en
climas calidos (Manco, 2006), actualmente el “sacha inchi” esta siendo forestado
de forma tradicional en el departamento de Ayacucho, provincia de La Mar en el
valle del rio Apurimac y Ene, alcanzando los distritos de LLochegua, San
Francisco, Sivia, Santa Rosa y Ayna (Chuchén, 2008). Presenta caracteristicas
muy favorables para la reforestacion y crece desde los 100 a 2000 m.s.n.m.; se

han registrado plantaciones establecidas desde los 600 m.s.n.m. (Manco, 2003).



I MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En el Peru se inicia un auge en la industria farmacéutica y alimentaria a partir de
los anos 90, desarrollandose diversos ingredientes y productos naturales
respaldados en una historia de amplio conocimiento tradicional, largos procesos
de domesticacion y mejoramiento de cerca de 4400 especies de plantas, las
cuales tienen aplicacion en la salud y alimentacién. El prometedor “sacha inchi”,
cuya semilla ya esta revolucionando la industria de los aceites funcionales y
especiales, por presentar acidos grasos omega 3, 6 y 9 en proporciones que

benefician la salud (Pajares y Wachtel, 2008).

Bordignon y Viegas (2009), seialan que la propagacidon convencional por
esquejes el resultado de crecimiento es cero (0%). En la propagacion in vitro, la
desinfeccion de semilla se realizé con aicohol al 70% por un minuto y en una
solucion de 2% de hipoclorito de sodio durante 20 minutos, utiizandose medio
de cultivo Murashige y Skoog, supiementado con 30 g/L de sacarosa. Se
sembraron tfres porciones de embridn, una seccién basal, una seccion intermedia

y una seccion apical, se evaluaron las emisiones de las raices, brotes y callo, 30



dias después de la siembra, siendo el tratamiento: BAP 1.0 mg/L y AIB 0.1 mg/L
el que tuvo una mayor emision de brotes (100%) en cuanto a la seccién apical.
Mientras que el tratamiento con AIB 0.5 mg/L mostré mayor crecimiento de las
raices (80%); en cuanto a la seccion basal, los tratamientos de interaccién de
citocinina - auxina, resultaron en la formacién de callos friables y con capacidad

de regeneracion del 91.6% en seccion basal

Guerrero y col, (2008), reportaron en su investigacion de introduccion y
establecimiento in vitro de apices de “sacha inchi”, utilizaron el medio de cultivo
Murashige y Skoog, prepararon el material donante de campo con aplicaciones
de fungicida (Carbendazim) a razén de 1.5 ml/L acompaiiado del fertilizante foliar
(Bayfolan) a razén de 4 ml/L, después de 5 dias de la aplicacién, se colectaron
brotes terminales de “sacha inchi”; seccionando explantes menores a 2.5 cm de
fongitud, que fueron lavados con detergente comercial a razén de 5 g/L por 10
minutos. Los explantes lavados se pre desinfectaron con alcohol al 70% por 10
segundos y desinfectados con 1.0, 15 y 20 % de NaOCI en 10, 15y 20
minutos, concluyen que con estos tratamientos se logré introducir el material
vegetal de “sacha inchi” in vifro, obteniendo minimas tasas de contaminacion, asi

como una supervivencia del 100% de los explantes.

Gérate (2009), utilizé apices y segmentos nodales, de “sacha inchi”, y medios de
cultivo Murashige y Skoog, con 100mg/L de acido citrico, 20g/L de sucrosa, 7 g/L.
de agar, suplementados con acido 3 indol butirico (AIB) a pH 5.7, el proceso de
desinfeccion de los explantes fue realizado con alcohol al 70% por 10 segundos
y solucion de hipoclorito de sodio al 0.5 %, con enjuagues de agua destilada
estéril, los explantes fueron cultivados e incubados a una temperatura promedio

de 24°C, intensidad luminosa 700 lux y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de



oscuridad. Para la fase de enraizamiento se utilizaron 4 tratamientos (25, 50, 100
y 200 mg/L) de acido 3 indol butirico (AIB), fueron analizadas para evaluar el
enraizamiento in vitro, siendo la concentraciéon (AIB 200 mg/L) la que mostrd
mejor respuesta de enraizamiento, para el explante segmento nodal tanto para

explantes extraidos in vitro y ex vitro.

2.2. Valor comercial de Plukenetia volubilis L.

Stocker y Gutiérrez (2009), realizaron un analisis de los principales actores,
publicos y privados para conocer las acciones emprendidas del sector
exportador para los préximos afios, identificando al “sacha inchi” en las regiones
priorizadas, como un producto con potencial para ser incluido en una cadena de
valor. El “sacha inchi” dentro del andlisis de mercado, tiene una demanda local
fuerte, también de interés para exportacién, en sus diferentes formas
disponibles. En el Peri ya se han desarrollado diferentes formas para obtener un
buen precio de venta, que podria ser vinculado a mercados en Europa, Suiza,

Francia, India, Bélgica y Japon (Pajares y Wachtel, 2008).

La prospeccion economica a futuro fue presentada por la Corporacién Andina de
Fomento (CAF) y la Comisién para la Promocion de Exportaciones del Pert
(PROMPEX). En su informe de mercado para productos e ingredientes naturales
para la industria cosmética, farmacéutica y alimentaria, los productos resaltantes
fueron el “camu camu” y "sacha inchi”. La propuesta de estos productos fue
tomada en base a las investigaciones y analisis que se hicieron en la fase de

diagnéstico de los sectores priorizados por biocomercio (Bueno y Nieto, 2006).



Tabla N° 01.- Produccion, oferta y precio de “sacha inchi” en el mercado
internacional

;,Proyecmén de produccxén nacional’ con crecnm:ento conservador y optnm:sta
f;anos 2005- 2015 e . . .

Creclmlento Crecnmoento

conservador optimista
Ano Volumen (t) Volumen (t)
2005 1 837.500 1 837.500
2015 2 788.700 4.766.030

Ofena de plroduccaén proyectada de 2005 2015

' Produccnén % Oferta Oferta en toneladas" |

Crecimiento conservador 5176 % 951.20¢%
Crecimiento optimista 159.37 % 292853 ¢

” t,fp_reClOS esumados para productores

Moneda Precio de Z;Oducc'é"’ Precios de Venta / Kg

Nuevos soles (S/) 120 3.00- 5.00

Dolares americanos (US $) 040 0.93- 1.54

Fuente: Bueno y Nieto (2006).

Bueno y Nieto (2006), recomiendan que el “sacha inchi” 1) Se norme y
reglamente técnicamente por tratarse de una planta con uno de los mayores
contenidos de aceites grasos poli insaturados (omega 3 y omega 6) y con un aito
contenido de proteinas necesarias para la alimentacioén y la saiud, asimismo con
cualidades nutracetticas, alimenticias y otras. 2) Es de importancia para los
productares, exportadores y demas miembros de la cadena, contar con una base
genética validada del “sacha inchi®, por lo que se sugiere articularse y establecer
un convenio marco con una entidad de investigacién seria como el Instituto

Nacional de Investigacion Agraria (INIA) o universidades.



2.3. Acidos Grasos Poliinsaturados

Son moléculas organicas de naturaliza lipidica, que poseen mas de un doble
enlace enire sus carbonos, se clasifican como omega segun el lugar que ocupa
el primer doble enlace carbono con respecto al grupo metito . Los acidos grasos
esenciales son indispensables para la buena salud. Existen dos grupos de
acidos grasos esenciales (AGP) que el cuerpo no puede producir. el acido
linoleico, y el acido linolénico, deben obtenerse de la dieta, ambos producen
procesos quimicos fundamentales para el funcionamiento del organismo. En el
cuerpo estos se pueden convertir en otros acidos grasos esenciales como el
acido araquidénico, acido eicosapentanoico (EPA) y el acido docosahexanoico

(DHA) (Reardon y Troxler, 2006).

En el cuerpo, los AGP son importantes para mantener las membranas de todas
las células, para producir las prostaglandinas que regulan muchos procesos
corporales, como la inflamacion y la agregacion plaquetaria protegiendo al
cuerpo del exceso de coagulacion, son necesarias para que las vitaminas
liposolubles de los alimentos (A, D, E y K) puedan ser absorbidas, reducen la
inflamacion del cuerpo (Simopoulos, 2002) y ayudan a prevenir ciertas
enfermedades cronicas como la artritis y la artero esclerosis, reduciendo la
produccion citocinas (Calder, 2006), ayuda a prevenir enfermedades al corazdn
diéminuyendo la circulacion de colesterol y triglicéridos en la sangre, reducen el
riesgo de obesidad al estimular la produccion de leptina una hormona de las
células grasas que regula el apetito, inhibe el adelgazamiento de las arterias,
ayuda a relajar y dilatar las arterias, ayuda a la respuesta de insulina del
organismo, ayuda a prevenir el desarrollo de células cancerosas, interviene en el
desarrollo de la columna vertebral del feto, formacion de tejido nervioso en la

mielinizacion y formacion del tejido ocular (Larque y col.,, 2002).



24. Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

2.4.1. Origen y distribucion

Valles (1993), menciona que el “sacha inchi” esta distribuido en el tropico
latinoamericano desde el Sur de México, Indias Occidentales, la Amazonia y el
Acre en Bolivia. En nuestro pais se ha recolectado en Madre de Dios, Huanuco,
Oxapampa, San Martin, Rodriguez de Mendoza, Ucayali (Pucallpa, Contamina y
Requena), el Putumayo, alrededores de Iquitos y Caballococha. En San Martin
se encuentra en toda la cuenca del Huallaga hasta Yurimaguas, en el Alto Mayo,

Bajo Mayo, el. Valle de Sisa y areas de ia cuenca Lamas-Sihuas.

Distribucion Geogréafica en Pert: Cusco, Junin, Huanuco, Loreto, Madre de Dios,
Pasco, San Martin y Ucayali (Pajares y Wachtel, 2008).
Distribucion en Ayacucho: Provincia de la Mar en los distritos de Santa Rosa,

San Francisco, Sivia y Liochegua (Chuchén, 2008).

2.4.2. Descripcion morfolégica

El “sacha inchi” es una planta trepadora (Valles, 1992).

Tallo: Voluble semilefioso y perenne, de altura indeterminada superior a 2
metros (Manco, 2006).

Hojas: Alternas simples, aserradas y pinninervadas, de 9a 16 cm. de largoy 6 a
10 cm. de ancho. El dpice es puntiagudo y ia base es plana o semi arrifionada
(Manco, 2006), con peciolos de 2 a 6 cm. de largo. Las nervaduras nacen en la
base y la nervadura centrai orientandose ai apice (Valles, 1990).

Flores: Hermafroditas, monoicas, deciduas; las flores masculinas son pequefias
subglobosas, blanquecinas y dispuestas en racimos. Estambres de 16 a 30, con
filamentos conspicuos, conicos de 0,5 mm de largo (Dostert y col, 2009). En la

base del racimo y lateraimente se encuentra una sola flor femenina; ofros indican



hasta dos a tres flores femeninas (Arévalo, 1996). La columna estilar es parcial o
totaimente connada, de 15 a 30 mm de largo (Dostert y col, 2009).

Fruto: Es una capsula dehiscente de 3.5 a 4.5 cm. de didmetro conformada por
4 l6bulos aristados generalmente, dentro de los cuales se encuentran 4 semillas
(Manco, 2006); excepcionaimente algunos ecotipos presentan hasta cinco a
siete I6bulos (Arévalo, 1996).

Semifias: Son marrones de forma ovalada de 1.5 a 2 cm. de didmetro;
ligeramente abultadas en el centro y aplastadas hacia los bordes (2.01 x 0.85
cm) (Rodriguez y col,, 2010), al abrir las semilias se encuentran los cotiledones a

manera de almendras cubiertas de una pelicula blanquecina (Juarez, 2007).

2.4.3. Clasificacion taxon6mica

La clasificacion botanica de la planta realizada por (Mcbride, 1951), es la

siguiente:
DIVISION : Spermatophyta
SUB DIVISION : Angiospermae
CLASE : Dicotiledonea
ORDEN : Euphorbiales
FAMILIA : Euphorbiaceae
GENERO : Plukenetia
ESPECIE : Plukenetia volubilis L.
NOMBRE COMUN : “sacha inchi”, “‘mani del monte”,

“mani del inca*, “sacha mani”, “inca peanut” (Manco, 2006).
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2.4.4. Composicion quimica de la semilla de “sacha inchi”
24.41 Aminoacidos y proteinas
Tabla N° 02.- Perfil de aminoacidos de la proteina de Plukenetia Volubilis L.

comparado con otras proteinas de semillas oleaginosas

j.lSe'millé" @) T

-Soya| Mani |Algodon |Gi
Proteina(%) 28 23 23
Esenciales mg/g proteina
Histidina 26 25 24 27 23 19
Isoleucina 50 45 34 33 43 28
Leucina 64 78 64 59 64 66
Lisina 43 54 35 44 36 58
Metionina 12 13 12 13 15
Cisteina 25 13 13 16 15
Metionina y cisteina 37 26 25 29 34 25
Fenilalanina 24 49 50 52 45
Tirosina 55 31 39 29 19
Fenilalanina y tirosina 79 80 89 81 54 53
Treonina 43 39 26 33 37 34
Triptéfano 29 13 10 13 14 11
Valina 40 48 42 46 51 35
No esenciales mg/g proteina
Alanina 386 43 39 41 42
 Arginina 85 72 112 112 80
Asparagina 11 117 114 94 93
Glutamina 133 187 183 200 218
Glicina 118 42 56 42 54
Bolina 48 55 44 38 45
Serina 84 51 48 44 43
TEAA 411 418 349 365 368
TAA 976 985 945 936 41

TEEA: Total de aminoacidos esenciales TAA: Total de aminoacidos

1) Los valores estan indicados en mg/g de proteina.

2) Informacion de "soya’, “mani’, "algodén” y “girasol’ obtenida de Bodwell y
Hopkins (1985).

3) Informacion de “sacha inchi” obtenida de Hammacker y col, (1992).

4) Niveles recomendados para nifios de 2 a 5 afios (World Health
Organization-WHO, 1990).

Fuente: Bodwell y Hopkins (1985); Hamacker y col, (1992) y World Health
Organization (1990).

11



Tabla N° 03.- Perfiles de Acidos Grasos del aceite del “mani del inca“
comparado con el aceite de otras semillas aceiteras

Aceite total (%) 54.0 19.0| 450 16.0 48.0
Saturados{%)
Miristico 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Palmitico 4.5 10.5 12.0 18.7 7.5
Estearico 3.2 3.2 2.2 24 5.3
Insaturados (%)
Palmitoleico 0.0 0.0 0.3 0.6 0.0
Oleico  (Omega 9) 9.6 223| 413 18.7 29.3
Linoleico (Omega 6) 36.8 545 36.8 57.5 579
Linolénico (Omega 3) 45.2 8.3 0.0 0.5 0.0
Gadoleico 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0

Fuente: Hamacker y col, (1992).

Otros analisis realizados en la almendra dan como resultados cantidades de
grasas y proteinas similar o ligeramente superior a la soya, mani, girasol y

algodon (Hamacker y col., 1892).

24.4.2 Aceites

Bondioli y col, (2006) en un estudio realizado sefalan que las semillas de
Plukenetia volubilis L. mostraron un contenido de humedad de 8.68% y un
contenido de aceite de 34.42% y 37.69% en base seca. La composicion de este
aceite es interesante dentro del punto de vista nutricional, por su afto contenido
en &cido linoleico (w-6) y &cido linolénico (w-3); estos acidos grasos que

representan mas de 80% de acidos grasos totales.
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Tabla N° 04.- Composicion de acidos grasos de aceite de Plukenetia

volubilis L.
Acido Paimitico 3.79
Acido Palmitoleico 0.06
Acido Estearico 2.65
Acido Oleico 8.77
Acido Linoleico 33.67
Acido Linolénico 5073
Acido Eicosanoico 0.07
Acido Eicosenoico 0.26

Fuente: Bondioli y col, (2006)

245. Crecimiento vegetativo y fructificacion

El "sacha inchi" a diferencia de otras especies de oleaginosas, tiene una
actividad de crecimiento vegetativo y fructificaciéon continuada durante todo el
afo. Esto a pesar de las variaciones limitantes que puedan presentarse en uno o
varios de los factores relacionados con las caracteristicas del clima (Arévalo,
1996). Las plantas alcanzan edades hasta de 10 afios (Dostert y col, 2009). La
cosecha de los frutos secos y maduros se realiza 6.5 a 8 meses después del
trasplante definitivo. Desde esta primera cosecha, la planta no deja de producir,
por elio, las cosechas se realizan cada 20 a 25 dias, la cosecha se realiza
recogiendo sélo las cépsulas que se encuentran de color marrén y que adn

permanecen en la planta (Manco, 2006).

Tabla N° 05.- Crecimiento vegetativo de Plukenetia volubilis L.

Dias de germinacion: 11a14 inicio de emisién de guia 20 a 41

Dias de emergencia de hojas verdaderas inicio de floracién 8 2139
1er par de hojas 16 a20 Inicio de fructificacion 119 a182
2do par de hojas 28842 inicio de cosecha 202 2249
3er par de hojas 45 a 59

Fuente: Manco (2006).
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2.4.6. Condiciones edafoclimaticas para su cultivo

2461 Clima

Manco (2003), menciona que los parametros de temperaturas adaptables al
“sacha inchi” estan entre 10 y 36 °C, sin embargo las temperaturas altas son
desfavorables porque ocasionan el aborto en flores y la conformacion de
semillas pequefias. Arévalo (1996), sefiala una t° maxima de 32.2 °C, una t°
minima de 20.4 °C y una t* media de 26.6 °C, observandose uh buen desarrolio

en general.

2462 Luz
La luz es otro factor ecoldgico importante en esta especie, mientras mas luz
reciba la cubierta vegetal, mayor es la poblacién de brotes, flores y frutos

(Guerrero, 20086).

24.6.3 Suelo

Arévalo (1996), sefala que esté cultivo prospera en suelos arcilosos (mas de
50% de arcilla), franco arenosos (mas de 60% de arena), indicando que es una
planta versatil, que se adapta muy féaciimente a diferentes tipos de suelos,
mientras Valles (1993), menciona que € “sacha inchi” es una planta
agrondmicamente rustica, que crece en suelos acidos y con alta concentracion
de aluminio. Juarez y Egoavil (1995), reportan su adaptabilidad a condiciones de
suelos con aluminio (pH 4.5 a 5.0 y >70 % de aluminio). Dostert y col., (2009)

sefalan que crece en suelos acidos (pH 5.5 - 7.8).

24.6.4 Altitud
El "sacha inchi” se adapta desde los 100 a 2000 m.s.n.m. (Manco, 2003);

registrandose asi mismo las mejores semillas en plantaciones establecidas
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desde los 600 m.s.n.m. Por su parte Arévalo (2005), dice que €l “sacha inchi”

crece desde los 100 m.s.n.m. en la selva baja y 1500 m.s.n.m. en la selva alta.

24.6.5 Agua

El “sacha inchi” es una planta que requiere de disponibilidad permanente de
agua para tener un crecimiento sostenido; siendo mejor si las lluvias se
distribuyen en forma uniforme durante los doce meses (850 a 1000 mm?®). El
riego es indispensable en los meses secos. Periodos relativamente prolongados
de sequia o de baja temperatura, causan un crecimiento lento y dificultoso. El
exceso de agua ocasiona dafios a las plantas (Manco, 2006). La influencia de la

lluvia es notoria en la polinizacion y fertilizaciéon (Arévalo, 1995).

2.5. Cultivo de tejidos vegetales

2.5.1. Generalidades

El cultivo de tejdos es un grupo heterogéneo de técnicas que consiste
esencialmente en aislar una porcion de la planta (explante) y proporcionarle las
condiciones fisicas y quimicas apropiadas para que las células expresen su
potencial intrinseco o inducido. La investigacién en cultivos de tejidos vegetales
incluye un rango amplio, desde fa investigacion basica sobre los procesos
fisiologicos ocurridos in vitro, hasta las investigaciones aplicadas y al desarrollo
de tecnologias en la propagacién clonal o en el mejoramiento genético de
plantas (Roca y Mroginski, 1993). La propagacion vegetativa in vitro,
generaimente denominada micropropagacién, permite clonar en corto tiempo, en
condiciones bien establecidas, un gran nimero de especies, potencialmente

todas {as plantas superiores (Serrano y Pifiol, 1991).
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2.5.2. Explante

Es la parte de un tejido u 6rgano que se aisla del resto de la planta y que se
utiliza como material inicial para el cultivo in vifro. Se debe tomar en cuenta para
eleccion del explante, el objetivo del cultivo (en aplicaciones para estudios
basicos, micropropagacion, obtencién de plantas con sanidad controlada,
cultivos celulares, etc) la calidad de la planta donante (Villalobos y Thorpe,
1991), la edad ﬁsiolégica del explante, como es necesario tener en cuenta que
existe un tamafo minimo del explante, que depende de la especie, del material

vegetal y ia época del affo (Echenique y col.,, 2002).

2.5.3. Asepsia

El principal problema que se presenta cuando se frata de establecer los cultivos
en condiciones de asepsia, es la contaminacién con microorganismos (hongos,
levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus). El ambiente generado por el medio de
culivo y las condiciones fisicas de incubacién, es propicio para la proliferacion
de estos microorganismos que provocan la destruccién de los cultivos, por
competencia con el explante o modificacidn de nutrientes del medio de cultivo
(Thorpe, 1980). Para evitar la contaminacibn de los cultivos con
microorganismos es necesario conocer €l material vegetal con que se trabaja y
los posibles contaminantes especificos, desinfectar los explantes mediante el
uso de compuestos quimicos para eliminar los microorganismos sin causar dafo
al explante (Echenique y col., 2002), en la actualidad se usa etanol (70%v/v),

hipoclorito de sodio NaClO de 1 a 3% (Roca y Mroginski, 1993).

2.5.4. Medios de cultivo
En la actualidad existen innumerables formulaciones, cada una de las cuales

contiene entre 15 y 35 compuestos quimicos que suministran: carbono,
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nutrientes minerales, vitaminas, agente gelificante, sustancias reguladoras de
crecimiento y otros compuestos; el medio mas usado es la formulacion
Murashige y Skoog (1962).

Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos, y por lo tanto es necesario agregar al
medio una fuente de carbono, la sacarosa (2% a 5%). Los medios de cultivo
aportan los mismos elementos (macro y micronutrientes) que se consideran
esenciales para el crecimiento de plantas enteras. El nitrogeno es suministrado
en forma de nitrato y amonio, ofras fuentes de nitrégeno incluyen glutamina, urea
y caseina hidrolizada (CH), los medios de cultivo contienen fosforo, caicio,
magnesio y azufre en concentraciones de 1 a 3 mM. La adicion de hierro
conjuntamente con un agente quelante (Na, EDTA) lo hace disponible en un
amplio rango de pH; en los medios semisélidos comunmente se adiciona agar
(0.6% a 1.0 %), las concentraciones de agar pueden alterar las respuestas in

vitro de los cultivos (Debergh, 1982).

Muchas sustancias agregadas al medio base son de variada composicidn
quimica, el carbén activado suele ser incorporado al medio de 0.1 a 5.0%,
porque se le atribuye la absorcion de metabolitos téxicos para los cultivos. Aun
hoy se siguen utilizando ciertas sustancias de composicién quimica indefinida
como el agua de coco de 5 a 15%, jugo de tomate y puré de banana. También
en ocasiones es Necesaria la incorporacion de agentes antioxidantes (L-cisteina,
acido ascérbico, polivinilpirrolidona, acido citrico) para prevenir el
ennegrecimiento tisular causado por la oxidacion de polifenoles presentes en los

explantes que puede causar la muerte de los mismos (Echenique y col., 2002).
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2.5.5. Reguladores de crecimiento

En la mayoria de los casos los medios utilizados para el establecimiento de los
cultivos contienen auxinas (ANA, 2,4-D, AlA, IBA, NOA, Dicamba, Picloram) y/o
citocininas (BA, CIN, ZEA, 2iP, Thidiazurén). Las giberelinas (especiaimente
AG3) son requeridas en algunas ocasiones para el cultivo de meristemos o para

la elongacién de brotes y el ABA (Echenique y col, 2002).

Por tratamiento hormonal, las células inician una ruta de desarrollo especifico o
bien las células que responden a la hormona estan ya determinadas. También
es posible que las hormonas actien en ambos modos, segan el sistema
experimental en cada caso (Serrano y Pifiol, 1991). De la variedad de factores
que actiian sobre la regeneracion por organogénesis (formacion de drganos,
normalmente tallos) en los cultivos in vitro, las fitohormonas son especialmente
importantes (Harms, 1982), en particular la relacién auxina - citoquinina (Skoog y

Miller, 1957).

2.5.5.1 Auxinas

Se sintetizan principalmente en el apice del tallo y las ramas jovenes, en las
yemas y hojas jévenes, y en general en los meristemos (Roca y Mroginski,
1993). Tienen la capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento celular,
sin embargo se ha encontrado al mismo tiempo que promueven la division
celular en el cultivo de tejidos. Frecuentemente fomentan el desarrollo de callos y
generalmente ejercen el control primario en el crecimiento de tallos y raices

(Hurtado y Merino, 1987).

Las auxinas son los dnicos reguladores de crecimiento que aumentan

consistentemente la formacion de primordios radiculares, pero menos en tejidos
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que naturalmente presentan cierta predisposicion al enraizamiento (Haissig,
1974). Ademas, las auxinas intervienen en el crecimiento del tallo, inhibicidén de
yemas laterales, abscision de hojas y de frutos, activacion de las células del
cambium y otras (Salisbury y Ross, 1994). Todas las formas de crecimiento de la
raiz inicial, se desarrollan por un tratamiento hormonal apropiado. Muchas
especies requieren auxinas fuertes como ANA y AIB, para estimular la formacién

de raices (Rost y col., 2006).

2.5.5.2 Citocininas

Tienen su ubicacién principaimente en el citosol de las células de meristemos
apicales de raiz, y también en embriones jovenes de maiz y hojas jovenes en
desarrollo. Se las encuentra en tejido vascular, sobre todo en el xilema, en
puntas de raices, en frutos en desarrollo, en semillas en germinacién, en nédulos

de raices de leguminosas (Taiz y Zeiger, 2006).

La citocininas promueven la divisién celular, promueven la formacion y
crecimiento de brotes laterales (axilares) venciendo la dominancia apical,
promueven la movilizacién de nutrientes hacia las hojas, también promueven la
geminacién de las semillas y el desarrolio de brotes, la maduracién de los
cloroplastos, participan en la sintesis de pigmentos fotosintéticos y proteinas
enzimaticas junto con otros factores tales como la luz o los nutrientes,
promueven la expansion celular en hojas y cotiledones, retrasan la senescencia
de las hojas, la senescencia foliar esta regulada por un balance hormonal dado
por los niveles de citocininas y de etileno, es por eflo que las citocininas se usan
comercialmente para mantener mas tiempo el color verde de las hojas de

hortalizas hasta que se consuman (Soberon y col., 2005).
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2.5.5.3 Giberelinas

Todas son &cidos carboxilicos diterpenoides tetraciclicos, se las denomina
acidos giberélicos, una planta puede producir varias giberelinas aunque no todas
ellas sean activas. Se forman en apices de tallos y raices, en hojas jovenes,
partes florales, semillas inmaduras, embriones en germinacién. En general las
partes vegetativas contienen menos 4&cido giberélico que las partes
reproductivas, asi las semillas inmaduras son ricas en acidos giberélicos, aunque
dichos niveles disminuyen a medida que estas maduran. Generaimente se
movilizan a tejidos jovenes en crecimiento tales como puntas de tallos, raices y
hojas inmaduras. No exhiben una polaridad en el transporte como en el caso de

las auxinas (Taiz y Zeiger, 2006).

Las giberelinas son esencialmente hormonas estimulantes del crecimiento al
igual que las auxinas, coincidiendo con estas en algunos de sus efectos
biolégicos, como la estimulacion para la elongacién de los tallos debido al
alargamiento de las células, mas que a un incremento de la divisién celular, es
decir que incrementan la extensibilidad de la pared, este efecto lo consiguen con
un mecanismo diferente al de las auxinas, también estimulan la germinacion de
semillas en numerosas especies, en cereales movilizan reservas para
crecimiento inicial de la plantula, inducen la partenocarpia y la floracion en otras

especies (Soberdn y col., 2005).

2.5.5.4 Otras sustancias

En 1957 se demostré que la expresion morfogenética de los tejidos en cultivo,
dependia de la presencia de citoquinina como de auxina y por supuesto de las
proporciones entre ambas. Parecia natural que ofros extractos vegetales

tuviesen las mismas propiedades del agua de coco (Letham, 1974). Se
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efectuaron ensayos con diferentes extractos de frutos y semillas, de tomate,
albimenes de maiz, caridpsides de trigo, avena, centeno (Steward y Caplin,

1952).

2.5.6. Propagacion in vitro

La micropropagacion permite la multiplicacion vegetativa durante todo el afio,
evitando los largos periodos letargicos, pero su aplicacion requiere que el
crecimiento in vitro sea lo suficientemente vigoroso. Un pobre crecimiento in vitro
puede deberse a la falta o deficiencia de nutrientes y/o metabolitos necesarios
en el medio de cultivo 0 a la constitucidén genética de la planta, en el primero de
los casos existe la posibilidad de corregir la deficiencia por métodos empiricos,
en el segundo la deficiencia puede no ser reversible por la adicién al medio de
reguladores de crecimiento o la aplicaciéon de otros factores (Serrano y Pifiol,

1991).

2.5.7. Enraizamiento del cultivo in vitro

Los tallos o segmentos pueden desarrollar raices, si son subcultivados en un
medio carente de citoquinina, con o sin hormona de enraizamiento, o tratados
como esquejes convencionales, después de separados del cultivo estéril. Todas
las citoquininas inhiben el enraizamiento, particularmente 6-BAP (6-
bencilaminopurina) muy utilizada en la multiplicacién de tallos, el uso de 2iP (2-
isopenteniladenina) o de quinetina (6-furfuril-aminopurina) en fugar de 6-BAP, en
los estados finales de la multiplicacién, mejora frecuentemente el subsiguiente
enraizamiento. En muchas especies lefiosas y herbaceas se puede facilitar el
enraizamiento disminuyendo la concentracién de las sales mayoritarias y la
sacarosa de 2 6 3 % a 05 6 1% (Hussey, 1986). Todas las formas de

crecimiento de la raiz inicial en longitud, o en la forma de raices cortas y
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gruesas, se desarrollan por un tratamiento hormonal apropiado. Muchas
especies requieren las auxinas mas fuertes como AIB (Acido indol-3-butirico) o
ANA (acido a-naftalenacético) para estimular la formacién de raiz. El

enraizamiento y establecimiento en el suelo de tallos foliados se realiza mejor si
las hojas reciben los niveles luminicos y de CO, necesarios para efectuar
fotosintesis autosuficiente. Una alta humedad mantenida por nebulizacién o
mediante cubiertas protectoras de polietiieno, para evitar la desecacion, es

esencial para conseguir €l enraizamiento (Serrano y Pifiol, 1991).

2.5.8. Factores fisicos

Adn cuando muchos factores pueden influir en la micropropagacion, los factores
fisicos juegan un papel determinante, la uz y la temperatura han sido los
factores fisicos mas extensivamente estudiados (Chee y Pool, 1982). La notable
similitud entre los diversos factores, concentracion de sustancias de crecimiento,
azucares, macro y micronutrientes del medio nutritivo, luz, temperatura, medio
gaseoso, etc, que actian sobre la diferenciacion morfogenética en 6rganos,
tejidos, células y protoplastos en cultivo, denota una escasa especificidad, y
consecuentemente una dificultad para investigar y determinar los mecanismos

que regulan la morfogénesis (Serrano y Pifiol, 1991).

2.5.8.1 Fotoperiodo

Investigaciones han comprobado que la luz es un factor fundamental en la
morfogénesis (Villalobos y col., 1982). Al respecto se ha observado en €l caso de
Pinus radiata que la luz interacciona con una citocinina durante la diferenciacion
de los brotes adventicios y que fa morfogénesis no ocurre cuando falta uno de

esos dos componentes. El papel de la luz en la diferenciacién involucra varios
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componentes como son la intensidad, el fotoperiodo y la calidad (Villalobos y

Thorpe, 1991).

La luz influye sobre las funciones de los tejidos heterétrofos tan importantes para
su organizacion como division celular y orientacion de las microfibrillas (Robetts;
1976), y la activacion enzimatica (Zucker, 1972). La intensidad y la longitud de
onda de la luz que percibe una célula estara, en parte, determinada por su
posicion en el tejido (0 masa celular), cuya organizacién afectara también a la
respuesta de la célula al estimulo (Serrano y Piftol, 1991). La necesidad de luz y
carbohidratos exogenos de los drganos .y tejidos verdes in vitro difieren
esenciaimente. La necesidad de luz se puede reducir si al cultivo se le
proporciona una osmolaridad equivalente de una mezcla de sacarosa y glucosa

(Serrano y Pifiol, 1991).

25.8.2 Temperatura

La temperatura de incubacién para la propagacion de la mayoria de las familias
fluctda entre 24 y 28 °C. Se han variado los regimenes de temperatura en el dia
y la noche, se han encontrado que unicamente en un reducido nimero de
especies tal variacion es ventajosa (Chee y Pool, 1982). Las temperaturas in
vifro se mantienen casi estables, es importante sefialar que cuanto mas se
asemejen las condiciones in vitro a las optimas de crecimiento de la especie

estudiada mayor sera la respuesta esperada (Radice, 2000).

258.3 Atmobsfera gaseosa
Es un factor determinante en los procesos morfogénicos y esta condicionado por
el tipo y tamafio de envase, asi como el sistema de cobertura del mismo. En

condiciones in vivo la atmoésfera contiene 78% de nitrégeno; 21 % de oxigeno y
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0.035% de diéxido de carbono. En cultivos in vifro se han encontrado ademas,
etileno y compuestos hidrocarbonados. El nivel de oxigeno disponible para el
explante condiciona el crecimiento y los procesos morfogénicos. La
concentracién de didxido de carbono en la atmésfera gaseosa in vitro varia
segun fa respiracion y actividad fotosintética de las plantas, en trabajos
realizados en Ficus lyrata se han encontrado concentraciones variables que van
del 0.5 al 8.5%, segun el tipo de sello o tapa empleados, estas concentraciones
superiores a 1% generalmente toxicas para las condiciones in vivo,
probablemente no son limitantes para la actividad fotosintética (Duddendorf

Joosten y Woltering, 1994).

2.5.8.4 La humedad relativa

Como medida de la cantidad de vapor de agua contenida en la atmosfera
gaseosa, es otro de los parametros fisicos a tener en cuenta. La humedad
relativa dependera de la cobertura del envase empleado. Si este cierre es
hermético, la humedad interior sera del 100%, si existe la posibilidad de un
intercambio gaseoso, la humedad interna puede descender a niveles cercanos a
50%, este importante descenso del contenido de humedad relativa puede
promover una pérdida veloz de agua del medio de cultivo, variando la

concentracion de sus compuestos hasta lfegar a niveles toxicos (Debergh, 1982).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

El trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, Distrito de Ayacucho, Provincia de Huamanga, Departamento de

Ayacucho a 2761 m.s.n.m., entre los meses de octubre 2009 y noviembre 2010.

La investigacion comprendi6 las siguientes etapas:

3.2  Obtencidn y seleccidon del material vegetal

Las plantas de Plukenetia volubilis L. seleccionadas para la investigacion
procedieron del distrito de Santa Rosa (a una altitud de 330 m.s.n.m.) en la
Provincia de La Mar, departamento de Ayacucho, estas plantas de
aproximadamente 7 dias de germinadas fueron recolectadas en diciembre de
2009, siendo trasladadas a la ciudad de Ayacucho a un vivero casero con
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, en el cual se controlaron la
humedad y temperatura (Anexo N° 07);, asimismo se obtuvieron semillas recién
cosechadas, estas se conservaron en frascos de polipropileno a condiciones

ambientales en un lugar fresco y seco, para su posterior trasiado al laboratorio.



Se utilizaron como explantes en el desarrollo de la investigacion los nuevos

brotes, segmentos nodales jévenes de las plantas, asi como los embriones

cigoticos de semillas frescas.

33

Desinfeccion e introduccion del material vegetal

El proceso de desinfeccion fue realizado en el area de transferencia aséptica, en

una camara de flujo laminar bajo condiciones de asepsia con materiales limpios

y estériles, tomando en cuenta las recomendaciones de Hurtado y Merino

(1987).

a.- Desinfeccion de semillas:

1.

Las semillas fueron lavadas con agua y detergente (10 g/L), eliminandose la
suciedad con una escobilla de la superficie de la cascara.

Se realizaron enjuagues con agua corriente, posteriormente con una tijera
prensadora se'procedié a abrir la testa de las semillas, sin lastimar las
almendras; estas se colocaron en un frasco de vidrio limpio y esterilizado.
En la camara de flujo laminar, estas almendras fueron sometidas a
desinfeccioén previa con alcohol al 70% durante 15 segundos.

Se traté con solucién de hipociorito de sodio a concentraciones de 1.5%, 2.5
% y 3.0%; durante 10, 15 y 20 minutos, el procedimiento se realizé en
constante agitacion.

Cumplido el tiempo de inmersion en el desinfectante, se realizé enjuagues
sucesivos con abundante agua destilada estéril.

Posteriormente a la desinfeccion en una placa de Petri estéril, se procedié a
abrir cuidadosamente los gotiledones de la semilla, y extraer el embrion

cigotico para su siembra en gl medio de cuitivo sélido Murashige y Skoog.
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b.- Desinfeccion de segmentos nodales:

1. Los segmentos nodales fueron previamente lavados con agua y detergente
(10 g/L), enjuagados con abundante agua corriente; luego se trasladaron los
explantes en un frasco de vidrio limpio y esterilizado.

2. En la camara de flujo laminar el material vegetal fue previamente
desinfectado con alcohol al 70% durante 10 segundos.

3. Se sumergieron los segmentos nodales en solucion de hipoclorito de sodio a
concentraciones de 1.5%, 2.0%, 2.5%, 3.0%, 4.0% por 2, 5y 10 minutos.

4. Cumplido el tiempo de inmersion en el desinfectante, los explantes se
enjuagaron sucesivamente con abundante agua destillada estéril.

5. Se procedio a la diseccion de los segmentos nodales de aproximadamente
1.0 a 1.5 cm, para su siembra en los medios de cuitivo s6lido Murashige y

Skoog.

Los embriones y segmentos nodales cultivados in vifro se mantuvieron en
incubacién con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad, a 25°C
aproximadamente (Anexo N° 06). La evaluacion de desinfeccion se realizd

después de 7 dias.

3.4  Eleccién de medios de cultivo
El medio de cultivo base utilizado, fue Murashige y Skoog (1962) (Anexo N° 01).

El pH final del medio fue de + 5.6; que fue ajustado con hidréxido de sodio 0.1 N

yacido clorhidrico 0.1 N; para subir o bajar el pH respectivamente.

27



Los explantes procedentes de condiciones in vitro e in vivo (vivero) fueron
sembrados en el medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con sacarosa
(20 g/L), pantotenato de calcio (2 mg/L), myo-inositol (100 mg/L), con agar
(7g/L), asi como se adicionaron diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento aisladamente y en combinaciones, detalladas segun las Tablas N°
07, 08 y 09; se utilizé 6 aminobencilpurina (BAP), acido naftil acético (ANA),
acido indol butirico (AIB), acido indol acético (AlA), acido giberélico (AGs), asi

como agua de coco y jugo de tomate (Anexo N° 02).

3.5 Establecimiento del material vegetal in vitro
Se seleccionaron los embriones cigoticos y segmentos nodales que
permanecieron viables en los medios de cultivo Murashige y Skoog, libres de

contaminacién y oxidacion, evaluandose el establecimiento después de 14 dias.

a.- Establecimiento de cuitivo por embriones cigéticos: Los embriones
cigoticos procedentes de semilla se establecieron en medio base MS sin

antioxidante.

b.- Establecimiento de cuiltivo por segmentos nodales: Los segmentos
nodales se establecieron en medio base MS con antioxidantes como acido
ascorbico, acido citrico y carbén activo, para reducir la oxidacién de los mismos,

segun Tabla N° 06.
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Tabla N° 06.- Compo'sicién de los tratamientos antioxidantes en la etapa de
establecimiento in vifro en segmentos nodales

Acido Acido Carbon
Tratamiento ascorbico citrico activado
(mg/L) (mg/L) (%)
AS1 50 - -
AS2 100 - -
AS3 150 - -
AS4 - 50 -
AS5 - 100 -
AS6 - 150 -
AS7 - - 1.0
AS8 - - 2.5
AS9 - - 40
Control - - -

3.6 Propagacion

Las plantulas que lograron ser establecidas in vitro en los medios iniciales
Murashige y Skoog, procedentes de embriones cigoticos y segmentos nodales
de plantas tiernas, se sembraron en los diferentes medios Murashige y Skoog

suplementados. La evaluaciéon de propagacion se realizé después de 30 dias.

a.- Propagacion en embriones cigoticos

Los embriones cigbticos desarrollados y establecidos in vitro, se propagaron
transfiriéndolos a medios Murashige y Skoog suplementados con diferentes
concentraciones de citocinina, giberelina y compuestos organicos, en forma

aislada y en combinaciones.
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Tabla N° 07.- Composicion de los tratamientos para la etapa de

propagacion en embriones cigoéticos

. BAP Jugo tomate Agua
Tratamiento (mg/L) (Qgi) g(ml ) (fr?l?f)
ME1 - 0.10 - -
ME2 - 0.25 - -
ME3 - 0.50 - -
ME4 2.00 - - -
MES - - 20.0 -
ME6 - - - 200
ME7 - 0.10 200
MES - 0.10 - 200
Control - - - -

b.- Propagacion de segmentos nodales

Los segmentos nodales establecidos in vitro, se transfirieron a los medios

Murashige y Skoog suplementados, que contenian diferentes concentraciones

hormonales, de citocininas, auxinas, giberelinas y compuestos organicos, en

forma aislada y en combinaciones.

Tabla N° 08.- Composicion de los tratamientos para la etapa de
propagacion de segmentos nodales

. ANA AB  BAP  AG, U9  Agua

Tratamientol (1)  (mg/l) (mgll)  (mglL) t?n':;flf;* -
MS1 - - 1.00 - - -
MS2 - - 200 - - -
MS3 - 0.10 - - - 200
MS4 0.10 - - - - 200
MS5 0.50 - 2.00 - - -
MS6 - - 200 0.10 - -
MS7 - - - 0.10 200 -
MS8 - - - 0.10 - 200
Control - - - - - -
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3.7  Enraizamiento

Se sembraron los segmentos nodales de las plantulas desarrolladas en los
medios de propagacion, en los diferentes medios de cultivo Murashige y Skoog,
sin y con modificaciéon; el medio MS modificado fue reducido a la mitad en su
concentracién de fuente de nitrbgeno, asimismo estos contenian diferentes
concentraciones hormonales de auxinas. Se evalué el enraizamiento de los

segmentos nodales después de 30 dias.

Tabla N° 09.- Composicion de los tratamientos para la etapa de

enraizamiento de segmentos nodales

Tratamiento | poc (:12/?) (rﬁg';?L) (n?é?L)
E1 MS 1.0 - -
E2 MS 25 - -
E3 MS - 1.0 -
E4 MS - 25 -
ES MS - - 1.0
E6 MS - - 25
E7 MS/2 1.0 - -
E8 MS/2 25 - -
E9 MS/2 - 1.0 -
E10 MS/2 - 25 -
EN MS/2 - - 1.0
E12 MS/2 - - 25
Control MS - - -
e MS/2 : Medio base MS reducido a la mitad en su
concentracion de fuente de nitrégeno (sales-stock A)
e Todos los medios contenian acido citrico (150 mg/L)
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3.8 Aclimatacion

Obteniéndose plantulas con raices y hojas, estas fueron gradualmente
aclimatadas, primero quitando el parafim de los frascos y asi reduciendo la
humedad relativa (Pierik, 1990), transcurridos siete dias, se retiro
cuidadosamente el agar de las raices de las plantulas mediante un lavado con
agua corriente y se colocaron en boisas de almacigo con una mezcla de sustrato
(Anexo N° 08), las plantas fueron cubiertas con material de polipropileno
traslucido perforado y fueron trasladados a vivero (Anexo N° 07), se aplicé riego
una vez al dia con un aspersor manual, finalmente se evalud la tasa de

sobrevivencia después de siete dias.

39 Condiciones de cultivo in vitro

Los explantes sembrados en el medio MS con y sin modificaciones se
establecieron bajo condiciones de luz baja (1000 lux) con un fotoperiodo de 16
horas luz y 8 de oscuridad y una temperatura entre 20 a 25°C (Seibert y
Kadkade, 1980; Hughes, 1981 y Krikorian, 1991).

Los frascos conteniendo los explantes por tanto fueron mantenidos en el banco
de germoplasma bajo condiciones controladas, el sello utiizado fue papel
aluminio con bolsa de polietileno y parafim, la humedad relativa relacionada a

las condiciones de sellado del envase es cercana al 100% (Murphy y col., 1998).

3.10 Evaluaciones

Las evaluaciones se realizaron el séptimo y decimocuarto dia después de la
siembra en las fases de desinfeccién y establecimiento respectivamente,
mientras para las fases de propagacién y enraizamiento, el cultivo se evalué
cada séptimo, decimocuarto, vigésimo primer, y trigésimo dia, poniendo atencion

en procesos como la oxidacidn y/o necrosis del explante; contaminacion del
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medio por microorganismos; elongacion del tallo de la planta; formacion de
brotes; formaciéon y crecimiento de hojas y raices; formacién de callos y

vitrificacion.

3.11 Analisis estadistico

Los explantes se asignaron en cada tratamiento de forma aleatoria y los
diferentes tratamientos se realizaron con un disefio completamente aleatorio.

En cuanto a la primera etapa de desinfeccion e introduccién los resultados se
analizaron con el modelo Logit, por la naturaleza cualitativa de los datos
(paquete estadistico EViews version 7.0).

Los resultados fueron sometidos al analisis estadistico bajo el disefio unifactorial,
segun sea el caso, se redliz6 el analisis de .varianza usando la prueba de
significancia utilizando la prueba F. Los resultados de los diferentes tratamientos
de las fases de propagacion y enraizamiento se sometieron a un analisis de
varianza dentro y entre fratamientos, se realizé6 una comparaciéon de medias
mediante la prueba de Rango Multiple de Duncan para determinar interacciones
significativas entre los diferentes tratamientos.

Los analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS version 15.0,

considerando un nivel de significancia de a= 0.05.
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v. RESULTADOS
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Grafico N° 01.- Evaluacion de viabilidad de embriones cigéticos de “sacha
inchi“ en diferentes tratamientos de desinfeccion de semilla después de 7
dias de cultivo
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Grafico N° 02.- Evaluacion de viabilidad de segmentos nodales de “sacha
inchi” en diferentes tratamientos de desinfeccion después de 7 dias de

cultivo
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Grafico N° 03.- Evaluacion de la regeneracion de plantas a partir de embriones
cigoticos de “sacha inchi” en la fase de establecimiento de cultivo
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V. DISCUSION

Desinfeccion e introduccién

En la evaluacion de la desinfeccién de semillas, no se observan diferencias
marcadas en los tratamientos realizados, sin embargo hay menores porcentajes
de contaminacidn a mayores concentraciones de desinfectante, asi como
también no existié6 necrosamiento, pues el efecto téxico del agente desinfectante
(Bhojwani y Razdan, 1983) sélo entré en contacto con la parte externa de la
almendra; y no con los embriones cigoticos que se mantuvieron intactos gracias
al endosperma (Salisbury y Ross, 1994); los mayores porcentajes de viabilidad
se encontraron en la concentracion 2.5 y 3.0 % de NaClO con 20 minutos de
inmersion. (Grafico N° 01); estos resultados se asemejan a los de Borgindon y
Viegas (2009), que también utilizaron hipoclorito de sodio al 2% por 20 minutos

para desinfeccion de semillas de Plukenetia volubilis.

En la evaluacion de desinfeccion de segmentos nodales se observé que a
medida que aumentaba la concentracién del desinfectante y el tiempo de
exposicion, la contaminacion de los explantes disminuyé sin embargo los
porcentajes de necrosis se elevan (Grafico N° 02), los menores porcentajes de

contaminacion se obtuvieron con concentraciones de 2.5, 3.0 y 4.0% de NaClO



con 5 y 10 minutos de inmersién, en tanto si se disminuyen las concentraciones
de desinfectante y tiempos de inmersion se observa una mayor contaminacién y
menor necrosis, hecho gque afecta los porcentajes de viabilidad del explante.
Finalmente el mayor porcentaje de viabilidad se obtuvo con el tratamiento
compuesto por 2.5% de NaClO durante 5 minutos de inmersion (Grafico N° 02),
estos datos difieren significativamente de los reportados por Garate (2009), que

utilizé 0.5% de NaClO en apices y segmentos nodales de “sacha inchi”.

Otro factor a tomar en cuenta en los procedimientos de desinfeccion fueron los
tratamientos de predesinfeccién consistentes en los lavados de explante con
jabon y detergente, asi como la utilizaciéon de alcohol al 70% durante 10 a 30
segundos, para romper la tension superficial, recomendados por Villalobos y

Pérez (1979).

Introduccidn y establecimiento

El establecimiento del cultivo a partir de embriones cigbticos extraidos de semila
fue posible gracias a los altos porcentajes de regeneracion en plantulas de hasta
98% (Grafico N° 03) en medio base Murashige y Skoog, también se puede
deducir que existi6 un porcentaje pequeiio de semillas no viables (2%),
probablemente relacionado al tiempo de viabilidad 6ptima de la semilla ya que
Aguilar y col,, (2008) sefialan mejor crecimiento con semillas recién cosechadas,
y en la investigacion se trabajé con semillas de 1 a 2 meses de cosechadas; asi
como también se puede atribuir esta no viabilidad in vitro al cambio de las
condiciones naturales de germinaciéon en campo, pues en la investigacion se
extrajo el embrion cigético de la semilla y se introdujo in vitro, no se realizé
gradualmente el proceso de activacion de enzimas por hidratacion y

temperatura, asi como no se controlan las concentraciones de oxigeno e
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intensidades luminicas como lo mencionan Ravent y col. (1992); en ultimo lugar
también esta no viabilidad puede atribuirse a darios realizados en el proceso de
manipulaciéon y transferencia de los embriones al medio de cultivo (Roca y

Mroginski, 1993).

El “sacha inchi” por ser una expecie semilefiosa, presenta oxidacion de sus
explantes (segmentos nodales), como lo sefala Seemann (1993), el
pardeamiento de los explantes es un problema que se presenta con mayor
frecuencia en explantes de especies lefiosas y se relaciona con la liberacion al
medio y oxidacion de polifenoles, que son toxicos para el explante. El empleo de
sustancias antioxidantes puede ser de utilidad para el cultivo de explantes con
alto contenido de polifenoles como lo sefiala Jordan (1992); antioxidantes como
acido citrico, acido ascérbico, que se utilizan entre 10 a 150 mg/L debido a su
capacidad de actuar como agente reductor y retrasar la formacion de sustancias
similares a la melanina (Vacin y Went, 1949 ; Nitsch, 1954; Krikorian, 1991) y
carbon activado incorporado de 0.1% a 5% (Roca y Mroginski, 1993), que sirve
para remover del medio los compuestos fendlicos inhibidores, asi como
metabolitos toxicos (Fridborg y col, 1978). Bajo esta premisa se incorporé acido
ascorbico y citrico en concentraciones de 50 mg/L, 100 mg/L y 150 mg/L, asi

como carbén activado en concentraciones de 1%, 2.5% y 4% (Grafico N° 04).

La aplicacion de antioxidantes tuvo un efecto muy marcado en la sobrevivencia
de los segmentos nodales, (Grafico N° 04), los mejores porcentajes de viabilidad
se obtienen en las concentraciones de 100 y 150 mg/L de acido citrico, siendo
menos eficientes el acido ascérbico y el carbon activado, de esta manera el

acido citrico permite el establecimiento de segmentos nodales.



Finalmente se incorpord en los medios de propagacion de segmentos nodales

acido citrico a 150 mg/L.

Propagacion

Krikorian (1991) sehalé que la propagacion consiste en el crecimiento del
material vegetal introducido, por medio de la multiplicacion de brotes de yemas
terminales, axilares o laterales. Para la fase de propagacion se utilizaron los

embriones cigoticos, asi como segmentos nodales establecidos in vitro.

Los mayores porcentajes de formacion de brotes en plantas regeneradas de
embriones cigéticos (Grafico N° 05) fueron 75, 70 y 72.5%, pertenecientes
respectivamente a los medios MS con AG; 0.1 mg/L; MS con AGs 0.1 mg/L mas
20 mi/L de jugo de tomate y MS con AG; 0.1 mg/L mas 20 mi/L de agua de coco,
coincidiendo con Steward y col, (1964), que sefiald que la giberelina es muy
activa y se utiliza en una concentracion de entre 0.01 a 1 mg/L con un punto
optimo alrededor de 0.1 mg/L (Schroeder y Spector, 1957). En tanto los medios
con concentraciones superiores de acido giberélico 3, en concentraciones de

0.25 y 0.50 mg/L, mostraron menores porcentajes en la formacion de brotes.

| Los embriones cigoticos en medio MS (Control), tienen un porcentaje de
formacién de brotes que llega al 7.5 %; existiendo un marcado contraste entre el
medio control y los medios suplementados con AG;. Asimismo los porcentajes
de viabilidad son altos en todos los medios de cultivo probados, valores entre 85
y 90 % (Grafico N° 05); excepto en los medios ME2 y ME3 (medios MS
suplementados con AG; en concentraciones de 025 y 050 mgil,
respectivamente), en los cuales los porcentajes de viabilidad descienden

relativamente; probablemente porque estas concentraciones influyen
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directamente en la viabiidad de la planta, como lo sefiala Blakely (1963),
afirmando que las concentraciones superiores de AG son toxicas, finalmente Van
Bragt y Pierik (1971), recomiendan que las giberelinas deberian utiizarse en

bajos niveles y con cautela.

~ El medio MS suplementado con 20ml/L de agua de coco tuvo un 27% de
porcentaje de formacion de brotes (Grafico N° 05), corroborando lo mencionado
por Steward y Caplin (1952), que sefialaron su utilidad para inducir la division
celular en tejidos diferenciados, esto por estudios realizados por Steward y
Shantz (1959), que dividieron los componentes sinérgicos y activos del liquido,
de manera que Pollard y col., (1961) aislaron mioinositol, siloinositol, manitol y
manitol de la fraccion neutra o sinérgica del agua de coco; estos alcoholes de
azucar se identificaron y se encontré6 que contribuyen de manera apreciable en
la promocion de crecimiento.

También se puede afirmar que del agua de coco se han aislado varias purinas
(adenina y uracilo), que promueven la division celular; asi como se han
identificado adenilcitocininas, ZEA y ribosidozeatina (Letham, 1974; Van Staden

y Drewes, 1974).

En el Gréafico N° 05, los medios MS con AG; suplementados con compuestos
organicos (jugo de tomate y agua de coco 20 ml/L) no mostraron significativas
diferencias en cuanto a porcentaje de formacion de brotes (70 y 72.5 %). El
medio MS suplementado con 20ml/L de jugo de tomate muestra un 15% de
formacion de brotes, hecho sustentado por Vacin y Went (1949) y Nitsch (1954),
quienes sugirieron que el jugo de tomate tiene efectos estimuladores de
crecimiento, pero aclaran que estos efectos no se deban a la presencia de

alguna sustancia de division celular (Arditti, 1966).
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La bencilamimopurina es una citocinina sintética muy activa (Krikorian, 1991), el
medio MS con BAP en una concentracién de 2.0 mg/L llega a tener un 40% de
formacién de brotes, resultados que se asemejan a los reportados por Bordignon
y Viegas (2009), en su investigacion de propagacion de “sacha inchi” sefialando
la concentracién BAP 1.0 mg/L y IBA 0,1 mg/L como la concentracion que tuvo
una mayor emision de brotes (100%). Los callos se formaron en la base del tallo
de la planta y en la raiz (Grafico N° 05) (Anexo N° 09). La capacidad de la
especie vegetal para producir callo depende en un numero de casos de la parte
de la planta utilizada y de explantes mas jovenes con mayor actividad fisiologica

se obtienen callos usualmente de mayor crecimiento (King, 1980).

En cuanto a la influencia de las concentraciones hormonales en la longitud de
las hojas y altura de la planta no se observan diferencias muy marcadas (Grafico
N° 06), sin embargo hay una mayor longitud de hojas y altura de planta en los
medios ME6 y MES8, que contenian MS suplementado con 20ml/L de agua de
coco, atribuibles a los componentes sinérgicos promotores de crecimiento
Pollard y col, (1961). En tanto las menores longitudes de hojas y altura de la
planta se observan en los medios ME3 y ME4, medios MS con AG; en
concentraciones de 0.25 y 0.5 mg/L, hecho que estaria directamente relacionado

con los porcentajes de sobrevivencia de la planta (Grafico N° 05).

En cuanto a la propagacion de segmentos nodales, existe una diferencia
marcada en los porcentajes de brotacion, entre los medios con hormonas y el
medio control (Grafico N° 07), los mayores porcentajes de formacion de brotes

se encuentran entre 20 y 22.5%.

- 49



El medio MS3 (MS con agua de coco 20 mi/L y AIB 0.1 mg/L) tiene un 22.5% de
formacién de brotes, asi como el medio MS4 (MS con agua de coco 20 mi/L y
ANA 0.1 mg/L), llega a un 20 % de formacioén de brotes; ambas combinaciones
hormonales, contienen agua de coco a 20 mli/L y proporciones bajas de auxina
(Grafico N° 07); asi como también se puede observar las mayores longitudes de
hoja alcanzados (Grafico N° 08), porcentajes que se sustentarian por ia
afirmacion de Steward y Caplin (1951), que sefalaron, que los niveles
relativamente bajos de agua de coco ( 5% - 10% v/v), podian interactuar con las
auxinas y promover el crecimiento. También se puede observar que estas
combinaciones son las que poseen niveles relativamente altos de viabilidad y
bajos porcentajes de formacion de callo (Grafico N° 07) en contraste con los
medios MS1, MS2, MS5 y MS6 que contienen BAP en concentraciones de 1.0
mg/lL y 2.0 mg/L. Pudiéndose afirmar que las concentraciones relativamente
altas de Bencilaminopurina influyen en la formacién de callos. En tanto no se

observan callos en los medios MS control y MS con AG; (Grafico N° 07).

Un alto porcentaje de brotacién se observa en el medio MS8 (MS con AG,; 0.1
mg/L y agua de coco a 20 mi/L) llegando a un 18.5 % (Grafico N° 07), pudiendo
afirmar que este comportamiento es analogo al que se obtuvo en la propagacion
de plantas establecidas a partir embriones cigéticos (Grafico N° 05). Finaimente
los medios que mostraron menores porcentajes de formacion de brotes 10y 15
% (Grafico N° 07) corresponden a los medios MS1, MS2 que contenian BAP en
concentraciones de 1.0 y 2.0 mg/L respectivamente, observdndose que el
porcentaje de callo aumenta en relacién a la cohcentracién (Grafico N° 07) y el
medio MS7 (MS con AG; 0.1 mg/L y jugo de tomate 20 mi/L) presenta también

un 15 % de formacién de brotes, dato que contrasta con el obtenido por el medio
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MS8 (MS con AG; 0.1 mg/L y agua de coco a 20 mi/L), deduciéndose que existe

una mejor sinergia entre estos dos componentes.

Las respuestas positivas obtenidas con la adicion de sustancias organicas
utiizadas en esta investigacion, se pueden relacionar con lo mencionado por
(Medina, 1991; Roca y Mroginski, 1993), que sefialan que las acciones de los
extractos vegetales agregados al medio de cultivo para inducir la organogénesis,
son un proceso que no estd muy dilucidado. Sin embargo se supone que estos
compuestos estan regulando la concentracion endégena de fitohormonas.

(Thorpe y col., 1991; Roca y Mroginski, 1993).

Con respecto al efecto de los reguladores de crecimiento en la longitud de hojas,
se observa que, todos los medios promueven el crecimiento celular (Grafico N°
08), pues todos los tratamientos muestran un valor superior al medio control,
excepto el medio MS7 (MS con AG; 0.1 mg/L y jugo de tomate 20 mi/L) que
muestra un similar valor al observado en el medio control; no obstante los
mayores valores se encuentran en los medios MS3 y MS4 que contienen agua
de coco a 20 ml/L con concentraciones bajas de auxinas AIB 0.1mg/L y ANA 0.1

mg/L.

En cuanto al efecto de los medios de cultivo en la altura de la planta, se
observan diferencias, pues todos los medios superan el valor del medio control,
siendo los medios con mayores alturas, aquellos medios MS con auxinas AIB 0.1
mg/L y ANA 0.1 mg/L suplementados con agua de coco 20 ml/L (medios MS3 y
MS4), asi como los medios MS con AGs 0.1 mg/L suplementados con agua de
coco y jugo de tomate a 20 ml/L respectivamente (medios MS7 y MS8) (Grafico

N° 08). Estos resultados concuerdan con lo afirmado por Thorpe y col., (1991),
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sugiriendo que las giberelinas tienen un papel importante en la organogénesis,

estimulando la formacion de yemas y estimular la brotacién (Jarret y col,, 1981).

En las pruebas realizadas se puede llegar a reafirmar lo asegurado por Skoog y
Miller (1957), que en sus investigaciones demostraron la importancia de las
proporciones de auxina: citocinina en la determinacion de la respuesta
morfogenética in vitro. Una proporcién alta de auxina comparada con la de
citocinina, favorecia la formacién de raices, mientras una proporcién baja

favorecia la formacion de yemas.

En términos generales la propagacién de plantas establecidas de embriones
cigéticos, tienen una mayor respuesta en cuanto a los parametros medidos en
esta etapa (como son los porcentajes de viabilidad, brotacién y longitudes de
hojas asi como altura de la planta); en comparacion con la propagacion por
segmentos nodales (Graficos N° 05 — 08). Estos valores de crecimiento fueron
tomados después de 30 dias de siembra.

Para la evaluacién en la etapa de propagacion, el numero y tamafio de hojas, asi
como altura de la planta, obtenidas en los medios de cultivo, presentan
diferencias estadisticas significativas y subconjuntos homogéneos segun la

Prueba de Duncan y ANVA, p> 0.05 (Anexo N° 12 y 13).

Enraizamiento

Realizada la multiplicaciéon del material vegetal en la anterior etapa, se
obtuvieron segmentos nodales que fueron sometidos a pruebas de
enraizamiento. En esta etapa se procedié bajo la premisa de Thorpe (1980),

quien sefialé que la eliminaciéon de citocininas exégenas es suficiente estimulo
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para la diferenciacion del sistema radical. Por lo tanto, se utilizaron diferentes

concentraciones de auxinas.

Se observan marcadas diferencias entre los porcentajes de enraizamiento
(Grafico N° 09) en los medios de cultivo, los mayores porcentajes de
enraizamiento se encuentran en los medios MS modificados, reducidos a mitad
de concentracion de sus sales fuente de nitrégeno, suplementados con ANA y
AIB en concentraciones de 1.0 mg/L y 2.5 mg/L (medios E7, E8, E9 y E10).
Datos respaldados por lo afirmado por Roca y Mroginski (1993), que sefialaron
que el proceso de enraizamiento de brotes propagados in vitro requiere del
trasplante a un medio de cultivo con menor concentracion de sales, siendo el
medio mas utilizado Murashige y Skoog diluido al 50%, habiendo dado

resultados positivos en diferentes especies.

Si se hace una comparacion entre los medios con la misma concentracién
hormonal (Grafico N° 09), medios MS con ANA 1.0 mg/L y 2.5 mg/L, asi como
MS con AIB 1.0 mg/L y 2.5 mg/L; (medios E1, E2, E3 y E4 con medios E7, ES8,
E9 y E10), se observa que existe una marcada diferencia en los porcentajes de
enraizamiento, probablemente porque la reduccién al 50% de la concentracion
de las sales fuentes de nitrégeno del medio MS, favorecen la accion de las
concentraciones hormonales; resuitados similares se obtuvieron en estudios.
Entonces se podria asegurar que estas son las concentraciones optimas para el

enraizamiento in vifro de “sacha inchi”.

Asi como también en el Grafico N° 09 se puede observar que los porcentajes de
formacion de calo aumentan en relaciéon directa al aumento de la concentracién

de auxinas ANA y AIB 1.0 y 2.5 mg/L, pudiendo relacionarse la formacion de
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callos en el proceso de enraizamiento bajo el siguiente concepto, sefalando que
el proceso de rizogénesis sigue un mecanismo de crecimiento en la base de la
estaca y esencialmente a partir del cambium, con una proliferacién celular
intensa que termina con la formacién de callo. En el interior de este callo, ciertas
células evolucionan a células meristematicas de tipo primario y después se

organizan en meristemos de tipo radical (Rojas y col., 2004).

En el Grafico N° 10 se observa el mismo comportamiento manifestado en el
porcentaje de enraizamiento, en este caso referido al efecto de Ilas
concentraciones hormonales en la respuesta de elongacién de raices,
obteniéndose las mayores longitudes en los medios E7, E8, ES y E10 con
respecto a los medios E1, E2, E3, E4 y medio control. La emisién de raices

empieza aproximadamente después de 14 dias de siembra en los medios.

Asimismo se tiene conocimiento que la diferenciacion de érganos a partir de
callos estara condicionada a la previa existencia de células llamadas
meristemoides (Echenique y col, 2002) que se asemejan a meristemos
verdaderos y poseen conexiones vasculares con €l tallo o tejido circundante.
Bajo condiciones adecuadas de cultivo pueden formar yemas o raices primarias
(Bonnett y Torrey, 1966); esta plasticidad esta de acuerdo con las primeras
observaciones de Skoog y Miller (1957). Sin embargo en los ensayos realizados
en esta investigacién para inducir enraizamiento, no todas las raices provienen

de formaciones callosas (Anexo N° 09).

Los resultados 6ptimos de enraizamiento obtenidos en la presente investigacion
(MS/2 suplementado con 2.5 mg/L de AIB y MS/2 suplementado con ANA 2.5

mg/L), contrastan enormemente por los reportados por Garate, (2009).
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No existe enraizamiento en los medios que contenian AlA a concentraciones de
1.0 mg/L y 2.5 mg/L. con MS en composicién completa y MS con reducciéon de
sales fuente de nitrégeno probablemente porque el AIA tiende a ser una
hormona fotolabil (Salisbury y Ross, 1994) y/o por no ser estas concentraciones
las mejores para inducir enraizamiento en esta especie, aunque en Roca y
Mroginski (1993), sefialaron concentraciones a utilizar entre los 0.001 a 10
mg/L, los porcentajes de viabilidad estan directamente relacionados con la
emision de raices (Grafico N° 09) pues en los medios donde no existe formacién
de raices, la viabilidad del explante decrece.

Para la evaluacién en la etapa de enraizamiento, el numero y tamafio de raices,
obtenidas en los medios de cultivo, presentan diferencias estadisticas
significativas y subconjuntos homogéneos segun la Prueba de Duncan y ANVA,

p> 0.05 (Anexo N° 14).

Aclimatacion

Finalmente las plantulas enraizadas fueron transferidas a suelo, proceso en el
cual las plantulas se colocaron en bolsas de almacigo, fueron cubiertas con un
envase dé polipropileno translicido agujereado y fueron llevadas a vivero ( t°
minima 15 °C y t* maxima 30 °C, fotoperiodo 12/12h), se retiré el envase

después de 14 dias. Obteniéndose un 50% de plantulas aclimatadas.

En este caso un porcentaje elevado de plantas micropropagadas se pierde en el
proceso de aclimatacién y esto limita la aplicacion de las técnicas de
micropropagacion y ha restringido su uso extensivo. Las razones de esta
dificultad se debe la alta humedad relativa existente en las condiciones in vitro
(Roca y Mroginski, 1993), que favorece el pobre desarrolio de la cuticula de las

hojas (Sutter y Langhans, 1982), asi como la reducida cantidad de cera
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epicuticular (Brainerd y Fuchigami, 1981), y el inadecuado funcionamiento de los
estomas; que da como resultado la excesiva pérdida de agua (Gribaudo y col,,

2001).

Oftro factor a tomar en cuenta es el estrés a la luz que pudieron presentar las
plantas, hecho sustentado por Pierik (1990), que sefialé que las hojas de una
planta producida in vitro, son frecuentemente finas, blandas y fotosintéticamente
poco activas, ademas tienen las células en empalizada que son las que deben

utilizar la luz, mas pequefas y en menor cantidad.

Asi también se puede atribuir este 50% de supervivencia a las condiciones de
campo 6ptimas para el desarrollo de la planta, pues esta aclimatacion se realizé
a 2761 m.s.n.m. con temperaturas (minima de 15°C, media de 25°C y maxima
30°C) y las investigaciones en la especie hacen referencia que el “sacha inchi’
se adapta desde los 100 a 2000 m.s.n.m. (Manco, 2003),a temperatura media

optima de crecimiento de 26,6 °C (Arévalo, 1996).

56



VI CONCLUSIONES

Se desinfectaron optimamente las semillas de Plukenetia volubilis
utilizando 3.0 % de NaClO durante 20 minutos, asi como se desinfectaron
segmentos nodales utilizando 2.5 % NaClO durante 5 minutos.

El establecimiento del cultivo in vitro de Plukenetia volubilis, se logré en
MS base para embriones cigbticos y en MS suplementado con acido citrico
150 mg/L para segmentos nodales.

En la fase de propagacion, utilizando medio MS suplementado con 0.1
mg/L de AG; se obtuvo un 75% de formacién de brotes en embriones
cigoticos, mientras utilizando medio MS suplementado con 0.1 mg/L de AIB
mas 20 ml/L de agua de coco se obtuvo 22.5% de formacién de brotes en
segméntos nodales. En la fase de enraizamiento, utiizando medio MS/2
reducido a la mitad en su concentraciéon de sales suplementado con 2.5
mg/L de AIB se obtuvo un 75% de enraizamiento de segmentos nodales.
Se aclimaté el 50% de los plantas enraizadas in vitro, en un sustrato
compuesto por arena, compost y tierra agricola en proporciones de (1:2:7)
respectivamente, a una temperatura promedio de 25°C y fotoperiodo de

12/12h.



VI. RECOMENDACIONES

Desarrollar un estudio comparativo de respuestas fisioloégicas en distintas
composiciones nutricionales de medio Murashige y Skoog.

Hacer estudios fisiologicos que permitan dilucidar por completo los
fenémenos ocurridos in vitro que influyen de manera negativa en la
aclimatacion.

Realizar investigaciones que permitan dilucidar las respuestas
morfogénicas especificas generadas por cada tipo de hormona vegetal en
la especie.

Disefiar un estudio de productividad de “sacha inchi” incorborando sus
beneficios a cadenas productivas aliménticias y de servicios, en el

departamento de Ayacucho.
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Anexo N° 01. Composicion de stocks de Medio Murashige vy Skoogd. segtn

protocolo utilizado en el

Laboratorio de Recursos

Genéticos y Biotecnologia - Universidad Nacional Mayor de

San Marcos
Stock A (Sales) N
REACTIVO PESO MOLECULAR g/ 1000 ml H20

KNO; 101.10 19.0000
NH/NO; 80.04 16.5000
CaCl,.2H,0 147.00 4.4000
KH,PO, 136.10 1.7000
MnSO,.4H:0 169.10 0.1690
ZnS0,.7H,0O 179.45 0.0614
H:BO; 6183 0.0620
Kl 166.01 0.0083
Na,Mo00,.2H,0 24195 0.0025
C0S0,.6H,0 * 237.93 0.0025
CuS0,.6H,0 * 24970 0.0025

En el caso de los reactivos (*) se debe preparar un pre-stock. Disolviendo 5 mg
de c/iu en 10 ml de agua destilada estéril. De esta manera, tomar 0.5 ml para

una solucion de 1000 mi

Stock B (Magnesio)

REACTIVO PESO MOLECULAR g/ 100 mi H0
| MgS0.,.7H,O0 2465 3.7
Stock C (Hierro)
REACTIVO PESO MOLECULAR g/ 100 ml H,O
FeS0,.5H,0 336.2 0.746
Na, EDTA 278.0 0.556

Cada uno de los reactivos se disuelve por separado en 20 ml y luego se enraza

a 100 ml con agua destilada

Stock D (Vitaminas)

REACTIVO mg/50 ml H,O
Tiamina HCI 0.1
Piridoxina 0.5
Acido nicotinico 05
Glicina 2.0

* Todos los stocks (A,B,C y D) preparados se deben conservar en refrigeraclén

Fuente: Pefia (1997).
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Anexo N° 02. Cantidad de Compuestos utilizados para preparar 1 litro de
Medio de Cultivo Murashige y Skoog (1962).

5. Stocks Cantidad
A. Sales 100 (ml)
B. Magnesio 10 (ml)
C. Hierro 5 (mi)
D. Vitaminas 1 (ml)
6. Pantotenato de calcio 2 (ml)
7. Sacarosa (sucrosa) 20 (g)
8. Myo-inositol 100 (mg) |

e Enrasar a 1 litro de con H20 destilada

e Luego ajustar el pH 5.6 con NaOH 0.1 Ny HCI 0.1 N

9. Agar l 7 (9)
¢ Anadir al medio y disolverlo en calentamiento

¢ Esterilizar el medio en autoclave a 121 °C, 15 libras de presion por 15
minutos

o Posteriormente mantener los medios en refrigeracion

6.- Reguladores de crecimiento

Preparacion de la Solucion madre: Pesar 0.1 gr del regulador de crecimiento
(BAP, ANA, AIB, AIA, AG;) y disolverio enx 5 gotas de NaOH 1N, en caso de no

disolverse completamente someterio a un ligero calentamiento, luego enrasar
con agua destilada estérii a 100 mi, esta concentracion es correspondiente a
1000 ppm. Conservar en frasco oscuro, en refrigeracion, alejada de luz. Tomar la
cantidad requerida de acuerdo a la concentracién y volumen de medio a

preparar.
* Los reguladores de crecimiento se agregan al medio antes de medir el pH y
anadir el gelificante.

Fuente: Pefia (1997).
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Constituyentes basicos del medio Murashige y Skoog (1962)

CONSTITUYENTES mM mg/L
MACRONUTRIENTES

KNO; 18.80 1900
NH4NO; 20.60 1650
CaCl2.2H,0 3.00 440
MgS0,.7H,O 1.50 370
KH.PO, 1.25 170
MICRONUTRIENTES

MnSO,44H,O0 | 0.1000 22.300
ZnS0,7H,0O 0.0300 8.600
HsBO3 0.1000 6.300
Ki 0.0050 0.830
Na,M00,.2H,0 0.0010 0.250
C0S0,46H,0 0.0001 0.025
CuS0,6H,0 0.0001 0.025
FeS0,.5H,0 0.1000 27.800
Na:z EDTA 0.1000 37.300

Fuente: Evans y col, (‘1983)
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Anexo N° 03. Efecto de diferentes concentraciones de desinfectante en la
mortalidad y viabilidad de embriones cigéticos de “sacha
inchi”

_ Tiempo de exposncuon a desinfectante

NaCO:IO f E 10 mlnutos B | 15 minutos | 20 mmutos ’

T %C T%NV | %V %C : --“:j %NV [%V | %C [%NV |%V
15 31.33 884 59.83 27.33| 7.67 65| 21.67 9.1|69.23
2.5 28.67 7.33 64| 1767 933 731 16.33] 8.67 75
3.0 23.33 9{ 6767 1583 85| 7567 ) 1434| 9.83|75.83

% C = Contaminacién, % NV = No Viabilidad, % V = Viabilidad

Datos tomados después de 7 dias de siembra

Anexo N° 04. Efecto de diferentes concentraciones de desinfectante en la
mortalidad y viabilidad de segmentos nodales de “sacha
inchi“

% L

Tlempo de expos:clon a desinfectante -

Nl __ __. _2mmutos I Smmutosw o -,-10minutos‘ .
1 %C |[%N | %0 %V',, %C %_N | %0 [%V. | %C |%N | %0 |%V
1.5 [5933]| 532| 3.51|31.83 43.33 8.65|3.85|44.17|38.33|15.18| 5924057
20 |4650] 9.01]| 4.32(40.17|33.83|12.22|3.61|50.33}{29.50(27.77 | 4.65 | 38.08
2.5: |37.40(12.39| 3.44146.77|20.2715.07 | 3.83/60.83|17.00(42.74| 5.43 134.83
3.0 [34.92]2064| 4.78(39.66|18.17|33.32|4.68|43.83(12.00(54.19| 4.81|29.00
4.0 |30.67)33.82} 4.85)|30.66|14.82146.72(4.29(34.17|10.00| 66.62 | 4.38|19.00

%'C = Contaminacién, % N = Necrosis, %0 = Oxidacién, % V = Viabilidad

e Datos tomados después de 7 dias de siembra
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Anexo N° 05. Fotografias de las diferentes etapas en la introduccion y
propagacion in vitro de “sacha inchi®

a. Planta madre

72



d. Establecimiento in vitro de plantulas regeneradas a partir de embriones
y de segmentos nodales

e. Propagacion de plantulas establecidas de embriones cigéticos y
segmentos nodales

f. Obtencién de brotes y segmentos nodales para enraizamiento
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g. Enraizamiento de segmentos nodales

* Planta aclimatada de “sacha inchi”

Anexo N° 06. Banco de gemmoplasma del Area Académica de
Biotecnologia - Facultad de Ciencias Biologicas

&% I L
2 v

3

=  Temperatura | Fotoperiodo
| (prom)
- Al :w&u_ﬂiﬂ, 25 °C 16/8 h

s
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Anexo N° 07. Condiciones ambientales del vivero para aclimatacion y
permanencia de plantulas de “sacha inchi”

Altitud Temperatura | Temperatura | Temperatura | Fotoperiodo
(m.s.n.m.) | Minima Media Maxima

(prom) (prom) (prom)
2761 15 - 18°C 259C 30 °C 12/12 h

Fotografias del interior del vivero

Fotografias del exterior del vivero
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Anexo N° 08. Composicion de sustrato utilizado para el proceso de
aclimatacién de plantulas de “sacha inchi“

Componente de sustrato (%)
Arena 10
Compost 20
Tierra agricola (negra) 70

Anexo N° 09. Fotografias de procesos inesperados en la introduccion y
propagacion in vitro de “sacha inchi“

a. Formacion de callos en raices de “sacha inchi“ en propagacion de
plantulas provenientes de embriones cigoticos

MS + BAP 2.0 mg/L MS + BAP 2.0 mg/L

b. Induccién de enraizamiento

(MS + ANA 2.5 mglL) (MS + AIB 2.5 mglL)

Raices adventicias inducidas en segmentos nodales sin formacién callosa
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b. Induccién de enraizamiento

Formacién previa de callo, las Las raices adventicias formadas
raices adventicias no tienen sin presencia de callo (MS/2 + AIB
origen en el callo (MS/2 + ANA 2.5 2.5 mg/L)

mg/L)

Las raices adventicias tienen su
origen en el callo (MS/2 + AIB 2.5

mgJL)
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Anexo N° 10. Protocolo general de introduccién y propagacion in vitro de

Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

Semillas

Embriones
cigoticos

NaClO 3.0%
20 minutos

|

Medio MS

MS +AG; 0.1
mg/L

MATERIAL VEGETAL

DESINFECCION

INTRODUCCION Y
ESTABLECIMIENTO
in vitro

CRECIMIENTO

PROPAGACION

ENRAIZAMIENTO

MS/2 +AIB 25
mg/L

!

ACLIMATACION

Arena, Compost,
Tierra agricola
1.2:7
25°C

78

Plantas de vivero

Segmentos
nodales

3

NaCl02.5%
5 minutos’

|

Medio de cultivo
MS con acido
citrico 150 mg/L

MS + AIB 0.1 mg/L
+ 20 ml/L de agua
de coco

'




Anexo N° 11
ANALISIS ESTADISTICO DE LA DESINFECCION

Tabla N° 10.-Analisis estadistico de desinfeccion de semilla

Dependent Variable: VIABILIDAD

Method: ML - Binary Logit

Date: 09/28/11 Time: 13:26

Sample: 1 180

Included observations: 180

Convergence achieved after 4 iterations

Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
NACLO 0.320437 0.261561 1.225095 0.2205
TIEMPO 0.048821 0.040575 1203230 02289
% -0.590007 0.866278 -0.681083 0.4958
Mean dependent var 0.705556 S.D. dependent var 0.457064
S.E. of regression 0.455861 Akaike info criterion 1.229129
Sum squared resid 36.78218 Schwarz criterion 1282345
Log likelihood -107.6216  Hannan-Quinn criter. 1.250706
Restr. log likelihood -109.0950 Avg. log likelihood -0.597898
LR statistic (2 df) 2.946811 McFadden R-squared 0.013506
Probability(LR stat) 0.229144
Obs with Dep=0 53 Total obs 180
Obs with Dep=1 127

Tabla N° 11.- Analisis estadistico de desinfeccién de segmentos nodales

Dependent Variable: VIABILIDAD

Method: ML - Binary Logit

Date: 09/28/11 Time: 13:34

Sample: 1240

Included observations: 240

Convergence achieved after 3 iterations

Covariance matrix computed using second derivatives

Variable Coefficient Std. Error z-Statistic Prob.
NACLO 0.027468 0234393 0.117189 0.9067
TIEMPO -0.023152 0.039799 -0.581740 0.5607
% -0.267594 0587885 -0.455182 0.6490
Mean dependent var 0.416667 S.D.dependentvar 0.494037
S.E. of regression 0.495759 Akaike info criterion 1.381816
Sum squared resid 5824906 Schwarz criterion 1425424
Log likelihood -162.8299 Hannan-Quinn criter. 1399446
Restr. log likelihood -163.0064 Avg. log likelihood -0.678458
LR statistic (2 df) - 0352944 McFadden R-squared 0.001083
Probability(LR stat) 0.838222
Obs with Dep=0 140  Total obs 240
Obs with Dep=1 _ 100 _
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Tabla N° 16.- Prueba de Duncan para la variable Altura de las plantulas
procedentes de embriones cigéticos

Duncan Altura_Planta
Tto N Subconjunto para alfa = .05
1 2 3 1
ME3 40 4.1954
ME2 40 49339 49339
Control 40 59208 59208
ME4 40 5.9456 59456
ME?7 40 5.9985 5.9985
ME1 40 6.0344 6.0344
MES 40 6.1484 6.1484
MES 40 6.6999
ME6 40 6.7539
Sig. 200 064 220

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 40.000.

Tabla N° 17.- Analisis de Varianza para la variable Namero de Hojas de las
plantulas procedentes de embriones cigéticos en los
diferentes tratamientos

Nro_Hojas ANVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Inter-grupos 402.984 8 50.373 7.792 .000

Intra-grupos 2269141 351 6.465

Total 2672125 359

Tabla N° 18.- Prueba de Duncan para la variable Nimero de Hojas
Duncan Nro_Hojas
Tto N Subconjunto para dfa = .06
1 2 3 4 5 1

ME3 40 34942
Control 40 42823 42823
ME2 40 ) 5.0513 5.0513
ME4 40 5.3031 5.3031 5.3031
MES 40 5.6671 5.6671
ME7 40 5.7955 5.7955
ME6 40 6.2354 6.2354 6.2354
ME1 40 6.4444 6.4444
MES 40 7.1676
Sig. 167 090 063 074 123

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamaiio muestral de la media arménica = 40.000.
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Anexo N° 14

ANALISIS ESTADISTICO DEL ENSAYO PARA LA ETAPA DE
ENRAIZAMIENTO DE SEGMENTOS NODALES

Tabla N° 26.- Prueba de normalidad para las variables Longitud de raices,

altura de la planta y NOmero de raices

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Tto Estadistico g Sig. Estadistico gl Sig.
LongRaices E1 217 6 .200(%) 923 6 530
E2 188 8 200(*) 958 8 788
E3 202 12 190 922 12 304
E4 A32 12 200(%) 949 12 .618
E7 .63 26 120 855 26 002
E8 095 32 2000 962 32 310
E9 A14 26 200(%) 969 26 610
E10 .10 35 200(%) 980 35 753
Ne°_Raices E1 .164 6 200(*) 933 6 600
E2 204 8 200(*) 958 8 789
E3 195 12 200(*) 962 12 806
E4 .216 12 128 912 12 .228
E7 116 26 200(*) 905 26 020
E8 103 KV 200(%) 975 7] 639
E9 144 26 A76 922 26 .050
E10 078 35 200(%) 987 35 954

* Este es un limite inferior de la significacién verdadera.
a Correccion de la significacion de Lilliefors

Tabla N° 27.- Analisis de Varianza para la variable Longitud de Raices de

segmentos nodales en los diferentes tratamientos

|:_9_n_g.Raices ANVA
Suma de Media
cuadrados g cuadratica F Sig.
Inter-grupos 637.864 7 91.123 166.887 000
Intra-grupos 82.449 151 546
Total 720.313 158
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Tabla N° 28.- Prueba de Dunean para la variable Longitud de raices

Duncan LongRaices
Subconjunto para alfa = .05
Tto N 2 3 4 5 1
E1 6 15333
E2 9 1.761 1.761
E4 13 1.9462 1.9462
E3 12 2.0250 2.0250
E7 26 22223
E9 26 29558
E8 32 5.4181
E10 35 6.8334
Sig. 112 136 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 13.918.

b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Tabla N° 29.- Andlisis de Varianza para la variable Nimero de Raices de
segmentos nodales en los diferentes tratamientos

N° Raices ANVA
Suma de Media
cuadrados g cuadratica F Sig.
inter-grupos 297.555 7 42508 30932 000
Intra-grupos 204.764 149 1374
Total 502.318 156

Tabla N° 30.- Prueba de Duncan para la variable Nomero de Raices

Duncan N° Raices
Subconjunto para alfa =
05
Tto N 2 1
E1 6 6799
E2 8 7603
E4 12 9504
E7 2 1.1104
E3 12 1.2069
E9 2 1.4329
E8 32 3.7025
E10 35 4.0515
Sig. 150 A4

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 13.444.

b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamarios de los
grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D. N° 423 -2011-FCB-D
Bach. Keny Meyer Martinez Gémez

En la ciudad de Ayacucho, a los veinte tres dias del mes de diciembre del afio
dos mil once, se reunieron en el Auditorium de la Facultad de Ciencias
Biolgicas, los miembros del Jurado de sustentacién de Tesis del Bach. Keny
Meyer Martinez Gomez titulada: Introduccion y propagacion in vitro de Plukenetia
volubilis “sacha inchi”. Ayacucho - 2009. Siendo a las diez y catorce minutos se
inici6 el acto dé sustentacion, la misma que estuvo presidida por el Dr. Victor H.
Alegria Valeriano - Decano (e), e integrada por I§s siguientes docentes: Mg.
César Magailanes Magallanes, Mg. Paula Garcia Godos Alcazar (asesora), Mg.
Gilmar Pefia Rojas y Mg. Fidel Mujica Lengua (miembro). Como primer acto el
presidente indicé al secretario docente (€) Mg. Gilmar Pefia Rojas dar lectura a
la documentacion pertinente, a cbnﬁnuacién indicé al sustentante que inicie con
su exposicion en un ﬁempo no mayor de 45 minutos. El sustentante utilizé un
tiémpo de 40 minutos. Acto seguido el presidente aperturd la segunda etapa,
indicando a los miembros del Jurado a fin de que puedan realizar las preguntas,
. correcciones y aclaraciones que consideren pertinentes. Culminado esta etapa el
Decano (e) invité al sustentante y publico asistente a abandonar el Auditérium a
fin de que el Jurado Calificador pueda deliberar y emitir la calificacion

correspondiente, el cual es como sigue:

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION RPTA. PROMEDIO
‘ PREGUNTAS
Mg. César Magallanes Magallanes 17 17 17
Mg. Paula Garcia Godos Alcazar 19 | 19 19
Mg. Gilmar Pefia Rojas 17 16 17
Mg. Fidel Mujica Lengua 18 18 18

PROMEDIO 18



De la evaluacién efectuada, el sustentante obtuvo la calificacion promedio de
DIECIOCHO (18) de lo cual dan fe los miembros del Jurado Calificador,

estampando su firma al pie del presente, culminado el acto de Sustentacién de

Tesis siendo las doce con treinta minutos.

s
arc.y N
Mg. Cégsar Magallanes Magallanes Mg\ Garcia Ggdos Alcazar
(Jurado) (Asesora)
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