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RESUMEN

Elobjetivo del presente trabajo fue desarrollar metodologias de propagacion in vifro de sacha
inchi a través de organogénesis y embriogénesis somatica. En las pruebas sobre
organogénesis, el medio MS suplementado con 0,1 mg/L. de BAP y 0,05 mg/LL de ANA
permitio obtener 1,4 brotes de 14,55 mm por cada dpice meristematico introducido. La mejor
multiplicacion se logré empleando el medio MS suplementado con 0,1 mg/L de BAPy 0,25
mg/L de ANA, que permitié obtener un coeficiente de multiplicacion de 2,25 y brotes de
18,35 mm con 2,35 segmentos nodales. El mayor porcentaje de enraizamiento (73,33 %) se
obtuvo empleando el medio MS suplementado con 0,5 mg/L de ANA y 2 mg/L de AIB. En
las pruebas sobre embriogénesis somatica, la combinacion de las sales MS, vitaminas
Gamborg, agua de coco, 4 mg/L de 2,4-D y 1 mg/L de thidiazurén generd 87,5 % de
induccion callogénica a partir de embriones cigdticos. Para la formacion de embriones
somaticos, se sembraron callos obtenidos a partir de embriones cigoticos y hojas inmaduras
en un medio MS modificado. Los callos procedentes de las hojas inmaduras presentaron en
promedio 7 embriones somaticos globulares por explante. El tratamiento con el medio MS
modificado, suplementado con 90 g/L de maltosa y 0,1 mg/L de ABA permitio6 la formacion
de 1,5 embriones somaticos en estadio corazonado y regeneracion de 0,5 plantas por
explante. En conclusion los resultados muestran que el sacha inchi tiene mejor respuesta a

la propagacion in vitro a través de la organogénesis.

Palabras claves: sacha inchi, organogénesis, embriogénesis somatica, apice meristematico,

callos.



ABSTRACT

The aim of this study was to develop methodologies for in vifro propagation of sacha inchi
through organogenesis and somatic embryogenesis. In tests on organogenesis, M'S medium
supplemented with 0,1 mg/L of BAP and 0,05 mg/L of NAA allowed to obtain 1,4 sprouts
of 14,55 mm per each shoot tip introduced. The best multiplication was achieved using M'S
medium supplemented with 0,1 mg/L of BAP and 0,25 mg/LL of NAA, which allowed to
obtain a multiplication coefficient of 2,25 and sprouts of 18,35 mm with 2,35 nodal
segments. The highest percentage of rooting (73,33 %) was obtained using MS medium
supplemented with 0,5 mg/L of NAA and 2 mg/L of IBA. In tests on somatic embryogenesis,
the combination of MS salts, Gamborg vitamins, coconut water, 4 mg/L of 2,4-D and 1 mg/L
of thidiazuron generated 87,5 % of callogenic induction from zygotic embryos. For the
generation of somatic embryos, calluses derived from zygotic embryos and immature leaves
were placed in a modified MS medium. Calluses from immature leaves showed an average
of 7 globular somatic embryos per explant. The treatment which contain the modified MS
medium supplemented with 90 g/L of maltose and 0,1 mg/L of ABA allowed the formation
of 1,5 somatic embryos in heart stage and regeneration of 0,5 plants per explant. In

conclusion sacha inchi had better response to in vitro propagation through organogenesis.

Key words: sacha inchi, organogenesis, somatic embryogenesis, shoot tip, callus.
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l. INTRODUCCION

Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) es una especie nativa de la Amazonia Peruana con
posibilidades de industrializacion y con un alto potencial de rendimiento econémico para

reemplazar en alguna medida a los cultivos ilicitos.

Asimismo, el Sacha inchi es considerado un alimento nutracéutico debido a sus beneficios
nutricionales y en la salud. Las semillas presentan niveles elevados de proteinas y acidos
grasos insaturados, principalmente omega 3, 6 y 9 (Hamaker et al., 1992; Guillén et al.,
2003; Gutiérrez et al., 2011) y este tipo de acidos grasos proporcionan proteccion contra las
enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoide, cancer y posiblemente las infecciones
virales. A comienzos de la década del 2000, debido al impulso del biocomercio en el Pert,
instituciones de los &mbitos nacional e internacional, publicas y privadas, se interesaron por
revalorar productos de la biodiversidad como el sacha inchi. Los objetivos eran conservar el
recurso por su valor genético y darle un uso econémico, considerando la situacion de los
actores que participan en la cadena, en especial de las comunidades nativas responsables de
su cultivo (Proyecto PERU BIODIVERSO, 201 3). Ademas, el establecimiento de
plantaciones de sacha inchi genera un impacto ambiental positivo, ya que pueden instalarse
en areas intervenidas y que su cultivo empleando tutores vivos y asociado con leguminosas
contribuye a revitalizar los suelos degradados. Debido a estas razones, la exportacion del
sacha inchi se inicio el 2005 y desde entonces se han registrado crecientes volimenes de

venta a diversos mercados del mundo.

El sacha inchi es una especie alogama (Cachique, 2006) por lo que la descendencia es
heterogénea y no retine las mismas caracteristicas genéticas que el material parental. El
Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana viene trabajando en el mejoramiento
genético de esta especie y a la fecha se ha logrado identificar accesiones promisorias con
altos contenidos de aceite y alto rendimiento; sin embargo, estos son susceptibles al
complejo nematodo-hongo que ocasiona una elevada mortandad de plantas durante su

segundo afio de produccion.



Desde el punto de vista de mejoramiento genético, la clonacion del sacha inchi se considera
una etapa necesaria para optimizar la explotacion de los beneficios directos de un genotipo
seleccionado que responda a los requerimientos de resistencia a plagas y enfermedades, altos
rendimientos y altos contenidos de aceite. Ante esta situacion, el uso del cultivo de tejidos
vegetales surge como una alternativa de propagacion clonal de sacha inchi con

caracteristicas agrondmicas deseadas.

Barrera (2004) desarrolld trabajos de investigacion con el objetivo de determinar los
protocolos adecuados de desinfeccion para la introduccion in vitro de segmentos nodales,
yemas axilares y apices terminales de sacha inchi. Millones & Vasquez (2008) germinaron
embriones cigoticos en condiciones in vitro empleando un medio MS suplementado con 0,1
mg/L de AGs a partir de los cuales se obtuvieron segmentos nodales, cuyo enraizamiento se
logré empleando el medio MS modificado (reduccion al 50 por ciento de NH4NO3 y KNOs)
suplementado con dosis de ANA (2 mg/L) y AIB (1 y 2 mg/L), obteniéndose un 57 y 71 por

ciento de enraizamiento respectivamente.

Asimismo, Garate (2009) obtuvo mayor numero de raices por explante empleando
segmentos nodales y 200 ppm de AIB. La mayor longitud de raices en apices se obtuvo
empleando una concentracion de 50 ppm de AIB y en segmentos nodales empleando una
concentracion de 100 ppm, observando no solo desarrollo de raices a partir de los explantes
sino también a partir de los callos generados sobre los explantes. Finalmente, Guerrero
(2007) establecio una metodologia para la induccion de callos embriogénicos en hojas

mmaduras de sacha inchi.

Una metodologia eficiente de propagacion in vitro se convertiria en una herramienta de
apoyo al mejoramiento genético en términos de multiplicacion, conservacion de
germoplasma e intercambio de material genético, acciones que en conjunto permitirian
reducir el problema de suministro de semilla vegetativa para el establecimiento y renovacion

de plantaciones comerciales con material de alta calidad.

Objetivo General:

e Desarrollar metodologias de propagacion in vitro en sacha inchi (Plukenetia

volubilis) a través de la organogénesis y embriogénesis somatica.



Obijetivos Especificos:

Establecer el protocolo de desinfeccion para la introduccion in vitro de yemas

apicales y embriones cigoticos de sacha inchi (Plukenetia volubilis).

Determinar los requerimientos nutricionales y hormonales de los medios de cultivo
durante las fases de introduccidon de yemas apicales, multiplicacion y

enraizamiento de plantulas de sacha inchi (Plukenetia volubilis).

Determinar los requerimientos nutricionales y hormonales de los medios de cultivo

para la induccién y maduracion de embriones somaticos de sacha inchi (Plukenetia

volubilis).



II.  REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DEL CULTIVO

2.1.1. Origeny distribucion

Plukenetia (Euphorbiaceae) es un género pantropical de lianas y enredaderas. De las 20
especies conocidas, 12 estin presentes en el Neotropico, 7 en Africa y Madagascar y 1 en

Asia (Bussman ef al., 2009; Bussman et al., 2013).

Segiin Manco (2006) en el Pert podemos encontrarlo en estado silvestre en diversos lugares
de San Martin, Ucayali, Huanuco, Cuzco, Amazonas, Loreto y Madre de Dios. En la region
San Martin se encuentra en toda la cuenca del Huallaga, en la provincia de Lamas, en el
valle del Sisa, en Alto Mayo y Bajo Mayo. En la costa peruana fue cultivado durante la época
prehispanica, prueba de ello es que se han encontrado semillas y representaciones en

ceramicas (Brack, 1999).

2.1.2. Clasificacién taxondmica

La clasificacion taxondmica de sacha inchi, segin Mc-Bride (1951) es:

Reino : Vegetal
Division  : Spermatophyta
Clase :  Dicotyledonea

Orden :  Euphorbiales
Familia : Euphorbiaceae
Género : Plukenetia

Especie : Plukenetia volubilis Linneo

Las especies del género Plukenetia registrados en el Peru son: Plukenetia polyadenia,
Plukenetia  brachybotria, Plukenetia loretensis, Plukenetia volubilis, Plukenetia
huayllabambana y Plukenetia carolis-vegae (Bussman et al., 2009; Bussman et al., 2013;

Rodriguez et al., 2010).



2.1.3. Morfologia de la planta

Es una planta trepadora, voluble, semilefiosa y de altura indeterminada (Manco, 2006). Se
encuentra en bordes de boques secundarios, en canaverales, sobre cercos vivos y como
malezas en platanales y cultivos perennes. Fue cultivado también en la costa peruana en la

época prehispanica y se han encontrado semillas y representaciones en ceramicas (Brack,

1999).

Sus hojas son alternas, elipticas, aseruladas, pinnitinervias y de color verde oscuro. El apice
es puntiagudo y la base es plana o semi arrifionada (Manco, 2006). En la base de la hoja,

justo al inicio del pedinculo, muchas plantas presentan una estipula.

Las flores masculinas son pequefias, blanquecinas y dispuestas en racimos. En la base del
racimo y lateralmente se encuentran una a dos flores femeninas. Elsacha inchi es una especie
alégama y por lo tanto la descendencia es heterogénea y no retine las mismas caracteristicas

genéticas que los progenitores (Cachique, 2000).

Los frutos son capsulas de 3 a 5 cm de diametro, dehiscentes, de color verde que cuando
maduran se ponen de un color marrén. Estin formados por 4 lobulos aristados dentro de los
cuales se encuentran 4 semillas. Excepcionalmente algunos ecotipos presentan capsulas con
5 a 7 lébulos. Las semillas son ovaladas, de color marrén oscuro, abultados en el centro y
aplastados hacia el borde. Seglin los ecotipos, el diametro fluctia entre 1,3y 2,1 cm (Manco,

2006).

2.1.4. Ecologia

Elsacha inchien estado silvestre crece desde los 100 m.s.n.m. en Selva Baja hasta los 2000
m.s.n.m. en Selva Alta. Se desarrolla y tiene buen comportamiento a diversas temperaturas
que caracterizan a la Amazonia Peruana (minimo 10 °C y maximo 36 °C). Las temperaturas
muy altas son desfavorables y ocasionan la caida de flores y frutos pequefios, principalmente
los recién formados. A bajas intensidades de luz, la planta necesita de mayor nimero de dias
para completar su ciclo vegetativo y cuando la sombra es muy intensa la floracion disminuye

y por lo tanto la produccion es menor (Manco, 2006).

La disponibilidad de agua debe ser permanente para su crecimiento sostenido, siendo mejor

si las lluvias se distribuyen en forma uniforme durante los 12 meses. El riego es

5



indispensable en los meses secos y periodos relativamente prolongados de sequia o de baja
temperatura originan un crecimiento lento de la planta. Tiene una amplia adaptacion a
diferentes tipos de suelo, crece en suelos acidos y con alta concentracion de aluminio.
Necesita terrenos con buen drenaje, que elimine el exceso de agua tanto a nivel superficial

como profundo (Manco, 20006).

2.1.5. Propagacion

Actualmente la propagacion de sacha inchi es basicamente por semillas y al ser este una
especie aldgama su descendencia es heterogénea y no reune las mismas caracteristicas
genéticas que los progenitores ocasionando la pérdida de materiales genéticos promisorios

(Cachique, 2006).

La propagacion vegetativa permite mantener el genotipo intacto y asegurar la conservacion
de germoplasma valioso, ademas de multiplicar genotipos superiores. La ausencia de
métodos confiables de propagacion asexual del sacha inchi ha limitado su plantaciéon y su
uso a nivel industrial (Ruiz-Solsoly Mesén, 2010), ya que no se puede clonar plantas madres

con caracteristicas agrondmicas y de aptitud industrial superiores.

La propagacion vegetativa de sacha inchi a través del enraizamiento de estacas juveniles en
camaras de subirrigacion es posible empleando arena de textura media como sustrato con
aplicacion de 0,2% de acido indolbutirico como inductor hormonal y el uso de estacas
basales o intermedias de 8 cm de longitud con 50% de area foliar (Cachique, 2007). El uso
de camaras de subirrigacion contribuye al enraizamiento de estacas juveniles de sacha inchi
ya que las condiciones de humedad relativa, radiacion solar y temperatura en el interior
permiten mantener la turgencia en las hojas (Ruiz-Solsol & Mesén, 2010). Una desventaja
de la propagacion por enraizamiento de estacas es que las plantas obtenidas no pueden seguir

siendo multiplicadas en procesos sucesivos.

2.2. CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

2.2.1. Aspectos generales

Elcultivo de tejidos es la herramienta biotecnologica que tiene mayor aplicacion practica en
la agricultura: micropropagacion, obtencion de plantas libres de patdgenos, conservacion de
germoplasma, produccion de plantas haploides, produccion de metabolitos secundarios,

mejora por mutagénesis y seleccion in vitro € ingenieria genética.
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Elcultivo de tejidos consiste en cultivar células vegetales o fragmentos de tejidos vegetales
en medios nutritivos artificiales y en condiciones asépticas y su posterior regeneracion en
plantas funcionales. La eleccion del explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento in vitro de cultivos, dicha eleccion esta determinada por el objetivo
perseguido y la especie vegetal utilizada. Los explantes pueden provenir de una gran
variedad de tejidos vegetales: tallos, hojas, raices, peciolos, cotiledones, anteras, embriones,

meristemos, etc.

Los buenos resultados en la regeneracion de plantas depende de la especie, del genotipo de
la especie, del tipo de explante, de la edad y estado fitosanitario de la planta donadora, del

medio nutritivo y de los factores ambientales de las camaras de incubacion.

Segln Serrano & Pifiol (1991) la micropropagacion permite clonar en corto tiempo, en
condiciones bien establecidas, un gran numero de especies, potencialmente todas las plantas
superiores, esto ha permitido el desarrollo de una industria de micropropagacion a través de

la regeneracion in vitro de plantas via organogénesis o embriogénesis somatica.

Los métodos de transformacion genética para la introduccion de genes de interés agricola en
plantas se han visto beneficiados también por eldesarrollo del cultivo de tejidos y la principal
limitante para su utilizaciéon en un mayor nimero de especies ha sido la no disponibilidad de
sistemas de regeneracion eficientes para los genotipos de mayor interés comercial (Jiménez,

1998).

2.2.2. Métodos de propagacion in vitro

La propagacion masiva de plantas es la mas popular de las aplicaciones del cultivo in vitro.
Las ventajas de este sistema de propagacion vegetativa son: altos volimenes de
multiplicaciéon que permiten manipular volumenes elevados de plantas, produccion
independiente de las condiciones ambientales, saneamiento y rejuvenecimiento de los tejidos

y uniformidad de las plantas producidas.

2.2.2.1. Organogeénesis
Para Jiménez (1998) la organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por
su desarrollo unipolar, es decir, es la formacion de un primordio unipolar a partir de una

yema con el subsecuente desarrollo de este en un brote vegetativo, existiendo siempre
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una conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son
posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacion de primordios de raices y
el subsecuente enraizamiento final. Los brotes pueden formarse directamente del explante

(organogénesis directa) o indirectamente a partir de callos.

El mismo autor menciona que el estado de desarrollo de la planta madre y la edad
fisiologica del explante, asi como su tamafio, son de gran influencia en el éxito del cultivo
in vitro. Los explantes tomados de plantas jovenes o zonas de crecimiento activas tienen
un mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas o yemas en reposo. A medida
que es mas joven y menos diferenciado el tejido que se va a implantar, mejor serd la
respuesta in vitro. El genotipo y las condiciones ambientales (suministro de nutrientes,
reguladores de crecimiento y condiciones fisicas) también determinan la capacidad de

regeneracion de las plantas.

La adicién exdgena de citoquininas en los medios de cultivo es generalizada ya que en
los meristemos y apices la citoquinina enddgena es muy baja porque el principal sitio de
sintesis son las raices. Hu & Wang (1983) indican que en la mayoria de los medios de

establecimiento se emplean citoquininas: BAP (68%), kinetina (23%) y zeatina (9%).

Los meristemos y apices tienen alta concentracion endodgena de auxinas ya que son areas
de sintesis de estas hormonas. De acuerdo a Jiménez (1998) normalmente cuando se
emplean apices no se adicionan auxinas al medio aunque estas pueden estimular el
crecimiento, pero en los meristemos de 0,4 mm o menos y en yemas en reposo es

frecuente que no exista suficiente auxina endogena, siendo necesaria su adicion exogena.

Pierik (1990) explica las diferentes fases del proceso de reproduccion vegetativa in vitro:
Fase 0: se refiere a lo que ocurre antes de que el cultivo in vitro comience: El pre-
tratamiento correcto del material inicial, manteniendo las plantas, en la medida de lo
posible, libres de enfermedades.

Fase 1: en ella se realiza el aislamiento estéril de los meristemos, apices del vastago,
explantes, etc.

Fase 2: es la fase de multiplicacion, donde el primer objetivo es conseguir la propagacion

sin perder la estabilidad genética.



Fase 3:incluye la preparacion de los vastagos y plantas, que se obtienen en la fase 2, para
ser trasferidas al suelo. Esto significa frenado de la formacion de vastagos axilares e inicio
de la elongacion del vastago. A continuacion se debe inducir la formacion de raices, ya
sea in vitro o posteriormente in vivo.

Fase 4: comprende el proceso de aclimatacion.

2.2.2.2. Embriogénesis somética

Para Tiserrat et al. (1979) & Gomez (1998) la embriogénesis somatica es la formacion de
un embrion a partir de una célula, sin la necesidad de la fusion de gametos, proceso
conocido en la naturaleza como una forma de apomixis llamada embrionia adventicia.
Los primeros trabajos en los cuales se demostraba que las plantas podian producir
embriones somaticos in vitro fueron desarrollados por Reinert (1958) & Stewart et al.,
(1958) quienes lograron la regeneracion de plantas a partir de callos mediante la

formacion de embriones somaticos in vitro en zanahoria.

Freire (2003) indico que este método, tedricamente, es el mas eficiente para la produccion
masiva de plantas in vifro debido a la naturaleza bipolar del embrion, a la posibilidad de
ser automatizado todo el proceso productivo, a los altos coeficientes de multiplicacion en
cortos periodos de tiempo, al poder aplicarse los principios de la cinética microbiana y a
la posibilidad de encapsular estas estructuras y obtener semillas artificiales. Ademas,
constituye una herramienta de trabajo para la conservacion in vitro de germoplasma y

mejoramiento genético de plantas.

Las desventajas radican en el desconocimiento que existe sobre los parametros que
regulan este proceso, siendo aun limitado el nimero de especies en los cuales se describe
una embriogénesis somatica eficiente que permita un uso productivo del método (Yeung

etal., 1996).

De manera general las células de las que se derivan los embriones somaticos muestran
caracteristicas comunes a las células en activa division, las cuales son de tamafio pequeiio,
citoplasma denso, nicleo grande con nucléolo prominente, vacuola pequena y profusion

de granulos de almidon (Freire, 2003).



Freire (2003) reporta que el embridon somatico presenta las siguientes caracteristicas:

e Tiene autonomia frente al tejido generador (protegido generalmente por una
epidermis).

e Es una estructura bipolar con un apice radical, apical y cotiledonar.

e Presenta bandas procambiales entre los apices.

Gomez (1998) indicd que morfoldogicamente un embridon somatico es muy similar a uno
cigdtico, sobre todo en su desarrollo evolutivo desde proembrion, fase globular, corazon,
torpedo y fase cotiledonar o embridn maduro, esto para las especies dicotileddneas.
Contrariamente a los embriones cigoticos, los embriones somaticos no contienen un
nuevo grupo de genes, sino que poseen la misma combinacion genética de la planta fuente

del explante (Freire, 2003).

Los mecanismos moleculares que determinan y controlan la embriogénesis somatica son
poco conocidos. Se ha determinado que ocurren cambios en la expresion de los genes al
inducirse el desarrollo embriogénico, como es la sintesis especifica de proteinas del
embrién somatico, incremento en la actividad descarboxilasa orgénica, incremento en la
actividad enzimatica en la via pirimidinica y en el desarrollo de la capacidad para

inactivar ciclohexamidas (Barbon, 2003).

De Vries et al., (1988) citado por Borbon (2003) indica que en explantes de zanahoria
(Daucus carota L.) no existen células competentes para formar embriones. Estas
adquirieron la competencia 19 dias después de iniciado el proceso de cultivo en un medio
de cultivo que contenia 2,4-D. El 6ptimo de la capacidad embriogénica fue adquirido
después de 50 dias de iniciado el cultivo. La adquisicion del potencial embriogénico en
cultivos en frescos es acelerada adicionando al medio de cultivo un medio condicionado
libre de células o co-cultivo para establecer cultivos embriogénicos. El analisis del medio
condicionado ha revelado que proteinas extracelulares son secretadas por células
embriogénicas en el medio de cultivo, las cuales actian como marcadores moleculares

para distinguir entre cultivos embriogénicos y no embriogénicos.
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El desarrollo de un sistema de regeneracion de plantas a través de le embriogénesis
somatica incluye los siguientes pasos: induccion, desarrollo de los embriones somaticos,
maduracion de los embriones somaticos, germinacion y conversion de los embriones

somaticos en planta.

a. Induccion de la embriogénesis somatica

Todas las células somaticas dentro de la planta contienen la informacion genética
necesaria para crear una planta completa y funcional. La induccion de la embriogénesis
somatica consiste en la terminacion del patron de expresion de los genes presentes en el
tejido del explante, siendo estos remplazados con un programa de expresion de genes o
gen de la embriogénesis somatica en aquellas células del tejido del explante, las cuales

pudieran dar lugar a embriones somaticos (Gémez, 1998).

Si en el explante aislado solo existen células diferenciadas, es necesario producir una
desdiferenciacion, antes de que tenga lugar la division celular, siendo las células
parenquimaticas las que generalmente pueden sufrir este proceso. Cualquier tipo de
organo (raiz, tallo, hoja, flor, etc.) o tejido puede ser utilizada como material inicial para
la induccion de callo. Si esta resulta dificil o se precisa un callo juvenil, se utiliza

embriones inmaduros o fragmentos de plantulas (Pierik, 1990).

Para iniciar la formacion de callos a partir de un explante, se recomienda frecuentemente
el suministro de reguladores exdgenos. Las exigencias de regulador exdgeno (tipo de
regulador, concentracion, proporcion auxina/citoquinina), dependen del genotipo y del
contenido de hormonas end6genas (Pierik, 1990). Un hecho notable en este primer medio
de cultivo es la persistencia de auxinas, en aproximadamente 60% de las especies
revisadas por Evans ef al., (1981), destacando el 2,4-D y en menor proporcion el AIA 'y

ANA. También se han empleado citoquininas como BAP y TDZ.

Eltejido calloso procedente de diferentes especies vegetales, puede presentar diferencias
en estructura y habito de crecimiento, puede ser: blanco o coloreado, libre (que se separa
facilmente) o fijo, blando (acuoso) o duro, facil o dificil para dividirse en células o

agregados en medio liquido (Pierik, 1990).
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Durante la induccion de la embriogénesis somatica pueden ocurrir dos sucesos diferentes:
que un estimulo de la division celular sea suficiente para la formacion de un embrién
somatico a partir del tejido del explante sin la formacion de callo (embriogénesis somatica
directa) o que los embriones somaticos se formen a partir de suspensiones celulares o que

medie la formacion de un callo (embriogénesis somatica indirecta).

b. Formacién de embriones somaticos

Para inducir la formacion del embrién somatico a partir de los proembriones es necesario
adicionar al medio de cultivo bajas concentraciones de auxinas o auxinas menos fuertes
e incluso no adicionar auxinas, especialmente cuando se trabaja con plantas
monocotiledoneas. En algunas especies es necesario adicionar una citoquinina (Freire,

2003).

Algunos aspectos que influyen en la asincronia de los embriones somaticos: cantidad de
nutrientes que un embrion somatico puede tomar del medio de cultivo, la posible
interaccion entre los embriones y la concentracion en que se encuentren los elementos de
acondicionamiento liberados por los propios embriones somaticos al medio de cultivo

(De Jong et al., 1992).

La asincronia de los embriones somaticos es un aspecto muy importante a resolver debido
a que solo los embriones que se encuentran en etapas mas avanzadas del proceso de histo-

diferenciacion son capaces de germinar y dar lugar a plantas completas.

c. Maduracion de embriones somaticos
Durante la maduracion, los embriones somaticos experimentan una serie de cambios
morfologicos y bioquimicos, entre los que se destacan el equilibrio hormonal, el

almacenamiento de sustancias de reserva y la adquisicion de la tolerancia a la desecacion

(Von Arnold et al., 2002).

Esta fase es la que muestra el desarrollo normal del embrién somatico, destacado por la
secuencia de cambios morfologicos: globular, acorazonado, torpedo y cotiledonar.
Asimismo, esta etapa juega un papel fundamental la presencia de nitrogeno en el medio
de cultivo, siendo necesario el suplemento con nitratos, amonio, aminoacidos y caseina

hidrolizada.
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Elaumento de la osmolaridad en el medio se consigue disminuyendo el potencial hidrico
mediante el empleo de agentes osmoticos, escomun la aplicacion de altas concentraciones
de carbohidratos en los medios de maduracion, que ademas de proporcionar una fuente
de carbono, actian como osmoticos a dichas concentraciones. La adicidon de ABA durante
la etapa de maduracion del embrion promueve la acumulacion de sustancias de reserva;
esto, seguido de un apropiado tiempo de secado, puede lograr un mejor crecimiento y
desarrollo del embridon somatico (Freire, 2003). En esta fase también es habitual utilizar
un aditivo de alto peso molecular como el PEG, porque permite mantener el medio
experimental a valores predeterminados de potencial hidrico y es capaz de competir con
las células por el agua debido a su alto peso molecular, lo cual facilita la retencion del

liquido y provoca de esta forma un estrés osmotico.

d. Germinaciény conversion del embridn somético en planta

La embriogénesis somatica es un proceso complejo, en el que la calidad, la supervivencia
y el crecimiento de las plantas somaticas regeneradas dependen de las condiciones
utilizadas en las fases anteriores. Solamente los embriones somaticos maduros con
morfologia normal, con suficientes sustancias de reserva acumuladas y que hayan
adquirido tolerancia a la desecacion, podran germinar y convertirse en plantas con €xito.
La germinacion conlleva el desarrollo coordinado del tallo y la raiz, mientras que la
conversion se refiere a la supervivencia de las plantulas germinadas en condiciones ex

vitro (Carneros, 2009).

Ciertos aspectos de las condiciones de cultivo, tales como acumulacion de ABA, residuos
de los componentes osmoticos utilizados asi como el régimen de cultivo durante la
maduracion, pueden inhibir la germinacion de los embriones. Por ello, pueden necesitarse
tratamientos post madurativos que promuevan la elongacion de la raiz y del brote apical.
Ya que uno de los problemas asociados con el desarrollo de los embriones después de la
maduracion, puede estar relacionado con la ausencia de un régimen de desecacion
programado, similar a lo requerido por los embriones cigéticos, un tratamiento de
desecacion parcial de los embriones somaticos puede mejorar la sincronizacion del

crecimiento de la raiz y el tallo (Carneros, 2009).

Se ha comprobado que en muchos casos, en el embrion somatico durante la maduracion

puede artificialmente inducirse dormancia. Para romper la misma se pueden emplear
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tratamientos con frio o aplicaciones de acido giberélico, lo cual provoca una aceleracion
en la germinacion y crecimiento del embrion, asi como el tratamiento con otros

reguladores de crecimiento como las citoquininas (Gémez, 1998).

2.3. ANTECEDENTES DEL CULTIVO IN VITRO EN PLUKENETIA VOLUBILIS

Los primeros estudios en la propagacion in vitro de sacha inchi fueron desarrollados en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad Nacional de san Martin en
convenio con la Estacion Experimental “El Porvenir” del Instituto Nacional de Innovacion
Agraria. En el marco de este convenio Barrera (2004) desarrolld trabajos de investigacion
con el objetivo de determinar los protocolos adecuados de desinfeccion para la introduccion
in vitro de segmentos nodales, yemas axilares y apices terminales de sacha inchi,
concluyendo que la exposicion de los segmentos nodales a NaOCI al 1,5% durante 30
minutos permite obtener 60% de explantes libres de contaminacion, la exposicion de yemas
axilares a NaOCl al 1,5 por ciento durante 20 minutos presentd 70% de explantes libres de
contaminacion y para el caso de yemas apicales indico que la desinfeccion de estos explantes
con NaOCl 1% durante 20 minutos permite obtener 100% de explantes libres de

contaminacion.

Millones & Vasquez (2008) lograron germinar embriones cigdticos en condiciones in vitro
a partir de los cuales se obtuvieron se gmentos nodales cuyo enraizamiento adecuado se logréd
cuando se empled el medio MS modificado (reduccién al 50% de NH4;NO; y KNOs3)
suplementado con dosis de ANA (2 mg/L) y AIB (1y 2 mg/L), obteniéndose un 57% 'y 71%

de enraizamiento respectivamente.

Bordignon et al., (2012) realizdé una evaluacion de la relacion auxina-citoquinina en
diferentes segmentos del epicotilo e hipocoétilo de semillas de sacha inchi germinadas in
vitro. Los segmentos apical, medio y basal se introdujeron a condiciones in vitro y después
de nueve semanas, el segmento apical presentd la formacién de brotes mediante
organo génesis directa en medios de cultivo que contenian 0,5 y 1 mg/L. de BAP combinados

con 0y 0,1 mg/L de AIB.

Garate (2009) reportdé que obtuvo mayor numero de raices por explante empleando
segmentos nodales y 200 ppm de AIB, ademas la mayor longitud de raices en apices se

obtuvo empleando una concentracion de 50 ppm de AIB y en segmentos nodales empleando
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una concentracion de 100 ppm, observandose no solo desarrollo de raices a partir de los

explantes sino también a partir de los callos generados sobre los explantes.

Guerrero (2007) logré desarrollar un protocolo para la induccion de la embriogénesis
somatica de sacha inchi indicando que existe una alta respuesta a la induccion de callos en
hojas inmaduras de sacha inchi empleando 2 mg/L de 2,4-D. Se consigui6é obtener embriones
del estadio globular en un medio MS modificado y suplementado con vitaminas DKW, 20
g/L de glucosa, 0,25 mg/L de glutamina, 2 mg/L de 2,4-D y 0,005 mg/L de TDZ bajo siete
dias de induccion. Luego de este periodo los explantes fueron transferidos a un nuevo medio,
al cual se le retird la glutamina y el TDZ y a cambio se le anadié 0,14 mg/L de kinetina y 50

ml/L de agua de coco.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrolld en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La Molina y del
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales (LCTV) de la Universidad Nacional de San

Martin - Tarapoto.

3.1. ORGANOGENESIS
3.1.1. Material biol6gico
Para desarrollar los estudios de propagacion in vitro via organogénesis se emplearon yemas
apicales procedentes de plantas germinadas en el invernadero, correspondientes a la accesion

007 del banco de germoplasma del IIAP - San Martin (Figura 1).

Figura 1: Plantas de sacha inchi germinadas en invernadero.

Se colecto las yemas apicales de las plantas que se encuentran en el invernadero con la ayuda
de una tijera quirurgica y una pinza previamente desinfectada con alcohol al 96%. Estas
yemas fueron colocadas en frascos de vidrio con una pequefia cantidad de agua destilada
para evitar la deshidratacion, se sellaron los frascos con papel de aluminio y fueron

conducidos al laboratorio.
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3.1.2. Desinfeccion

Las yemas apicales fueron lavadas con abundante agua corriente, tratadas con fungicida
(benomilo: 1 g/L) durante 10 minutos, enjuagadas nuevamente con agua corriente y
transportadas a la camara de flujo laminar. El trabajo de desinfeccion e introduccion in vitro
se desarrolld en la camara de flujo laminar, evaluandose diferentes tiempos de exposicion
(30 y 60 segundos) de las yemas apicales al alcohol (70%) y diferentes concentraciones de
NaOCl (1% y 1,5%) durante 10 minutos. También se evalué el efecto del HgCL (1 g/L)

durante 3, 4 y 5 minutos en el proceso de desinfeccion.

Luego de someter las yemas apicales a los distintos desinfectantes, estas fueron enjuagadas
tres veces con agua destilada estéril. Con la ayuda de un estereoscopio y empleando pinzas
y bisturies esterilizados se extrajeron los apices meristematicos de las yemas apicales y se
introdujeron en tubos de ensayo que contenian medio de cultivo MS (Figura 2). Se

emplearon 20 repeticiones por tratamiento y un explante por repeticion.

Se determindé el porcentaje de explantes contaminados, necrosados y porcentaje de
supervivencia. Los tratamientos evaluados son:

T1: Alcohol 70% (30 segundos) + NaOC1 1% (10 minutos)

T2: Alcohol 70% (60 segundos) + NaOCI 1% (10 minutos)

T3: Alcohol 70% (30 segundos) + NaOCl1 1,5% (10 minutos)

T4: Alcohol 70% (60 segundos) + NaOCl1 1,5% (10 minutos)

T5: HgClL (1 g/L) durante 3 minutos.

T6: HgClL (1 g/L) durante 4 minutos.

T7: HgCL (1 g/L) durante 5 minutos.

Figura 2: Apice meristematico de sacha inchi sembrado en medio de cultivo MS.
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Las unidades experimentales fueron incubadas en condiciones de luz con un fotoperiodo de
16 horas de luz'y 8 horas de oscuridad, temperatura promedio de 24 °C, humedad relativa de

46% y una intensidad luminosa de 2000 lux.

3.1.3. Establecimiento in vitro

En esta fase el objetivo fue determinar la mejor concentracion de citoquininas (BAP) y
auxinas (ANA) para el establecimiento in vitro de los apices meristematicos. Se empleo el
medio de cultivo MS suplementado con tres concentraciones de BAP (0; 0,05 y 0,1 mg/L)
y tres concentraciones de ANA (0; 0,01 y 0,05 mg/L), 30 gr/L de sacarosa y 8 gr/L. de agar
como agente gelificante. El pH del medio de cultivo se ajustd a 5,7. Se emple6 un disefio
completamente al azar con un total de nueve tratamientos y 20 repeticiones por tratamiento

(Tabla 1). Las variables evaluadas fueron: altura de plantula y nimero de brotes.

Tabla 1: Niveles de concentracion hormonal (BAP y ANA) empleadas en la introduccion in vitro
de apices meristematicos de sacha inchi.

. Concentracion de BAP Concentracion de ANA
Tratamiento
(mg/L) (mg/L)
Tl 0 0
T2 0 0,01
T3 0 0,05
T4 0,05 0
T5 0,05 0,01
T6 0,05 0,05
T7 0,1 0
T8 0,1 0,01
T9 0,1 0,05

Los explantes fueron cultivados en un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 horas de oscuridad,

a una temperatura aproximada de 24 °C y una humedad relativa de 46%.

3.1.4. Multiplicacion

En la fase de multiplicacion se realizaron dos ensayos. En ambos ensayos se emple6 el medio
de cultivo MS, 30 gr/L de sacarosa, 8 gr/L de agar y distintas concentraciones de reguladores
de crecimiento. En el primer ensayo se evaluo el efecto de tres concentraciones de BAP (0,1;
0,25y 0,5 mg/L) y tres concentraciones de ANA (0; 0,1 y 0,25 mg/L). En el segundo ensayo
se evaluo el efecto de tres concentraciones de kinetina (0,1; 0,25 y 0,5 mg/L) y 3
concentraciones de ANA (0; 0,1 y 0,25 mg/L). Las concentraciones de BAP y ANA se

determinaron en base a estudios preliminares. EI pH del medio de cultivo se ajusto a 5,7. Se
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emple6 un disefio completamente al azar, con un total de nueve tratamientos por ensayo y
20 repeticiones por tratamiento (Tabla 2 y Tabla 3). Se realizaron dos sub cultivos y las
variables evaluadas fueron: altura de plantula, nimero de brotes y numero de nudos por

brote.

Tabla 2: Niveles de concentracion hormonal (BAP y ANA) empleadas en la multiplicacion in vitro

de sacha inchi.

Tratamiento Concentracion de BAP Concentracion de ANA
(mg/L) (mg/L)

T1 0,1 0

T2 0,1 0,1
T3 0,1 025
T4 0,25 0

T5 0,25 0,1
T6 0,25 025
T7 0,5 0

T8 0,5 0,1
T9 0,5 025

Tabla 3: Niveles de concentracién hormonal (kinetina y ANA) empleadas en la multiplicacion in

vitro de sacha inchi.

Tratamiento Concentracion de kinetina Concentracion de ANA
(mg/L) (mg/L)
T1 0,1 0
T2 0,1 0,1
T3 0,1 025
T4 0,25 0
T5 0,25 0,1
T6 0,25 025
T7 0,5 0
T8 0,5 0,1
T9 0,5 025

Los explantes fueron cultivados en un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 horas de oscuridad,

a una temperatura aproximada de 24 °C y una humedad relativa de 46%.

3.1.5. Enraizamiento

Millones & Vasquez (2008) refirieron que para la fase de enraizamiento, el medio de cultivo
contiene sales MS modificado: reduccion de Nitrato de Amonio y Nitrato de Potasio en 50%,
vitaminas MS, 30 g/ de sacarosa, 2 concentraciones de ANA (0,5 y 2 mg/L), 3
concentraciones de IBA (0,5; 1 y 2 mg/L) y 8 gt/L de agar como agente gelificante. El pH

del medio de cultivo se ajustd a 5,7. Se empled un disefio completamente al azar, con un
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total de seis tratamientos y 15 repeticiones por tratamiento (Tabla 4). Se evaluaron las

siguientes variables: porcentaje de enraizamiento, nimero y longitud de raices.

Tabla 4: Niveles de concentracion hormonal (ANA e IBA) empleadas en el enraizamiento in vitro

de sacha inchi.

Tratamiento Concentracion de ANA Concentracion de IBA (mg/L)
(mg/L)
T1 0,5 0,5
T2 0,5 1
T3 0,5 2
T4 2 0,5
T5 2 1
T6 2 2

3.2. EMBRIOGENESIS SOMATICA

3.2.1. Material biol6gico

Para realizar los estudios de propagacion in vifro via embriogénesis somatica se emplearon
embriones cigéticos de sacha inchi, procedentes del banco de germoplasma del IIAP - San

Martin.

También se empled callos con estructuras embriogénicas obtenidas a partir de hojas
inmaduras de sacha inchi, procedentes del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de

la Universidad Nacional de San Martin - Tarapoto.

3.2.2. Preparacion del material biolégico

Se escarificaron las capsulas hasta obtener las semillas de color marrdn, estas semillas fueron
lavadas con detergente y desinfectadas con NaOCI (1,5%) por un periodo de 10 minutos,
luego las semillas se enjuagaron tres veces con agua corriente. Finalmente, las semillas se
acondicionaron en una cdmara humeda por un periodo de 24 horas, con el fin de hidratar los

endospermos y facilitar los cortes.
Transcurridas las 24 horas las semillas se lavaron con agua destilada y se colocaron en una

placa Petri y con la ayuda de la pinza se retir6 la testa de las semillas con la finalidad de

obtener las almendras de color blanquecino (Figura 3).
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Figura 3: Granos de sacha inchi.

3.2.3. Desinfeccion

Para extraer los embriones, primero se sumergieron los granos en una solucion de alcohol
70%, evaluandose diferentes tiempos de exposicion (30 y 60 segundos) y luego se
enjuagaron con agua destilada estéril. Luego fueron expuestos a diferentes concentraciones
de NaOCl1(1%y 1,5%) durante 10 minutos y se enjuagaron nuevamente tres veces con agua
destilada estéril. También se evalué elefecto del HgCl, durante 3,4 y 5 minutos en el proceso

de desinfeccion y luego se enjuagd cinco veces con agua destilada estéril.

Los tratamientos evaluados son:

T1: Alcohol 70% (30 segundos) + NaOCI 1% (10 minutos)
T2: Alcohol 70% (60 segundos) + NaOCI 1% (10 minutos)
T3: Alcohol 70% (30 segundos) + NaOCI 1,5% (10 minutos)
T4: Alcohol 70% (60 segundos) + NaOCI 1,5% (10 minutos)
T5: HgClL (1 g/L) durante 3 minutos

T6: HgClL (1 g/L) durante 4 minutos

T7: HgClL (1 g/L) durante 5 minutos

Luego, con la ayuda de dos bisturis se realizaron 3 cortes: 2 laterales y 1 superior, teniendo
como referencia el punto de crecimiento de la raiz ubicado en la parte inferior de la almendra,
después se retird un cotiledon con la ayuda de una pinza y un bisturi. Seguidamente se

levanto el embrién con cuidado y se colocd sobre la lamina de agua destilada estéril
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contenida en una placa Petri (Figura 4). Con la ayuda de una pinza se sembré el embrion
acondicionandolo suavemente sobre la superficie del medio de cultivo MS. Se incub6 en

condiciones oscuras a 25 °C, con una humedad relativa de 46%.

Figura 4: Embriones cigoéticos de sacha inchi.

3.2.4. Inducciodn de la embriogénesis somatica

Guerrero (2007) reportd que en esta fase se determino las concentraciones hormonales (2 4-
D y TDZ) adecuados para la induccion de callos en un periodo de siete dias de induccion.
Asimismo, la formula base del medio de cultivo empleado fue: sales MS, vitaminas DKW,
0,25 g/LL de glutamina, al que se le adicion6 30 g/ de sacarosa, 8 g/L. de agar, diferentes
concentraciones de 2,4-D (0; 1; 2 y 4 mg/L) y diferentes concentraciones de thidiazuron
(0,05;0,1; 0,5y 1); todo esto ajustado a un pH de 5,7 para todos los tratamientos (Tabla 5).
Se sembrd cuatro embriones por frasco y seis frascos por tratamiento. Se incubd en
condiciones oscuras, a una temperatura aproximada de 24 °C y una humedad relativa de

46%.

Transcurridos los siete dias del ensayo de induccion de callos, los explantes fueron
transferidos a un medio de cultivo de crecimiento secundario de callos (MCSC) empleado
por Guerrero en la induccion de callos embriogénicos a partir de hojas inmaduras de sacha
inchi. El MCSC esta constituido por sales minerales MS suplementado con vitaminas
Gamborg (1966), 20 g/L de glucosa, 2 mg/L de 2,4-D, 0,14 mg/L de kinetina, 50 ml/L de

agua de coco y agar como agente gelificante (Guerrero, 2007).
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Los callos con estructuras embriogénicas globulares obtenidas a partir de hojas inmaduras y
proporcionadas por el Laboratorio de Cultivo de Cultivo de Tejidos Vegetales de la

Universidad Nacional de San Martin fueron sub-cultivados en el MCSC.

Tabla 5: Niveles de concentracion hormonal (24-D y TDZ) empleadas en la induccion de la
embriogénesis somatica de sacha inchi.

. Concentracion de 2,4-D Concentracion de TDZ
Tratamiento
(mg/L) (mg/L)

Tl 0 0,05
T2 0 0,1
T3 0 0,5
T4 0 1

T5 1 0,05
T6 1 0,1
T7 1 0,5
T8 1 1

T9 2 0,05
T10 2 0,1
T11 2 0,5
T12 2 1

T13 4 0,05
T14 4 0,1
T15 4 0,5
T16 4 1

3.2.5. Formacion de embriones somaticos

Guerrrero (2007) indic6 que para la formacion de embriones somaticos se siguid la
metodologia desarrollada por ¢l. Para esto, los explantes fueron sometidos a 14 dias de
oscuridad y luego fueron expuestos a la luz, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad, en un medio de desarrollo embrionario (MDE) constituido por sales y
vitaminas MS suplementado con 1 mg/L de acido nicotinico, 2 mg/L de tiamina, 2 mg/L de
glicina, 100 mg/L. de myo-inositol, 1 g/L de glucosa, 30 g/L. de sacarosa 'y 8 g/L. de agar

como agente gelificante.

3.2.6. Maduracion de embriones somaticos

Los callos que presentan formacion de embriones somaticos obtenidos a partir de hojas
inmaduras y proporcionadas por el Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la
Universidad Nacional de San Martin y los callos obtenidos a partir de embriones cigdticos

fueron sembrados en el medio de maduracion de embriones somaticos (MMES).
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EIMMES estuvo formulado por: sales MS en donde elnitrato de sodio y el nitrato de potasio
fueron reducidos a la mitad de concentracion (Millones & Vasquez, 2008), 1 mg/L de acido
nicotinico, 2 mg/L de tiamina, 2 mg/L de glicina y 100 mg/L de myo-inositol (Guerrero,
2007), al que se le anadi6 diferentes concentraciones de maltosa (30, 60 y 90 g/L) y ABA
(0,01;0,1 y1 mg/L) y 8 g/L de agar como agente gelificante (Tabla 6). Se sembro 5 explantes

por placa Petriy 4 repeticiones por tratamiento.

Tabla 6: Niveles de concentracion de maltosa y ABA empleadas en la maduracion de embriones
somaticos de sacha inchi.

Tratamient Concentracion de maltosa Concentracion de ABA
ento (glL) (mg/L)

Tl 30 0,01
T2 30 0,1
T3 30 1

T4 60 0,01
T5 60 0,1
T6 60 1

T7 90 0,01
T8 90 0,1
T9 90 1

Figura 5: Propagacion de callos embriogénicos para la regeneracion de plantulas.
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3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Hurtado & Merino (1994) indicaron que en investigaciones donde se emplea la técnica de
cultivo de tejidos, generalmente se emplea el disefio completamente al azar (DCA), puesto
que el material experimental es homogéneo. Por ejemplo, se puede determinar cual es el

mejor medio de cultivo para meristemos, callos, anteras, hojas, embriones, 6vulos, etc.

El disefio utilizado en el trabajo experimental fue completamente al azar, realizandose el
analisis de varianza.

Yj=uttitey

i=1,2,......... t
J=12, .. I
Donde:

Y: variable respuesta correspondiente al i-esimo tratamiento y a la j-esima repeticion.
p: Media general
t;: Efecto del i-esimo tratamiento.

e;: Error experimental

Los datos fueron procesados empleando el software estadistico SAS 8,1. Este software nos

permitio realizar el analisis de varianza y la prueba de Tukey con una significacion de 0,05%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ORGANOGENESIS

4.1.1. Desinfeccion

Un aspecto basico que se debe tener en cuenta para el éxito del establecimiento in vitro de
los cultivos es evitar la contaminacion. Al evaluar el efecto de los diferentes tratamientos se
observa que el tratamiento T2 (alcohol 70% durante 60 segundos y NaOCl 1% durante 10
minutos) presenta 15% de contaminacion y 5% de explantes necrosados consiguiéndose

introducir con éxito a condiciones in vitro 80% de apices meristematicos (Figura 6).

Evaluacion de los tratamientos de desinfeccion

80

60 60
g f 7
la | T
t . - B Contaminacién
o . _ . 30
g ~ 25{; 20 | 20 B Necrosis
a. [ i] 0 H Sobrevivencia

T3 T4 T5 T6 T7

Tratamientos

Figura 6: Efecto de diferentes tratamientos de desinfeccion en la introduccidn in vitro de apices
meristematicos de sacha inchi.

En estudios preliminares realizados por Barrera (2004) con tres tipos de explantes de sacha
inchi se observo que la exposicion de los segmentos nodales a NaOCI al 1,5% durante 30
minutos presento 40% de contaminacion, la exposicion de yemas axilares a NaOCl al 1,5%
durante 20 minutos present6 30% de contaminacion y para el caso de yemas apicales indicod
que la desinfeccion de estos explantes con NaOCI 1% durante 20 minutos permite obtener
0% de contaminacion, estos resultados difieren con los obtenidos en el presente trabajo ya

que la exposicion de las yemas apicales a NaOCI 1% por 10 minutos permite obtener 15%
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de contaminacion y 5% de necrosis de explantes. La contaminacion de los explantes en todos

los tratamientos fue por bacterias y no por hongos.

Roca & Mroginski (1991) reportaron que la solucion de NaOCl en concentraciones de 1% a
3% es una de las preparaciones mas utiles como germicida y agente oxidante. Sirve para la
esterilizacion superficial siempre y cuando no se produzcan lesiones debido a su accion
blanqueadora. La sumersion de los brotes en alcohol (70%) previo a la desinfeccion con
NaOCI provocd quemaduras en los apices pero disminuy0 la tension superficial del tejido,
propiciando mejor accion del NaOCIl, resultados congruentes a los obtenidos en el

establecimiento in vitro de apices del hibrido de papaya IBP 42-99 (Posada et al., 2004).

Jiménez (1998) indic6 que el HECls es el desinfectante de mayor toxicidad y debe emplearse
en dosis bajas y por corto tiempo. Debe utilizarse con mucha cautela, con una solucion
acuosa entre 0,1% a 1,5% y una exposicion de 3 a 10 minutos (Roca & Mroginski, 1991).
En los tratamientos TS, T6 y T7 las yemas apicales fueron tratadas con HgCL, por 3,4y 5
minutos respectivamente. A mayor tiempo de exposicion de los apices meristematicos al
HgCl, disminuye la incidencia de microorganismos contaminantes pero se obtiene mayor
porcentaje de explantes necrosados. El tratamiento T6 permitié disminuir a cero la incidencia
de microorganismos contaminantes pero el porcentaje de explantes necrosados incremento

con respecto a las yemas apicales tratados con alcoholy NaOCIl.

Considerando que el tratamiento T2 presentd mayor porcentaje de explantes sobrevivientes

y que ademas el HgCl, es mas toxico y mas costoso se decidio trabajar con el OH y el NaOCl.

4.1.2. Establecimiento in vitro

Al realizar el analisis de varianza para las variables altura de plantula y nimero de brotes,
mediante el software estadistico SAS 8,1 (Anexo I), se observa un efecto altamente
significativo entre los tratamientos, lo que nos indica que en las evaluaciones realizadas al
menos uno de los tratamientos difiere de otro. Para detallar con mayor precision, en la tabla
7 se muestra la prueba estadistica de Tukey con unnivel de significancia de 0,05. Las medias
con diferentes letras indican que existen diferencias significativas entre los tratamientos,

mientras que aquellas que presentan la misma letra no son significativamente diferentes.
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Es necesario un balance adecuado entre citoquininas y auxinas en el medio de cultivo para
la formacion de plantulas a partir de yemas, apices o meristemos. Este balance esta
determinado por la concentracion enddgena de estas fitohormonas presentes en el explante,
los cuales dependen de la especie y del tipo de explante. Los explantes tomados de plantas
jovenes tienen un mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas y que a medida
que el explante es mas pequeilo es menor el riesgo de contaminacion y mas dificil la

regeneracion (Jiménez, 1998).

La brotacion de los apices meristematicos de sacha inchi se inicid a los 14 dias y el uso de
0,1 mg/L de BAP resultdé mas efectivo, siendo el tratamiento T9 donde se empleo 0,1 mg/L
de BAP y 0,05 mg/L de ANA, en el que se obtuvieron mejores resultados, estadisticamente
superiores frente al resto de los tratamientos en las dos variables evaluadas luego de 35 dias
de cultivo (Tabla 7). El tratamiento T1, que no presenta fitohormonas en la formulacion del
medio de cultivo presentd plantulas muy pequenas, con menor nimero de brotes y nimero
de nudos por brote, evidenciando que es necesario la adicion exdgena de fitohormonas para

el establecimiento in vifro de sacha inchi.

Tabla 7: Influencia de diferentes concentraciones de BAP y ANA en el establecimiento in vifro de
apices de sacha inchi.

Tratamiento | BAP (mg/L) ANA (mg/L) Altura Numero de
(mm) brotes
1 0 0 525e lb
2 0 0,01 6,25¢ 1,1 ab
3 0 0,05 8,55d 1,15 ab
4 0,05 0 8,30d 1,2 ab
5 0,05 0,01 10,70 ¢ 14a
6 0,05 0,05 11c 1,25 ab
7 0,1 0 10,45 ¢ 1,25 ab
8 0,1 0,01 13,15b 1,3 ab
9 0,1 0,05 14,55 a l4a

* Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para p<0,05 (Notacién Tukey).

Podemos observar en la Tabla 7 que los apices son areas de sintesis de auxinas y la
concentracion endogena es alta en estos tejidos y normalmente no se adicionan auxinas al
medio de cultivo aunque estas pueden estimular el crecimiento (Jiménez, 1998). En el caso
del sacha inchi la adicién de ANA al medio de cultivo estimula la elongacion de los brotes
y al incrementar la concentracion de 0,01 a 0,05 mg/L se lograron plantulas con mejores

caracteristicas para ser empleados en la siguiente fase de propagacion.
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Hu & Wang (1983) reportaron que en el 85% de los medios de establecimiento se emplean

citoquininas, siendo el BAP el més utilizado.

Solis et al., (2011) obtuvieron mejor diferenciacion de meristemos de papaya mientras que
Salas et al., (2004) lograron la brotacién de yemas apicales de Morus alba con la adicion de
0,5 mg/L de BAP. En el caso de sacha inchi la adicion de 0,1 mg/L de BAP al medio de
cultivo permitié obtener plantulas de mayor tamafio y mayor numero de brotes debido a que
se inicid la induccion de la brotacion de yemas axilares (Figura 7). Es importante indicar
que al incrementarse la concentracion de BAP en el medio de cultivo se observa el desarrollo

de pequeias masas callosas en la base de los explantes.

Figura 7: Plantulas de sacha inchi obtenidas a partir de 4pices meristematicos en el medio de cultivo
de establecimiento T9.

4.1.3. Multiplicacién

La proliferacion de los diferentes explantes en el cultivo in vitro puede lograrse con el uso
de sustancias reguladoras de crecimiento como componentes principales de un medio de
cultivo previamente establecido y un adecuado manejo del proceso in vitro. Al ser divididos
los explantes en condiciones estériles y cultivados nuevamente en el medio fresco inducen
nuevos brotes, operacion que se repite hasta lograr la cantidad de explantes deseados para la

fase de enraizamiento (Orellana, 1998).

La proliferacion de brotes axilares se logra con la adicion de citoquininas al medio de cultivo
para romper la dominancia apical y estimular la brotacion de las yemas que se encuentran

en las axilas de las hojas.
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Las respuestas de los explantes a los diferentes tratamientos en el primer y segundo sub
cultivo fueron similares presentandose los resultados del analisis de varianza realizado a los
datos del segundo sub cultivo. Los resultados del analisis de varianza realizado mediante el
software SAS 8,1 para los tratamientos en los que se evalta la influencia del BAP y el ANA
en la multiplicacion in vitro de brotes de sacha inchi se muestran en el Anexo 2, mientras
que los resultados del analisis de varianza para los tratamientos en los que se evalia la

influencia del kinetina y el ANA se muestran en el Anexo 3.

Las variables evaluadas fueron: altura de plantula (mm), numero de brotes y niimero de
nudos por brote. En la evaluacion de las tres variables se aprecia un efecto altamente
significativo entre los tratamientos, lo que nos indica que al menos uno de los tratamientos
difiere del otro. Para detallar con mayor precision se muestran la Tabla 8 y Tabla 9, con la

respectiva prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0,05.

Tabla 8: Influencia de diferentes concentraciones de BAP y ANA en la multiplicacion in vitro de
brotes de sacha inchi.

Tratamiento | BAP (mg/L) | ANA (mg/L) Altura NUmero | NUmero de nudos
de brotes por brote

1 0 0 15,1 bed 1,75 ab 2,1 ab
2 0 0,1 16,4b 1,9 ab 2,2 ab
3 0 0,25 18,35 a 2,25a 2,35a
4 0,25 0 15,15 bed 2 ab 2,1 ab
5 0,25 0,1 16,05b 2,1 ab 24a
6 0,25 0,25 15,75 be 1,95 ab 2,25 ab
7 0,5 0 14,7 cd 1,75 ab 19b
8 0,5 0,1 14,7 cd 1,6 b 2,12 ab
9 0,5 0,25 144d 1,85 ab 2,05 ab

* Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para p<0,05 (Notacién Tukey).

Tabla 9: Influencia de diferentes concentraciones de kinetina y ANA en la multiplicacion in vifro
de brotes de sacha inchi.

Tratamiento kinetina ANA (mg/L) Altura Ndmero de NUmero de
(mg/L) brotes nudos por
brote
1 0,1 0 13,65 ab 14b 1,75b
2 0,1 0,1 13,8 ab 1,6 ab 2,07 ab
3 0,1 0,25 13,9 ab 1,5 ab 2,18 a
4 0,25 0 14,1 ab 1,7 ab 2,18 a
5 0,25 0,1 14,25 a 1,75 ab 2,28 a
6 0,25 0,25 13,35 ab 1,95a 223a
7 0,5 0 13,25b 1,65 ab 2,08 ab
8 0,5 0,1 1345ab 1,6 ab 2,1 ab
9 0,5 0,25 13,55ab 1,9a 2,13 ab
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Asimismo, en la Tabla 8 al comparar el efecto de diferentes concentraciones de BAP y ANA
en la multiplicacion de brotes originados a partir de apices meristematicos se observaron
diferencias significativas en las distintas variables. Los mejores resultados estuvieron
asociados a las concentraciones mas bajas de citoquinina y el mejor tratamiento observado
fue al combinar 0,1 mg/L de BAP y 0,25 mg/LL ANA, con diferencias significativas y

numéricamente superior frente a los demas tratamientos.

En la Figura 8 observamos que este tratamiento permitid obtener plantulas con mejores

caracteristicas para iniciar la fase de enraizamiento.

Figura 8: Plintulas de sacha inchi obtenidas en el medio de cultivo de multiplicacién T3, que
contiene BAP como fuente de citoquinina.

Al incrementar la concentracion de BAP a 0,25 mg/L se observa plantulas con menor altura
y menor nimero de brotes, estadisticamente inferior a los tratamientos que contienen 0,1
mg/L. de BAP en su formulacion. Ademas hay mayor desarrollo de callos en la base de los
explantes debido a la alta concentracion de citoquinina y en esas condiciones se pueden
desarrollar vastagos adventicios, existiendo la posibilidad de que se produzcan mutaciones.
En los tratamientos que contienen 0,5 mg/L de BAP en su formulacion se observan plantulas
alin mas pequefas, estadisticamente inferior al resto de tratamientos de acuerdo a la prueba
de comparacion de medias de Tukey. En la Figura 9 se observan dos plantulas obtenidas en
el tratamiento T9 en el cual se puede apreciar abundante desarrollo de callos en la base de

los explantes, menor tamafio y menor desarrollo de follaje.
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Figura 9: Plantulas de sacha inchi obtenidas en el medio de cultivo de multiplicacién T9, que
contiene BAP como fuente de citoquinina.

En los tratamientos T1, T2 y T3 que contienen 0,1 mg/L. de BAP, se observa que al
incrementarse la concentracion de ANA se obtienen mejores resultados. Asi la adicion de
0,25 mg/L de ANA permiti6é obtener plantulas de mayor tamafio, mayor ntimero de brotes y
mayor nimero de nudos por brote. Mientras que las plantulas obtenidas en el tratamiento
que no contiene ANA en su formulacion son mas pequeias, con un menor numero de brotes
y nudos por brote. Esto evidencia que es necesario adicionar bajas concentraciones de ANA

para estimular el crecimiento de los brotes.

La obtencion de plantas in vitro con mayor tamafio es importante porque esta relacionado
con su mayor capacidad fotosintética. Es necesario que las plantas logren un buen tamafo y
mayor cantidad de follaje para que luego de ser enraizados puedan sobrevivir en la etapa de
aclimatacion dentro de los invernaderos. El niimero de brotes es una variable importante, ya

que a mayor numero de brotes se tendra un mayor coeficiente de multiplicacion.

Al evaluar el efecto de diferentes concentraciones de kinetina y ANA, se observa que todos
los tratamientos presentan resultados con bajas diferencias significativas entre ellas, con
plantulas de menor tamafio, menor numero de brotes y nudos por brote que los explantes
sometidos a BAP como fuente de citoquinina (Tabla 9, Figura 10). En estos tratamientos
se observa que a mayor concentracion de kinetina hay mayor desarrollo de callo en la base

de los explantes.
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Figura 10: Plantulas de sacha inchi obtenidas en el medio de cultivo de multiplicacién T3, que
contiene kinetina como fuente de citoquinina.

* Medias con dife rentes letras en la misma columna difie ren para p<0,05 (Notacion Tukey).

De esto se deduce que la citoquinina mas efectiva para la multiplicacion in vifro de sacha
inchies el BAP. Resultados similares obtuvieron Salas et al., (2004), quienes reportaron que
el BAP les permiti6 obtener mejores resultados que la kinetina en el establecimiento in vitro

de Morus alba.

De acuerdo a Hu & Wang (1983) la citoquinina mas efectiva en la inducciéon de yemas
axilares en los medios de proliferacion es el BAP (74,6%), seguida en orden decreciente por

la kinetina (19,4%), el 2-ip (3%) y la zeatina (3%).

En otras especies de la familia Euphorbiaceae, tales como Excoecaria agallocha (Rao et al.,
1998), Phyllantus caroliniensis (Catapan et al., 2000), Phyllantus stipulatus (Catapan et al.,
2001), Phyllantus urinaria (Catapan et al.,2002) y Euphorbia nivulia (Martin et al., 2005),

el uso de las citoquininas también estimulo la proliferacion de brotes.

No obstante el papel determinante de las citoquininas en esta fase, fue necesario la adicion
de auxinas para estimular el crecimiento de los brotes. Uno de los posibles efectos de la
auxina en esta fase es anular el efecto depresivo acumulado de las altas concentraciones de
citoquininas sobre la brotacion de las yemas axilares y restablecer el crecimiento de las

mismas Orellana (1998).
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4.1.4. Enraizamiento

Durante el cultivo in vitro las plantas crecen bajo un ambiente con alta humedad relativa,
baja intensidad luminosa, temperatura constante, escaso intercambio gaseoso y medios ricos
en compuestos organicos, especialmente sacarosa. Estas condiciones provocan cambios en
la morfologia y la fisiologia de las plantas, que las hacen diferir de las que crecen en
invernaderos o en el campo. Todos estos cambios provocan que una gran parte de las plantas
micropropagadas no sobrevivan al trasplante a las condiciones ambientales y para
contrarrestar este efecto es necesario obtener plantulas con un buen niimero y tamafio de

raices.

El enraizamiento es la fase mas voluminosa de todo el proceso, pues en ella cada brote debe
ser cultivado y manipulado in vitro para que, ademas de crecer, forme y desarrolle varias
raices que le permitan comenzar la absorcion de nutrientes al trasplantarse sobre un sustrato

enriquecido en el proceso de aclimatacion.

En la Figura 11 podemos observar que la evaluacion del porcentaje de enraizamiento se
realiz6 35 dias después de la siembra. También se observo que el tratamiento T3 presento
73,33% de plantulas enraizadas, mientras que el menor porcentaje de enraizamiento se
presentd en el tratamiento T1. Al incrementar la concentraciéon de AIB se obtiene mayor
porcentaje de enraizamiento, ya que los tratamientos T1 y T4 que contienen 0,5 mg/L de
AIB en su formulacion presentan menor porcentaje de enraizamiento (6,67% y 26,67%),
mientras que los tratamientos T3 y T6 que contienen 2 mg/L de AIB presentan 73,33% y
60% de enraizamiento respectivamente), siendo el AIB la auxina mas efectiva en el

enraizamiento in vitro de sacha inchi.

Resultados que contrastan con los obtenidos por Millones & Vasquez (2008) en el
enraizamiento de explantes de sacha inchi, quienes reportan que al incrementar la

concentracion de ANA incrementa el porcentaje de enraizamiento.

El nimero y longitud de raices son variables muy importantes en la fase de aclimatacion,
debido a que es necesario que una planta tenga el soporte de las raices para un mejor
desarrollo en el sustrato estéril. Si bien las raices no son del todo funcionales debido a la

escasez de pelos absorbentes que no se desarrollan in vitro, un mayor tamafio y un mayor
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numero de raices inducen la formacion ex vitro de nuevas raices y pelos absorbentes, que

extraeran del sustrato los nutrientes necesarios para el desarrollo de la planta.

En el Anexo 4, al realizar el analisis de varianza para las variables numero y longitud de
raices, mediante el software estadistico SAS 8,1, se observa un efecto altamente significativo
entre los tratamientos, lo que nos indica que en las evaluaciones realizadas al menos uno de
los tratamientos difiere de otro. Para detallar con mayor precision, en la tabla 10 se muestra
la prueba estadistica de Tukey con un nivel de significancia de 0,05, donde las medias con
diferentes letras indican que existen diferencias significativas entre los tratamientos,

mientras que aquellas que presentan la misma letra no son significativamente diferentes.

De forma general se observa que al incrementar la concentracion de AIB se incrementa el
numero y longitud de raices. El tratamiento T3 es estadisticamente superior frente al resto
de los tratamientos en ambas variables. El empleo de 0,5 y 2 mg/L de ANA combinado con
2 mg/L de AIB permiti6é obtener mayor numero de raices por plantula (3,37 y 2,73) y mayor
longitud de raices (12,68 y 11,7 mm) respectivamente (Tabla 10).

Los tratamientos T6, T5 y T2 presentan resultados similares pero estadisticamente inferiores
a T3 en ambas variables. El tratamiento T1 mostré menor respuesta a la induccion de raices
que el resto de los tratamientos. Los tratamientos T1 y T3 presentan la misma concentracion
de ANA (0,5 mg/L) pero T1 presenta 0,5 mg/l de AIB y T3 presenta 2 mg/L de AIB. Siendo
T3 el tratamiento que mejor respuesta presenta en el experimento es claro que el AIB tiene
mas influencia que el ANA en la induccion del enraizamiento de brotes de sacha inchi.

Millones & Vasquez (2008) obtuvieron mejores resultados al cultivar in vitro segmentos
nodales y combinar ANA (2 mg/L) y AIB (1,0 y 2 mg/L). Mientras que Garate (2009) obtuvo
mayor numero de raices por explante empleando segmentos nodales y 200 mg/L. de AIB,
ademas la mayor longitud de raices en apices se obtuvo empleando una concentracion de 50
mg/L de AIB y en segmentos nodales empleando una concentracion de 100 mg/L,
observandose no solo desarrollo de raices a partir de los explantes sino también a partir de

los callos generados sobre los explantes.

En el presente trabajo se utilizaron bajas concentraciones de AIBy solo se observé una ligera
formacion de callo en la base de algunos brotes. Comparando los resultados obtenidos por

Garate (2009) y en el presente trabajo se concluye que altas concentraciones de AIB induce
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el desarrollo de callos en la base de los brotes, los mismos que dificultaran el proceso de
aclimatacion. Asimismo, el AIB induce la formacion de raices adventicias y se utiliza en

concentraciones de 0,001 - 10 mg/L (Pierik, 1990).

El rol de las auxinas en la iniciacion y crecimiento de las raices es bien conocido,
recomendandose su empleo en la mayor parte de los medios de enraizamiento (Orellana,
1998). Martin et al., (2005) reporta que la adicion de 2,46 uM de AIB a un medio de cultivo
MS (sales diluido a la mitad) permitié obtener 90% de enraizamiento y 5,2 raices por brote
en Euphorbia nivulia. En el caso de sacha inchi la combinacion de 0,5 mg/L de ANA y 2
mg/L de AIB permitié obtener 73,33% de enraizamiento y 3,37 raices, con una longitud
promedio de 12,68 mm (Tabla 10).

En la Figura 12 se muestran plantulas con 35 dias en medio de enraizamiento, mientras que

en la Figura 13 se muestran plantulas de sacha inchicon 70 dias en medio de enraizamiento.

Tabla 10: Influencia de diferentes concentraciones de ANA y AIB en el enraizamiento in vitro de
brotes de sacha inchi.

Tratamiento ANA (mg/L) IBA (mg/L) Numero de Longitud de
raices raices (mm)

1 0,5 0,5 lc 1,8d
2 0,5 1 2.5 abce 8,02 be
3 0,5 2 3,37a 12,68 a
4 2 0,5 1,6 bc 6,93 ¢
5 2 1 2.6 abc 10,13 abc
6 2 2 2,73 ab 11,7 ab

* Medias con diferentes letras en la misma columna difie ren para p<0,05 (Notacion Tukey).

En algunas especies de la familia Euphorbiaceae no es necesario el empleo de auxinas para
el enraizamiento, limitdndose en estos casos a la utilizacion de medios simples. Tal es el
caso de Phyllantus caroliniensis (Catapan et al., 2000), Phyllantus stipulatus (Catapan et al.,
2001) y Phyllantus urinaria (Catapan et al.,2002); en los cuales se reporta altos porcentajes

de enraizamiento en medios de cultivo MS simple sin reguladores de crecimiento.
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Figura 11: Evaluacion de diferentes concentraciones de ANA y AIB en el porcentaje de
enraizamiento de brotes de sacha inchi.

Figura 12: Plantulas de sacha inchi con 35 dias en el medio de cultivo de enraizamiento.

37




Flgura 13: Plantulas de sacha inchi con 70 dias en el medio de cultivo de enraizamiento.

4.2. EMBRIOGENESIS SOMATICA

4.2.1. Desinfeccion

Si la esterilizacion inicial de los explantes es ineficiente, hongos y bacterias pueden ser
introducidas juntamente con el material vegetal a condiciones in vitro. Es por esta razon que
previo a la induccién de la embriogénesis somatica a partir de embriones cigdticos se
desarrolld una metodologia de desinfeccion para el establecimiento in vitro en condiciones

asépticas del material vegetal.

El tratamiento T4, que consistio en exponer las almendras de sacha inchi a una solucion de
alcohol al 70% por 60 segundos y luego a una soluciéon de NaOCl al 1,5% por 10 minutos,
para luego extraer los embriones cigoticos e introducirlos in vitro mostrd el valor maximo
de sobrevivencia (80%) y mas bajos porcentajes de explantes contaminados y necrosados,

por lo que se considerd el tratamiento mas efectivo en la desinfeccion (Figura 14).
Entre los tratamientos T1 y T4 se observa que a medida que se incrementa el tiempo de

exposicion de las semillas al alcohol 70% (de 30 a 60 segundos) y la concentracion de NaOCl

de 1% a 1,5%), se reduce el porcentaje de contaminacion mientras que el porcentaje de
p ]
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necrosis no presenta gran variacion. Esto explica la razén de que T4 presenta los mejores

resultados en la desinfeccion de semillas de sacha inchi.

En los tratamientos TS5, T6 y T7 las almendras fueron tratadas con HgCl, por 3,4 y 5 minutos
respectivamente. El porcentaje de contaminacion es menor con respecto a los explantes
tratados con alcohol y NaOCl pero el porcentaje de necrosis con la consecuente muerte del
tejido es mayor, teniendo como resultado un menor porcentaje de establecimiento in vitro

de embriones cigéticos (Figura 14).

Estos resultados son similares a los obtenidos en la introduccion in vitro de apices
meristematicos de sacha inchi. Ademas el HgCl, es el desinfectante de mayor toxicidad y

debe emplearse en dosis bajas y por corto tiempo.
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Figura 14: Evaluacion de diferentes tratamientos de desinfeccion en la introduccion in vitro de
embriones cigdticos de sacha inchi.

4.2.2. Induccion de la embriogénesis somatica

En la induccion de la embriogénesis somatica a partir de hojas inmaduras de sacha inchi,
Guerrero (2007) estudio la respuesta éstos a la callogénesis, reportando que el empleo de
0,005 mg/L de TDZ bajo siete dias de induccion y en condiciones de oscuridad genero callo
embriogénico y la diferenciacion del primer estadio globular, asimismo observo el desarrollo

de callo no embriogénico.
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Respuestas similares han sido obtenidas en algunas especies de la familia Euphorbiaceae,
asi en Phyllanthus urinaria se ha reportado la induccion de callos a partir de segmentos
nodales inoculados en posicion horizontal sobre un medio MS suplementado con AIB,
también el 2,4-D y el ANA cuando son empleados por separado inducen el desarrollo
moderado de callogénesis (Catapan et al., 2002). Mientras que en Euphorbia nivulia se
observo que la adicion de 2,4-D y Benzyladenina a un medio basal MS indujo el desarrollo

de embriones somaticos a partir de explantes foliares (Martin ef al., 2005).

En el presente trabajo, esta fase consistid en la determinaciéon de las concentraciones
hormonales (2,4-D y TDZ) adecuados para la induccion de callos en un periodo de siete dias
de induccion. A pesar que todos los tratamientos indujeron callogénesis a partir de embriones
cigdticos, el porcentaje de induccion varid dependiendo de las concentraciones de los

reguladores de crecimiento.

Tres semanas después de que los explantes fueron transferidos al medio de crecimiento
secundario de callos (MCSC) los embriones cigbticos mostraron un aumento del volumen
para luego dar paso a la formacion de callos. En algunos explantes los tejidos se necrosaron

y luego desarrollaron pequenas formaciones callosas.

La observaciones realizadas durante el cultivo permitieron determinar cuatro diferentes
estados (E) de desarrollo de callos en los explantes (Figura 15). EO indica ausencia de
callos, E1 indica el inicio de pequefias formaciones de callo, en E2 el callo cubre mas de la

mitad del explante y en E3 el callo cubre por completo el explante.

Para Freire (2003) el 2,4-D es una auxina muy utilizada en la formacion de embriones
somaticos y el TDZ es un compuesto sintético que ha sido muy utilizado para la induccion
de embriogénesis somatica u organogénesis en diversas especies. En altas concentraciones
origina callos mas voluminosos (Wilhelm, 1999). Las combinaciones de diferentes
concentraciones de 2,4-D con TDZ indujo la formacion de callos en embriones cigoticos de

sacha inchi.
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Figura 15: Estados de desarrollo de callo en los explantes: EOQ (Ausencia de callos), E1 (Inicio de
pequefias formaciones de callo), E2 (El callo mas de la mitad del explante) y E3 (El
callo cubre por completo el explante).

Los cuatro primeros tratamientos que carecen de 2,4-D en su formulacion presentan un alto
porcentaje de explantes en estado EO y carecen de explantes en estado E3. Al adicionar 2 4-
D al medio de cultivo en diferentes concentraciones hay una reduccion de explantes en
estado EQ y un incremento de explantes en estado E1, E2 y E3 (Figura 16); observandose

explantes en estado E2 en mayor porcentaje es decir hay desarrollo de callos en mas de la

mitad del explante en los distintos tratamientos.
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Figura 16: Porcentaje de induccion de los distintos estados de desarrollo de callos en embriones
cigéticos de sacha inchi.
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Los embriones cigdticos que desarrollaron callos en mayor porcentaje se observo en los
tratamientos que contienen 2 mg/L (T9 al T12) y 4 mg/L (T13 al T16) de 2,4-D en su
formulacion. Los callos generados en estos tratamientos son de consistencia cremosa y

cristalina.

A medida que se incrementa la concentracion de TDZ los callos son mas voluminosos y
cubren mayor parte del explante, pero para que pueda mostrar su efecto es necesaria la

adicion de 2,4-D al medio de cultivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que el 2,4-D combinado con TDZ
presenta un efecto positivo en la induccion callogénica a partir de embriones cigdticos como
explante inicial en sacha inchi, siendo2 y 4 mg/L de 2,4-Dy 1 mg/L de TDZ concentraciones

optimas para lograr este objetivo.

Los callos embriogénicos obtenidos a partir de hojas inmaduras proporcionados por el
Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la Universidad Nacional de San Martin y
los callos obtenidos a partir de embriones cigoticos fueron sub cultivados durante ocho

semanas empleando el medio MCSC (Figura 17).

Figura 17: Sub cultivo de callos procedentes de embriones cigéticos inmaduros en el medio de
cultivo MCSC.
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4.2.3. Formacion de embriones somaticos

Los callos embriogénicos obtenidos a partir de hojas inmaduras y embriones cigdticos fueron
sembrados en el medio de desarrollo embrionario (MDE) desarrollado por Guerrero (2007).
Las hojas inmaduras y embriones cigdticos son explantes que tienen buena respuesta
embriogénica y son estructuras capaces de organizarse y formar embriones somaticos
dependiendo de las condiciones de cultivo. Luego de 12 semanas de permanecer en el medio
de cultivo MDE, los callos desarrollaron embriones somaticos en estadio globular y

presentaron aumento de volumen, aspecto friable y color transparente (Figura 18).

Figura 18: Embriones sométicos globulares en el medio de cultivo MDE obtenidos en callos
procedentes de hojas inmaduras de sacha inchi.

Al evaluar la respuesta de los tipos de explantes (hojas inmaduras y embriones cigdticos) de
los que provienen los callos se encontr6 diferencias significativas a los 35 dias de cultivo en
el numero de embriones somaticos globulares (Anexo 5). Los callos procedentes de las hojas
inmaduras presentaron mayor nimero de embriones somaticos globulares que los callos

procedentes de los embriones cigoticos (Tabla 11).

Ammirato (1983) citado por Posada et al., (2007) reporta que los embriones cigoticos

inmaduros de varias especies de plantas pueden ser inducidos a la embriogénesis somatica.

43



Vegasetal.,(1992) citado por Posada et al., (2007) resaltan la superioridad de los embriones
cigdticos sobre los peciolos de hojas en cuanto a la frecuencia de aparicion de embriones
somaticos en papaya. Datos que no concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo
ya que la fuente de explantes que permitid obtener mayor niimero de embriones somaticos

globulares fueron las hojas inmaduras y no los embriones cigoticos.

Tabla 11: Numero de embriones sométicos globulares en callos de sacha inchi a los 35 dias de
cultivo en medio el medio de cultivo MDE.

Tratamientos Numero de embriones somaticos globulares
Hojas mmaduras 7a
Embriones cigoticos 3,22b

* Medias con diferentes letras en la misma columna difieren para p<0,05 (Notacién Duncan).

4.2.4. Maduracion de embriones somaticos

Para Freire (2003) la fase de maduracion es el periodo en el desarrollo del embrion somatico
en el cual ocurre la expansion de la célula, la acumulacion de sustancias de reserva y se
adquiere la tolerancia a la desecacion. La correcta acumulacion de reservas conlleva a un
incremento en la masa seca de los embriones somaticos lo que indica una alta calidad en el

vigor e influye positivamente en su posterior germinacioén (Fuji et al., 1990).

En general, en el desarrollo de la embriogénesis somatica se manifiestan los estadios de
desarrollo globular, corazonado, torpedo y cotiledonar. En el desarrollo del trabajo fue

posible diferenciar embriones en estadio globular y corazonado.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la existencia de una respuesta positiva
del callo embriogénico a la adicion de ABA y maltosa. En los tratamientos T4, TS, T7 y T8

se observa el desarrollo de embriones somaticos y regeneracion de plantas (Tabla 12).

Luego de nueve semanas de la siembra de los callos en medio de MMES se observo que en
eltratamiento T8 hay desarrollo de embriones somaticos en estadio corazonado (Figura 19)
y seis semanas después se observo el desarrollo de plantulas regeneradas (Figura 20). Los
callos sembrados en los tratamientos T4, TS y T7 también presentaron desarrollo de
embriones somaticos aunque en menor porcentaje que en T8. A las 15 semanas de siembra
se observo que en T4 los callos desarrollaron pequenas plantulas con desarrollo irregular de
las hojas (Figura 21). En el resto de los tratamientos, luego de 15 semanas de cultivo no se

observo el desarrollo de estructuras embrionarias ni organogénicas.
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Tabla 12: Influencia de diferentes concentraciones de maltosa y ABA en eldesarrollo de embriones
somaticos y plantulas regeneradas de sacha inchi.

Tratamiento Maltosa ABA Nudmero de embriones | NUmero de plantulas
(g/L) (mg/L) somaticos regeneradas
TI 30 0,01 0b 0b
T2 30 0,1 0b 0b
T3 30 1 0b 0b
T4 60 0,01 0,5 ab 0b
TS 60 0,1 0,75 ab 0,5a
T6 60 1 0b 0b
T7 90 0,01 0,5 ab 0b
T8 90 0,1 15a 0,5a
T9 90 1 0b 0b

* Medias con diferentes ktras en la misma columna difieren para p<0,05 (Notacion Duncan).

Figura 19: Embriones somaticos en estadio acorazonado en T8, 9 semanas después de la siembra en
el medio de cultivo MMES.

Figura 20: Plantula regenerada en T8, 15 semanas después de la siembra en el medio de cultivo
MMES.
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Figura 21: Plantulas regeneradas en T4, 15 semanas después de la siembra en el medio de cultivo
MMES.

Los tratamientos que contienen 60 y 90 g/l de maltosa en su formulacion favorecieron un
bajo porcentaje de desarrollo de embriones somaticos y regeneracion de plantulas. Para
Freire (2003) en términos de nutricion es fundamental tener en cuenta los suplementos del
medio de cultivo como los carbohidratos ya que estos permiten una total maduracion y evitan
la germinacion precoz. Guerrero (2007) realiz6 estudios empleando sacarosa pero no obtuvo
regeneracion de plantulas en la embriogénesis somatica en sacha inchi a partir de hojas
inmaduras. Blanc et al., (1999) reemplazaron la sacarosa por glucosa, fructuosa y maltosa
en los estudios sobre embriogénesis somatica en Hevea brasiliensis y obtuvo mejor respuesta

en el medio de cultivo que contenia maltosa.

Estudios realizados en diversas especies indican que esta fase se puede activar con el uso de
PEG y ABA (Linossier et al., 1997; Stasolla et al., 2002; Pullman et al., 2003). Los
tratamientos que contienen 0,01 y 0,1 mg/L de ABA desarrollaron embriones somaticos
mientras que los tratamientos que contenian 1 mg/L no los desarrollaron. La adicion de ABA
durante la etapa de maduracion del embridon promueve la acumulacion de sustancias de
reserva; esto, seguido de un apropiado tiempo de secado puede lograr un mejor crecimiento
y desarrollo del embrién somatico (Freire, 2003) y promover la maduracion (Stasolla et al.,
2002). Bell et al., (1993) sefialan que altas concentraciones de ABA producen la inhibicion
de la embriogénesis somatica, esto puede explicar la razon por la que los tratamientos que
contienen 1 mg/L de ABA en su formulacion no presentaron desarrollo de embriones

somaticos ni siquiera en un bajo porcentaje.
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V. CONCLUSIONES

La mejor desinfeccion para las yemas apicales se obtuvo con alcohol (70%) durante
60 segundos y NaOCl 1% durante 10 minutos y para los embriones cigoticos se obtuvo

con alcohol (70 %) durante 60 segundos y NaOCl 1,5% durante 10 minutos.

En los estudios sobre organogénesis, la combinacion de 0,1 mg/L. de BAP y 0,05 mg/L.
de ANA permiti6 la mejor diferenciacion de los apices meristematicos. El medio de
cultivo MS suplementado con 0,1 mg/L de BAP y 0,25 mg/L ANA permiti6 obtener
explantes con mayor altura, mayor niimero de brotes y mayor nimero de nudos por
brote en la fase de multiplicacion. El mayor porcentaje de enraizamiento (73,33%) se

obtuvo con la interaccion de 0,5 mg/L de ANA y 2 mg/L de AIB.

En los estudios sobre embriogénesis somatica, la combinacion del2,4-D (2 y 4 mg/L)
y TDZ (0,5 y 1 mg/L) presentan un efecto positivo en la induccion callogénica a partir
de embriones cigdticos. Los tratamientos que contienen 60 y 90 g/L de maltosa y 0,1

mg/L de ABA permitieron la regeneracion de plantulas.
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VI. RECOMENDACIONES

Utilizar los tratamientos que dieron lugar a los mejores resultados y emplearlos para
realizar nuevos estudios planteando modificaciones en las concentraciones de sales

minerales y reguladores de crecimiento.

Realizar estudios citologicos para que nos permita obtener un mayor conocimiento
sobre los procesos de la embriogénesis somatica y ampliar el entendimiento de este

proceso.

Realizar estudios moleculares de las plantulas obtenidas para evaluar la estabilidad

genética.

Continuar con los estudios de investigacion de modo tal que se pueda lograr un

protocolo eficiente para la propagacion in vitro de sacha inchi.
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ANEXOS



ANEXO 1: Analisis de varianza para la fase de establecimiento: Altura de plantula (mm) y

numero de brotes.

ANVA 1: Altura de plantula (mm)

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion
Tratamientos 8 367,88 45,98 124,24 **
Error 36 13,33 0,37
Total 44 381,20
C.V. 6,21
Promedio 9,80

ANVA 2: Namero de brotes

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion
Tratamientos 8 0,7 0,09 3,51 **
Error 36 0,9 0,03
Total 44 1,6
C.V. 12,88
Promedio 1,23
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ANEXO 2: Analisis de varianza para la fase de multiplicacion empleando BAP como fuente

de citoquinina: Altura de plantula (mm), nimero de brotes y nimero de nudos

por brote.

ANVA 1: Altura de plantula (mm)

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 8 59,68 7,46 18,98 **

Error 36 14,15 0,39

Total 44 73,83

C.V. 4,01

Promedio 15,62

ANVA 2: Numero de brotes

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 8 1,56 0,19 2,58 *

Error 36 2,75 0,08

Total 44 4,29

C.V. 14,44

Promedio 1,91

ANVA 3: Nimero de nudos por brote

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 8 0,96 0,12 3,43 **

Error 36 1,23 0,03

Total 44 2,21

C.V. 8,63

Promedio 2,16
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ANEXO 3: Analisis de varianza para la fase de multiplicacion empleando kinetina como

fuente de citoquinina: Altura de plantula (mm), nimero de brotes y niimero de

nudos por brote.

ANVA 1: Altura de plantula (mm)

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 8 3,99 0,49 2,73 *

Error 36 6,58 0,18

Total 44 10,56

C.V. 3,1

Promedio 13,76

ANVA 2: Numero de brotes

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 8 1,25 0,16 3,27 **

Error 36 1,73 0,05

Total 44 2,98

C.V. 13,09

Promedio 1,67

ANVA 3: Nimero de nudos por brote

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 8 0,91 0,11 2,86 *

Error 36 1,43 0,04

Total 44 2,33

C.V. 9,44

Promedio 2,11
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ANEXO 4: Analisis de varianza para la fase de enraizamiento: numero de raices y longitud

de raices (mm).

ANVA 1: Namero de raices

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 5 18,19 3,63 2,84 *

Error 24 30,78 1,28

Total 29 48,98

C.V. 49,24

Promedio 2,30

ANVA 2: Longitud de raices (mm)

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion

Tratamientos 5 389,89 77,98 8,77 **

Error 24 21343 8,89

Total 29 603,32

C.V. 34,90

Promedio 8,55
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ANEXO 5: Analisis de varianza para nimero de estructuras embrionarias globulares en

callos de sacha inchi obtenidos a partir de hojas inmaduras y embriones

cigoticos.

ANVA 1: Nimero de embriones somaticos globulares

Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion
Tratamientos 1 21,39 21,39 42 22%*
Error 4 2,02 0,51
Total 5 23,41
C.V. 13,93
Promedio 5,11
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ANEXO 6: Analisis de varianza para nimero de estructuras embrionarias acorazonadas en

fase de maduracion de embriones somaticos.

ANVA 1: Namero de embriones somaticos corazanados

Fuente de

G. L. S.C. C. M. F calc
variacion
Tratamientos 8 8,55 1,06 2,96*
Error 27 9,75 0,36
Total 35 1,.3
C.V. 166,41
Promedio 0,36
ANVA 2: Numero de plantulas regeneradas
Fuente de G. L. S.C. C. M. F calc
variacion
Tratamientos 8 1,55 0,19 2,63*
Error 27 2 0,07
Total 35 3,55
C.V. 44,94
Promedio 0,36
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